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Au cours de ce projet de recherche, nos efforts ont porté sur
1'&tude du mécanisme de la ré&plication du virus de la poly&drose cytoplas-

mique (VPC) d'Euxoa scandens chez diverses lignfes cellulaires d'insectes

(Lymantria dispar; Euxoa scandens; Choristoneura fumiferana) sachant 2

priori que ce virus pourrait E&ventuellement &tre emplovE 3 grande &chelle
dans 1l'environnement comme insecticide pour minimiser les ravages occa-

- slonnés par certains insectes.

Bien que le mEcanisme de la réplication du VPC d'E. scandens
soit connu en partie grice au développement et 2 1'utilisation récemment
des trois lignfes de cultures cellulaires, il demeure que ces trois
lign&es cellulalres répondent difffremment & 1'infection par ce type de

virus,

Aussi dans ce travail, 1'emploi d'une méthode immunologique
sensible qu'est 1l'immunoperoxydase nous a permls d'€tablir les cinftiques
d'apparition des divers ag viraux du VPC d'E.s. chez ces trois mémes
lignées influencées par de nombreux pafﬁmétres physico-chimiques en cours
d'infection virale par ce virus. Entre autres, 1'effet de la concentra-
tion du VPC, 1'influence de la temp&rature d'incubation, l'effet de la
concentration de la cordycépine (inhibiteur de synth@se) et du temps post-
infection avant le contact avec la cordycépine ont &té& testfs chez les
lignées de L.d. et- d'E.s.. 0Quels que soient les paramdtres physico-
chimiques impliqués, il semble que la lignée de L.d. soit plus permissive
que la lignée thﬂEﬁ 32 1'infection virale au VPC d‘EFEJ' Da ﬁlus. 1a
tempErature optimum pour 1'expression des antig@nes viraux chez les deux

lignfes cellulaires utilisfes est 28°C. Finalement, l'effet inhibiteur de



xi

la cordycépine sur les synth@ses virales augmente avec la concentration de

1'inhibiteur et son application précoce en cours d'infection.

L'effet d'une infection mixte constituBe du VPC d'E.s. et du

CIV de Chilo suppressalis sur les cinftiques d'apparition des divers ag

viraux de ce VPC a été £tudié chez la lignfe de C.f.. Une forme de
synergisme &merge de cette association entre ces deux virus occasionnant
une hausse de la synth@se des divers ag viraux du VPC d'E.s. et une
augmentation de la production de poly@dres intracytoplasmiques de ce méme

VPC.

Il semble opportun de souligner qu'au cours de 1l'application de
la méthode & 1'Ip, l'usage individuel de divers sfrums (anti-intestin de
larves infectfes; anti-virus purifié; anti-polyédre complet purifi&; anti-
polyddre purifié et dissout) almis en Evidence la présence de marquages
immuno-spécifiques respectifs 2 chacun des ag viraux du VPC d'E.s. en
microscople optique (ag viraux dans leur ensemble; ag structuraux des
capsides virales; ag structuraux des poly@dres) dans chacune des lignées

cellulaires infectées.

Et avant méme de procfder 3 1'exfcution de cette derniére
technique, i1 a fallu d'une part déterminer les meilleures conditioms &e
fixation des cellules de ces diverses lignées lesquelles sont en relation
Etrolte avec la préservation de la structure des cellules et de 1'antigé-
nicité du virus (VPC), D'autre part, il a fallu démontrer la spEcificité
réelle des divers sfrums cités ci-haut par la technique immunologique

d'Ouchterlony.



L'interprétation mathfématique de certaines cinétiques d'appari-
tion des divers ag viraux du VPC d'E.s. analysées par Probit indique une
différence de comportement 3 1'infection virale avec ce VPC respectivement

chez la lignée cellulaire de L.d. et celle d'E.s..
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I-1. Introduction générale

De fortes pertes &conomiques dues aux ravages de diverses espé-
ces d'insectes nuisibles dans les zones agricoles et forestiéres ont &té
soulignées en Amérique par les médias d'information. Entre autres, en
1980 aux U.S.A. a Eté reportée une forte défoliation d'arbres 3 haute fu-
taie sur une superficie de plus de cing millions d'acres occasionnée par

la spongieuse, Lymantria dispar (Podgwaite et Mazzone, 1981). L'&valuation

des pertes d'une défoliation continue par un ravageur sur ce type d'arbre

s'8ldve méme & plus de $75.00/acre selon McCay et White (1973).

Par contre au Canada, la tordeuse du bourgeon d'&pinette (Cho-

ristoneura fumiferana) est l'agent défoliant le plus destructif en Amé-

rique du Nord. Les larves s'attaquent 3 divers coniféres tels le sapin

beaumier (Abies balsamea), 1'épinette blanche (Picea glauca) et 1'Epinette

rouge (Picea rubens) (Wilson, 1981).

De plus, les vers gris ont constitué en 1976 le principal pro-
bl2dme des producteurs de tabac des régions de 1'Assomption et de Joliette
au Québec. Les espldces les plus importantes s'attaquant 3 cette culture

ont été Euxoa messoria (Harr.), E. scandens (Riley), E. ochrogaster (Guen)

et Agrotis ipsilon (Hufn) (Ritchot et al., 1977).

Les iﬁsecticides chimigques employé&s pour palier & ces problémes
ont provoqué l'apparition de sujets résistants 3 ces insecticides synthé-
tiques (Pujara et Samnotra, 1983) poussant les chercheurs 2 développer de
nouvelles stratégies de lutte contre ces insectes. Aussi, bien qu'effica-

-ces, ces Iinsecticides chimiques comportent un autre inconvénient tel leur



action non-sélective pour les insectes non-cibles (Van Den Bosch et Mes-
senger, 1973). Plus précisément, Back et al. (1983) ont soulign& un man-
que de s&lectivité du té&mé&phos (organophosphoré) employé en milieu aquati-
que en 1980 contre les larves de moustiques dans le QuEbec subarctique

(3 Gagnon). Certains insecticides synth&tiques appliqués 2 des fins de
contrile d'épizooties ont Eté qualififés de polluants environnementaux diis
3 leur forte rémanence dans le milieu. Par exemple, Tinsley (1976) cite
la persistance du DDT employé contre les chenilles dé&foliatrices des

plants de coton en Afrique et aux U,S5.A..

Ainsi vint 1'id&e de mesurer l'efficacité de certains entomo-
pathogenes en tant qu'insecticides biclogiques sur des populations d'in-
sectes, Cecl dans le but premier de minimiser les dommages occasionnés

par les insectes ravageurs (Tinsley, 1976; 1978).

En ce qui a trait aux programmes de lutte appliqufe dans le
passé sur les territolires américains et canadiens, un bon nombre d'agents
microbiens ont &t& testfs en plein champ (Burges et Hussey, 1971; Harper,
19763 Jaques, 1976; Burges, 1981) ainsi que dans de nombreux autres pays
dont notamment la Chine (Burges et Hussey, 1971; Burges, 1981; Hussey et

Tinsley, 1981).

I-1.1 Contrtle microbien en gén&ral

L'emplol de pathog@nes d'insectes; de virus, de bactéries, de

protozoaires, de champignons et de rickettsies, peut s'avErer suffisant
dans certains &cosyst@mes pour maintenir les populations nuisibles 2 un

niveau tol&rable tant sur le plan médical qu'&conomique (Kurstak, 1978).



Néanmoins, on tend 3 &pandre plus d'agents de contrdle bactériens et
viraux dans l'environnement comparativement 3 d'autres formes microbiennes
moins sélectives pour les populations visées (Burges, 1981) et possible-

ment pathogénes pour 1'homme tels les rickettsies (Bucker, 1981).

Parmi les agents de contrdle utilisé&s aux U.S.A., Bacillus po-

pilliae et B, lentimorphus ont &t& produits commercialement sous diverses

étiquettes (Doom® ; Japidemic® ; Japanese Beetle Beater® ) 3 des fins
de lutte contre les ravageurs du gazon dans les &tats de 1l'est du fleuve
Mississipi (Harper, 1976; Ignoffo et Anderson, 1979). Un autre insecti-

cide trés important aux U.S.A., le Bacillus thuringiensis, a &été commer-

cialisé par les laboratoires Abbott (Dipel® ), par Nutrilite Products
Inc. (Biotrol® ), par Sandoz Inc. (Thuricide® et Teknar® ), par Reuter
Laboratories Inc. (B.M.C.® ) et par Biochem Products (Bactimos® ). Ce
dernier entomopathogéne bactérien a permis de restreindre le ravage occa-
sionné par les lé&pidoptéres sur diverses plantations telles le tabac, le
chou, la laitue, le raisin, etc... (Harper, 1976; Ignoffo et Anderson,
1979) et de contrdler des populations d'insectes piqueurs telles les

moustiques (Stark et Meisch, 1983).

Outre les bactéries du genre Bacillus, les baculovirus du type
de la polyédrose nucl&aire (VPN) ont &t& aussi utilisés sur plusieurs
insectes aux U.S.A.. Parmi ces insectes, on a retrouvé en 1975 deux

ravageurs de plants de coton soit Heliothis zea et Heliothis virescens et

d'autres espéces telles la noctuelle Trichoplusia ni et Hemerocampa

pseudotsugata (Harper, 1976; Hurpin, 1977).




Au Canada, les virus, les champignons, les protozoalres sont des
agents de contr@le naturels des pestes forestidres (Burges, 1981). Par
exemple, C, fumiferana a &t€ contr8lée par divers agents (VPN, entomopox-

virus et Nosema fumiferana); deux esplces du genre Diprion (D. hercyniae

et D, sertifer) ont &t€ contr8l&es par leurs VPN respectifs; par contre,

le protozoaire Nosema disstria a £t€ apte A restabiliser la population de

Malacosoma disstria (Jaques, 1976). En gulse de mesure de contrfile cana-

dienne, le B.t. a &tf trds efficace contre l'arpenteuse du chou, Tricho=
plusia ni, et contre la piéride du chou, Pieris rapae (Jaques, 1976). De
plus, un VPN a &t€ test€ sur des plantations de tabac pour réduire la

population d'Euxoa messoria (Jaques, 1976).

En ce qui a trait 3 l'emplol de protozoaires en tant que futur
insecticide, seulement cing esplces de ces derniers ont &t€ soumises 3 de
sérieuses &tudes entre autres trols espdces du genre Nosema (N. locustae;

N. algerae; N, pyrausta), puls deux espdces distinctes telles Mattesia

trogodermae et Vairimorpha necatrix (Ignoffo et Anderson, 19749),

Parmi les entomopathogénes les moins spfcifiques, on retrouve
les champignons pouvant &tre utilisfs contre différents types d'insectes
ravageurs (pucerons, mouches, etc...). Aucun insecticide fongique est
disponible présentement sur le marché amfricain; par contre, certains sont
utilis&s 3 grande €chelle en U.R.5.5. sous les sigles suivants: Aseronija

(Aschersonia aleyrodis: Ignoffo et Anderson, 1979) et Boverin { Beauveria

bassiana: Ignoffo et Anderson, 1979; Ferron, 1981) employés pour le

contr8le de la b&te A patates (Leptinotarsa decemlineata), De 1972 2 1978

au Brésil, le champignon Metarhizium anisopliae a servi au contrBle de la




punaise de la canne 2 sucre sous le nom commercial de Metagquino (Ferron,
1981). L'usage des rickettsies comme moyen de contrdle s'avdre un proc&d&
dangereux puisqu'ils ont une affinité particulilre pour les tissus de
vertébrés et les tissus humains, Ce dernler type de pathogé@ne soullve
donc un probldme d'une importance mfdicale 2 ne pas négliger (Bucker,

1981).

I-1.2 Contrfle viral des invert&brés

L'emploi des virus dans la lutte bioclogique contre les insectes
permet d'impannter la maladie dans la population du ravageur ou dans le
milieu od 11 se trouve de fagon 2 cr@er une Epizootie maintenant 1'insecte
nuisible 3 une densité non-dommageable pour la culture ou la for8t durant
de nombreuses annfes. L'entomopathog@ne viral, responsable d'une &pizoo-
tie naturelle ou provoqu&e chez une population d'insecte donnfe, peut se
transmettre d'un insecte 2 1'autre par divers modes d'infection (per os;

transmission trans—ovarienne; transmission croisfe) (Smith, 1967).

Parmi les 300 2 400 espdces de virus décrits chez les insectes,
ce sont les baculovirus responsables de poly&droses nuclfaires et des gra-
nuloses chez les lé&pldoptédres qui sont actuellement les plus &tudifs pour
la protection des cultures et des forfts (Hurpin, 1977; Tinsley et al.,
1980). Ainsi, bon nombre de virus sont des parasites d'invert&brés. Il
existe précisfment sept familles de virus isolfs A partir d'insectes (ta-
bleau | tiré& d'Evans et Harrap, 1982). Certaines de ces familles possd-

dent des propri&tfs blochimiques et des propriété&s biophysiques semblables

d celles retrouvées chez les virus de vertébrés ou les virus de plantes



Tableau 1

Groupes de virus d'imsectes décrits 3 ce jour

Group name Dimensions (nam) Abbreviation Insect host Nucleic Symmetry of Inclusion body Cryptogram
order acid particle
Baculoviruses Lepidoptera dsDNA Helical
(Nuclear poly- 40-140 X 250-400% NPV Hymenoptera + D/2:80/10-15:Ue. o/(E):I/0
hedrosis viruses
CGranulosis virus 30-50 X 220-—320b GV Diptera +
Non—occuled 120 X 220 —_ Coleoptera -
nuclear viruses)
Cytoplasmic poly- 48 - 69 CEV Lepidoptera dsRNA Isometric + R/2: 13- 18/25-30:S0/5:1/0
hedrosis Hymenoptera
Diptera
Entomopoxviruses 320-400 X 230-250 EPV Lepidoptera dsDNA Brick-shaped + D/2:140-240/5-6:X/.:1/0
. Orthoptera
Coleoptera
Diptera
Iridoviruses 130-180 Iv Lepidoptera dsDNA Isometric D/2:130/15-20:S S:I/1
' Hymenoptera
Coleoptera
‘Diptera
Ephemeroptera
Hemiptera
Parvoviruses 20-24 DNV Lepidoptera ssDNA Isometric p/1:1.5-2.2/19-32:S S:1/0
Small RNA viruses 27-39% —_ Lepidoptera ssRNA Isometric — Various
Hymenoptera
Coleoptera
Orthoptera
Rhabdoviruses ' 140-180 X 70 Diptera ssRNA Helical — k[k:k[*kUe/E:1/C
® With envelope. b Without envelope. € Except "Mini" viruses 13-17 nm

* Tir€ d'Evans et Harrap, 1982



(tableau 2 tiré de Tinsley, 1979). Mé&me Burges en 1981 a publif& certains
tableaux mettant en &vidence divers virus utilisés pour le contrdle d'in-

sectes nuisibles (tableau 3).

Entre 150 et 200 essais ont &té effectufs en plein champ avec
les baculovirus pendant les 20 derni@res annfes au niveau des plantations
de coton (60%), de blé (30%) et d'autres cultures telles le soya, le ta-

bac, la tomate et le sorgho, etc... (Ignoffo et al., 1980).

Certaines Etudes sur 1'application en for2t d'un VPN dans les

contrBles de la tordeuse du bourgeon d'&pinette Choristoneura fumiferana

ont Eté effectufes au Canada en 1974 (Jaques, 1976). Aux U.S5.A.,1'utili-
sation commerciale du VPN sur des plantations de coton 3 des fins de con-

trdle biologique du ver de coton Heliothis zea représente le premier

insecticide viral commercialisé dans ce pays (Ignoffo, 1973) sous les
noms de Elcar® (Sandoz Inc.) et de Biotrol=-VHZ® (Nutrilite Products
Inc.) (Ignoffo et Cough, 1981). Une recherche intensive par le Départe-
ment d'Agriculture en 1974 aux U.S.A. a aboutie 3 1'enregistrement d'une
autre formulation virale du type VPN (sigle: Gypcheck). Elle a &té
teste contre un défoliateur forestier puilssant en Europe central et aux

U.5.A.: la spongieuse (Lymantria dispar). Ce VPN 3 action plus lente mais

plus spEcifique que le B.t. envers ce ravageur forestier démontre néan-
moins une certaine vulnérabilité vis-3-vis les rayons u,v. par rapport au
B.t. (Lewis, 1981)., Des travaux récents portent sur les VPN de cette
chenille défoliatrice (L. disEar} aux U.S.A., France, Roumanie, U.R.5.5.,
Yougoslavie (Hurpin, 1977) et au Québec (HEbert et al., 1985). De plus,

une virose du méme type (poly&drose nucléaire) chez Diprion hercyniae




Tableau 2

Groupes de virus pathogénes isolés chez les insectes comparés

*
aux virus de plantes et de vertébrés

Biochemical and biophysical similarities

Family Nucleic Particle Vertebrate Plant
acid® symmetry viruses viruses
Baculoviridae DNA Rod None None
(Baculovirus (occluded)
groups A,B,C)
Poxviridae DNA "Brick” Orthopoxvirus None
(Entomopox (occluded) Avipoxvirus
viruses) Capripoxvirus
Leporipoxvirus
Parapoxvirus
Reoviridae dsRNA Isometric Reovirus Plant
(Cytoplasmic (occluded) Orbivirus Reoviruses
polyhedrosis
viruses)
Iridoviridae DNA Isometric African Swine Fever Fungal
(Iridovirus) Frog Viruses 1-3 Algal

Lymphocystis virus

Pafvoviridae ss8DNA Isometric Parvovirus None
(Densovirus) . Adeno-associated

Picornaviridae RNA Isometric Enterovirus Small RNA viruses
(Enterovirus; (single polypeptide)
unclassified
groups)

Rhabdoviridae RNA Bullet/ Vesiculovirus Plant rhabdovirus
(Sigmavirus) bacciliform Lyssavirus

84sRNA, Double-stranded RNA; ssDNA, single-stranded DNA.

*Tiré de Tinsley, 1979



Tableau 3

ContrBle microblen de divers insectes nulsihles

4 l'environnement de certains pays*

Introductions of pathogens since 1970 inte invertebrate populations resulting in lasting control.
Further instances of examples given by Burges and Hussey (1971) areexcluded

Pathogen Pest Degree of success Place Authoricy
v Agrotis segetum Residual effect of GV Pakistan Ehah et al.
moth from one year to next: Denmark 1979.
spread 10 m Zethner, 1980
eV Choristoneura Significant NPV and morta-  Canada Howse et al.,
fumiferana, licty, follage protection 1973
budworm for 3 years Morris et al,
1974;
Morris, 1977
wev? Lymantria dispar, NPV spread from 10 Sardinia Hagnoler,
moth treated ha to 300 ha 1974
by the next year, the
highest morctality
being ) &0%
WEVE Lymantria monarcha, Damage insignificant in Denmark Zethner ,
moth i treated areas in follo- Sweden 1976
wing year: heavy else-— Eidmann,
where 1976

8. Artificial fatroduction

* Tiré de Burges, 1981



Tableau 3 (Suite *)

Pathogen Pest Degree of success Flace Authority
Npv? Spodoptera Strong evidence of natu— Crete Mc¥inley, 198
littoralis, ral spread and persis-—
moth tence. Blrds spread
virus ca. 0.5 miles
npv® Trichoplusia Peraistence and spread. Columbia Bellotti and
ni, moth Controlled subsequent Reyes, 1980
generations, Respray Alvaro and
never necessary, T.ni Hernan, 1973
no longer a pest on cot-—
ton
NPV, pox vlrunb Wiseana Bpp., Pasture management Hew Zealand Crawford and
moths maintalns control Kalmakoff, 1977
below economle levels
Npv* Neodiprion Spreads rapidly, often Canada Chapter 19, VB2
pawfly almost eliminating po-
pulations in gne year
nev® Weodiprion swainel, Sprays gave good con- Canada Chapter 1%, VB}
gawfly trol, lasting into
following years
Nth Cephaleia abletis,  Natural epizootics curb Austria Chapter 19, VBIO
gawfly defoliation by this saw-
fly with 3-yearly cycles
a. Artificial iotroduction. b. Hatural occurence.

*Tiré de Burges, 1981



Tableau 3 (Sulee®)

Pathogen Pest Degree of success Place Authoricy
Bacillus Mosquito larvae Recycled throught larvae Florida B. Hertlein,
lphoer:l.cull' in a drainage ditch for personal

9 months communication

1979

Aphanomyces Crayfish, not a Eradicated from large Europe Unestam and
astacl, fl.l'ﬂ.lﬂlh pest parts of Europe Welss, 1970
Lagenidium Mosqultoes Natural and artificial Loulaiana, Chapter 29,111
glganteup, introductlions recycled California
!ungu-" several years
C!.‘l.'l.!l.c.[u.c.]‘tuil b Moaquitoes Probably lurvird k | Australia Sweeney, 1979
spp., fungus ' years in often dry

earthen drain. High

initieal kills at start

of current trials
Romanomermis 16 potential Significant parasitism, Louisiana Petersen, 1976
culicivorax, mosquito hosts often 90X, S5till at
nematode ? many sites Iin Ind and

Ird year
Mximermis Hosquito larvae Realeased at one site. Loulaiana Petersen, 1976
petersend , Still produced BOX
nematode® infection in S5th year
Hetherorhab- Mastotermes Balt infected workers. Australia Work of Bedding,
ditis darwiniensis Hematode transmitted D.E.: Plnnock

termite to successive groups peraonal
of foragers communication

a. Artificial introduction b. Matural occurence.

® Tiré de Burges, 198]



Tableau 3 (Suite®)

Pathogen Pest Degreee of success Place Authoricy
Dedalenus Sirex spp., Infested logs inocu=- Australia Chapter 33, III
siricidicola, wood wasps lated with nematodes,
nematode? which were spread by

waspa causing 75X infec-

tion in most areas
Howardula Megaselia Hatural infections reach 1.4 Chapter 33, IV
hnm:ri.b halterata, 60=751 by autumn, decline
nematode mushroom in winter. Artificial use

phorid fly impracicable

Riberiroila marini Biomphalaria Trematode prevents egg Guadeloupe Nassl at
guadeloupensis, glabrata, laying: 8x10" trematode al., 1979
trematode snail eggs in 15 months added

to pond: most snails

disappeared

a, Artificial introduction. b. Natural occurence,

* Tiré de Burges 1981
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introduite d'Europe 3 l'occasion de 1'importation de parasites au Canada,
s'est propagfe naturellement et a limit& progressivement les dégits aux
Epicfas dans l'est du Canada et dans le nord-est des U.S.A. (Bird et

Elgee, 1957; Hurpin, 1977).

On a réussi 3 isoler divers virus responsables de polyédroses
cytoplasmiques (VPC) chez 200 espéces d'insectes et ce, majoritairement
chez les lé&pidoptéres (85%) et minoritairement chez les diptéres (9%), les
hym2noptéres (4%) et les col&optéres (2%) (Martignoni et IwaT, 1977; Bur-

ges, 1981). Entre autres, un VPC de Dendrolimus spectabilis a &té commer-

cialis& au Japon en 1977 sous le sigle de Matsukemin (Ignoffo et Anderson,

19749),

Les pathogénes viraux sont pourvus d'une grande s&lectivité
envers une seule espéce-cible contrairement 3 ce que 1'on pergolt chez
d'autres insecticides (chimiques, bactériens, etc...). De plus, les
insecticides viraux sont facilement hiodﬁgradablea dans l'environnement et
sont plus sécuritaires vis-3-vis les autres organismes vivants (plantes,
insectes, mammiféres, homme). Aucune infection & baculovirus ou au VPC
chez les mammiféres a &téf décelfe 3 venir 3 date pulsque ces virus
pathogénes d'insectes sont dirigés uniquement contre ces derniers insec-
tes, Ceci rend donc leur emplol plus sécuritaire 3 des fins de contrile

biologique (OMS, 1973).
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I-2. Les virus des polyédroses cytoplasmiques

I-2.1 Caractéristiques des VPC

L'existence d'un virus du type poly&drose cytoplasmique a Eté

constatfe en premier chez les lé&pidoptéres Arctia caja et Arctia villica

par Smith et Wyckoff en 1950, Limités aux lé&pidoptldres généralement
(Arnott et al., 1968; Assai et al., 1972; Martignoni et Iwai, 1977; Quiot
et Belloncik, 1977; Sikorowski et Thompson, 1979; Yue Yun-Xian et al.,
1981; Bellemare et Belloncik, 1981), certains cas de ce type de virose ont
&té observés chez les hyménoptéres (Longworth et Spilling, 1970; Martigno-
ni et Iwai, 1977), les diptéres (Anthony et al., 1973; Bailey et al.,

1975; Bailey, 1977; Martignoni et Iwai, 1977; Andréadis, 1981).

En plus, ce type d'infection virale (VPC) a -&té responsable
d'une poly&drose cytoplasmique chez d'autres insectes tels Agrilus

suvorori populmeus et Melanophila picta (col&opté@res: Martignoni et Iwai,

1977), puis chez Chrysopa perla et Hemerobius stigma (neuroptéres: Marti-

gnoni et Iwai, 1977).

Bien que les infections avec les VPC sont largement répandues
chez les insectes, il n'en demeure pas moins que Ibrahim et al. en 1978
ont mis en Evidence une infection virale du type VPC chez un nématode (ver
rond: classe des némathelminthes); de plus, Federici et Hazard en 1975

ont observé un crustacé d'eau douce (Simocephalus expinosus) virosé par un

virus de la polyE&drose cytoplasmique.

Les virus responsables des polyéfdroses cytoplasmiques sont pour-

vus de certaines propriftés telles la présence d'un génome bicaténaire
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(ARN double-brin) constitué de plusieurs fragments uniques d'ARN (dix seg-
ments) non inter-reliés d'une part, et d'une ARN polymérase (transcripta-

se) assocife aux virions d'autre part (Miura et al., 1968).

Des études récentes démontrent que plusieurs VPC en provenance
de diverses espéces d'insectes contiennent aussi dix segments d'ARN géno-
mial (Payne, 1976; Payne et Rivers, 1976) avec un poids moléculaire ap-
proximatif de 15 X 10°® daltons (Fujii-Kawata et al., 1970). Selon Lewan-—
dowski et Millward (1971), ces dix segments synthétisent des polypeptides

en quantités équimolaires,

Les différentes souches de VPC font partie de la famille des
Reoviridae, Aussi, le VPC de Bombyx mori a été employé comme modéle des-
criptif de ce groupe qui forme le genre "cypovirus™ (Joklik, 1981) de
cette famille, dénomination non-admise encore dans la classification offi-
cielle de Matthews (1982). D'abord, Hosaka et Aizawa (1964) ont remarqué
1'aspect icosaédrique de la particule virale de diamé@tre variant entre 60
et 70 nm (Bird, 1965; Miura et al., 1969). Le virion lui-méme est pourvu
de 12 projections tubulaires (spicules: 20 nm de long chacune) situées
aux sommets de la capside virale lesquelles projections sont imbriquées
extérieurement sur la surface de cette capside (Hosaka et Aizawa, 1964;
Miura et al., 1969, Lewandowski et Traynor, 1972; Payne et Harrap, 1977).
A chaque extr8mité externe des spicules issues 3 méme le nucléoide central
du virion (Miura et al., 1969) correspond une structure ;phérique de 12 nm
de diamétre relife au sommét de chacune de ces projections tubulaires
(Asai et al., 1972); Certains chercheurs ont méme suggéré que ces spicu-

les pouvaient servir de site d'adsorption du virus sur les cellules-h&tes
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(Miyajima et Kawase, 1969; Asai et al., 1972).

En ce qul a trait 2 la capside des membres de la famille des
Re0uiridﬁe, exception faite des VPC, elle comporte deux couches distinec-
tes: la couche externe proprement dite et la couche interne entourant le
nucléolde central (Smith, 1967; Lewandowski et Traynor, 1972). La capside
externe chez lelvPC de B. mori est absente (Hosaka et Aizawa, 1964; Miura

et al., 1969).

Les particules virales sont incorporées en grand nombre 3 1'in-
térieur de matrices cristallines prot&iniques (polyddres) lesquelles
sont form€es dans la plupart des cas dans le cytoplasme des cellules de
l'intestin moyen de larves (Payne et Mertens, 1983), d'ol provient le nom
de poly&drose cytoplasmique (X€ros, 1952; Smith et Xfros, 1953; Payne et
Harrap, 1977). Martignoni et al. (1969) ont observE& la pré&sence de po-
ly2dres dans le cytoplaﬂmeldes cellules cylindriques et des cellules 3
gobelet de 1'intestin moyen; cependant les cellules regé&nfratrices n'ont
Et€ point affectfes, Cecl serait une des causes de la nature chronique
plutdt que l&tale de la poly&drose cytoplasmique (Payne et Harrap, 1977).
Arnott et al, (1968) ont estimé 3 plusieurs milliers le nombre de parti-
cules virales pouvant Etre incluses dans un poly@dre; cependant, pour cer-=
tains types de VPC, uniquement une particule wvirale par poly&dre a pu

gtre décelfe notamment chez les dipté@res (Anthony et al., 1973).

Hosaka et Aizawa ont réussi en 1964 3 dissoudre en milieu alca-
lin les poly2dres cytoplasmiques de la larve B. mori (Linnaeus) afin de

mieux &tudier la structure fine des particules virales lib&ré&es,
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Cunningham et Longworth (1968) sont parvenus 3 extraire les par-
ticules virales A partir des poly2dres cytoplasmiques isolés chez divers

lépidoptéres-hftes tels Aglais urticae, Nymplasis io, Vanessa cardui,

Arctia caja, Porthetria dispar, Phalera bucephala et Euproctis chryssor-

rhoea. Les particules virales sont formfes de 3 3 5 polypeptides viraux

selon les types de VPC concernés (Payne et Rivers, 1976).

Selon Arnott et al. (1968), en ce qui se rapporte 3 la cinftique
de la réplication des VPC, les premilres manifestations de la multiplica-
tion virale telles que pergues en microscople s'observent avec la pré&sence
de plages virogfniques instaurfes dans le cytoplasme des cellules infec-
tées, A ce stade précoce de la maladie, les stromas virogé@nes sont cons-
titués majoritairement de particules virales incomplédtes. Cependant 2 un
stade plus avancé&, on volt 1'apparition de polyddres cytoplasmiques au
pourtour de ces plages qui n'incorporent que les particules virales com=-
plétes dans leurs matrices cristallines. Bird en 1965 avait conclu aupa-

ravant que les particules virales sont assemblfes juste avant leurs inclu-

sions au sein des polyédres.

Les polyddres cytoplasmiques sont de taille (dimension) et de
forme variables. Aruga et al. (1963) ont remarqué que la dimension des
polyddres dépend de leurs positions au niveau de 1'intestin moyen. Plus
précisément, les gros polyddres se trouvent forméfs dans la partie anté-
rleure de 1'intestlin et les plus petits dans la partie postfrleure. Di-
verses formes possibles de poly@dres ont &t€ attribufes aux poly&droses
cytoplasmiques telles cubiques, icosaédriques et triangulaires (Hukuhara

et Hashimoto, 1966). Les polyd@dres sont constitufs de 4 3 6 polypeptides
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viraux selon les types de VPC impliqués (Payne et Rivers, 1976). Aussi,
le poids moléculaire du polypeptide majeur peut varier entre 25 et 31

kilodaltons (Payne et Tinsley, 1974; Payne et Harrap, 1977).

I-2,2 Réplication des prot&ines et de 1'ARN des VPC
chez les insectes in vivo en microscopies
(optique et Electronique)

Plusieurs chercheurs se sont attardés 3 1'étude en microscopie
de la pathogénése virale d'insectes virosés par la polyé&drose cytoplasmi-
que, Le tableau 4 &numére certains types d'insectes soumis 3 ce type
d'infection virale in vivo et ce méme tableau cite les auteurs ayant
contribué 3 1'&volution des recherches se rapportant 3 la fois 3 1'iden-
tification du génome viral, 3 la morphologie et l'ultrastructure des par-
ticules virales (Xéros, 1956; Arnott et al., 1968; Hayashi et al., 1970;
Sikorowski et al., 1971; Yue Yun-Xian et al., 1981), au site de la multi-
plication des particules virales et des polyédres (Bird, 1965; Martignoni
et al., 1969; Andréadis, 1981), 3 la morphologie et la dimension des po-
lyédres (Bailey et al., 1975; Quiot et Belloncik, 1977; Belloncik et Bel-
lemare, 1980; Adams et Wilcox, 1982) et 3 1'état des tissus de larves in-

fectées par un VPC (Boucias et Nordin, 1978).

Chez les insectes, l'infection par le VPC survient en général
lors de 1'ingestion orale de polyé&dres par les larves. Ces polyédres in-
gérés sont dissouts par les sucs alcalins de 1'intestin moyen (Faust et
Adams, 1966; Dadd, 1970) ol les particules virales sont 1ib&rées, Lors de
l'infection, les virions sont adsorbé&s par leurs projections spécifique-

ment au niveau des cellules &pithé&liales de 1l'intestin moyen (Miyajima et



Tableau &

Réplication des VPC chez les insectes-hotes ou chez les cultures
cellulaires d'insectes observiée en microscople

apris dissolution
des polyiddres du
VPC de B. mori

en milieu nlcalin).

Technique de
rotatlon sur

des microphoto-—

graphles en
microscople
Electronique

Structure virale fine,

in
o
E E Types d'insectes - Systémes in vivo T Types de
= hites ou lignées ou microscoples Observations REférences
= F cellulaires<hites Systiémes in vitro
o
Contraste de phase Diamétre des polyBdres: 1.3 - 4.0 um-
Antheraea et Formes des poly2dres: cublques et/ou
eucalypti Microscopie triangulaireset/ou hexagonales. Grace
seott in vigre §lectrunique (N.B.: L'infection au VPC a &t& induite (1962a)
(3aturniidae) par une VPC de B.morl phagocyté
par les cellules).
Hicroscople Identification du génome vir:il (ARN); Adahin
Electronique détermination du site de 1ibération de shlmuta
{eoloratlion 1"ABN au niveau des sommets de la cap- Etka
négative & slde (icosaBdre) suite A divers trai- H°’;
1'acétate tements chimiques (urde; perchlorate (1969)
d'uranyle)’ de Ha).
g in vitro
g e
o Bombyx
= mori (lib#ration des Microscople Caractéristiques du virion.
particules virales Electronique

Miura et al.
(1969)
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n
o
EE Types d"insectes — Systémes in vivo Types de
oo hétes ou lignies au microscoples Observatlons Références
= cellulaires—hites Systémes in vitro
o
Microscople Structure fine des prejections.
in vitro #lectronique Observatlon des particules sphéfiques au Agsal et al.
. P : tilons. 72y
Bombyx mori {idem) sommet de ces projections (1972)
(suite) —_——e -
in vive Microscopie Virions complets Hayashi
électronique et al.
(1970}
Danaus in wivo Microscopie Description détalllée de la patholegle
plexippus alectronique du VPC chez cette larve Incluant la mor- Arnott
phologle et 1'ultrastructure des parti- et al.
cules virales. (1968)
2
= in wive Mieroscopie Polyédres parasphériques (2-8 um) fuiot et
= électronique Belloncik
[=]
= (1977)
=]
A ) e e e e e e e e e e e e e e e e e
Euxoa in wivo Microscopie Poly&drea parasphérigques Belloncik
scandens (infection di- photonique ' et
recte chez ces et Bellemare
larves avec des Hicroscople - (1980)
polyédres cubi- électronique

ques isplés de
la lignée cellu-
laire L. d}apa;}
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des cellules,

m
a
EE Types d'insectes - Systémes in vive Types de
== hites ou lignées ou microscoples Observations Références”
o= | cellulaires-hites Systémes in vitre
o
Heliothis in wive Microscople Particules virales de forme sphérique Yue Yum-Xian
armigera Electronique (53 X 70 um) se multipliant dans les et al.
(Hlbner) cellules & gobelet et cylindriques. T1981)
Heliothis in wive Champ clair Présence de virions libres ou inclus dans Sikorowski
virescens et les polyddres au niveau de 1'hémolymphe et al.
Contraste de phase de larves infectées au VPC. (1971)
8 Hemerocampa in wive Coupes ultra-minces Formation des polyddres dans les cel- Martignoni
& pseudotsugata (quatridéme et ¢n microscopie lules & gobelet et cylindriques et al.
£ cinquidme sta- #lectronique {études histochimiques et &tudes histo- T1969)
§ des larvalres) loglques).
=5
a R
Hyphantria in wvive Microscopie Augmentation de la dimension des cel- Boucias
cunea i balayage lules des tissus @pithéliaux avec des et
protub&rances & la surface des micro- Nordin
villosités de 1"intestin de cette larve (1978)
infectée avec un VPC.
Lymantria in vitro Contraste de phase Faible hypertrophie du noyau des fibro- Vago
dispar blastes. et
Formation de polyddres dans le cytoplasme Bergoin

(1962)
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E E Types d'insectes — Systiémes in vivo Types de
TE hites ou lignEes au microscoples Observations RéfSrencan
o cellulaires=hdtes Syst@mes in vitro

o

Lymantria in vitro Contraste de phase Qulot et

dispar (VPC dT'l_:. scandens et Polyédres cublques (1-53 um) Belloncik

{puite) introduit dans la Microscople (197N

lignée L. dispar Electronique
Microacopile Belloncik
photonique 3
idem et Polyddres cublques Bellemare
Microscople (1980)
é#lectronique
w
=
= Contraste de phase Signes nets de la pathogénise virale sous Quiot
a idem et forme de granulations dans les cellules et @t al.
=] Microscople rétraction des pseudopodes cellulaires, {_nﬁ.ﬁl)
ﬁ électronique
Site de la formation des virions et des
polyidres.

Orgyia in vive Microscople Multiplication des particules virales Bird
leucostigma &lectronique dans le cytoplasme (1965)
Pectinophora in vivo Microscople Forme dodécaBdrique des polyd#dres viraux Adams
gossyplella i balayage et

Wilcox

{1982)
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mixtum

m
al
EEI Types d'insectes = Systémes in vive Types de o
v o hites ou lignées ou microscoples Observations Références
o+ | cellulaires-hites Systimes in vitro
B
Spodoptera in witro Microscople Falble pourcentage de virus extracellu= Longwarth
frugiperda (VPC de Chrysodeixis é#lectronique laire (19813
eriosoma introdult
dans la lignée cel-
n laire 5. frugiperda)
E - S — _—
= Thaumatopoea in vivo Microscopie Les particules virales sphériques (35 um Kéros
e pltyocampa glectronique de diamdtre) sont infectieuses pour les {1956)
E cellules Eplthéliales de 1'intestin moven.
Trichoplusia in vitro Contraste de phase Virions inclus dans les pelyédres sphéri- Granados
al et ques (30 - 40%) ou cubiques (60 - 70%) et al.
Microscopie
électronique (1974
Aedes in viva Microscople Polyiédres irréguliers incluant de nom- Andréadis
cantator électronique breuses particules virales. {1981)
Le site de formaticn des polviédres est
divers-1.e. dans le cytoplasme des cel=
lules gastriques et des cellules intesti-
w nales.
;;-' —_— - — _— e e e
5 Cnephia hi mutata in wivao Microscopile Polyédres polymorphiques (0.37 3 1.06 um Bailey
B électronique de diamétre) dans les cellules &pithéliales et al.
= Pmsluulium de 1'intestin moyen. {1975}
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Kawase, 1969), puis 1l'acide nucléique du virus est injecté dans le
cytoplasme des cellules a-travers ces projections (hypothése de Kobayashi,
1971). Toutefois, les cellules 3 gobelet peuvent aussi &tre infecté&es
(Martignoni et al., 1969; Iwashita, 1971). Survient ensuite la synthase
de 1'ARN et des protéines structurales des virus formant des plages viro-
génes (Xéros, 1956) ol l'assemblage des constituants structuraux a lieu.
Arnott et al, (1968) ont observé que des matrices cristallines se for-
maient 3 proximité des stromas virogénes ol s'effectue la synthése des
protéines structurales des polyédres. Ces protfines cristallines incorpo-
rant de nombreuses particules virales forment les polyédres viraux. Fina-
lement, 1'éclatement des cellules infectées survient suite a la désinté-
gration de la membrane cytoplasmique (Kobayashi, 1971), et les polyé&dres
viraux sont relachés au sein de la lumiére intestinale et sont retrouvés
dans les‘excréments de larves infectées par le VPC (Kalmakoff et Long-
worth, 1980). Il est important de savoir que 1l'infection virale au VPC ne

se limite pas toujours au tractus alimentaire de 1'insecte. Stoltz en

1969 a observé que les tissus adipeux de Chironomus plumosus &taient viro-—

sés par un VPC,

Le virus de la polyé&drose cytoplasmique d'Euxoa scandens
(Noctuidae, Agrotinae) a &té isolé par 1'équipe Quiot et Belloncik en 1976
3 partir de larves recueillies lors d'une récolte en nature puis é&levées
aux laboratoires de la ferme expérimentale de 1'Assomption (Gouvernement
du Canada). Ces derniers chercheurs ont confirmé la localisation intra-
cytoplasmique des polyddres dans les cellules de 1'intestin moyen infecté

et ce, 3 la suite d'études histologiques.
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L'effet du VPC sur les larves d'E. scandens résultant en une
nonchalance, en une perte graduelle d'appé&tit, en une réduction de la
tallle des larves et du poids des chrysalides seraient attribuables selon

Magnoler (1974) dans le cas d'expériences effectufes sur Porthetria dispar

4 une diminution de leur métabolisme induit par un débalancement humoral
occasionné par la formation de polyddres et de virus au niveau de 1'intes-

tin moyen.

Les poly@dres produits dans 1'intestin d'E. scandens sont para-
sphériques et leurs dimensions varient entre 2 et 8 um. Les virus sous
forme d'icosaddre mesurent environ 70 nm dans leur grand axe et sont munis
de projections aux sommets (Quiot et Belloncik, 1977). Le virion est
constitué de quatre polypeptides et le polyédre en contient six. L'ARN
est bicaténaire et est composé de dix segments (Gfancher—ﬂnrtay et al.,

1981).

Bellemare et Belloncik (198l) ont rfussi A Evaluer les doses
infectieuses médianes du VPC chez les larves d'E. scandens observant une
plus grande susceptibilité du troilsime stade larvaire devant 1l'infection
virale par rapport au quatridme stade. Ces chercheurs ont méme observé
une augmentation de la durfe de la période larvaire et une diminution du
poids des chrysalides infectfes par rapport aux larves-témoins. Par con-
tre, Sikorowski et Thompson (1979) ont noté 1'effet d'un VPC sur la baisse

de fécondité de Heliothis virescens,
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I-2.3 Réplication des protfines et de 1'ARN des VPC
chez les insectes in vitro en microscopies
(optique et €lectronique).

(Quelques rares publications font &tat de 1l'utilisation des
cultures cellulaires pour 1'&tude de la morphogénése des VPC (tableau 4),
Les premiéres observations relatives au développement des VPC en culture
cellulaire ont Eté effectufes fortultement par Grace (1962a) sur primo-

culture &tablie 3 partir d'ovalres d'Antheraea eucalypti préalablement

infectés (Grace, 1962a: tableau 4), Par la suite, Vago et Bergoin (1963)
ont £té les premiers 2 proc&der 2 une infection expfrimentale de VPC par

inoculation de wvirus libres retrouvés chez Lymantria dispar 3 une primo-

culture d'origine ovarienne du méme insecte. Ces derniers chercheurs ont
noté que la cytopathologie des cellules infectées in vitro &tait identi-

que 3 celle observée in vivo (tableau 4)..

Plus tard, Granados et al. (1974) ont rapporté 1l'infection

expfrimentale d'une culture cellulaire continue &tablie & partir d'ovaires

de Trichoplusia ni (tableau 4).

Certains autres chercheurs ont observé qu'en culture cellulaire
les corps d'inclusions protéiniques ont une morphologie cubique bien appa-
rente autre que celle notée in vivo (Grace, 1962b; Granados et al., 1974;
Quiot et Belloncik, 1977; Belloncik et Bellemare, 1980; Longworth, 1981).
Payne et Harrap en 1977 ont souligné que ces corps d'inclusions produits
in vitro englobalent également de nombreuses particules virales dans le

cytoplasme des cellules infectfes comme ceux synthétisés in vivo.

Quiot et Belloncik (1977) et Belloncik et Bellemare (1980) ont
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observé la réplication du VPC isol& chez E. scandens dans les cellules de
L. dispar cultivées in vitro (tableau 4). Les poly&dres formés chez les
larves d'E. scandens 3 la suite d'une infection virale &taient de forme
parasphérique contrairement 3 la forme cubique exclusive des polyédres
synthétisés in vitro chez L. dispar. Selon Granados et al. (1974) et
Smith (1976a), il s'agirait d'une cristallisation différente des prot&ines
constituant les polyédres dans ces deux systémes cellulaires (cellules
intestinales d'E. scandens - ovarioles de L. dispar) due 3 des conditions

distinctes de l'environnement cellulaire in vivo et in vitro.

Quiot et al. (1980a) ont noté& des signes nets de la pathogénése
virale sous forme de grandlations dans les cellules de L. dispar infectées

in vitro par le VPC d'E. scandens (tableau 4).

Récemment, Longworth en 1981 a observé en microscopie &lectroni-

ue l'effet d'une polyédrose cytoplasmique de Chrysodeixis eriosoma (L&pi-
q

dopt@&re: Noctuidae) introduite exp&rimentalement chez une culture cellu-

laire de 1'insecte Spodoptera frugiperda (tableau 4).

Le tableau 4 E&numé@re aussi certains auteurs ayant contribué 23
des essais expérimentaux (syst@mes in 21552) concernant la purification
des particules virales incorporées dans les poly&dres isol&s de 1l'intestin
moyen de l'insecte-hdte B. mori (Nishimura et Hosaka, 1969; Miura et al.,
1969; Asai et al., 1972). En fait, ces polyédres ont &t& soumis 3 des

traitements chimiques (alcalins) afin de lib&rer les particules virales,

Donc, 3 partir de ces essais in vitro, de nombreux chercheurs

ont porté une attention particulidre sur la caract&risation de ce génome
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viral (Nishimura et Hosaka, 1969; Miura et al., 1969), sur la structure de
ce virus et de ses projections (Asai et al., 1972), sur la forme des
polyé&dres cytoplasmiques (Grace, 1962b; Granados et al., 1974; Quiot et
Belloncik, 1977; Belloncik et Bellemare, 1980), sur la lib&fration de 1'ARN
du VPC (Nishimura et Hosaka, 1969; Asai et al., 1972) et sur le site de la

formation des poly2dres (Vago et Bergoin, 1963; Quiot et al., 1980a).

I-2.4 Conclusion sur la réplication des VPC chez les insectes
in vivo et in vitro.

On remarque que plusieurs insectes sont sujets 3 une virose du
type poly&drose cytoplasmique dans la nature. Malgré 1'emplol de nombreu-
ses techniques de dé€tection, il se pourrait que ce type d'infection virale
passe inapergu chez certains insectes-hftes potentiels pour maintes
raisons notamment A cause de la dose viﬁale absorbfe, de la résistance
plus ou moins grande chez 1'insecte parasité, de facteurs climatiques

affectant la virulence du type de VPC impliqué.

Heureusement certains chercheurs ont réussi 3 procfder 3 des
infections virales au VPC chez les lignées cellulaires d'insectes culti-
vBes in vitro en utilisant des particules virales libres d'intestins de
larves infectées avec ce virus (Granados et al., 1974; Quiot et Belloncik,
1977; Lomgworth, 19B8l1). Aussi la réplication des VPC a €t€ grandement
&claircie par le développement de ces systdmes de cultures cellulaires

d'insectes.

Evidemment, il existe des lignées cellulaires qui sont plus

susceptibles 2 1'infection virale au VPC par rapport 3 d'autres lignées
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moins permissives. Quiot et Belloncik en 1977 ont soulevé en microscopie
des taux d'infection virale au VPC relativement faible (1-40%Z) chez
certaines cultures cellulaires d'insectes, bien que plus de 90Z des
cellules de L. dispar infectfes au VPC d'E. scandens ont produit des

polyédres.

Aussi, afin de déceler ce type de virose (VPC) responsable chez
certains hftes (insectes ou lignfes cellulaires) d'un taux d'infection
faible, 11 serait pré&férable d'employer des techniques de détection trés

sensibles telles 1'immunoperoxydase ou 1'immunofluorescence.

I-2.5., Caractérisation &lectrophorétique des protéines et de
1'ARN des VPC chez les insectes

Les premiéres recherches concernant les movens d'isolement des
particules virales du VPC (libres et incluses) ont &t& effectufes par

Hayashi et Bird en 1968a (Malacosoma disstria) et par Hayashi et al. en

1970 (Bombyx mori). Ces derniers ont réussi 2 purifier le matériel viral

au moyen de gradients de sucrose.

Hayashi et al. (1970) ont démontré que certains traitements
chimiques (d€oxycholate et carbonate de Na) employé&s pour la purification
des virions ne les affectailent pas. MNEanmoins, certains ont assumé& que le
traltement des poly@dres avec du Hazcnj - HaHEDJ durant 1'extraction des
proté&ines pourralt dégrader certains polypeptides et Btre responsable de
la présence de certains compos&s mineurs. Ces derniers pourraient repré-
senter &galement des prot€ines trappfes non-sp&cifiquement pendant la

formation des poly@dres (Payne et Tinsley, 1974; Payne et Rivers, 1976).
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Fujii-Kawata et al. en 1970 ont proc&dé 2 des analyses &lectro-
phorétiques comparées (gel de polyacrylamide) de 1'ARN double-brin de
r§ovirus de diverses sources. Ils ont mis en &vidence la distribution de

divers segments de poids moléculaires variés spécifique 3 chaque virus.

D'autres chercheurs se sont attardés aussi sur des analyses
Electrophorétiques comparées du génome viral de VPC entre autres Hayashi

et Krywienczyk en 1972 (Malacosoma disstria et B. mori), Payne et al. en

1978 (Dendrolimus spectabilis, B. mori et L. dispar).

Payne et Tinsley en 1974 ont proc&dé 3 la purification des
protéines des particules virales d'une part et celle des protéines des
polyédres du VPC isolé chez Nymphalis io (Lepidoptera: Nymphalidae)
d'autre part. La mobilité &lectrophorétique des protéines de ce virus a
permis de distinguer cing polypeptides polyé&driques et trois polypeptides
associés aux particules virales. On sait 3 priori que cette mobilité& sur
gel des différents constituants polypept;diques du VPC est relie au poids

moléculaire de chacun de ces composants.

Selon Payne en 1976, les VPC d'insectes sont différents les uns
des autres par le nombre et/ou la dimension des segments du génome de
1'ARN double-brin. Par exemple, le VPC isolé& chez N.io et celui isolé

chez Spodoptera exempta ont des segments de 1'ARN différents, des pro-

téines structurales distinctes bien que leur morphologie virale soit

semblable. Payne et Rivers en 1976 ont suggéré& une approche basée sur le
profil &lectrophorétique des segments d'ARN génomique pour classer en 11
types les VPC provenant de 33 isolats de l€pidoptéres. Chaque segment de

ce génome viral coderait probablement une protéine selon Payne et Tinsley
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(1974) et selon Lewandowski et Traynor (1972),.

Dans le but d'&tablir un lien entre le P,M, et la mobilité& &lec-
trophorétique de chaque segment de 1'ARN double-brin du VEC, Harley et al.
(1977) ont marqué cet ARN viral avec du phosphore radiocactif {BEP}_ Des
mesures d'incerporation in vivo de la radicactivité& dans le matériel viral
chez Heliothis armigera et une purification ont &té menées avant 1'analyse

Electrophorétique de 1'ARN viral-;zP.

Payne et al., en 1977 ont isol& un VPC chez E, mori possédant
les mBmes propriétés biochimiques et morphologiques que celles retrouvées
chez le VPC type | (classification de Payne et Rivers en 1976). De plus,
ces mémes chercheurs ont mis en relief un VPC peu commun isolé& chez Spo-

doptera exempta lequel VPC (type 12) est pourvu de caractéristiques trés

distinctes des 1l types de VPC mentionn&s en 1976 par Payne et Rivers.

Le VPC d'E, scandens a &t& propagé dans la lignée cellulaire de

L. dispar in vitro. La comparalson des polypeptides des deux types de

poly&dres produits in vivo et in vitro a &t& effectufe par Grancher—Barray
et al. en 198l. Les six polypeptides de ces deux types de polyédres ont
la m@me mobilité& Electrophorétique 1i.e. possédent le mBme P.M. un par
rapport a4 l'autre; et, les particules virales libres produites in vivo

sont composfes de quatre polypeptides (Grancher-Barray et al., 1981).

Arella et al. en 1984 ont reporté le cheminement &lectrophoré&-
tique des polypeptides assignfs aux polyddres et aux particules virales du
VPC d'E. scandens produits in vitro chez L. dispar. Ils ont réussi a

isoler sur un gel de type polyacrylamide - SD5 sept polypeptides viraux de
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ce VPC lesquels ont &té transférés sur une membrane nitrocellulosique.
Puis ces mé&mes polypeptides dont cinq assigné&s aux corps d'inclusions
protéiniques (120 Kd, 105 Kd, 66 Kd, 46 Kd et 28 Kd) et deux autres
attribués aux particules virales (112 Kd et 39 Kd) ont &té& tous identifiés

3 1'aide de 1la méthode de dé&tection indirecte 3 1'immunoperoxydase.

I-2.6 Transcription et traduction des VPC chez les insectes

Les particules virales des VPC possédent plusieurs activités
enzymatiques nécessalres au processus de la réplication virale proprement
dite. Lewandowskl et al. en 1969 ont mis en &vidence une ARN polymérase
(transcriptase). Cet enzyme amorce in vitro la synth@se de 1'ARN simple-
brin & partir du génome viral double-brin du VPC de Bombyx mori en systéme
acellulaire. En fait, la synthése in vitro de 1'ARN messager (ARNm) sim-
ple-brin du VPC de ce dernier insecte est régularis& par cette transcrip-

tase (Wu et al., 1980; Smith et Furuichi, 1980a; Sun et al., 1981).

En plus de cet enzyme, ce VPC type 1 contient d'autres enzymes
nécessaires pour la formation de l'ARNm complet caract&risé par la séquen-
ce m7G ppp A® p G® - en position terminale - 5' (coiffe). Ces enzymes
sont des phosphohydrolases (Storer et al., 1974a et 1974b; Furuichi et
Miura, 1975; Shimotohno et Miura, 1977), des méthyltransférases (Furuichi:
1974, 1978, 1981; Furuichi et Miura, 1975; Shimotohno et Miura, 1976; Mer-
tens, 1979; Wertheimer et al., 1980), et des guanylyltransférases (Shimo-
tohno et Miura, 1976; Furuichi, 1978; Smith et Furuichi, 1982a) reliées 3
la synth@se de cet acide ribonucléique simple-brin. Les virions et/ou les

polyddres de ce VPC seraient associés aussi 3 une exonucl&ase de 1'ARN
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simple-brin selon Storer et al. (1974a et 1974b) et 3 une prot&ase alcali-
ne selon Carter et Payne (observations non-publiées; tiré de Payne et

Mertens, 1983),.

Shimotohno et Miura (1977) et Storer et al. (1974a et 1974b) ont
trouvé qu'un nucléoside triphosphate phosphohydrolase (N ppp phosphohydro-
lase) associ& au VPC &tait impliqué dans la synth@se de l'ARNm, Le
rdle primaire de cet enzyme serait la phosphohydrolyse de 1'ATP en ADP le-
quel ADP est un compos€ de la terminaison-5' de l'ARNm du VPC. De plus

selon eux, cet enzyme participerait au mouvement du génome dans le virion.

L'extrémité&-5' de l'ARNm (structure d'initiation) semble asso-
ciée au processus de la méthylation lequel processus survient au début de
la synthése de l'ARNm (Furuichi et Miura en 1975). Ainsi, la transcrip-
tion du VPC serait &troitement liée 3 la réaction de méthylation. Aussi,
Furuichi (1974 et 1981) a stimulé& grandement cette synth@se en ajoutant in
vitro de 1'adénosylméthionine (Adomet ou SAM), un donneur du groupe méthyl

(-CH La méthylation de l'ARNm surviendrait possiblement, selon eux, 3
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un stade précoce de la transcription. En plus du rdle de cet Adomet dans
le processus de la méthylation de 1'extr&mit&-5' de l'ARNm, Furuichi en
1981 a souligné que 1'Adomet serait coupl&e 3 une méthyltransférase de
l'ARNm stimulant la synth@se de ce dernier. De r&centes dé&couvertes par
Wertheimer et al., en 1980 ont démontr& que cette méthyltransférase de
l'ARNm du VPC de B. mori est impliquée dans le procéd& d'activation de la
synthése de cet ARNm. I1 se produirait un changement s&quentiel de cet

enzyme par 1'ARN polym&rase lors de la transcription lequel changement est

médié par une int&raction protéine~-protéine. Cette hypoth&se souléve la



possibllité que la m&thyltransférase et 1'ARN polymé&rase sont organisées
ensembles dans le processus de la réplication 3 des fins de formation
d'une coiffe au tout début de la transcription. Selon Furuichi et al. en
1980, les caract&ristiques structurales de 1'Adomet sont importantes pour
obtenir une synthése efficace de l‘ﬁRNm. Le lien entre l1'Adomet et la
méchyltransférase (complexe) activerait 1'ARN polymfrase dépendante du VPC
au cours du processus de la réplication, Aussl lors de la synthése de cet
ARNm, de hautes concentrations en ATP et en GTP sont nécessaires pour la
formation de la structure coiff&e (Payne et Mertens, 1983) (figure 1 tirée

de Payne et Mertens, 1983; proposfe par Furuichi, 1981).

Aprés des traitements physigques de purification, Dai et al., en
1982 ont observé que 1"ARN polymérase et la mfthyltransférase sont
Etroitement lifes au g€nome ARN double-brin. MEme les segments indivi-
duels du complexe génome-enzyme posséderalent selon eux les mé€mes activi-
tés enzymatiques de ces deux enzymes., Plus précisément, les segment 4 de
1'ARN double-brin du VPC de B. mori possdde la plus forte activicé
enzymatique de ces deux enzymes par rapport 2 celle trouvée chez les
autres segments. Il se pourrait que ce segment 4 joue un rdle significa-
tif lors de la réplication du VPC (Dai et al., 1982). REcemment, Furuichi
(1981) a trouvé que les ARN polymérases du VPC dirigalent de multiples
initiations abortives durant la transcription., Cela résulteralt en une
accumulation de petits oligonucl&otides représentant la sfquence en

nucléotides de l'extrémité-5' de 1"&RNm.

Wu et al. en 198la ont &tudié l'effet de la m&thionine sur la

synth2se de 1'ARN_ dans le but d'en savoir plus sur la formation de la
m



36

pppA + pppG
POLYMERASE
Py
PPPAPG
NUCLEQTIDE
P PHOSPHOHYDROLASE
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ppp. GUANYLYLTRANSFERASE
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' GpppApG
AdoMet
METHYLTRANSFERASE .
AdoHcy
m’ Gppp ApG
AdoMet,
ME TRANSFERASE
PooLoRoC AV
AdoHcy
2(PPp)
m’GpppA™pGpURC ......
Figure 1 Mécanisme proposé pour la formation de 1'ARN simple-brin par

les enzymes associés aux virions du VPC type 1 (*)

* Mécanisme proposé€ par Furuichi 1981,

Tirée de Payne et Mertens, 1983.
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colffe de cet ARN et davantage sur la spfcificité de la méthyltransfé-

rase. Selon eux, la méthionine (donneur de —CH3] augmente la synthése de
1'ARN de 50% en présence de 1'Adomet. Leurs résultats démontrent que la
méthyltransférase assocife au virion du VPC peut utiliser 1'Adomet ou la

méthionine (marqufe avec du tritium: g - CH3} comme donneur de m&thyl au
cours de la formation de la coiffe de l'ﬁRNm.

Certains chercheurs se sont attardfs 3 sfparer les dix segments
du génome ARN double-brin du VPC de B. mori via 1'€lectrophor@se (Smith et
Furulchi, 1980b). 1Ils ont réussl 3 isoler les bandes (+) et (=) de chacun
des segments de ce génome viral. Semble-t-il chaque segment du génome co-
deralt son propre ﬁqu in vitro (Smith et Furuichi, 1982b). Apparemment,
la transcription de chaque segment d€bute en m@me temps; toutefols, le
plus court segment de 1'ARN est 1ibéré plus vite que le plus long segment
lors de la décapsidation (Shimotohno et Miura, 1973). Les dix segments de
ce méme génome viral isol€ chez ce méme insecte (B. mori) codent pour des
polypeptides viraux spécifiques tels des glnes monocistroniques selon
Kuchino et al. en 1982, Ces derniers chercheurs se sont servis d'un gel
approprié (urfe-agarose) pour 1soler les bandes complémentalres de cet ARN
double=brin, Furuichi et Miura (1973) et Miura et El‘ {1975) ont conclu
que les dix segments génomiques de 1'ARN double=brin du VPC ont la méme
structure terminale en position-3' portant la cytosine (C) 3 une extrémité
d'un brin et portant 1'uracyle (U) 3 1'extrémité de 1'autre brin complé-
mentaire. Des &tudes portant sur le VPC de B, mori ont confirmé que le
brin (+) de chaque segment du g€nome a la méme FSQuence terminale en 5" et

en 3' que celle de 1'ARN, viral transcrit (sfquence ci-jointe):
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5" 3!
(+) : m? Gppp Am = G = U sivinnnnnnsall
génome ARN
(=) : U=-C = A sivannsssssslp (p)
3! 5"
TRANSCRIPTION
51 31‘
ARNm transcrit (+) : ln;II Gppp Am = G = U sasevssnsesel

Au cours du processus de la transcription virale, le brin non-coiffg& du
génome [ARN (-)] agit comme mod@le lors de la synthése de llﬁRNm dirigée

par la transcriptase (Miura, 19B81).

Yazaki et Miura en 1980 ont &tabli une relation &troite entre la

structure et l'organisation du génome viral versus la synthd@se de 1"ARN -

En fait, ce génome ARN double-brin du VPC de B, mori est tramscrit 3-tra-
vers la partie basale d'une projection oﬁ les enzymes responsables de la

synthése de l'ARNm simple~brin sont localisés. Une fois que la synthése

de cet ARNm est compl&tfe, ce dernler sort du virlonm via cette méme pro-

jection, Ces chercheurs ont m2me dEmontr&, A 1'aide de techniques modi-

fiées en microscopie Electronique, que le gfnome ARN double-brin Etait

en mouvement dans le virion lors de la synthése de l'ﬂRNm.

En ce qui a trait au temps d'apparition de chaque ARNm compl&tE,
il est proportionnel 2 la dimension relative de chaque segment de l'ARNm

selon Smith et Furuichi en 1982b. Leurs résultats indiquent aussi que ces
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segments sont transcrits indépendamment et suggdrent que l'allongement de

chaque chafne est un facteur limitant pour la synthse de 1'ARN_-du VPC de

B. mori in vitro (Smith et Furuichi, 1982b). Ces derniers chercheurs

ont mBme mis en &vidence la synth2se de guanosine-nucl&oside t&traphos-
phates (G (5') = pppp - N) durant la transcription in vitro de ce VEC

type | (Smith et Furuichi, 1982a).

Sun et al. en 1951 ont proc&dé 3 la synthé@se des protfines
structurales dans un syst@me acellulaire dirigé par un ARN, du VPC
préalablement produit in vitro et isol&, Selon McCrae (1982) et Smith
et al. (1981), 11 est plus facile de suivre la régulation de la synthése
des prot&ines du VPC en syst@me de culture cellulaire qu'avec des mesures
de translation de l'ARKm ou de 1'ARN double=brin dans les syst@mes acellu-

laires EE vitro.

Aussi, chez la lignée cellulaire d'insecte L. dispar cultivée in
vitro, des infections synchronisées a;ec le VPC d'E. scandens ont E&té
testfes en employant du matériel radiocactif (355-m£thionine} dans le but
d'Etablir les cinftiques d'apparition temporelle des divers polypeptides
viraux induits ou codés de ce VPC (Arella et al., 1982a; Arella et al.,
1984). L'identification de ces polypeptides a Et& effectufe 2 1'aide de
la m&thode de détection indirecte 3 l'immunoperaxydase appliquée sur une
membrane nitrocellulosique sur lagquelle ont &t€ transférfs ces polypepti-
des aprés leurs s€parations sur un gel Electrophorftique (polyacrylamide-
5D5). Au cours de cette mfthode indirecte 2 1'Ip, l'emplol individuel
d'IgGs non-conjugufes anti-polyédre et anti-particule virale d'une part et

l'usage de sérum de ch@vre anti-IgG de lapin conjugu€ 3 la peroxydase



40

d'autre part ont permis de mettre en &vidence sept polypeptides viraux du
VPC d'E.s.. Par ce proc&dé immuncenzymatique, ces mémes chercheurs ont
noté les apparitions de cinq polypeptides relifs aux polyddres (120 Kd,
105 Kd, 66 Kd, 46 Kd et 2B Kd) et de deux autres associfs aux particules
virales (112 Kd et 39 Kd) 3 24 heures post-infection. 1Ils sont méme syn-
thétisés 72 heures plus tard (96 heures post-infection) (Arella et al.,
1984). Aussi par ce m2me processus de détection indirecte 3 1'Ip mais

en se servant d'IgGs non-conjugules anti- poly2dre complet, ils ont obser-
vE un marquage spfcifique au polypeptide majeur du polyddre (28 Kd) mais 23
8 heures post-infection., Arella et al. (1984) ont méme souligné que la
vitesse de synth&se de ce polypeptide majeur (28 Kd) a augment& en quanti-
té relative en fonction du temps d'infection virale avec ce VPC d'E.s..
Ces mBmes chercheurs ont soutenu que si les autres polypeptides viraux ne
sont pas isolés voir méme identifiés, cela est certainement d@l 3 une co-
migration de ces derniers avec d'autres polypeptides (wviraux ou cellulai-
res) ou 3 cause de leurs faibles vitesse§ de synthése. Ces mémes cher-
cheurs ont observé par analyse densitométrique que les polypeptides cellu-
laires sont produits en quantit€s Egales 3 tout moment de l'infection vi-
rale au VPC. Ainsi, le déroulement de la synth@se des polypeptides viraux
mené en culture cellulaire infectfe au VPC a montré que les int&ractions
virus-hdtes n'ont pas provoqué une diminution de la synthése des polypep-

tides cellulaires pour autant.

Certains autres travaux en immunofluorescence (If), en
E.L.1.5.A. (enzyme-linked immunosorbent assay) et en microscopies (opti-
que et &lectronique) portent sur la s€quence d'apparition des diverses

protéines virales du VPC. Entre autres, Kawase et Miyajima (1969) et
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Granados (1975) ont &tudi€ la synthlse des prntéings du virion et celle
des poly&dres dans le cytoplasme des cellules Epith&liales de 1'intestin
de B, mori via 1'If. Au bout de 4 3 B heures apr2s l'infection virale, la
fluorescence est apparue dans le cytoplasme des cellules en bordure de
1'épithélium intestinal., La synth2se des protfines virales du VPC
d'E.scandens dans la lignfe cellulaire de L. dispar démontrée par la
technique E,L.I1.S.A. a débuté 3 9 heures post—infection (Payment et al.,
1982). Lors de cette expérience, les cellules en culture ont £té soumises
3 une dose virale infectante de 1'ordre de | DICT*54 /1. Belloncik et
Quiot (1976) ont mesuré 1'effet de 1'infection in vitro des cultures
cellulaires de cette mBme lignfe par le VPC d'E. scandens, Cette infec-
tion s'est manifestfe dé@s la 24e heure par la présence de plages cyto-
plasmiques granuleuses denses aux €lectrons (microscopie &lectronique)
assoclfes aux stromas virog2nes dans lesquelles se forment les particules
virales, Ces derniers chercheurs ont m&me observé 1'apparition des
premiers corps d'inclusions proté€iniques (cubiques) dans le cytoplasme de
la lignée L. dispar 2 la périphérie de ces stromas virogénes & 48 heures
post-infection. Quiot et al. en 1980a ont noté des signes nets de la
pathogénése virale apparents 3 1l'examen au contraste de phase dans cette

méme lignée cellulaire d'insecte infectfe par le VPC d'E. scandens 3 24

heures post—infection. A ce niveau, l'aspect des cellules granuleuses et

* DICTsﬂ;ml: dose responsable de l1'infection de 50% des cellules cultivées
en culture de tissus.
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la présence de pseudopodes rétractés avant la constitution des premiers
polyédres représentent le type de rEaction cellulaire provoquée par la
pathogé&nése virale de ce VPC. A ce stade de 1'infection, la microscopie
Electronique a montré la formation de virions et de corps d'ineclusions

polyédriques (Quiot et al., 1980a).

Granados et al. en 1974 ont observé en contraste de phase des
granules réfringents dans le cytoplasme des cellules de la lignée T.ni

infect&es avec le VPC de 1l'insecte Trichoplusia ni & 36-40 heures post-—

infection., A 48 heures, ils ont mé@me discerné& des polyddres cytoplas-

miques,

Longworth en 1981 a Etudi& la réplication du VPC de Chrysodeixis

eriosoma dans la lignée cellulaire d'insecte 5. frugiperda. L'apparition
des premiers polv@dres en microscopie &lectronique a &t& not&e par ce
scientifique dans le cytoplasme de cette lignEe cellulaire au bout de

2 jours post—infection avec ce VPC.

Arnott et al. en 1968 ont décel& en microscopie Electronique des
polvédres dans le cvtoplasme des cellules de 1'intestin moven de Danaus
plexippus infectfes in vivo par un VPC et ce, 4 un stade précoce de la
maladie (48 heures post—infection). Le stroma virog2ne contenalt seule-

ment quelques particules virales complétes.

La morphogénése du VPC d'Hellothis armigera a &t& Etudife en

microscopie &lectronique par Yue Yun-Xian et al. en 198l. Le stroma
virog@ne a EBté apparent dans le cytoplasme des cellules cylindriques et

des cellules & gobelet de l'intestin de cet insecte 3 24 heures post-
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infection. L'apparition des poly&dres a &t& not&e par ces chercheurs 3

48 heures post-infection,

I-2.7 Effets de certains agents physiques et chimiques sur la
transcription et la traduction des VPC,

En ce qui a trait aux agents physiques, 1l'irradiation aux rayons
gamma des cellules de L. dispar (cultiv€es in vitro) 1 heure aprés 1'in-
fection virale au VPC d'E. scandens, a produit des modifications signifi-
catives sur le nombre de polyédres produits (Belloncik et Arella, 1981).
Des changements morphologiques et un taux de mortalité& &levé ont &té& notés
au niveau des cellules traitées 3 des intensités d&passant 103 rads, Aus-
si, des structures denses anormales ont &té& observées en microscopie &lec-

tronique 3 1'intérieur des polyddres logés dans le cytoplasme des cellules

irradiées (Bellonick et Arella, 1981),

En ce qui se rapporte aux effets des agents chimiques sur la
réplication des VPC, plusieurs recherches ont &t& publifes. Plus pré-
cisément, la synth&se de 1'ARN double-brin du VPC a &t& sulvl chez diver-

ses chenilles telles Orgyia leucostigma (Hayashi, 1970), Malacosoma dis-

stria (Hayashi et Donaghue, 1971), et Bombyx mori (Furusawa et Kawase,
1973) en présence de l'actinomycine D (AMD). Bien que la synth&se de
1'ARN des cellules-hdtes soit inhib&e par cet antibiotique (AMD), 1'ARN
spécifique au virus peut encore &tre synthétis& dans 1'intestin infecté
avec le VPC. Cet inhibiteur agit en s'intercalant par ses chafnes latéra-
les polypeptidiques au niveau des r&sidus GC de 1'ADN de la cellule-hdte
ol il bloque la progression de 1'ARN polymé&rase cellulaire (Girard et

Hirth, 1980).
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Belloncik et Arora en 1979a et 1979b ont mesuré l'effet de la
cordycépine (3'-déoxyadénosine) sur la formation des polyddres du VPC
d'E.scandens dans la lign€e de L. dispar. Une concentration de 0.2 ug/ml
de cet antibiotique a provoqué une inhibition tr2s marquée de la synth@se
des polyddres (98%) dans le cytoplasme des cellules infectfes, 1Ils ont
méme Etudi& l'effet de ce prodult chimique 3 diff&rents temps d'intervalle
post—infection avec ce VPC: durant les 6 premidres heures, il s'est
produit une forte inhibition. Par contre apréds |8 heures, une hausse
l6g@re du nombre des poly@dres sphBriques et cubiques a &t& observEe, En
fait, la cordycépine se caractérise par une inhibition comp&titive de la
poly (A) polymErase et bloque la polyad€nylation terminale-3' des ARNm de

ce VPC (Girard et Hirth, 1980).

Zhong et al. en 1983 ont mis en Evidence les effets inhibiteurs
de deux produits chimiques (Poly 1:C et 2',-5'-o0ligo A) envers le VFC
isolé chez B. mori (Linnaeus). En fait, 1'injection de 1'un ou 1'autre
de ces agents chimiques aux larves pousse ces derni@res 3 inhiber 1'effet
de ce VPC de 40 3 50%, Ces derniers chercheurs ont m@me d&montr€ que le
Poly 1:C &tait capable d'induire la formation de nouvelles prot&ines

associfes 2 cette activit€ anti-virale de la larve,

Mivajima en 1978 dEcrit la stabilit& du VPC du m@me insecte
B.mori L. 3 certains traitements chimiques (chloroforme; chloroforme-n-
butanol; acide &thyl&ne diamino N,N,N',N' — té&traacétique (E.D.T.A.);

Caﬂlﬁ; chlz} avant le procBd€& de purification de ce VPC,

Wu et al. en 1981b ont observé que le chloroforme et 1'alcool

(30%) diminuent l'activit®& de 1'ARN polymErase associ&e au virion du VPC de ce
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dernier insecte (B. mori) et rfduits méme le pouvoir infectieux de ce
virus. Par contre, le triton-X 100 rehausse 1'activité enzymatique et

augmente par le fait m@me le pouvoir infectieux de ce dernier.

Les particules virales des VPC sont stables dans les d&tergents
tels par exemple le dfoxycholate de Na & 0.5-1.0 % (Hayashi et Bird,
1968b; Hayashi et al., 1970) mais elles sont compl2tement dissocifes avec

du SDS (sodium dodecyl sulfate) 2 0,5-1.0%,

Un 8 deux traitements avec du fluorure de carbone n'affecte pas
le pouvoir infectieux des VPC (Miyajima et al., 1969), mais 1'Ethanol ou
des traltements 3 la chaleur (agent physique) 3 60% pendant 1 heure
entrafnent la lib&ration de 1'ARN viral A partir des virions (Hayashi et

Bird, 1968b; Richards, 1970; Payne et Kalmakoff, 1974).

Cutre les effets de divers agents sur la transcription des VPC,
d'autres chercheurs ont &tudi€ les effets d'agents chimlques sur le
processus de la réplication d'autres virus d'insectes. Nous n'en citerons
que deux 2 titre d'exemples. Dougherty et al. en 1982 ont testé 1l'effet
inhibiteur de la rifampine sur la formation des corps d'inclusions pro-

téiniques du VPN d'Autographa californica dans la lignée cellulaire de

Trichoplusia ni - 368. Kloc et Lee en 1983 ont observé par autoradio=-

graphie en microscopie optique que la synth@se de 1'ADN viral sp&cifique
au TIV (Tipula iridescent virus) n'est pas affectfe dans les cellules

d'Estigme acrea exposfes 3 une dose de 300 pg/ml d'hydroxyurfe (HU). Par

contre, chez les cellules normales (témoins) soumises de fagon similaire A

1'HU, la synthdse de 1"ADN nuclBaire a &t diminuBe de 70 2 BOZX.
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dussi, 1l nous a semblé intéressant de déterminer dans notre
travail 1'influence de certains facteurs physiques (tempfrature d'incu-
bation par exemple) et de substances inhibitrices (cordycEpine par

exemple) sur la synth@se des antigénes viraux du VPC d4'E. scandens,

I-3. Les virus iridescents

I-3.1 Caractéristiques du CIV (Chilo iridescent wvirus)

Les Iridoviridae constituent un vaste groupe de virus ico-
safdriques 3 ADN bicatfnaire linfaire (Kalmakoff, 1980) dont la taille
est comprise entre 130 et 300 nm de diamétre (Kelly et Robertson, 1973).
Le cycle de la réplication des virus iridescents est dépendant du noyau de
la cellule-hfite dans les Etapes précoces de l'infection, puls se produit
une maturation intracytoplasmique du virus dans cette mEme cellule-héte

(Matthews, 1982).

En fait, i1 existe deux groupes de virus iridescents {ceux de
dimension moyenne et ceux de dimension plus grande) dans la famille des
Iridoviridae tels que classifi&s par Davidson (1981). Les virus irides-
cents de grande dimension sont des agents infectieux de faible inciden-
ce chez les populations naturelles de larves (1 & 3%) (Hasan et al.,
1971). Par contre, les virus iridescents de dimension moyenne se rencon-
trent fréquemment dans la nature. Ils sont des parasites de nombreux
hétes tels les diptéres, coléoptéres, lEpi&uptéres, hyménoptéres, hémipté-
res, mollusques et crustacés {Kélly et Robertson, 1973; Carey et al.,
EEEEJ' Martignoni et Iwai en 1977 ont citf une varlé&té d'insectes

(dipt&res, coléopt@res et l&pidoptéres) parasit&s naturellement par les
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virus iridescents. Avant cela, Kelly et Robertson ont publi& en 1973 une
gamme d'hdtes (vertébrés, invertébrés et plantes) parasités par des virus
iridescents ou par d'autres virus icosaédriques 3 ADN semblables 3 ces

derniers (tableau 5).

On peut répliquer des virus iridescents de dimension moyenne
dans un certain nombre de lign€es cellulaires d'insectes incluant Spodop-

tera frugiperda, Trichoplusia ni et Aedes albopictus (Kelly, 1976a; Brown

et al., 1978). Le virus iridescent de Sericesthis (SIV) se multiplie dans

le cytoplasme d'une lignée cellulaire d'insecte qu'est Antheraea eucalyp-

ti; la synth@se d'ADN viral se produit 2 1'inté&rieur du cytoplasme

cellulaire (Bellett et Mercer, 1964),

Yule et Lee (1973) ont localisé&, par des techniques immunolo-
giques et cytologiques, les protéines virales du TIV (Tipula iridescent

virus) dans les hémocytes de la larve Galleria mellonella. 1Ils ont

détecté ces protéines virales diffuses dans le cytoplasme en premier

lieu, puis 3 1'int&rieur du viroplasme., De plus, ces mémes chercheurs ont
réussi 3 préciser le site de la synth&se de 1'ADN viral exclusivement &3
l1'intérieur méme du viroplasme et ont proposé& un développement sé&quentiel

de 1'assemblage du virion dans les hémocytes (Yule et Lee, 1973).

Les virus de cette famille sont appelés iridescents 3 cause de
leur habilit& 3 provoquer 1'apparition d'une teinte irisée caractéristique
chez l'insecte atteint., Les virus iridescents sont semblables 2 certains
virus des animaux tels le virus de la fi@vre porcine africaine (FPA)
(Enjuanes et al., 1977), le virus 3 de la grenouille (FV3) (Granoff, 1969)

et le virus responsable de la maladie lympho-kystique chez le poisson
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(Sigel et al., 1971). Conséquemment 3 cela, les virus iridescents ne
semblent pas &tre de candidats id&aux podr le contr8le biologique (Kalma-

koff, 1980). Le virus type 6 (Chilo iridescent virus) isolé des larves

Chilo suppressalls Walker est 1&tal pour la grenoullle Rana limmocharis

(Ohba et Aizawa, 1981) et pour la sourils (Ohba et Aizawa, 1982)., Ce virus

provoqueralt une hépatite toxique semblable 3 celle provoquée chez la

souris par le FV3,

I-3.2 Réplication du CIV chez les insectes in vivo

L'Iridovirus type 6 (CIV) isolé de larves de Chilo suppressalis

(Lepidoptera: Pyralidae) est utilis& comme mod@le d'6tude des relations
virus-h8tes chez les invertébré&s dans certains laboratoires de Micro-

biologle (Universit& de Rouen en France; Universit& du Québec 3 Trois-

Riviéres, Québec).

.Inoculé dans 1'hémoc@le de Chilo suppressalis, 1l'infection

commence 3 apparaltre au bout de 5 jours, d'abord dans les cellules
péricardiques et dans les cellules des glandes de 1'oesophage. L'infec-
tion virale se poursult dans les tissus gralsseux, les glandes & sole, les
glandes salivaires, les hémocytes, les cellules de 1'éplderme, les canaux
alimentaires, la trach&e (Smith, 1976b). Les larves de C. suppressalis en
état de diapause infect8es avec le CIV peuvent méme survivre pendant 1 3 3

mois (Mitsuhashi, 1966).

Une infection précoce du CIV dans les larves de moustiques

produit une iridescence en arriére des yeux et dans les régions thoraci-

ques (Fukuda, 1971).



50

Le CIV infecte aussi les larves de l'anthonome des cultures du

cotonnier Anthonomus grandis per os ou par injection (MeLaughlin et al.,

1972).,

Le CIV est un agent fatal pour Colladonus montanus (Homoptera:

Cicadellidae), le vecteur du mycoplasme des fruits 3 noyvaux (Jensen et

al,, 1972).

Le CIV infecte aussi in vivo le cicadelle parasite du riz vert,

Hephotettix cincticeps (Mitsuhashi, 1967).

Le virus iridescent (type 6) isol& de Chile suppressalis Walker

peut se multiplier & 28°C dans les larves de Galleria mellonella (Fukava

et Nasu, 1966). Charpentier et al. en 1983 ont dépisté les premiers anti-
génes de la capside virale de ce CIV dans le cytoplasme des h€mocytes de
larves du méme insecte (E. mellonella) au bout de 18 heures et ce, 3
l'aide de 1'immunoperoxydase., Selon ces auteurs, 80 3 100% des cellules-

hites &taient infectfes au bout de 48 heures.
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I-3.3 Réplication du CIV chez les lignées cellulaires
d'insectes cultivées in vitro

L'infection des cultures cellulaires d'insectes par les Irido-

viridae s'accompagne souvent de ph&nomé@nes cytotoxiques ou de modifica-

tions morphologiques.

Le CIV (ghilg iridescent virus) inhibe rapidement la synthdse de
1'ARN, de 1'ADN et des proté&ines cellulaires dans les lignées cellulaires
d'invertébrés et de vertébrés que la lignée soit permissive ou non-
permissive pour la réplication du virus (Cerutti et Devauchelle, 1980).

De plus, ce mé&me CIV induilt rapidement la formation d'&normes syncytiums
dans les cellules infectfes (Cerutti et Devauchelle, 1979). Ces effets
toxiques se manifestent lorsque les cellules sont soumises 3 de fortes
doses virales de CIV provoquant la mort cellulaire avant m&me que ne
débute la réplication du virus. Evidemment, la réplication du CIV
fonctionne mieux 3 moyenne ou 3 faible dose virale dans les systémes

cellulaires,

Une lignée cellulaire 3 partir d'embryons de Nephotettix
cincticeps est susceptible 2 1'infection virale au CIV développant des

symptdmes histo-pathologiques (Mitsuhashi, 1967).

L'Iridovirus type 6 peut méme se répliquer sur des cellules de
vertébrés (rate de vipdre) et bourgeonner 3-travers la membrane du

réticulum'endoplasmique (McIntosh et Kimura, 1974).

En fait, les premiéres lignfes cellulaires d'insectes soumises 3

1'infection avec le CIV dérivent d'Antheraea eucalypti (Hukuhara et

Hashimoto, 1967) et d'Aedes aegypti (Kelly et Tinsley: 1974a et 1974b).




Chez A, aegypti, les premiéres synthé&ses d'acides nucl&iques n'ont &té
décelables qu'au bout de 24 3 48 heures; les premiers virions n'apparais-
sent qu'a 144 heures post-infection (production lente) (Cerutti et al.,
1981)., Le CIV conduit 3 des modifications morphologiques sur les cellules

d'A, aegypti, d'Antheraea eucalypti et de Culex pipiens (Belloncik et al.,

1974; Kelly et Tinsley, 1974) et est responsable de la diminution rapide

de la synthése des acides nucl&iques (Kelly et Tinsley, 1974b).

Grosse en 1977 a observé en microscople Electronique la présence
de particules virales du CIV type 6 dans le cytoplasme des cellules EPA
(dictyoptéres) infectfes. Ces derni2res ont &té& isoles 3 partir d'em-

bryons d'une blatte, Periplaneta americana (Landureau, 1968).

La réplication de 1'Iridovirus type 6 a Bt& menfe dans d'autres
lign€es cellulaires d'insectes par Kelly et Tinsley (1974a), Cerutti
et Devauchelle (1979), Cerutti et al. (1981) et Charpentier et al.

(1983).

On distingue au moins quatre types de syst@mes cellulaires (non-
permissif; semi-permissif; permissif lent; permissif rapide) avant des
comportements différents devant une infection avec le CIV. Le tableau 6
indique les types de lignées cellulaires soumises 3 1'infection virale
avec le CIV type 6 et cite le comportement respectif de chacune des 11i-
gnées, Un syst@me semi-permissif indigque la synthese d'ARN viral précoce
seulement; par contre, un systéme permissif est un processus au niveau
duguel il se produit une synth@se d'ARN, d'ADN et de prot&ines associfes
au virus suivie de 1l'assemblage de particules virales infectieuses, Cette

syntha2se peut se faire lentement ou rapidement selon les cellules d'insec=
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Types de comportement cher diverses lignfes cellulalres d'insectes
infectées avec le CIV type 6 in vitro

Lignées cellulaires Syscémes RéfErences
d"insectes
Aedes alboplctus non-permisaif Cerutel et al., 1981
Lymancria dispar semi-permisalf Ceruttl et Devauchelle, 1979
Antheraea eucalypti permissif Kelly et Tineley, 1974a

(réplication complite
mals lente)

permissif

hAedes aesgypti
(réplication compléte

Kelly et Tinsley, 1974a
Ceruttl et Devauchelle, 1979

mals lente) Ceructd et al., 1981

Charpentier et al., 1983

permissif
(réplication compléce
mais lente)

Spodoptera frugiperda Charpencier et al., 198Y

permissif
(réplicacion complite

mais rapide)

Choristoneura fumiferana Cerutci et al., 1981

Charpantier et al., 1983

permissif Grosse, 1977
(réplication compldte

lente ou rapide?)

Periplaneta americana

Légende :

Non-permissif: Aucune synthdse d'antigdne viral.

Aucune multiplication et aucune transmission du virus,

Semi-permigsif: Synthdse précoce et abondante d°ARN viral dans les cellules
infectfes. Aucune synthidse d'antigdne viral, sucune trans-
mission de particules virales.

Synchdse d'ARN, d"ADN et de protéines
virales.

Multiplication du wvirus.

(Augmentation progressive des antiglnes
viraux.)

Permissivité compléte mais lente:

ldem sauf synthdse trde rapide des
ancigénes viraux,

Permissivité compléte mals rapide:
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tes impliquées. En ce qui a trait au syst@me non-permissif, il ne se
produit aucune synth@se et aucune multiplication du virus (Cerutti et al,,
1981). Cinq lignées cellulaires d'insectes semblent donc permissives au
CIV type 6: celle du dipt2re A. aegypti, celles de trois 1&pidopt2res

C. fumiferana, S. frugiperda et A. eucalypti et celle du dictyoptére

P. americana (tableau 6). De tels.systéuea cellulaires ont Eté& grandement
utilisé&s pour Etudier les inté&ractions cellules-hBtes-CIV et notamment
pour préciser 1'inhibition des syst@mes macromoléculaires dans les cellu-
les infect&es (Cerutti et Devauchelle, 1980 et 1982). Ces derniers au-
teurs en 1982 ont conlu que les protéines externes du CIV poss&daient plu-
sleurs propriétés blologiques de la particule virale enti2re jouant un

rble dans la formation de syncytiums et dans le phé&nom2ne de cytotoxicité,

Dans la lignée cellulaire de E} fumiferana, Arella (1983) a
observé qu'une forte dose virale du CIV (0.5 ou 1.0 UDﬂ*zBu} a indulte un
effet cytotoxique raplde sur cette lign€e. En falt, cet effet se traduit
par le d&collement du tapis cellulaire et une diminution du nombre de
cellules avec une r€action intracytoplasmique positive au Feulgen (tech-
nique de Feulgen et Rossenbeck, 1924). Cette technique leur a permis de

quantifier le pourcentage de cellules infect&es avec le CIV.

* UDDZED: unitf de densité optique 3 une longueur d'onde de 280 nm.
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I-3.4, Multiplication du CIV

Les polypeptides structuraux du CIV type 6 ont &t& &tudifs par
Barray et Devauchelle en 1979 et les activités enzymatiques associfes aux
particules virales 1'ont &t& par Monnler et Devauchelle en 1976. Barray
et Devauchelle (1979) ont r&ussi 3 dénombrer les polypeptides viraux du
CIV par deux techniques de solubilisation. D'abord, la dissclution des
particules virales avec du 5SDS et du B-mercaptofthanol a permis d'observer
16 polypeptides majeurs dont les polds mol&culaires sont compris entre
18,000 et 115,000. La solubilisation du virus avec du 5D5 et de 1l'urée a
permis de mettre en &vidence 26 polypeptides viraux de poids moléculaires
comprls entre 10,000 et 230,000. Monnier et Devauchelle (1976) ont mis en
relief une NTPase (nucl&oside triphosphate phosphohydrolase) assocife aux
virions purifi&s du CIV. Suite 3 des &tudes cytochimiques, ces chercheurs
ont conclu que l'activité enzymatique de cette-NTPase est partie intégran-
te du virion. Il semble &vident aussi selon Kalmakoff (1980) que les

virus iridescents ont des ARN polym&rases assoclfes aux virions pour la
production de l'ARNm.

Cerutti et Devauchelle en 1980 ont publif des r&sultats indi-
quant 1'inhibition précoce des synth@ses cellulaires (ARN, ADN, et des
protéines) lorsque le CIV {EEELE iridescent virus) est inoculé& 3 des
lign&es cellulaires de vert&brés et d'invert&brés (A. albopictus,

A, aegypti et L. dispar).

Charpentier et al. (1983) ont réussi 3 démontrer les cinftiques
d'apparition des antigénes viraux du CIV type & chez diverses ligné&es
cellulaires via une méthode immunologique qu'est 1'immunoperoxydase.

Plus précisément, les antig2nes précoces du CIV ont &t& d&celés dans le
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cytoplasme de trois lign€es cellulaires d'insectes cultivées in vitro

(A. aegypti; S. frugiperda; C. fumiferana) au bout de 5 3 6 heures, La
détection des antigénes du virion du CIV in vitro apparait a 22-24 heures
post—infection chez A. aegypti et S. frugiperda, et au bout de 7-10 heures

chez C. fumiferana.

Arella (1983) a observé en microscopie &lectronique 1'apparition
de particules matures du CIV tyﬁe 6 dans le cytoplasme des cellules de
C. fumiferana cultivées in vitro dés 18 heures post-infection., Il a méme
not& la synthése de 1'ADN viral dans le cytoplasme de cette m@me lignBe
cellulaire moins de 8 heures aprds 1'inoculation du CIV (zones Feulgen

positives).

I-4, Infections mixtes impliquant des virus de poly&droses
cytoplasmiques et des virus iridescents

Plusieurs chercheurs ont dferlit des infections virales mixtes chez
les inverté&brés, voir 3 ce propos les revues de litt&rature de la thdse
du docteur Simon Garzon (1972) et du mémoire de maltrise de Lucienne
St—Amand (1982). En fait, St—Amand a soulign& dans sa revue des infec-
tions multiples impliquant des virus de poly&droses cytoplasmiques et des
baculovirus chez C. fumiferana et M, disstria; elle relate aussi certaines
Btudes d'infections mixtes provoquBes dans les populations de Lymantria

fumida.

Garzon et Kurstak en 1972 ont décrit une infection multiple du
type VPN-TIV (virus de la poly@drose nucl&aire = virus iridescent de
Tipule) sur des cultures primaires de G. mellonella. L'infection mixte

testfe in vivo et in vitro montre des changements pathologiques du
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cytoplasme et du noyau dans les hfmocytes et dans les cellules adipeuses
chez cette larve. Aprés 7 joufs d'infection 3 30°C, ils ont diagnostiqué
une double infection par la présence de polyddres dans le noyau due 2 la
réplication intranucl&aire du VPN, et par la présence de masses intracyto-

plasmiques associfes au TIV,.

Kimura et McIntosh (1975) ont provoqué une infection mixte du
type CIV (Chilo iridescent virus) associ& avec un VPN isolé d'Autographa
californica chez la lignée cellulaire d'insecte Trichoplusia ni, Ces
chercheurs ont observE& une inhibition de la production de poly@dres par le

VPH suite & une réplication simultanfe des deux virus dans cette lignée,

Une infection virale chez la lignfe cellulaire de Spodoptera
frugiperda avec un iridovirus type 22 et un VPN de T.ni a &t€ &tudiée par
Kelly en 1980. Ce dernler a conclu qu'une telle infection mixte a
provoqué une baisse de la production des deux virus chez 5. frugiperda

{(effet antagoniste),

Quiot et al. en 1980b ont noté que le VPC d'E. scandens a inhibé&

la formation de 1'enveloppe du VPN du Spodoptera littoralis d'une part, et

l1'ineclusion de ces wvirions d'autre part lors d'unme infection multiple du
type VPC-VPN chez la lignée de B. mori. Belloncik et al. en 1982b ont
prpcédé 4 une infection in vivo simultanfe du VPC d'E. scandens et du VEN
d*é. segetum chez les larves d'E. scandens. L'effet synergétique de ces
virus a &t& responsable de la mortalité notfe chez les larves du premier

et du cinqui2me stades larvalres.
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Rubinstein et El' (1975) ont réussi 3 isoler un VPC par des

techniques de purification adéquates 3 partir de larves Heliothis armigera

doublement infect&es par un VPC et un VPN,

En ce qui a trait aux Iinfections mixtes du type VPC=CIV chez les
invert&brés, peu de recherches ont &t& menfes A ce niveau. NEanmoins,
certains chercheurs tels Arella et al. (1982b) ont &tudié un syst@me
cellulaire—virus du type C. fumiferana-VPC-CIV. Aussi suite 3 des
expériences menfes avec cette dernid@re lign&e cellulaire d'insecte avec ce
type d'infection mixte (VPC-CIV), Arella en 1983 a notf& une augmentation
du pourcentage des cellules contenant des poly@dres du VPC, une hausse du
nombre total de poly@dres et de la prcﬁurtiﬂn de polyéd?es par cellule
(synergisme), L'&tude en microscople optique (contraste de phase: 250 X)
des infections mixtes du type VPC=CIV démontre que les polyv@dres du VPC
apparalssent presqu'exclusivement dans les bourgeonnements cytoplasmiques
(Feulgen positifs) des cellules de C. fumiferana (Arella, 1983), Ce méme
chercheur a observé& aussl 1'apparition des particules virales et des
poly2dres de ce m8me VPC au bout de 36 heures chez cette méme lignée
(C. fumiferana) soumise 3 1'infection mixte du m&me type (VPC-CIV).
Toujours par 1'intermé&diaire de la microscopie &lectronique, il a noté que
les particules virales du CIV avaient des formes aberrantes suite 3 cette
mEme infection mixte; il a remarqué aussi un nombre E&levE de capsldes
virales vides associfes au CIV dans le cytoplasme des cellules de C.f.
soumises 3 la double infection virale. Arella et al. (1982b) ont observé
que ces deux virus m8langfs dans le cytoplasme de cette mEme lignée C.f.
Emergealent d'un stroma virog@ne commun. De plus, pour prouver qu'il n'y

avalt aucune trace d"ADN viral du CIV dans les corps d'inclusions protéi-
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niques du VPC, ils se sont servis de précurseurs de 1'ADN radicactif soit
la thymidine tritie. Plus précisément, les cellules de EJEF ont Eté
infect&es avec un mélange VPC-CIV plus de la thymidine tritife. Aucune

radioactivité n'a €té décel€e dans les polyédres du VPC d'E.s,.

En guise de conclusion générale, il existe divers effets possibles
associfs aux infections mixtes., A vral dire, 1'&volution d'une double
infection virale d'une méme cellule peut &tre sujette soit 3 une forme
d'indifférence (Rohrmann et al., 1980), soit 3 une forme d'antagonisme
(Kimura et MecIntosh, 1975; Kelly, 1980; Quiot et al., 1980b) ou soit
2 une forme de synergisme (Arella et al., 1982b; Arella, 1983) entre les
deux virus impliqués dans cette infection. Et méme si le site de la
réplication intracellulaire individuel des deux virus concerngs est
différent ou semblable selon les cas (noyau et/ou cytoplasme), cela
n'empéche pas que la multiplication d'un virus peut &tre soit non-
incommod&e, soit retard&e ou soit stimul&e par la présence de 1'autre

virus=parasite intranucléaire ou intracytoplasmique.

Aussi 11 nous a sembl® opportun de mesurer l'effet d'une infection
multiple du type VPC-=CIV sur la synthése des antigénes viraux chez la
lignée cellulaire d'insecte C.fumiferana afin de mieux comprendre le
mécanisme de cette réplication double dans le cytoplasme cellulaire de

cette lignée.

I-5. Historique des moyens de titration des virus d'insectes

Plusieurs techniques ont &t& d&veloppfes pour titrer certains
virus d'insectes. Entre autres, le dosage des virus iridescents a E&tE&

produit en emplovant des anticorps fluorescents spEcifiques 3 ce type de
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virus (Bellett et Mercer, 1964).

La technique de coloration du noyau 3 1'orange d'acridine a &té

mise au point pour doser le virus de la densonuclfose ((Quiot et al.,

1973).

Récemment, 1'&valuation de la DICT*SG!ul a 6té mende pour
titrer les virus oryctes (Kelly, 1976b) et des essals sur plaques ont &té
employés pour le virus iridescent type 22 (Brown et al., 1977) et pour les

baculovirus (Brown et Faulkner, 1977; Hink et Vail, 1973).

Aussl une mEthode de titration pour les VPC a &té décrite depuis
peu par Bellonclk et Chagnon en 1980, Cette technique simple, &conomique
est effectufe en microculture tissulaire. Elle est basfe sur la détection

des polyédres cytoplasmiques dans les cellules infectées,

I-6. DEtections immunoenzymatiques

1-6.1 Introduction sur 1'emploi des méthodes immunoenzymatiques
et des techniques a4 1'immunoperoxydase

L'immunologie a assumé un r8le vital dans les techniques de
diagnostic et dans l'analyse des probl2mes blologiques 3 cause de la
capacité remarquable de discrimination des anticorps (immunoglobulines
humaines, immunoglobulines animales, etc...) vis-3-vis les antigenes

(bactéries, parasites, virus, acides nucléiques, etc...). Il ne faut

*DICT dose responsable de 1'infection de 50% des cellules cultivées

50/ml” en culture de tissus.
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surtout pas omettre que le développement bEn&fique de techniques appro-
priges a permis de mieux comprendre le comportement physico-chimique du
complexe antigéne-anticorps (ag—-ab). Les intfractions sp&cifiques entre
les ab et leurs ag homologues constituent la base de la localisation de
ces ag dans ou sur les cellules ou tissus telle gqu'obtenue par 1'immuno-
fluorescence (If), par 1'immunoferritine et par 1'immunoperoxvdase (Ip),
ainsi que du titrage des ag libres ou des ab obtenu via 1'E,L.I.S.A.
(enzyme-linked immunosorbent assay). Ces quatre m&thodes immunologiques
se différentient les unes des autres par le type de marqueur du complexe

ag—ab employ€& et par le type de substrat utilisé s'il y a lieu,

La premi2re méthode (If) emplole une mol&cule fluorescente couplfe
aux ab, qui sera visible par l'examen 3 1'ultraviolet. La particule
fluorescente peut 8tre de l'isothiocyanate de fluorescfine, de la rhodami-
ne, etc... (Wang et al., 1975). L'immunoferritine utilise une mol&cule
dense aux Electrons, la ferritine, comme marqueur du complexe
ag-ab., Ce dernier marqueur poss@de un novau lourd qui arr@te les Elec-
trons Emis par le faisceau du microscope Electronique., Aussi, les points
sombres sur 1'image indiquent la prEsence et la localisation des ag

Etudiés.

L'Ip et 1'"E.L.I1.5.A. se caract&risent par des techniques immunolo-
gigues n'employant que des enzymes comme marqueurs du complexe
ag—ab., DiffErents enzymes peuvent servir en tant que marqueurs immunocen-
zymatiques tels la peroxydase, le cytochrome C, la phosphatase alcaline,
la glucose oxydase. Parmi ces derniers, la peroxydase est un marqueur

pouvant 8tre impliqué dans ces deux types de m&thode de d&tection (Ip et
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E.L.I.5.A); par contre, la phosphatase alcaline n'est employée que dans la
technique E.L.I.S.A.. Aussi, 1'enzyme (marqueur) est détecté en utilisant
un substrat bien particulier respectif 3 chacune de ces deux techniques de
détection, Plus précisfment au cours de la technique 2 1'Ip, l'enzyme est
décelé en utilisant un substrat blen soluble qul sera polyméris& en un
produit insoluble précipitant sur le site d'action enzymatique (cellules,
tissus, etc...). Un des substrats employfs par exemple avec 1'Ip est le
DAE (3-3' diaminobenzidine), Cependant avec 1'E.L.I.S.A., on emplole un
substrat incolore (p-nitroph&nyl phosphate par exemple) qui réagit avec
1'enzyme (phosphatase alcaline par exemple) de mani2re 3 former un
complexe soluble, Aussi, ce produit de rfaction soluble est colorf dans
la solution. ﬁonc, 1'"E.L.I1.5.A. s'av@re un moyen rapide et efficace pour
doser des antig@nes en provenance de spfcimens (cellules, tissus entlers,
etC..,) broyés, Grice 3 cette méthode de dosage, 11 a &t€é Etabli des
courbes standards lesquelles servent comme r&f&rences. A vrai dire, 1'Ip
et 1'E.L.I1.5.A. sont des méthodes de choix pour 1'obtention d'informations
tant qualitatives que quantitatives 3 p;rtir des spfcimens infectés
(hémolymphes, cellules, tissus, etc...). De fagon plus détaillée,
1'aspect et la localisation du marquage (intracytoplasmique; intranu-
cléaire: membranaire; etc...) via 1'Ip et le typage d'un sérum donné via
1'E.L.I.5.A., s'avdrent des mesures qualitatives de détection d'une part.
Par contre, le pourcentage de constituants antigéniques (antig2nes
préecis; cellules; protéines; etc...) marqués 3 1'Ip et le dosage précis en
mg d'ab ou d'ag (2 partir d'un sérum donn€ ou d'homogénats d'origines
diverses) via 1'E.L.I1.S5.A. sont des mesures quantitatives de détection

d'autre part.
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En guise de conclusion, 1'Ip est une m&thode trés employfe par
rapport aux autres vue la grande activité& enzymatique de la peroxydase.
En plus, le poids mol&culaire moindre de cette derni2re facilite grande-
ment l'entrfe intracytoplasmique cellulaire du complexe anticorps-
peroxydase. L'avantage de 1'emploi de 1'Ip par rapport 3 1'E.L.I.S5.A. est
que celle-13 peut &tre utilis@e en microscopie optique et en microscopie
&lectronique. En ce qui a trait 3 1'If, cette dernilre n'est employée
qu'en microscopie optique tandis que 1'immunoferrritine est utilisée

uniquement en microscople &lectronique,

La technique 3 1'immunoperoxydase (Ip) s'av@re une mé&thode de
choix pour 1'identification rapide de plusieurs agents microbiens (bacté-

ries, virus, parasites) responsables de maladies chez les humains, mammi-

féres, invercébrés, etc,..

En fait, la technique 2 1'Ip permet de défceler en microscopile
optique et en microscople €lectronique la présence d'antigdnes 2 1'aide
d'immunoglobulines trés spfcifiques {Kur;tnk et Kurstak, 1974) dirigées
contre ces derniers et couplées & un enzyme (peroxydase). En plus, cet
enzyme peut 8tre détect& en utllisant un substrat soluble, comme par
exemple le 3-3' diaminobenzidine (DAB), qul est polymfris& en un produit
insoluble et coloré en présence du peroxyde (quzj préeipitant sur le
site d'action enzymatique., Effectivement, la polymérisation du DAB oxydé
forme un polymdre brun (ph&nazine) correspondant au marquage observé en

microscople dans ou sur les cellules,

Le procfdé de couplage entre les lmmunoglobulines (IgGs:

anticorps) spécifiques et l'enzyme (HRPO: peroxydase de Raifort) a subi
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diverses mises au point avant d'atteindre un niveau de conjugaison
adéquat. Certains chercheurs (Kurstak, 1971; Kurstak et al., 1977) ont
appliqué une méthode de conjugaison en une seule Etape tout en utilisant
des rfactifs bifonctionnels (deux groupes aldéhydes: glut&rald&hyde par
exemple). Ces rfactifs réagissent avec les groupes amin&s des protéines,
Le désavantage d'un tel proc&d& a &t& la formatlon de nombreux polymlres

IgG-1gG et HRPO-HRPO ind&sirables produits sulte 2 une liaison chimique

entre la glutfraldéhyde et deux IgGs (ou deux HRPGBJ=

HIO ¥] 4] Hzﬂ
AL ]
IgG - NH - C - CH2 - Cl.-l2 - C = NH - IgG
< >
glutéraldéhyde

Avramfas et Ternynck (1971) sont parvenus 2 amfliorer le
processus de coaplage IgG-HRPO en employant les mBmes réactifs bifonc-
tionnels mals appliqué en deux £tapes. ﬁ'ahnrd, 1'agent couplant (réactif
bifonctionnel) a &t& mis en contact avec l'enzyme avant de procfder 2
1'€limination de mol&cules d'agent couplant libres par dialyse. Au cours
de la deuxiéme Etape, le complexe agent couplant-enzyme a Et€& mis en
présence d'IgGs. Malgré Eela, des groupes aldéhydes libres sur le
‘margueur peuvent se fixer aux tissus de mani@re non-spfclfique selon

Kurstak et al. (1975 et 1977).

La m&thode de conjugaison la plus efficace 3 date est celle de

Nakane et Kawaol en 1974, Voici bri2vement les &tapes de cette technique:



1) Blocage des groupes aminfs et des groupes hydroxyles de la
peroxydase de Raifort (HRPO) avec le fluorodinitrobenziéne
(FDNB) afin d'éviter la formation de polyméres de peroxydase
par la suite.

2) Formation des groupes aldEhydes sur la portion carbohydrate
de la HRPO avec le sodium m-periodate {NaIG&}.

3) Liaison des groupes aldEhydes de la HRPO aux groupes amings
des IgGs lors du couplage HRPO-IgG (liaison unidirectionnelle
et efficace).

4) Transformation des liaisons ionlques formEes entre HRPO-IgG
en des liens covalents par réduction des bases de Schiff
avec le borohydrure de sodium (NaBH

ﬁ}o

I-6.2 Emploi gén&ral en bactériologie, en parasitologie, en
pathologie et en virologie

La technique de 1'Ip s'avére une mEthode immunologique couram-—
ment employ&e dans les centres de recherches privé&s ou universitaires,
dans les milieux hospitaliers, etc..., comme moyen de diagnostic de
maladies diverses et dans l'"analyse des problémes microbiclogiques,

biologiques,

Effectivement son emploi g@nfral en bact&rioclogie, en parasi-
tologie, en pathologie (humaine et animale) et en virologie (verté-
brés et invert&bré&s) la rend une méthode 3 usages multiples tant en

microscopie optique qu'électronique.

En effet, 1"Ip est une technique de choix pour 1'identification
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rapide de certains agents bactériens (exemple: Bacteroides fragilis)

responsables de foyers purulents (absc&s) dans la cavit& intra-abdominale

des humains (Hsu et al., 1979).

Buschbaum et al. (1981) sont parvenus 3 dépister des microbes

responsables de pneumonies atypiques (Legionella pneumophila: maladie des

légionnaires) via 1'Ip chez certains patients. Cette derniére technique a

méme permis de mettre en &vidence quatre s&rotypes de Legionella pneumo-

phila.

L'Ip trouve aussi une application avantageuse dans le diagnostic

de maladies parasitaires occasionnées par le Toxoplasma gondii responsable

de graves répercussions sur le foetus humain (Kurstak et al., 1973), par

le Trichomonas vaginalis responsable d'infestations génitales (0'Hara

et al.,, 1980). Méme le dépistage des anticorps spécifiques contre un ver
parasite (schistosome) a &t& men& 3 partir de sérums de patients parasités

par ce ver (Vullo et al., 1979).

Dans le domaine de la virologie, le technique des anticorps
conjugués 3 l'enzyme "peroxydase” (Ip) a &t& appliquée avec succds pour le
diagnostic rapide et spécifique des infections virales humaines (exemple:
infections chroniques du type herp@s) et pour le dé&pistage des virus
oncogénes (Kurstak et Kurstak, 1974). Plus précisément, cette technique a
permis d'obtenir d'excellents ré&sultats lors du diagnostic des infections

génitales dues au virus Herpes simplex type 2 et au cytomégalovirus dont

l'importance, en tant qu'agents de maladies v&nériennes, n'est pas 3
négliger (Kurstak et Kurstak, 1977). Cette technique a aussi permis

de démontrer la présence des antigénes du virus Herpes simplex dans le
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cas d'une enc&phalite humaine (Kumanishi et Hirano, 1978).

Haikin et al. {1979) se sont servis de cette technique pour
déceler des IgGs spéecifiques aux antigénes de la membrane fibroblastigue
induits par le virus de la varicelle-zoster responsable de la varicelle

chez 1"homme.

De plus, le marquage immunologique de l'antigéne du virus junin
(clone XJ-3) via 1'Ip s'est avE&r& un outil utile et rapide pour le
diagnostic virologique de 1'agent responsable de la figvre hE&morragique de

1'Argentine (Lascano et al., 1981).

Charpentier et al. en 1982 ont aussi employ€é cette technique
afin de détecter les antigdnes de 1'enveloppe du virus Chikungunya (agent
de la fidvre hEmorragique thaTlandaise) sur des cultures de rein d'hamster

nouveau-né (cellules BHK-21) tant en microscople optique qu'&lectronique.

Schmidt et al. (1981) ont dé€celé les antig2nes du virus de la
rub&ole sur le m@me type de cellules (EHK=21) mises en culture en em-
ployant 1'Ip comme proc&d€ de détection immunologique, Kurstak et al. en
1982 se sont servis de cette mé&thode pour diagnostiquer les maladies &
herpésvirus et 3 rotavirus. Ce dernier type de virus est responsable de
gastroentérites souvent mortelles enregistrfes par 1'Organisation Mondiale

de la Sant& (OMS).

L"Ip est employEe aussl pour dépister des wirus humains transmis
par les insectes piqueurs., Entre autres, l'antigéne du virus sindbis
(alphavirus) a &t& localisé dans le cytoplasme et sur la membrane plas-

matique des cellules d'Aedes albopictus (vecteur de la maladie) (Stollar
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et al., 1979).

Plusieurs revues se ré&férant 3 l'emploi de 1'Ip comme mesure de
détection immunologique en pathologie virale humaine ont &té& produites
entres autres par Kurstak et Morisset (1974), par Kurstak et al. (1977),

par Wicker (1977).

MBme en médecine vétérinaire, 1'Ip est une m&thode immunoenzy-
matique employfe trés couramment pour le diagnostic de maladies d'origines
virales. La localisation des antigdnes du virus Aujeszky (Bartoszcze et
Roszkowski, 1979) et celle des antig@nes viraux du buffalopoxvirus (Grover
et al,, 1980) ont &té effectufes dans les filbroblastes d'embryons de
poulets (cultures cellulaires) via 1'Ip, De plus, 1'€tude de la multi-
plication du virus de la peste bovine (paramyxovirus) dans les cultures
cellulaires de rein de boeuf via cette m@me technique a permis de mesurer
l'effet cytopathologique provoqué par une telle infection virale (Krish-

naswamy et al., 1981).

Clampor et al, (1981) ont réussi & localiser la synthdse des
protéines (haemagglutinines) du virus influenza aviaire dans les cellules
fibroblastiques de souris (cellules L) en employant 1'Ip. MEme la
détection de 1'acide nucléique viral de 1'hépatite B du canard et 1l'accu-
mulation de 1'antig@ne viral dans les cellules pancréatiques et rénales de
canards infectfs congénitalement avec ce virus ont £t€ mises en Evidence

par cette technique (Halpern et al., 1983).

En ce qui a trait 3 la virologie des insectes, les antig@nes de

deux iridovirus ont &t€ décelés par 1'Ip: les antigénes du TIV (Tipula
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iridescent virus) dans les larves de Galleria mellonella infect&es par ce

virus d'une part (Garzon, 1972) et les antig2nes du CIV (Chilo iridescent
virus) dans les hémocytes de larves de G, mellonella infectfes d'autre
part (Ohba et Alzawa, 1980). De plus, la syntﬂESe des.antigéngs du VDN
{virus de la densonuclfose) dans les cellules du méme insecte (G. mello-

nella) a Eté observée par cette mBme mE&thode immunoenzymatique (Kurstak

et al., 1969 et 1970).

Aussl, les antigl@nes du VPN d'Autographa californica ont &té& mis

en Evidence par cette technique immunologique employfe par Summers et al.,
1978, Ces dernlers ont &tudi€ les cin&tiques d'apparition de ces antigd-
nes viraux dans diverses lignfes cellulaires d'insectes telles Trichoplu=-

sia ni-368-10, Trichoplusia ni-368-13, Bombyx mori, Mandustra sexta,

Mamestra brassicae et Carpocapsa pomonella, Chez les deux premidres

lignées (T.ni-368-10 et T.ni-368-13), les ag du VPN associés 3 la ca#side
virale ont &t& décelés 6 3 B heures post—infection dans le cytoplasme de
ces deux lignfes cellulaires. Ces antig@nes se sont dirigés vers le noyau
2 10 heures post-infection. La protfine majeure du poly2dre (poly&drine)
a &té synthftis€e 3 12 heures post-infection soit 2 heures apré@s 1'appari-
tion des particules virales libres non-incluses chez ces deux mémes
lignées. A cette pfriode, pr@s de 751 des cellules de T.ni -368-10
étalent marquées 2 1'Ip de facon l&gdrement plus intense dans le noyau que
dans le cytoplasme (i.e. 75% de ces cellules £talent accaparfes par la
présence des ag de la capside virale du VPN d'A. californica tant intranu-
cléaire qu'intracytoplasmique), Par contre, la formation de la poly&drine
induite par ce virus n'a &té observfe que dans quelques cellules (moins de

1%). Selon Summers et al. (1978), cette polyédrine proprement dite n'est
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donc pas nécessaire 3 la synthése des particules virales libres infectan-
tes de ce VPN, En fait, la synth@se de ces dernidres a commencé 3
décliner lors du début de la production de cette poly&drine (cytoplasmique
et nucl8aire) soit entre 12 et 14 heures post-infection. Aussi & 15 heu-
res post-infection, un marquage intense correspondant 3 la formation du
stroma virog@ne est apparu dans le noyau en méme temps que le marquage
cytoplasmique diminuait grandement (réduction de la formation cytoplasmi-
que des antigénes de la capside virale du VPN). Dans la lignée de T.ni-
368-10, le VPN d'A, californica a induit la formation de ce stroma
virog@ne dans 86% des cellules 3 15 heures post—infection et n'a induit
que dans 20% des cellules la synth@se de la protéine majeure du polyddre.
A 18 heurés post~infection, ces mémes chercheurs ont détect& la formation
de cette polyédrine dans le noyau de cette méme lignée T.ni-368-10 (607%
des cellules). De plus, ils ont observé la présence de polyé&dres nucléai-
res dans 30% de ces cellules pour une méme pSriode post-infection, Des
essais expérimentaux semblables menés avec la lignée T.ni-368-13 ont
abouti 3 des conclusions similaires 2 éélles obtenues avec T.ni-368-10,
Toujours chez ces deux mémes lignées, 3 mesure que la pé&riode post-
infection devenait importante, la formation des polyd@dres nucl&aires
augmentait. Conséquemment 3 cela, l'intensité& du marquage cytoplasmique
et celle du noyau ont diminué dues 2 1'inclusion polyédrique des antigénes
de la capside virale du VPN d'une part, et dues 3 l'incorporation de la
polyédrine dans la métrice cristalline des polyd&dres d'autre part, Bien
que la vitesse d'apparition des poly&dres est en relation directe avec

celle de la formation de la poly&drine dans les cellules de T.ni-368-10,

il en est autrement dans les cellules de T.ni-368-13. En fait, chez cette
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derni@re lignfe cellulaire d'insecte, la vitesse d'apparition des polyé-
dres a Et€é moindre que celle de la synth@se de la poly&drine. Comme la
formation de cette derniére s'effectue en m@me temps dans ces deux
lignées, il existe probablement un facteur intracellulaire propre 2 la
cellule infectfe impliqué dans le ph&noméne de cristallisation des
poly2dres qul pousse ces deux types de cellules 3 produire des quantités
différentes de polyddres et 3 des ﬁe-ps bien particuliers selon ces
chercheurs (Summers et al., 1978). Ces derniers se sont servis encore de
la technique 3 1'Ip comme moven de d&tection directe et de quantification
des antigenes de la capside virale de ce méme VPN d'A. californica dans la

lign€e cellulaire de B. mori. Cette technique leur a permis de mettre en

Evidence la synth2se de ces ag viraux et celle du virus infectant propre-
ment dit dans 90% des cellules de cette lignfe (B. mori) 2 42 heures post-
infection. Ces mBmes chercheurs ont noté que ce virus n'a induic la
formation de la poly&drine que dans 1% et noins.de ces mBmes cellules.,
Ainsl, la réplication de ce VPN dans la lign€e de B, mori s'est produite
sans que ne s'effectue une synthése 1npu;tante de la prot€ine majeure du

polyddre (polyEdrine).

L'effet du VPN d'A. californica a &té test& A 1'Ip dans trols

autres lign€es cellulaires d'insectes (M. sexta, M. brassicae et C. pomo-

nella) par cette m@me &quipe scientifique, Des résultats semblables a
ceux obtenus avec les lignées de T.ni-368-10 et de T.ni1-368-13 ont EtE
notés dans la lign€e de M. sexta @ 18 heures post-infection. Cependant,
la lign€e de M. brassicae semble tr2s permissive 2 1'infection avec ce VPN
puisque la synth2se des deux ag €&tudifs (ag de la capside virale et la

polyédrine) a &té plus €levée que celle observée dans les liquées de T.ni-
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368-10, de T.ni-368-13 et de M. sexta. Par contre, la lignée de C. pomo-

nella s'est avErfe une lignée trés résistante 3 1'infection virale au VPN

d'A, californica puisqu'aucune synthése d'antigéne viral a Et€ décelée

mEme & 42 heures post=infection.

Certains entomopathogénes (virus Nodamura; virus iridescent de

Chilo suppressalis et virus de la poly&drose cytoplasmique d'Euxoa

scandens) ont &t& mis en &vidence par 1'Ip solt 3 partir de frottis
d'hémolymphe de larves de G. mellonella infect&es avec le virus Nodamura
et le CIV ou 3 partir de lignées cellulaires d'insectes infectfes avec le

CIV (Aedes aegypti; Choristoneura fumiferana; Spodoptera frugiperda) et

avec le VPC (Euxoa scandens; Lymantria dispar) (Charpentier et al., 1983).

Les antigénes de la capside virale du CIV ont &t& décelés trés tfit dans
les hfmocytes de larves de G. mellonella tels que vus en microscopie
optigue (Charpentier et al., 1980). En fait, un marquage 3 1'Ip a &té
observE dans le cytoplasme de ces cellules & 18 heures post-infection; et,
80 2 100% de ces mémes cellules sont marques aprds 48 heures d'infection
virale. A ce niveau, un marquage spécifique d'un aspect granuleux a Eté
localisé dans certaines zones cytoplasmiques (Charpentier et al,, 1985:
soumils pour publication). En plus, ces m@mes chercheurs ont observé en
microscopie &lectronique le marquage 3 1'Ip du viroplasme dans les
hémocytes de larves de G. mellonella infectfes 3 48 heures post-infection
avec ce mfme CIV; par contre, les virions n'ont £t€ d&celfs qu'au bout de
10 jours avec le mEme proc&d& de d&tection & 1'Ip, Ces derniers cher-
cheurs se sont encore servis de cette dernidre technique pour &tudier les
cinétiques d'apparition des antig@nes de la capside virale du CIV dans

certaines lignées cellulaires d'insectes telles A. aegypti, C. fumiferana
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et S, frugiperda. Dans la lignée d'A. aegypti infectée avec ce CIV, il
est appafu un premier marquage spfcifique correspondant 3 la localisation
cytoplasmique de ces ag 3 22-24 heures post-infection (3 21°C et 28°C),

A Zﬁbﬂ, ce CIV a induit la formation des ag associfs 3 la capside virale
dans 50-80% des cellules d'A. aegypti au bout de 24-48 heures; par contre
a EFC, la synth@se de ces mBmes ag n'a &t& observée que dans 367 des
cellules aprés 48 heures post-infection. Des résultats similaires ont &té
notés dans la lignée de 3. frugiperda infectée avec ce mEme CIV, Par
contre, une infection du m8me type dans la lignée de C. fumiferana a mené&
34 1'apparition précoce (7=10 heures) d'un marquage sp€cifique correspon-
dant 4 la présence cytoplasmique de ces ag associfs 3 la capside virale,
Le pourcentage des cellules positives pour ces ag viraux cytoplasmiques a
augment& avec la temp&rature d'incubation: soit 30% (18°C), 45% (21°C),
85% (28°c) respectivement et -ce, 3 48 heures post-infection. Ainsi dans
les essals in vitro menfs avec ces trols lignfes cellulaires d'insectes,
le pourcentage des cellules marquées et 1'intensité ﬁu marquage cytoplas-
migue augmentent donec avec la tempErﬂt;}E d'incubation selon Charpentier
et al,, 1985 (soumis pour publication). Ces mémes chercheurs se sont
attardés aussi 3 la détection des ag viraux non-associfs 3 la capside
virale {(ag précoces) de ce méme CIV via 1'Ip dans les mémes lignées
cellulaires d'insectes cultivées in vitro (E. aegypti; C. fumiferana;

S. frugiperda). L'apparition d'ag précoces est survenue 5 3 7 heures
post=infection chez ces trois lignfes cellulaires quelle gue soit la
température d'incubation testée (18°C; 21°€; 28°C; 31°C). Néammoins,
1'intensité du marquage cytoplasmique est plus prononce 3 28°C. L'Ip

s'est donec avérfe une technique valable pour classer les lignfes cellulai-
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res d'insectes en regard avec leur permissivité individuelle devant
1'infection au CIV., A vral dire, Charpentier et al., 1985 (soumis pour
publication) ont différentié trois types de syst2mes cellulaires en ce qui
concerne la réplication du CIV: un syst2me permissif rapide, des systémes
permissifs lents et des syst2mes non-permissifs, Ces derniers chercheurs
ont soutenu d'aprds leurs résultats expfrimentaux que les lignéfes

d'A. aegypti et de S. frugiperda Etaient permissives au CIV puisque ce
dernier s'est répliqué compld2tement mails de fagon lente dans ces deux
lign€es, Par contre, C., fumiferana a &té considérée comme une lignée trds
permissive au CIV due 3 la réplication compldte et rapide de ce virus dans
cette lignfe. NEanmoins, les lignéfes d'A. albopictus et de L. dispar ont
Eété considérées comme des lignfes non-permissives au CIV puisqu'aucune
synth2se des ag de ce virus a &t€é décelfe 2 1'Ip méme 3 48 heures post-

infection (Charpentier et al., 1985: soumis pour publication).

Outre 1'emploi de 1'Ip comme proc&dé de détection immunologique
en virologle des insectes, d'autres techniques telles 1'E.L.I.S5.A. et 1'If
ont &té appliquées par d'autres scientifiques. Kelly et al., 1978 ont
procfd€ A la discrimination entre cinq virus iridescents de divers types
(215 22; 23; 25; 28) dans les larves de G. mellonella via 1'E.L.I.S.A..
Payment et al. en 1982 ont aussi employé cette méthode afin d'&valuer la
spéclficité d'anticorps (anti-sérum) du VPC d'E. scandens envers certains
virus d'insectes variés. En fait, l'emploi d'IgGs spécifiques au VPC
d'E. scandens a £té testé€ sur divers homogénats (larves entidres, intes-
tins, excréments) provenant de certains autres insectes infectés par leurs

VPC respectlfs (Malacosoma disstria, B, mori, C. fumiferana) ou par le CIV

(G. mellonella). Aucune rfaction non-spfcifique a &té décelfe. Ces
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derniers chercheurs se sont servis encore de cette technique (E.L,I.5.A.)
comme mesure de d&tection des protfines virales (antigdnes) du VPC
d'E. scandens dans la lignée de L. dispar cultivée in vitro. Ces antigé-

nes viraux ont &t& décelfs 3 9 heures post=infection 3 une dose virale du

VPC de 1 DICT5Dfm1. Kawase et Mivajima en 1969 ont démontrf& la présence

des protéines du VBC et celle des polyé@dres dans le cytoplasme de 1l'intes-

tin moyen de B. mori via 1'If.

Au cours de notre projet de recherche, on s'est attard& 2
mesurer via 1'Ip les cin&tiques d'apparition des divers constituants
antigéniques du VPC d'E. scandens chez les lignfes cellulaires telles

L. dispar, E. scandens et C. fumiferana.

D'abord, on a test€& 1'influence de la concentration virale en
VPC et celle de la tempfrature sur les apparitions en Ip des divers ag
viraux de ce VPC chez les lignfes de L. dispar et d'E. scandens. Puis
1'&tude de 1'effet d'un inhibiteur sur les apparitions en Ip de ces m&mes

ag viraux chez ces deux mmes lignfes cellulaires a &té aussi effectufe.

De plus, on a proc&d€ 3 1'&tude d'une infection mixte du type
VPC=CIV chez la lignée de €. fumiferana tout en employant 1'Ip comme

méthode de détection immunclogique des ag viraux du VPC d'E. scandens.



Chapitre II

Matfriels et M&thodes




IT-1. Techniques non-immunologiques

II-1.1 Elevage de 1'insecte

II-1.1.1 Technique d'€levage d'Euxoa messoria au laboratoire

II-1.1.1.1 Les oeufs

Les adultes d'E. messoria ramassés sur le terrain donnent des
oeufs viables dans des cages destinfes 3 la ponte. Ces oceufs sont placés
dans des ficles sté&riles par le personnel du laborateoire de virologie de.
1'I.A.F., Au préalable, ces derniers subissent un proc&d& de désinfection
3 1'hypochlorure de Na 0.5% pendant 10 minutes avant un lavage 3 1'eau
distillée et un s&chage 3 1'air sur un filtre dans un entonnoir de type
Biichner. Puis, ces oeufs traités sont acheminés au laboratolre de
microbiologie de 1'U.Q.T.R. afin de subir un cﬁnditiunnEment servant 3
1'€levage aseptique d'E. messoria. Ces derniers sont incub&s dans une
chambre de croissance de type Conviron (123 L. Controlled Environments
Manitoba) & une tempfrature de 28°¢C et soﬂt soumis & une photopériode de

10 heures et 3 un taux d'humidic& de 50 & 70X%.

IT-1.1.1.2. Les larves

Dés 1'Emergence des larves, celles—cl sont transférfes 3 1'aide
d'un fin pinceau stérile dans des boltes de P&tri (10 larves/bolte)
contenant une parcelle de di@te (Hink et Byers, 1976). Cette diéte
artificielle se compose d'un m&lange de substances chimliques et de
produits naturels (Appendice, table 1). Cependant, 3 cause de ses

proprift&s anti-virales (Vail et al., 1968), le formol est remplacé& par
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1'hydrochlorure de tétracycline.

Les conditions d'€levage des larves telles la température,

1'humidité et la photopfriode sont les mEmes que celles pour l'incubation

des oeufs,

Les jeunes larves du troisi®me stade sont transf&rfes dans des
petites fioles en verre pré-stérilisfes contenant une parcelle de didte 2
ralson de 2 & 3 larves par fiole. La di2te est remplacfe 3 toutes les
semalnes, La manipulation des larves s'effectue 3 1'aide de pinces
désinfectfes dans une solution composée d'acide acftique 5% dans 1'€tha-

nol 70%, tel que recommandfe par Hink et Byers (1976).

II=1.1.2 Technique d'&levage de Galleria mellonella au laboratoire

II-1,1.2,1 Les larves

La souche de 1'insecte Galleria mellonella (Lepidoptera:

Pyralidae) que nous utilisons provient du laboratoire de microbiologie de

l.U-QvlTsRi {Ql.lébec}.

L'&levage aseptique de cette larve est rfallsfe au moyen de
chambres stfrilisfes 3 l'autoclave (Castle Steam Sterilizer, Sybron,
Pointe-Claire, Québec) portfes dans un incubateur (Fisher Isotemp

Incubator, Senior Model) 2 une temp&rature de 30oC.

Les larves sont nourries au moyen d'un milieu nutritif composé
des El€ments suivants: miel pur (50 ml), glycérine (50 ml), pablum
(165 g), farine de maIs (25 g) et levure de bidre (5 g) (Beck, 1960).

0
Avant usage, on stérilise 3 1'autoclave (10 minutes, 100 C) ce milieu



79

nutritif une fois bien homog&n€is€& dans un plat en aluminium (Fosset et

Chastang, 1963).

I[I-1.2 Préparation des suspensions virales

II-1.2.1 Le virus de la poly&drose cytoplasmique d'E, scandens

Le VPC d'E. scandens fut isolf en 1976 par Quiot et Bellonecik &
partir d'une population de larves d'E. scandens, Riley (Noctuidae,

Agrotinae) & la ferme expfrimentale de 1'Assomption (QuBbec).

I1-1.2,1.1. Infection des larves d'E. messoria

Pour la production du virus (VPC), les larves d'E. messoria du
3¢ ou du 4€ stade larvaire sont maintenues en Elevage Individuel (1 larve

par chambre pré&-stérilisée).

L'inoculum viral (solution de 3 X IEI"lr polyddres/ml) en prove-
nance du laboratoire de virclogile de 1'I1.A.F. est déposE et sBché A 1'air
sur une rondelle de laitue saine. En fait, 0.] ml de cette suspension
virale est appliqué sur chaque portion de laitue (0.2 cm de diamdtre)
produite au prfalable 3 1'alde de 1l'extrémité d'une pipette Pasteur.

Une seule portion de laitue contamin€e par larve est utilis@e., Lorsque la
totalité de la laitue est mangfe, solt au bout de 24 3 48 heures, on
continue 3 nourrir les larves avec la di2te synth&tique (Appendice,

table l} -

Un examen 3 1'&tat frais est effectuf 3 partir des excréments
d'une larve du septime stade infectfe au VPC comme mesure de d&tection

raplde des poly2dres intestinaux. Une fols cette constatation faite, on
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cong2le les larves infectées 3 -70°C jusqu'au moment de leur utilisation,

I[I-1.2.1.2 Purification grossilre des particules virales du VEC
d'E. scandens 3 partir de larves d'E, messoria

Les larves compl2tes d'E. messoria infect&es sont sorties du
congélateur et sont broyfes dans un broyeur de tissus en verre borosi-
licaté Wheaton (Fisher Scientific Company, N.J., U.5.A.) 3 raison d'une
larve par ml de milieu de Grace complet {Appendice, table 3}; La pré&para-
tion des suspensions de particules virales du VPC d'E. scandens est
décrite au tableau 7. Plus précis&ment, les d&bris larvaires sont
Elimin&s par filtration grossidre sur huit couches de gaze de coton. Le
filtrat est centrifugé 3 6,000 RPM pendant 10 minutes (centrifugeuse

Sorvall RC5-B, rotor 55-=34),

Le surnageant renfermant les particules virales libres du VPC
est dilué (1/4 V/V) dans du milieu de Grace stérile (Appendice, table 2)
et est stérilisf par filtration sur membrane millipore 0.45 Um {Hillipn?e
Corporation, Bedford, Mass., U.S.A.). Cette suspension de virus non-
inclus est conservée a3 -70°C jusqu'au moment de leur utilisation. De
méme, les culots de polyddres sont congel&s 2 la méme tempErature jusqu'au

moment de leur purification sur gradient de saccharose.

II-1.2.1.3. Purification des poly&dres du VPC d'E. scandens &
: partir de larves d'E. messoria

La purification des polyddres est menfe sur un gradient de
densit& de saccharose en emplovant des techniques modififes proposées par

Hayashi et Bird (1970) et Payne et Tinsley (1974).
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Tableau 7

Purification des suspensions de particules virales
et des polyédres cytoplasmiques
du VPC d'E. scandens

1 larve d'E. messoria infectée par le VPC d'E. scandens
et broyée dans 1 ml de milieu de Grace%*

v

Broyat filtré d-travers huit épaisseurs de gaze de coton

v

Centrifugation a 4°¢
6,000 RPM 10 minutes

Pool de surnageant (15 ml) Culots de polyédres
congelé 3 -70 C congelés & -70%
Purification des Microtitration des Purification des polyé&dres
particules virales particules virales sur gradient de densité de
libres sur gradient libres ’ saccharose/tampon tris-HCl

continu de saccha- (section II-1.2.1.6) 0.05 M pH 7.0
rose/tampon tris-~HC1 (section II-1.2.1.3)

0.05 M pH 7.0
(section II-1.2.1.5)

* milieu de Grace: milieu de préservation (Appendice, table 2) des virus
non-inclus contenus dans le surnageant.
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Les culots de polyédres dé&congel&s sont traités d'abo}d avec une
solution de SDS (sodium dodecyl sulfate) 0.1% dans le tampon tris-HCl
0.05 M pH 7.0 (Appendice, table 5a) pendant 60 minutes 2 22°c. oOn procéde
par la suite 3 1'élimination du détergent (SDS) par trois centrifugations
successives a 10,000 g de 10 minutes chacune (Sorvall RC5-B, rotor SS-34).
A la fin de chaque centrifugation, les culots sont resuspendus dans le
tampon tris-HCl. Pour cela, ils sont recouverts du tampon pour la nuit 3
4°C et 1a suspension de polyédres est homogénéis&e au vortex, puis on
procéde 3 la centrifugation suivante, A la fin du cycle on d€pose la
suspension obtenue de la derni@re centrifugation (4 ml/tube) sur un
gradient discontinu de saccharose (6 ml de chaque concentration de 40-60-
70% par tube) dans le tampon tris-HCl 0.05 M pH 7.0. On centrifuge ce
gradient 3 18,000 g pendant 45 minutes (Sorvall RC5-B, rotor SS-=34) et on
préléve les polyédres 3 l'interface 60-70% du gradient de saccharose.
Finalement, les polyédres sont encore suspendus dans le m&me tampon tris-
HCl1 avant de procéder 3 chacune des trois autres centrifugations men&es 3
10,000 g pendant 30 minutes chacune. Puis ces polyé&dres sont congel&s 3
-70°C. la purification de ces polygdres est effectuée par le personnel

du laboratoire de virologie de 1'I.A.F. (Institut Armand-~Frappier).

II-1.2.1.4 Dissolution des polyédres cytoplasmiques pour
1'obtention des particules virales du VPC
d'E. scandens

Les poly&dres du VPC d'E. scandens isol&s selon le proc&dé& suivi
au tableau 7 et purifiés selon la méthode dé&crite 3 la section II-1.2,1.3.
sont soumis 3 une d&gradation alcaline du type NaHCO3-Na2CO3 (0.2 M) pH 10.8

d'une durée de 15 minutes. Une centrifugation subs&quente permet de
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séparer les prot&ines des polyd3dres dissouts des particules virales libres
de ce VPC, La purification de ces particules virales du VPC est effectufe

aussl au laboratoire de wvirologie de 1'I.A.F..

I1-1,2.1.5 Purification des particules virales non-incluses du

VPC d'E. scandens pour la production du sérum anti-
virus

Les particules virales non-incluses du VPC d'E. scandens sont
purififes sur un gradient continu de saccharose tel que décrit dams la
these de Maximilien Arella (1983) aux pages 43 et 44, Ces dernidres
particules virales sont &ventuellement administrées 3 un lapin dans le but

de produire un s&rum anti-virus,

I1-1.2.1.6 Dosage des suspensions virales du VPC d'E. scandens
par une micromé&thode

La technique de microtitration des particules virales libres du
VPC d'E. scandens chez la lignfe cellulaire de L. dispar fut mise au point
par Belloncik et Chagnon en 1980. Elle se base sur la détection des

polyddres cytoplasmiques dans les cellules infectées.

D'abord, on procdde 3 l'ensemencement cellulaire de la lignée
de L. d. sur une plaque de microtitration stérile de 96 puits (Falcon,
Becton Dickinson Labware, Oxnard, U,S5,A.,) 3 raison de 150 ul d'une
suspension cellulaire de 2 X ID5 cellules/ml par puits 3 1'aide d'une
micropipette stérile, Au sujet du procé&dé de dénnphrement cellulaire,
voir la technique décrite 2 la section II-1.3.4., Puis la plaque propre=

ment dite est incubfe 3 28°C pendant 24 heures. Par la suite, diverses



dilutions virales 2 partir de la solution-mére du VPC purifiée a3 la
section II-1.2.1.2. sont ajoutées aux tapis cellulaires 3 raison de 25 ul
de solution virale par puits. Chaque dilution est ajout&e dans huit puits
distincts. Suite 3 une incubation de la plaque 3 28°C pendant 7 jours, on
procdde 3 1'observation des polyé&dres cytoplasmiques des cellules infec-
tées par un balayage au microscope invers& (Olympus Tokyo, mod&le: 205-
542, Carsen, Montr&al) 3 200 X. Un puits est consid&ré infecté si au
moins une cellule de ce puits contient un poly@dre. Aussi les résultats
microscopiques & partir de cette plaque de microtitration sont enregistrés
pour chacune des dilutions virales., Le titre de l'inoculum viral est
calculé selon la mE&thode de Karber (Karber, 1931) et est exprim& comme

X
suit: 10, DICTSO/ml (tableau 8).

Le titre du surnageant du VPC d'E. scandens est de
5.6
10 DICT.50/m1 selon cette méthode de dosage. Cette suspension virale

ainsi dosée sert 3 toutes nos séries d'exp€riences men€es ultérieurement,

* DICTSO/ml : dose responsable de 1l'infection de 50% des cellules
cultivées en culture de tissus,



Tableau B

Méthoede de dosage* des particules virales libres du VPC 4'E. scandens
(exemple d'un dosage effectuf au cours de notre travail expérimental)

Résultats microscopiques provenant d'une plague
de microtitration incubfe pendant 7 jours
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Tableau rEcapitulatif des résultats

Log des dilu= |Nombre de répon— Hombre des réponses { Sommation du rap—
tions virales |ses positives positives port des réponses
du VPC Total des réponses positives { 51
' positives (B)
= 9 0 0/8 = 0.00
-8 2 2/8 = 0.25
-7 2 2/8 = 0.25
-8 g 4/8 = 0.50 4.0
- 5 n 4/8 = 0.50
- % 6 ‘6/8 = 0.75
- 3 ] 6/8 = 0.75
Dilution loga~ . - 2 a g/8 = 1.00
tithmique ls
plug concentrée
en VPC (m) 4 = Différence entre les dilutions logarithmiques succesaives = 1.0

Selon KHrber**, la dose infectieuse (DI) de 50% des cellules est:
log DIsp =m - & (8 - 0.5)

= =2 - (1.0) .0 - 0.5)

= =2 = 3.5

= = 5.5, donc DIsg = 10-3.3

log DIsp

Un puits (+) est caractérisé par la prEsence d'une cellule
du champ total contenant au moins um polyedre cyt?plaayique.
Un puits (=) ne renferme que des cellules saines identiques

gux cellules-tEmoing.

N.B.

MEthode de dosage mise au point par Belloneik et Chagnon (1980) .

ok Kirber, 1931.




II-1.2.2 Le virus iridescent cytoplasmique (CIV type 6) de
Chilo suppressalis

L'iridovirus type 6 (CIV) fut isol& au Japon par Fukaya et Nasu

(1966) & partir de larves du l&pidoptére Chilo suppressalis (Walker),

insecte s'attagquant 3 la tige du riz,

I1-1.2.2.]1 Infection des larves de Galleria mellonella

Pour les inoculations avec le CIV, les larves de G. mellonella
du 32 et 42 stades larvaires sont retirfes du milieu nutritif décrit

A4 la section II-1.1.2.1.

L'injection du CIV est faite aseptiquement dans la cavité viscErale
par vole intra-péritonfale & 1'aide d'une seringue stérile de
1 ml (Plastipak, Fisher Scientific Company, N.J., U.5.A.) Equip&e d'une
alguille hypodermique de 0.46 mm de diam2tre (Becton, Dickinson and Co.,
Mississauga, Ontarlo, Canada). Cette seringue permet d'introdulre de
fagon précise dans la cavitgé visc&rale 0.01 ml de la suspension virale en
CIV (60 ug de particules virales). Cette suspension est préalablement
stérilisée par filtration sur Millipore de 0,45 um dans du milieu de
culture de Grace (Appendice, table 2), En fait, ce milieu de culture
empé&che 1'agrBgation des particules virales du CIV sur le filtre Millipore
(Millipore Corporation, Bedford, Mass., U.S5.A.) (Devauchelle, communica-
tion personnelle). Apr2s l'injection de la suspension virale du CIV aux
larves, ces derni2res sont dEposEes en lots dans des flacons de verre
aérés (1 larve;"cm3 d'air) renfermant du milieu nutritif (section

II-1.1.2.1.)., Ces flacons sont ensuite plac&s dans un incubateur (Fisher
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Isotemp® Incubator, Senior Model) 2 30°c. Aprds une période de 10 3 12
jours post-infection, les larves d'un aspect bleut& correspondant 3 la

multiplication du CIV sont congelfes a -70°C avant de procBder 3 1'extrac-

tion de ce CIV type 6.

II-1.2.2.2 Purification des particules virales du CIV
d partir de larves de Galleria mellonella

Les techniques d'extraction et de purification du CIV type 6

emplovées sont celles de Kelly et Tinsley (1972).

A partir de larves infectes et d&congelfes, on procéde au broyage
de ces derni2res A raison d'une larve par 10 ml de tampon phosphate 0.005
M pH 7.0 (Appendice, table 6). La molarité& de ce tampon est faible due 3
la fragilité& du virus dans les sels (M. Cerutti, 1978). Par la suite, le
broyat est filtré sur huit Epaisseurs de gaze de coton pour Eliminer les
débris de tissus larvaires. Le filtrat est soumis & deux cycles de

centrifugation 3 basse et 3 haute vitesses de la fagon suivante:

o Cycle 3 basse vitesse (IEC Clinical Centrifuge, Damon/IEC

Division, mod&le 428-10915, Mass., U.S5.A.):

- On procéde 3 la centrifugation du filtrat & 4,000 RPM
pendant 10 minutes de facon 3 faire s&dimenter les gros

débris larvaires au fond du tube.
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o Cycle 8 haute vitesse (Centrifugeuse Sorvall RC5-B, rotor

55=34):

- On procdde 2 la centrifugation du surnageant r&cup&ré au
cycle précBdent 3 14,000 RFM pendant 30 minutes 3 40C,

- On conserve les culots bleut&s; ces derniers sont recouverts
de tampon phosphate 0.005 M pH 7.0 (tampon-CIV) pour la nuit

a 4°C 2 raison de 5 ml/eulot,

Dans un second temps, on procd@de le lendemain matin 2 la recentri-
fugation des culots suspendus dans le tampon-=CIV et conservés 2 #UC. Au
cours de cette deuxiéme &tape de purification virale, on ajoute un certain
volume de tampon—-CIV 3 chacun des tubes (1 culot/tube) de fagon & ce que
le volume total par tube soit identique 3 celul employE& au cours des
premiers cycles de centrifugation menés la wveille, A ce niveau, les
culots réfrigérés sont resuspendus dans le tampon—-CIV (40 ml/eulot) par
le proc&dé d'homogénEisation sur vortex. Les suspensions virales obtenues
sont soumises aux m@mes cycles (deux) de centrifugation cit&s ci-haut. A
partir des culots dissouts dans le méme tampon (5 ml/culot), on forme un
pool d'une mBme suspension virale en CIV, Cette dernidre est d&posée sur
gradient discontinu de sucrose de 20=40=60% en tant que derniére E&tape de
purification du CIV. Pour chacune de ces solutions le sucrose est dissout
dans le tampon=-CIV, Plus pré&cisément, 10 ml de chacune de ces solutions
est introduit dans un tube 3 centrifugation en polycarbonate (Ingraham
Bell, Wilmington, Delaware, U.S.A.). On d€&pose 3 ml de la suspension
virale en CIV 2 purifier (i,e. 10% du volume total des solutions de

sucrose) par gradient discontinu avant de procBder 3 la centrifugation 2
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15,000 RPM de | heure (Sorvall RC5-B, rotor 55-34). Par la suite on
préléve la bande virale 3 1'interface 40-60% des couches de sucrose. Il
faut surtout Eviter 3 cette &tape d'entrainer du matBriel ind&sirable des
autres bandes. Par la suite on procgde & la dialyse de l'&chantillon
viral du CIV purifif contre le tampon-CIV (Appendice, table 6). Le

volume final du matériel aprés dialyse sera de 40 ml.

II-1.2.2.3 Dosage des particules virales du CIV par densitomé-
trie

Le CIV fut quantifi& par spectrophotom&trie en termes d'unités
de densité optique (UDO) 3 280 nm tel que suggir& par Monnier et Devau-

chelle en 1976. Selon ce crité@re, il est Etabli que ] UDD (trajet

2B0
optique de 1 em) donne 60 ug de particules virales ou de prot&ines par ml.
En tant que valeur de dose infectieuse, | UDGZBD correspond 2

4.4
10 GIHID*EGIml selon Charpentier et al., 1983.

La valeur de la densité optique du matériel de CIV dialys& (section

al-1.2.2.2.) est de 1,11 UDO, tel que lu sur spectrophotomdtre 2 u,v.=-

280
visible, double faisceau (Pye Unicam 5P-8-100, Angleterre). Le volume
total de cet E&chantillon viral dialys& (40 ml) est centrifug€ sur Sorvall

4 15,000 g pendant 1 heure de fagon 2 enlever le tampon-CIV. Le

* GIHID dose responsable de 1l'infection de 50% des frottis

S0/ml™ i hémolymphe de larves de G. mellonella.
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culot trég concentré en particules wvirales de CIV est suspendu dans 2 ml
de milieu de C.f. complet (Appendice, table 4), En agissant de la sorte,
on concentre la suspension wvirale du CIV de 20 foils ramenant le titre
viral a4 22,2 UDO 280" On proc@de par la suite 3 de faibles dilutlons de
cette suspension virale-m@re dans le milieu de C.f. complet { Appendice,
table 4) avant de les filtrer sur millipore 0.45 ym. Les diverses
suspensions virales filtrées sont congelées 3 -70°C avant usage, et sont

utilisfes ultérieurement lors des infections multiples du type VPC-CIV

chez la lignfe cellulaire de Choristoneura fumiferana menfes sur micropla-

que,

II-1.3 Maintien des lign€es cellulaires d'insectes cultivées
in wvitro

Les lignfes cellulaires de lE&pidoptéres utilisfes sont dEcrites
au tableau 9. D'abord, la lign&e cellulaire (SCLD-135) &tablie 2 partir
du 1épidoptl@re L, dispar (Quiot, 1976) est maintenue dans le milieu de
Grace (Grace, 1962b) (Appendice, table 2) additionné de sérum de veau
foetal (Gibeo, Grand Island, N.Y., U.5.A.) 2 une concentration de 20X

{milieu de Grace complet: Appendice, table 3) et d'antibiotiques.

La ligné€e cellulaire (IAF Es-1) en provenance d'ovalres de
chrysalides du l&pidoptére E. scandens (Belloncik et al., 1982a) est aussi

entretenue dans le milieu de Grace complet.

Puis, la lignée cellulaire d'insecte Choristoneura fumiferana

(IPR1 Cf-124: Sohi, 1968) cultivée aussi in vitro est ensemenc&e dans le

milieu de C.f. complet (Appendice, table 4).



Tableau 9

au cours du présent travail

Lignées cellulaires de l1&pidoptéres utilisées

Lignées cellulaires Morphologzie Milieu de culture
de Désignation et et Références
lépidoptires "Provenance Température
d'ensemencement
Lymantria dispar SCLD-135 Rondes: ovaires Grace complet Quiot, 1976
. a 28°c
Euxoa nFandenn IAF.Es-1 Rondes: ovaires Grace complet Belloncik
de a 28coC et al.,
chrysalides 1982a
Choristoneura fumiferana IPR1.CE-124 Allongées C.f. complet Sohi, 1968
(fibroblastiques) A 280C

de larves de C.f.
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Ces troils lign€es cellulaires d'insectes sont soient entretenues
dans des boftes de culture de 25 em? (Corning, N.Y., U.S.A.), solent
ensemencées en tubes Leighton (Canlab, Mont-Royal, Montréal) ou sur
microplaque (Falcon, Becton Dickinson Labware, Oxnard, U,S.A.) sous une
hotte stérile 2 flot lamellaire (Envirco: Subsidiary of Bio-Dynamics Inc.,
Albuquerque, New Mexico, mod2le 10276) et ce, dépendamment du type
d'expérimentation visé. Ces cultures cellulaires servant de cellules-
h8tes du VPC d'E. scandens dans 1'€tude du mécanisme de la réplication de
ce virus sont cultivées 2 28°C dans un incubateur (National Weinicke

Company, Portland, Oregon).

I1-1.3.1 Ensemencement en bolte de culture

Ce type d'ensemencement permet d'entretenir et de maintenir en
vie une lignée cellulaire quelconque cultivée in vitro. En fait, 2 partir
d'une bofte de culture-mdre stérile (fiole Corning, 25 cnz} od les
cellules forment un tapis cellulaire coﬁfluant suite 3 un examen au
microscope invers& (Olympus Tokyo, mod@le 205542, Carsen, Montréal), on
exfcute une technique de repiquage sous la hotte stérile., Cela afin de
permettre la multiplication des cellules-filles dans d'autres boftes
stériles, En premier lieu, il s'agit de brasser délicatement la bolte de
culture-m&re de fagon 2 suspendre les cellules dans le milieu de culture.
Puis, 3 1'aide d'une pipette stérile (Corning, N.Y., U.S.A.) on y préléve
un volume de 5 ml de cellules en suspenslon de fagon 3 déposer | ml de
cette dernidre dans quatre autres boftes de culture-filles stéfriles, A
chacune de ces dernidres, on ajoute 4 ml de milieu de culture complet

(milieu de Grace ou milieu de C.f.) respectif A chaque ligné€e cellulaire
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pour obtenir un volume total de 5 ml par bolte, Il s'agit par la suite de
brasser délicatement ces boftes fralchement ensemencfes pour avoir unm
mElange homogdne des cellules cultivBes dans le milieu de culture, Elles
sont par la suite incubfes 3 28°C (température optimale de croissance des

trois lign€es cellulaires d'insectes citfes 3 la section II-1.3).

II-1.3.2 Ensemencement en tubes Leighton

La technique d'ensemencement utilis&e pour la culture en tubes
Leighton permet surtout de déterminer les mellleures conditions d'infec-
tion virale du VPC d'E. scandens sur les lignfes (E. scandens et L., dis-

EEE) et celles de la fixation cellulaire dans les essails pré&liminaires.

fu laboratoire, on dispose de tubes Leighton (Canlab, Mont-
Royal, Montr&al) réutilisables. Une lamelle {Wheaton Scientific, Millvil-
le, N.J., U.5.A.) dégraiss&e 3 1'ac&tone ;ur laquelle se fixeront les
cellules ensemencfes est mise dans chaqge tube avant de procéder 2 la

stérilisation 3 1l'autoclave (20 minutes 3 lZlOC} de ces tubes,

A partir d'une bofte de culture fralchement divisfe de 24 heu-
res, on décroche le tapis cellulaire en grattant 3 1'aide d'un rateau
stérile les cellules accrochfes au fond de la bolte. Ime fols les
cellules remises en suspension dens le milieu de culture, on procéde par
la suite au dénombrement des cellules viables (section II-1.3.4) et 3 une
dilution subs&quente de ces derni2res dans du milieu de culture ad&quat
afin d'obtenir une concentration cellulaire de 6 X 1&5 cellules/ml. Puis,
on y préléve 5 ml de cette suspension cellulaire.avec une pipette stérile

5

de fagon 3 transférer 0.5 ml de cette dernidre suspension (6 X 10~ cellu-
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les/ml) dans 10 tubes Leighton stériles distinctement. Pour chacun

des tubes on compldte par la suite 3 2 ml avec du milieu de culture
complet. Aussl avant d'ins&rer ces tubes sur un support spfcial, omn
s'assure que les lamelles solent blen déposfes 3 plat au fond de tous les
tubes., Cela afin que les cellules en suspension s'y accrochent unifor=-
mément. On porte finalement le support des tubes dans un incubateur
(National Weinicke Company) & 28°¢ (température optimale de croissance des

trols lignfes cellulaires citfes 3 la section II-1,3).

11-1.3.3 Ensemencement sur microplaque

La technlque d'ensemencement sur microplaque permet de procéder
A des Etudes quantitatives et qualitatives menfes sur certains systé@mes
cellulaires-virus tels E. scandens-VPC, L. dispar-VPC, C. fumiferana-VEC,

C. fumiferana—-CIV, et C. fumiferana-VPC-CIV,

A partir d'une bofte de culture fraichement divisée de 24 heu-
res, on décroche le tapis cellulaire en grattant 3 1'aide d'un rateau
stérile les cellules au fond de cette bolte. Puis, on procéde au dénom=-
brement de ces cellules viables (section I1I-1.3.4) remises en suspension
et on dilue cette dernidre suspension dEnombr&e avec du milieu de culture
stérile frais de fagon A obtenir une concentration cellulaire de 2 X 105
cellules/ml, On prﬁcéde par la suite 3 1'ensemencement cellulaire d'une
lignée sur microplaque 3 raison de 175 Ul de la suspension cellulaire par

puits 3 1'aide d'une micropipette autoclavable (Flow Laboratories, Miss.,

Ontario), Finalement, on dEpose ces microplaques ensemencEes dans un

incubateur 2 28°C pour permettre la croissance rapide des trois lignées
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cellulaires cultivées in vitro.

II-1.3.4 DEnombrement des cellules viables cultivées in vitro

A partir d'une lign€e cellulaire cultiv&e en bofte de culture
Corning (25 cmzl et frafchement divis€e de 24 heures, on remet en suspen-
sion les cellules accrochfes au fond de la bolite en les dEecrochant 2
1'aide d'un rateau stérile. On prend soin de brasser délicatement cette
bofte pour distribuer Egalement toutes les cellules dans le milieu. Et on
procéde 3 une sErie d'aspirations successives avéc une pipette stérile de

mani@re A obtenir une suspension cellulaire homogéne,

La technique de dénombrement des cellules viables s'effectue
comme suit: a une partie de la suspension homog@ne produite ci-haut, on
ajoute deux parties de colorant de violet de crystal 0.1% (1/3 V/V)

(Appendice, table 7).

Ce mflange s'observe au microscope optique (Wild of Canada
Limited, mod@le M20-62366, Ottawa, Ontario) 2 100 X dans un hémacytomdtre
(American Optical Company, Buffalo, N.Y., U.S.A.). Les cellules vivantes
sont colorfes en vioclet et leur nombre par ml est donné selon la formule

sulvante:

| Nombre de cellules/ml = M X facteur de dilution X Hl
M=N4&
N = total des cellules logfes dans les
4 grands carrés de 1'hémacyto-

métre.

facteur de dilution = 3

V = volume d'un grand carré fait
1/10,000 de ml.
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. Nombre de cellules/ml = N/4 X3 X 1/1/10,000
" "o " " = N/& X 3 X 10,000

" "o " " = N/4 X 30,000

I1-1.4 Infection virale chez les lignfes cellulaires d'insectes cultivées
in vitro en microscople optique

(Quel que solt le type d'ensemencement cellulaire, on procéde 3
1'infection virale des cellules jeunes de 24 heures cultivées 3 28°9C. Ce
laps de temps est nfcessaire pour permettre aux cellules de former un
tapis cellulaire au fond du ré&cipilent stérile (puits d'une microplaque)
ou sur un support st&frile amovible (lamelle d'un tube Leighton). Les
expériences portant sur l'infection wirale au VPC de certaines lignées
cellulaires d'insectes (L.d.; E.s.; C.f.) sont soumises toutes 2 des
essals contrflés impliquant des syst@mes cellulaires non-infectés

(cellules—témoins).

IT-1.4,1 En tubes Leighton

Lors de l'infection des cultures cellulai;;s (E:E: et E,E.}
préalablement ensemenc&es (section II-1.3.2), on vide le contenu des
tubes. Ensuite, on ajoute 0.1 ml de la suspension virale de VPC

d'E. scandens [IQS‘B DICTSD!ml} dans chaque tube Leighton. On laisse le

virus (VPC) en contact avec les cellules pendant une période de 2 heures &

o

28°C. Apré@s cela, on vide de fagon stérile le contenu des tubes et on
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ajoute 3 chacun 2 ml de milieu de culture de Grace complet. On réincube
ces mémes tubes 3 28°C pour laisser se continuer la multiplication virale

du VPC chez les lignfes d'E. scandens et de L. dispar.

Ce type d'infection virale mené€ en tubes Leighton suscite une
observation E&troite en microscopie optique 3 1'aide d'un microscope
inversé (Wild of Canada Limited, mod2le M20-6236f, Ottawa, Ontario) 3

450 X,

I1 est 3 noter que le temps d'infection d&bute au moment de la
mise en contact du virus avec les cellules quel gue soit le type d'ense-

mencement cellulaire impliqué.

II-1.4,2, Sur microplaque

Les cellules cultivées sur un tel syst@me sont facilement
observables aussi au microscope inversé (Wild of Canada Limited) mails &
200 X. Suite 3 1'ensemencement cellulaire sur microplagque décrit 3 la
section II-1.3.3., on ajoute 25 Ul d'une suspension virale (VPC ou CIV})
testée 3 chacun des puits de cellules jeunes de 24 heures., La période
d'infection commence au moment de la mise en contact du virus (VPC et/ou
CIV) avec les cellules (E.s.; L.d.; C.f.). Suite 3 la proc&dure d'infec-
tion virale, les microplaques sont incubfes 3 28°C avant le proc&dé

de fixation cellulaire proprement dit.

II-1.5. Fixation des cellules de ligné€es cellulaires d'insectes cultivées
in vitro en microscopie optique

Le proc&d& de fixation des cellules (t&moins ou infectfes) varie
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selon le type de systéme cellulaire-virus impliqué et selon le mode

d'ensemencement appligu& au cours de l'exp&rimentation,

Le processus de fixation proprement dit est un proc&d& physico-
chimique qui préserve 1'intégrité& de la structure et des propriétés
biochimiques de la cellule, L'emploi d'un fixateur donné& ou d'un mé&lange
de fixateurs (m&thanol et/ou ac&tone; paraformaldéhyde; glutérald&hyde;
ete...) permet donc de maintenir dans un &tat de conservation les structu-

res (cellulaires, virales) et les antig@nes impliqués,

Aussi, le type de fixateur utilis&, la concentration et la temp&-
rature de ce dernier et le temps de fixation choisis sont autant de
paramétres 3 dEterminer au cours des essais préliminaires et sont fone-

tions du complexe cellule-antigéne impliqué.

IT-1.5.1 En tubes Leighton

A divers temps aprés infeetion, on procgde & la fixation proprement
dite. On retire la lamelle du tube 2 1'aide d'une pipette Pasteur
recourbfe 3 une extrémité., Elle est ensuite déposée dans un r&cipient
dans lequel on ajoute un certain volume de fixateur de fagon 3 recouvrir

la lamelle,

Ici, on teste l'effet de 2 fixateurs distinets sur la préserva-
tion des antigénes viraux soit 1'ac&tone 3 -209C pendant 2 minutes, soit
la paraformaldéhyde 0.5% (Appendice, table Ba) 3 21°C pendant 10 minutes.
Suite au procf&d& de fixation 3 la paraformaldE&hyde, on effectue un lavage

des cellules: 2 bains consécutifs de 30 minutes chacun avec du tampon
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phosphate de sodium 0.1 M pH 7.4 (Appendice, table 9a).

Lorsque les cellules sont fix&es sur les lamelles respectives 2
chagque lignfe, on laisse ces lamelles s'assE&cher 3 1'air avant de les
déposer dans des réciplents bien identifi&s et conservés A la temp&rature

de la piéce.

IT-=1.5.2 S5ur microplague

D'abord, on retire le milieu de culture des pults pr&ts 3 fixer
4 1'aide d'une pilpette Pasteur sous la hotte 3 flot lamellaire sté&rile.
On laisse intact les autres pults (sains et infectfs) de la méme micro-

plague gqui sont encore en cours d'exp&rimentation.

La fixation des cellules gui taplssent le fond des puits d'une
microplaque est effectufe en se servant d'un fixateur "paraformald&hyde”
3 0.5% ou 1% (Appendice, table 8) appliqué pendant 10 minutes 3 21°C., On
retire par la suite ce fixateur 3 1'aide d'une pipette Pasteur, Chaque
pults fixE& est soumis 3 une s&rle de lavages constitufe de 2 bains de
30 minutes chacun avec du tampon phosphate de sodium 0,1 M pH 7.4

(Appendice, table 9a) afin d'enlever toute trace de fixateur.

Au préalable on a testé 1l'effet de certains autres fixateurs
tels 1'acBtone et le mEthanol, L'acBtone s'avd@re un agent chimigque

destructif de la mati@re plastigque (polystyré&ne) d'une microplague en

dissolvant ce mat&riel, Par contre le m&thanol entratne la formation de

précipités indésirables de proté&ines lors de la fixation.

Finalement on a opt€ pour la paraformald&hyde suilte aux premiers

résultats obtenus et aux travaux de Singer (1974) et de Charpentier et El'

{1982).
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II-1.5.3 Conclusion suite au procfd& de fixation

Une fols que les cellules (t&moins ou infectfes) sont fix€es au
fond d'un récipient (puits d'une microplaque) ou sur un support amovible
(lamelle d'un tube Leighton), elles sont en mesure de se conserver
longtemps sans perdre leur caract@re physique (forme; organites intracyto-
plasmiques ou intranucléaires; nombre de cellules; etc...) et leur
antigénicité., Sur le matériel fix&, on applique une méthode de détection
immunologique (immunoperoxydase) afin d'€tudier le mEcanisme de la

réplication du VPC d'E. scandens.

On procéde aussi 3 la coloration histologique (section II-2.0)
sur le matériel fix€ en tubes Leighton et sur microplaque afin de mettre

en &vidence les corps d'inclusions protfiniques de ce VPC,

II-1.6 Effet de la concentration virale du VPC d"E. scandens chez
Tes IignZEB cellulaires d"E. scandens et de L. dispar en

micruucagie uEtigue

L'effet de la concentration virale du VPC d'E. scandens est
testé chez les lignfes d'E. scandens et de L. dispar ensemencfes sur

microplaque (section II-1.3.3).

Plus précisément, les diverses doses virales employées

4.7 4.0 3.7 2.7
10 DICT . . . 5 .
( 50/ml” 10 DIGTSDfml » 10 DICTSU?ml’ L DICTSG!mI’

3,7
107" 'DICT ¢p/pm1) sont produites suite 2 des dilutions de 1'inoculum viral-

stock {IUE'EDICTSmel: section II-1.2.1.6) avec du milieu de Grace

complet (Appendice, table 3),
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Les processus d'infection virale et de fixation des cellules sur

microplaque sont décrits aux sections II-1.4.2 et II-1,5.2 respectivement.

I1-1.7 Effet de la tempfrature d'lncubation (agent physique) sur
le m&canisme de la ré&plication du VPC d'E., scandens chez les
ligné€es cellulaires d'E, scandens et de L. dispar en microscopie
optique

On &tudie 1'effet de la tempfrature d'incubation varilée [lﬂnc;
lBGE; ZBOC; BEQC; B?DC) sur la transcription du VPC d'E. scandens chez les

lignées d'E. scandens et de L. dispar.

D'abord, les cellules sont ensemenc&es sur microplaque et

cultivBes 3 28°C pendant 24 heures avant d'@tre infectfes avec une méme

4.0

concentration de VPC (10 DICT Ine foils les cellules infectées,

SGIml}'
les microplaques sont incubfes aux diverses tempfratures citfes ci-haut

pendant 1'infection.

La m&thode de fixation des cellules sur microplaque est celle

décrite 3 la section II-1,.5.2.

II-1.8 1Inhibition & la cordycépine (agent chimique) de la synthése des
antigé@nes viraux du VPC d'E. scandens chez les lignfes cellulaires
d'E. scandens et de L. dispar en microscopie optigque.

Les proc&dures d'inhibition de la synthése des antigénes viraux
du VPC d'E. scandens avec la cordycépine (Sigma, St-Louis, U.5.A.) sont

effectufes sur les cellules d'insectes d'E. scandens et de L. dispar, et

sont menées sur microplaque.

La mfthode d'ensemencement cellulaire et celle d*infectiqn
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virale employfes sont dfcrites aux sections II-1,3.3 et II-1,4,2, respec-

tivement.

A ce niveau, on mesure l'effet de la concentration varife en
cordycépine (3'-déoxyadénosine) (0.10 ug/ml; 0.20 ug/ml; 0.40 Vg/ml) sur

la synth@se des antig2nes viraux d'une m@me dose virale du VPC d'E. scan-

4.0
dens (10 IJIIII:'I"S“:I‘I,-III1

sans cordyc&pine. On obtient les 3 concentrations finales en cordycépine

) pour une pé€riode d'adsorption virale d'une heure

sur microplaque suite 3 des dilutions effectufes 3 partir d'une solution-

mére en cordycépine de 100 yg/ml.

De plus, en vue de mleux comprendre le m€canisme d'inhibition de
la cordycépine sur le VPC d'E. scandens, on mesure aussi l'effet d'une
période post-infection vari&e (1 heure; 2 heures; 6 heures; 10 heures;

18 heures) sans cordycEpine chez les mémes lignfes cellulaires citées ci-

4.0

haut soumises 3 une méme concentration de VPC (10 DICT ), et

50/ml
lorsqu'on applique aprd@s ces divers temps post-infection une m&me concen-

tration de cordycépine (0.20 Mg/ml).

Comme mesure de contrfile, pour les cellules-témoins on remplace
la suspension virale (VPC) et la solution de 1'inhibiteur (cordycé&pine)
par du milieu de Grace complet (Appendice, table 3). Et on teste en plus
1'effet seul du VPC d'E. scandens sans cordycépine pour tous les temps de
contact testés, Comme autre mesure de contrfle, l'effet seul de la

cordyc8pine est mesuré aussi,

La m&thode de fixation employfe est celle décrite 3 la section

1I-1.5.2..
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II-1.9 Infection mixte du type VPC=CIV chez la 115née cellulaire
de C. fumiferana en microscopie optique

En ce qul a trait au proc&d€& d'infection virale proprement dit
sur microplaque, pour chaque puits 3 infecter on ajoute 25 Ul de la sus-
pension virale du VPC d'E. scandens et 25 Ul de la suspension virale du

CIV de Chilo suppressalis. A ce propos, on mesure l'effet de la concen-

tration virale varife en CIV (0.05 UDO; 0.10 UDO; 0.50 UDO) pour une mBme

4.0

dose de VPC (10 DICT

ﬁﬂfml}'

On obtient ces 3 doses virales (finales) du CIV sur microplaque
suite 3 des dilutions effectufes 3 partir d'une suspension virale-stock du
CIV de 22,2 UDO (section I1I-1.2,2.3) avec du milieu de Eﬂi‘ complet

(Appendice, table 4).

Pour les cellules-témoins et pour les cellules infect&es par un
seul des deux virus, on remplace la ou les suspension(s) virale(s) (CIV

et/ou VPC) par du milieu de culture C.f. complet.
La mEthode de fixation employfe sur microplaque est celle

décrite 3 la section II-l.5.2..

11-2.0 Coloration histologique employfe pour la différentiation des corps
d'inclusions protéiniques du VPC d'E. scandens

La coloration au bleu de méthyléne (Sigma Chemical Cie.,
St-Louis, U.5.A.) 3 1% nous permet d'observer les polyd@dres cytoplasmi-
ques du VPC d'E. scandens dans les lignées cellulaires d'E. scandens, de

L. dispar et de C. fumiferana cultivées et infectfes in vitro.
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Dans les pults d'"une microplaque ou sur les lamelles de tubes
Leighton, on procdde 3 la coloration histologique avec le bleu de méthy-
léne 1% (2 minutes, EIOC} des cellules fix&es, Par la suite, on enléve le

surplus de colorant avec de l'eau distillée,
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II-2., Méthodes de détection immunologique
des antigénes du VPC d'E. scandens

II-2.1 Production d'immuns&rums contre le VPC d'E. scandens

Les immuns&rums dirigés contre les antigénes du VPC
d'E. scandens sont produits par inoculation sous—cutanée 3 des lapins.
La réponse immunitaire est favorisée par addition d'adjuvant complet de

Freund (Difco Laboratories, Dé&troit, Michigan, U.S.A.).

En fait, le lapin regoit par voie sous-cutane en 15 points
d'injection dans la r&gion dorsale rasée 4 ml d'une &mulsion composée de
volumes &gaux de suspension virale (section II-2,1.1) et d'adjuvant
complet de Freund. Cette &mulsion est administrée au lapin 3 1'aide d'une
seringue de 10 ml munie d'une aiguille de 0.64 mm de diamétre. Ce

processus est effectué 3 fois 3 raison d'une fois tous les 15 jours.

On laisse passer un délai de 2 semalnes avant d'effectuer la
premidre ponction cardiaque sur le lapin afin de d&terminer le taux en
anticorps (ab). Si le titre en ab, déterminé par la technique d'Ouchter-
lony, est bas, on effectue des injections de rappel par voie intra-
veineuse au niveau de 1l'oreille du lapin 2 raison de 2 ml de la méme
suspension virale sans adjuvant. On procéde par la suite 3 une ponction

cardiaque au bout d'une semaine,

II-2.1.1 Types d'immuns&rums contre le VPC d'E. scandens

II-2.1.1.1 S&rum anti-intestin de larves d'E. scandens
infectées

Une suspension virale produite suite au broyage d'un intestin de
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larve d'E, scandens infectfe avec le VPC dans 1 ml de milieu de Grace

complet (Appendice, table 3) est inoculée 3 un lapin selon le proc&dé&

décrit 3 la section II-2.1 .

L'immunsérum produit est constitué d'une gamme d'immunoglo-
bulines dirigées contre divers antigénes tels les antigénes associés aux
larves, les antigénes des capsides virales du VPC, les protéines virales
non-structurales c'est-3-dire les protéines nécessaires 3 la multipli-

cation du virus et les proté&ines des polyédres du VPC proprement dit.

II-2.1.1.2 Sérum anti-virus

Une suspension de particules virales libres du VPC d'E. scandens
est produite sulte au processus de purification de ces particules virales
tel que décrit dans la thése de Maximilien Arella (1983) (section
IT-1.2.1.5). Une portion de cette suspension filtrée est inoculée au
lapin de la maniére &noncée 3 la sectioq II-2.1 . Le s&rum prélevé est
constitué d'immunoglobulines, éntre autres les immunoglobulines G (IgGs)

anti-particules virales libres du VPC d'E.s. .

II-2.1.1.3 SErum anti-poly&dre complet

La suspension virale 2 injecter nécessaire 3 la production d'un
sérum anti-poly&dre complet provient de la suspension de culots de
polyd&dres du VPC d'E. scandens isolée (section II-1.2.1.2) et purifiée

selon la m8thode décrite en II-1.2.1.3 .
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I1-2.1.1.4 Sérum anti-poly@&dre dissout

Les culots de polygdres du VPC d'E. scandens isolés 3 la section
II-1.2.1.2 et purifiés selon la méthode décrite en II-1.2.1.3 sont soumis
3 une dégradation alcaline 3 1'aide de NaHCO3 - Na2C03 (0.2 M) pH 10.8
d'une durée de 15 minutes. Une centrifugation subs&quente permet de
séparer les prot&ines des polyédres dissouts des particules virales libres
de ce VPC. Puis cette suspension virale constitue de proté&ines de
polyé&dres dissouts du VPC d'E. scandens est inject€e 3 un lapin (section

II-2.1) pour produire un sérum riche en ab dirigés contre les ag proté&ini-

ques de ces polyédres dissouts,

IT-2.1.1.5 S&rum de chévre anti-immunoglobulines de lapin

Un sérum de chévre riche en immunoglobulines (s&rum commercia-
lisé par Cedarlane Laboratories Limited, Ontario, Canada) est chromatogra-
phié sur une colonne de S&phadex G-150 pour obtenlr un s&rum pur en

immunoglobulines G (IgGs) anti=immunoglobulines de lapin.

II-2.1.2 Préparation des immunsérums contre le VPC d'E, scandens

Pour tout type d'immuns&rum produit chez le lapin, on préléve le
sang de cet animal par ponctlion cardiaque 3 raison de 20 3 50 ml par lapin
et ce, 3 1'aide d'une seringue de 50 ml munie d'une aiguille de 0.64 mm de
diam@tre. On laisse coaguler le sang 3 la température de la piéce pendant
1 heure.,  Puis pour faciliter une meilleure exsudation du sé&rum, on
détache de la paroi du tube le caillot en formation 3 1'aide d'une pipette

Pasteur avant de d&poser le tout 3 4°c pendant une nuit, Le lendemain, le
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s&rum d&cant& est centrifugé & 3,000 RPM durant 20 minutes afin d'&liminer
les globules rouges restants., Par la suite, on filtre le sBrum sur
millipore 0.45 um avant de le congeler 3 -70°C. Tout s&rum préparé de la
sorte est prét 3 &tre chromatographié& sur colonne (section 1I-2,2.1) afin

de purifier les IgGs,

11-2,2 Purification des anticorps spEcifiques aux antigénes du VPC
d"E. scandens

Les divers s&rums prélevés de lapins (section 1I-2,1.1) et méme
le sérum de ch@vre commercial anti-Igs de lapin (Cedarlane Labo. Ltd) sont
chromatographifs sur colonne G-150 afin de purifier les IgGs, En fait, le
passage de ces sérums sur le gel de Séphadex G-150 permet de séparer les
diverses protéines sEriques (IghA, IgM, albumine, hémoglobine, etec,..) des

IgGs.

La sEparation de ces divers constituants protE&iniques du sE&rum
repose sur la forme et le poids molBculaire des diverses molécules au

cours d'un tel proc&dE& chromatographique d'exclusion sur gel.

11-2.2.1 Chromatographie d'exclusion sur gel

Le gel de S5&phadex G-1530 (mol&cules de dextran modififes) (Pharma-
cia Fine Chemicals AB, Uppsala, Sweden) est mis 3 gonfler pendant
5 jours 2 21°C 3 raison de 10 g de gel par 400 ml de tampon phosphate
de sodium 0,05 M pH 6.9 additionn& de 0.1 M de NaCl (Appendice, table
9b). Pendant ce temps, on monte une colonne 3 chromatographie de 40 cm de

haut par 2.5 em de diam@tre (Pharmacia Fine Chemicals AB, Uppsala, Sweden)
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laquelle est placée 3 4°C, Puis on rempli la colonne avec ce gel déga-
zeifié. On dégazéifie afin d'Eviter 1'apparition de bulles d'air dans le

gel 3 4°c,

Une fois le gel bien tassé&, on applique 2.5 ml d'un sérum donné
(sections II-2.1.1 et II-2.1.2) au bas de la colonne de fagon 3 ce que les
protéines sfriques soient entrafnes dans une chromatographie ascendante

sur cette colonne de Séphadex G-150 (volume en gel de 200 ml).

Les fractions sont recueillies 3 1'aide d'un collecteur de frac-
tions (Fraction Collector Frac—-100, Pharmacia Fine Chemicals) selon un

débit d'un ml aux 15 minutes.

I1-2.2.2 Evaluation de la puret& des immunoglobulines G

On 1lit 1'absorbance de chaque fraction au spectrophotom&tre u,v,.-
visible (Pye Unicam, SP-8-100, Angleterre) aux longueurs d'onde suivantes:
3 278 nm (absorption maximale des IgGs) et 3 251 nm (absorption minimale

des IgGs) (Kurstak et al., 1977).

On conserve les fractions dont le rapport 278/251 s'échelonne de
2.5 3 3.0 (rapport d'absorption des IgGs). Les autres proté&ines s&riques
indésirables ont un rapport d'absorption 278/251 de 1.0 3 1.5. Aussi, les
fractions constituBes d'IgGs pures sont dialysées 3 40C avec du tampon
carbonate de Na 0.0l M pH 9.5 (Appendice, table 11) avant de proc&der au
couplage de ces IgGs avec la peroxydase (Sigma Chemical Company, St-Louis,

U.S.A.).
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I11-2.2.3 Calcul de la concentration sérique en immunoglobulines G

Le calcul de la concentration moyvenne des IgGs pures s'effectue

selon l'&quation sulvante:

*
Somme des D.ﬂ.* 4 278 nm dont le Rf est de 2.5 3 3.0

[] moyenne des Volume total (ml) des fractions dosées
IgGsz?B (mg/ml)= 2 278 nm (avant dialyse)

(avant dialyse)

1 em X 1.5 D.O./mg IgGs**#*

La loi de Beer-Lambert donne 1'&quation suivante:
Absorption=densité& optique=extinction= .C.d.
£= coefficlent d'extinction moléculaire (varie avec le )
[] ou C= concentration des IgGs
d= distance parcourue par la lumidre dans la solution

C= D,0, mesuré 3 278 nm = 1.5 D.0O.

Eldl mg IEGH

Par contre le calcul de la concentration totale des IgGs pures s'effectue
comme suit:

[] totale = [] moyenne Volume (ml) des fractions d'IgGs
des IgGspyg (mg/ml) des IgGso7g X pures non-dialysées
(aprds dialyse) {mg/ml) Volume (ml) des fractions d'IlgGs

pures dialysées

* D,0.: densité optique.
*%* R : rapport des absorbances 278/25]1 pour une fraction donnée,
KAk : La concentration des IgGs est estim@e par le coefficient
d'extinction (Williams et chase, 1967).
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Un exemple de calcul des valeurs de concentrations (moyenne et
totale) des IgGs purififes (avant et apr@s dialyse) du sfrum anti-virus

est cité en Annexe 1.

II-2.3 Conjugaison des immunoglobulines G (purififes) 3 la peroxydase
{HRPO)

La méthode de conjugaison utilis€e est celle de Nakane et Kawaol

{19?&'} {3&Ctiﬂn I-ﬁ‘! 1 } &

II-2.3.1 Les diverses &tapes menant 3 la formation du complexe
immunoglobuline G-peroxydase

Voilcl les d&talls de la technique schématisés aux figures
2l et 3:
- Dissoudre 15 mg de HRPO (Type VI, Sigma Chemical Company,
St-Louis, U.S5.A.; RZ approximatif de 3,0) dans 3 ml d'une
solution de 0.3 M de bicarbonate de MNa A4 pH 8.1 (Appendice,

table 10a).

2- On y ajoute 0.3 ml d"une solution de 1% de FDNB (l-fluoro-2-4
dinitrobenzéne) (Sigma Chemical Company, St-Louis, U.5.A.)
dans 1'&thanol absolu (Appendice, table 10b) (figure 2). Le
FDNB qgit en tant que bloqueur des groupes aminfs ( ® et € )
et des groupes hydroxyles de la HRPO afin d'€viter la
formation de polyméres de cet enzyme. Le m€lange est agité

l&g@rement sur une plaque rotatrice (Gyrotory Shaker — Model

GZ, New Brunswick Co.) pendant 1 heure 3 ZlnC.



rHRPﬂ—carbohydrates

b

+FDNB: bloqueur des groupea<::
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HH2 (<, &)
évitant la formation
COOH

de polyméres d'enzymes (HRPO-HRPO)

| HRPO-fluorure d'hydrogéne (inhibiteur de la HRPO) |

f

v
| HRPO-aldéhydes |

hJ

=Ethyléne glycol: arréte 1'oxydation provoquée par le NalO

Dialyse de la HRPO-aldé&hyde
avec du tampon carbonate de Na
0.01 M pH 9.5

+Nal0,: oxydation des groupements carbohydrates

4

: rehausse 1'activité enzymatique

de la HRPO

Figure 2 Etapes* de la préparation de la peroxydase (HRPO)
avant sa conjugaison aux immunoglobulines G purififes

* Les Etapes de cette préparation de la HRPO furent mises au point par

Nakane et Kawaoi (1974).
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NHZ_I_
2 molécules HRPO-aldéhyde* —— N 1 molécule d'1gG
NH
activées et dialysées purifiée et dialysée; dosée
(section 11-2,3,1) (section 11-2.2.2); (section 11-2.2.3)

M-NaBH, 6 : stabilisateur des bases
de Schiff entre

HRPO-CHO et I«l]i2
et
réducteur de l'activité
enzymatique de la HRPO
de 18%

=1gG

hd

Dialyse du complexe (2)HRPO-(1)IgG
avec du tampon phosphate dibasique
0.05M pH 6.9, 0.1 M NaCl

v

Concentration du complexe (2)HRPO-(1)IgG
avec du polyéthyléne glycol

v

Purification du complexe (2)HRPO-(1)IgC
sur colonne SEphadex G-150

v

Conservation des fraction lues au spectrophotométre Pye Unicam

278 nm | (1)IgG - 1.5 3 2.5
403 nm " (2)HRPO 1.0

Figure 3 Procédé™* de conjugaison de la peroxydase (HRPO)
avec les immunoglobulines G (IgGs) purifiées

* : Groupement aldéhyde: =CHO
k%: Proc&dé de conjupgaison mis au point par Nakane et Kawaoi (1974).



114

3- Au mé&lange précédent, on ajoute 3 ml d'une solution de 0.04 M
de sodium m-periodate (HaIﬂa) (Sigma Chemical Company,
St-Louis, U.S5.A.) dans 1'eau distillée (Appendice, table 10c¢)
(figure 2). Les groupements carbohydrates de la HRPD sont
oxydés en groupements aldE&hydes par le HamIII aprés une
agitation l&gére de 30 minutes 2 21°C sur la méme plaque

rotatrice.

4= La réaction précédente (oxydation) est arr@tfe par l'addition
de 3 ml d'une solution de 0.16 M d'&thyl@ne glycol (J.T.
Baker Chemical Co., Phillipsburg, N.J.) dans l1l'eau distillée
(Appendice, table 10d) (figure 2) aprd@s une agitation lég@re

de 1 heure 2 21°C sur la plaque rotatrice.

5— Le mé&lange est dialysé 3 fois 23 4°C avec 250 ml de tampon
carbonate de Na 0,01 M pH 9,5 (Appendice, table 11) (figure

2) A chaque dialyse d'une durfe de 3 heures,

Les &tapes 3 2 5 sont menBes 2 la noirceur, En fait, le
mélange est contenu dans un récipient (erlenmeyer) recouvert
de papler aluminium pour &viter des rBactions ind&sirables

du sodium-m-periodate (NalO,).

6— La peroxydase (HRPO) activée est mélangfe avec la suspension
d'IgGs purifiée, dialysée (section 1I1-2.2.2) et dosée
(section I1I-2,2,3) A raison de 2 mol&cules de HRPD par

1 molécule d'IgG pure (figure 3).
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Par exemple comme la concentration de HRPO est de 1.6 mg
HRPO/ml de la solution préparfe ci<haut (&tapes 1 a4 5)
(15 mg HRPO/9.3 ml), on est en mesure de coupler 1 mg de HRPO

34 2 mg d"1glGs (rapport 1:2) purififes, dialysfes et dosées.

Ce mélange constituf de la HRPO et des IgGs est agité

légdrement sur une plaque rotatrice pendant 3 heures 3 2]0oC

afin de favoriser le couplage.

On ajoute au mélange précédent une guantité de NaBH& (Sigma
Chemical Company, St=Louis, U.S.,A.) identique 3 celle de la
HRPO (1/1 P/P) (figure 3). On laisse reposer le tout 3 40C
toute la nuit pour que les bases de Schiff formées apr2s la

conjugaison se stabilisent en présence de ce HaEHa.

On dialyse le complexe IgG-HRPO contre du tampon phosphate
de sodium 0.05 M pH 6.9 additionné de 0.1 M de NaCl (Appen=-

dice, table 9b) (figure 3).

On concentre de 10 fols la solution pré&cE&dente avec du
polyéthyléne glycol (Fisher Scientific Co., N.J., U.5.A.)
(figure 3). 1I1 s'agit de dé&poser le boudin de dialyse dans
un récipient rempli d'une solution de PEG (poly&thyléne

glyelol) dans 1'eau distillée,

On procdde comme &tape finale 3 la purification du complexe
IgG-HRPO sur colonne SEphadex G-150 (section I1I-2.3.2)

(figure 3).
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11-2,3.2 Séparation de la peroxydase libre des immunoglobulines G
coupl&es 3 la peroxydase, et des immunoglobulines G libres

2.5 ml du mélange constitué de conjugués IgG-HRPO, de la
peroxydase libre et des IgGs libres est appliqué pour chaque cycle de
chromatographie sur une colonne S&phadex G-150 telle que décrite & la
section II-2,2.,1 . Les fractions recueillies sont lues au spectrophoto-
mdtre (Pye Unicam SP-8-100) 2 278 et 403 nm, Le premier pic représente
les IgGs (absorption maximale 2 278 nm) couplfes 3 la HRPO lequel enzyme
absorbe 3 403 nm., Cette dernilre absorption (403 rm) caractérisant la
HRPO et son intensit& correspond 3 la quantité de porphyrine (Shannon
et al., 1966). Le deuxi@me pic représente la HRPO libre. En fait, on
conserve les fractions 2 -70°C dont le rapport des absorbances 278/403

s'Echelonne de 1.5 3 2.5/1.0 (figure 3).

11-2.4 MEthodes de détection immunoenzymatique 3 1'immunoperoxydase
(Ip) des divers antigé@nes viraux du VPC 4'E. scandens en

microscopie optique

II1-2.4.,1 Diverses méthodes de détection immunoenzymatique & 1'Ip

1I1-2.4,1.1 MEthode directe

n applique directement des IgGs marqufes 3 la HRPO sur des
cellules infectfes ou non (figure 4)., On laisse le temps A ces IgG-HRPO
de se fixer spécifiquement aux ag présents (solt 2 heures 2 37°C) avant de
procéder 3@ une série de lavages avec le tampon phosphate pH 7.4=7.5
(tampon PBS: Appendice, table 12). Cette derniére &tape permet d'enlever

toute trace d'IgGs couplfes 3 la HRPO non-fix€es aux ag viraux du VPC.
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Méthode directe Méthode indirecte
a1'IP i l'IE
| Période 4'incubation de 2 heures @ J?E-::|
entre
les cellules (témoins/infectées) les cellules (tEmoins/infectées)
et et
un sérum {IgG—HRFD) un sérum (IgGs non-couplées &
la HRPO)
T 1
I
Etapes de lavage avec le tampon PBS
2 bainsde lavage pH 7.4=7.5 3 bains de lavage de
de 15 minutes chacun pour enlever les IgGs non-fixées 15 anur_u chacun
i 21°¢ (&liminacion aux cellules (témoins/infectées) 4 21°C (élimination
des IgG-HRPOD des IgGs non-couplées
non=-fixBes sux cellu- i la HRPO et non-fixées
les) aux cellules)

| Période d'incubation de 2 heures & ST?ﬂ

entre
les cellules-témoine, les cellules infec-—
téea-1gia

avec

un sérum ( anti-I1gG-HRPO)

T

Etapes de lavage avec le tampon PRS

pH 7.4=7.5 2 bains de lavage
pour enlever les anti-I1gG-HRPO #de 15 minutes
non-fixées aux cellules (témoins/ chacun & 21°%

infectéen)

- .

Etape de lavage avec le tampon tris-HC1

1 bain de lavage < 0.05 MpH 7.6 > 1 bain de lavage
de 15 minutes qui va faciliter 1'entrée du DAB-4HC1, de 15 minutes
i 219¢C Hg0z/tris-HC1 au cours de 1'&cape de a 219c
révélation
- K ]
1 goutte de révé- Etape de réviélation de 1l'activité peroxy- 1 goutte de révé-
lateur appliquée 4~ dasique avec le DAB-4HCL, Hy07/cris-HCL lateur appliquée
pendant I minutes 0.05 M pH 7.6 pendant % minutes
a2lc aaznce

v

1 bain de lavage

1 bain de lavage Etape de lavage avec le tampon PBS
de 15 migutes - pH 7.4-7.5 . de 1; ;i.g:us
ailc pour arréter le procédé de
réviélation avec le DAB
¥

Observations en microscople optique

Figure 4 Frocédures expErimentales compardes entre la méthode directe et la
méthode indirecte au cours de la technique & 1'Ip obeervée en micros-
copie .optique.
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Par la sulte, on procd@de au lavage de ces cellules avec un tampon tris-
HC1* 0,05 M pH 7.6 (Appendice, table 5b) pour permettre 1'entrée facile
du rév€lateur DAB-4HCI**, Hy09/tris=HC1 au cours de 1'Etape de révéla-
tion et pour de meilleures conditions de rév€lation de 1'activité enzyma-
tique, Puils on procdde 3 la rév€lation de cette activité peroxydasique en
appliquant sur les cellules infectfes et sur les cellules saines (témoins)
une solution filtrée de té&trahydrochlorure de diamino-3,3' benzidine

(DAB) (Sigma Chemical Company, St-Louis, U.S.A.) @ 0.05% dissoute dans le
tampon tris-HCl1 0,05 M pH 7.6 auquel on ajoute juste avant usage de

1'eau oxygénée (HEUZ) (J.T. Baker Chemical Co., Phillipsburg, N.J.) 3 une
concentration finale dans la solution de 0.01% (Graham et Karnowsky,
1966). La solution de ce révElateur telle que citfe en Appendice,

table 13 est dilufe 10 fols avant usage, Ce rév€lateur est appliqué sur
les cellules pendant 2 minutes 3 21°¢c. L'effet de ce dernier est arr&té -

par un bain de lavage de 15 minutes avec du tampon PBS (figure 4)., Cette

méme méthode directe 3 1'Ip est schématisfe A la figure 5.

I1-2,4.1.2., MEthode indirecte

La m&thode indirecte est plus sensible que la m&thode pré&cé-
dente. D'abord, on applique des IgGs non-couplées 3 la HRPO sur des

cellules d'insectes (saines et infectfes) cultivées in vitro. Le contact

*tris=HCl: tris (hydroxym&thyl aminom&thane)

**DAB=4HCl: té&trahydrochlorure de diamino-3,3"' benzidine



A) IHHUNUFLUGREECENCE. DIRECTE B) IHHUHGFLUORESCEHCE. INDIRECTE
(d'aprés Goldman) (d'"apriés Goldman)

Ag = AntigEne Ac = anticorps Ag = antigéne
Ac_= premier anticorps non-fluorescent
Aczu deuxidme anticorps fluorescent
Figure 5. Schémas* des deux méthodes de détection immunoenzymatique & 1'immunoperoxydase
(méthode directe et méthode indirecte).

e Le principe de la méthode 3 1'immunofluorescence est identique & celui de la méthode 3
1' immunoperoxydase.
* Schémas tirés de Faure, 1977.



120

entre anticorps et antig@nes est de 2 heures 2 37oC (figure 4). Ensuite
on procdde 3 une s€rie de lavages de ces cellules avec du tampon PBS

pH 7,4=7.5 (3 bains de 15 minutes chacun) pour &liminer les IgGs (mon-
conjugufes 3 la HRPO) non-fixfes 3 leurs ag viraux respectifs, Puls les
cellules sont r&incubfes & 370C pendant 2 autres heures avec un sfrum
antl-IgG-HRPO spécifique aux premilres IgGs appliqufes. Cela dans le but
de former un complexe Ag-IgG-anti-IgG-HRPO dans les cellules infectées
seulement, On effectue par la suite une série de lavages de ces cellules
avec du tampon PBS pH 7.4~7.5 (2 bains de 15 minutes chacun) pour enlever

les anti-IgG-HRPO non-fixfes aux cellules.

Les autres £tapes subsfquentes (&tape de lavage avec le tampon

tris-HCl; &tape de ré&vE&lation avec le DAB-4HC1, Hzﬂzf’tris-HCl; Etape de
lavage avec le tampon PBS) sont les m@mes que celles employfes au cours de

la mE&thode directe et sont &nonces aussi 3 la figure 4,

Cette mBme mEthode indirecte 3 1'Ip est schfmatisfe aussi 3 la

figure 5.
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11-2.4.2 Application des mfthodes de détection (directe et
indirecte) 3 1'Ip

11-2,4,2,1 En tubes Leighton

Les lignfes cellulaires d'E. scandens et de L. dispar ense-
mencEes (section II-1.3.2) et infectfes avec le VPC d'E. scandens (section
IT-1.4.1) dans les tubes Lelghton sté&riles sont fixfes selon le protocole
décrit 2 la section II-1,5.1 . Ces cellules (saines et infectfes) fixées
sur des supports amovibles (lamelles) distincts sont soumises 3 maintes
incubations 3 370C avec divers sérums i.e., avec des IgGs-'spfcifiques 2
chacun des ag viraux de ce VPC d'E. scandens. Cela afin de dfterminer les
bonnes concentrations sériques 3 employer au cours des mfthodes de
détection 3 1'Ip (méthode directe et indirecte). On applique individuel-
lement au cours de la méthode directe divers sérums (anti-intestin de
larves infectfes; antl-poly2dre complet; anti-virus) purlfifs (section
I11-2.2) et couplfs 3 la HRPO (section II-2,3) sur les cellules d'insectes

d{E. scandens et de L. dispar.

Chez ces m8mes lignfes cellulaires, on applique individuellement
dans un premier temps au cours de la méthode indirecte divers sérums
(anti-intestin de larves infectées; anti-poly2dre complet; anti-virus) et
dans un deuxi2me temps un sérum commercial (anti-Ig) purifié (section

11-2.2) et couplé 3 la HRPO (section I1I-2,3).

Les dilutions sériques respectives 2 chaque sfrum employé au
cours de ces deux mfthodes de détection (directe et indirecte) sont

précisfes dans la partie "Résultats”™ (section III-2.1).
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I1-2.4.2,1.1 Préparation du matériel

Les lamelles des tubes Leighton sont dépos&es sur un Parafilm
placé au fond d'une boite de Pétri (Fisher Scientific Co., N.J., U.S.A.)
humidifiée. Cette chambre humide est réalisée en déposant dans le fond de
cette bofte deux ouates imbibé&es d'eau distillée de chaque c3dté du
Parafilm. Cela emp&che 1'é&vaporation du sérum au cours de la période

d'incubation de 2 heures.

I1 est important d'appliquer le s&rum (conjugué& ou non) sur le
coté de la lamelle ol sont fixées les cellules avant de procéder a la
(aux) période(s) d'incubation(s) sé&rique(s) de 2 heures 3 37°C pour chaque
sérum test& (méthode directe ou méthode indirecte 3 1'Ip). Il en est de
méme lors de 1'é&tape de révélation de 1l'activit& peroxydasique avec le
DAB-4HC1, H202/tris—HC1. Le bon cdté od se trouvent les cellules est
indiqué par la présence d'une goutte de vernis 3 ongle coloré (Cutex)

déposée 3 une des extrémités de la lamelle.

Au cours des périodes de lavage, les lamelles sont rinc&es dans

des récipients en verre.

I1-2.4.2.1.2 Montage des lames

Avant de fixer la lamelle sur un lame de 75 X 25 mm (Fisher
Scientific Company, N.J., U.S.A.), on procéde au trempage de cette lamelle

dans divers bains de clarification:
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2 bains d'eau distillée

= 1 bain d'acé&tone

1 bain d'ac&tone-xyl@ne (50/50 W/V)
1 bain de xyléne

- Puis on applique une mince goutte de r€sine de montage (Eukitt,
Freiburg, West=Germany) sur la lame avant de d€poser la lamelle (cBté€ des
cellules) directement sur cette goutte de manidre 3 ce que la résine se

répande uniformfment entre la lame et la lamelle.

Les lames monté&es sont observées au microscope optique (Wild of

Canada Limited, mod2le M20-62366, Ottawa, Ontarioc) 3 200 et 450 X.

I1=2.4,2.2 Sur microplaque

Les lignées cellulaires d'insectes d'E, scandens, de L. dispar
et de C. fumiferana ensemencées (section II-1,3.3) et infectfes (section
IT1-1.4.2) directement dans les pults de microplague sont fix&es selon le

protocole déerit 2 la section II-1,5.2 .

Ces diverses lignfes d'insectes ensemencées sur microplaque sont
soumises 3 maintes incubations @ 37oC avec divers sérums au cours des deux
mEéthodes de détection 3 1'Ip dEerites aux sections II-2,4.1.1 et

II"ziaillz .

On emplole au cours de la mfthode directe un sfrum (anti-
intestin de larves infectfes) purifié (section I1I-2,2) et couplé 2 la HRPO
(section II-2.3) sur ces trols lignfes cellulaires d'insectes Iinfectées
avec le VPC d'E. scandens. Il est bon de rappeler gque la lignée de

C. fumiferana est soumise 2 une infection multiple du type VPC-CIV,
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Aussi, on met en &vidence certains ag viraux de ce VPC chez ces
mémes lignées au cours de la méthode indirecte en appliquant individuel-
lement dans un premier temps divers sérums (anti-poly&dre dissout; anti-
virus purifié&) et dans un second temps un sérum commercial (anti-Ig)

purifié (section II-2.2) et couplé & la HRPO (section II-2.3).

Les dilutions sé&riques respectives & chaque sérum employé lors
de ces deux méthodes de détection (directe et indirecte) sont précisées

dans la partie "Résultats" (section III-2.2).

Tout matériel (sérum; révélateur; tampons de lavage) employé au
cours de ces deux mémes méthodes 3 1'Ip est appliqué directement dans les
puits d'une microplaque 3 l'aide d'une pipette Pasteur., Aussi ce méme
matériel y est retiré rapidement 3 1'aide d'une pipette Pasteur reliée 2

une pompe d vide.

Les cellules fixées au fond de ces puits et marqu€es ou non 3
1'Ip sont observées au microscope inversé (Olympus Tokyo, mod&le 205542,
Carsen, Montréal) 3 200 X. On détermine les pourcentages de cellules

marquées sur un total de 100 cellules par champ cellulaire.
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11-2.5 Méthode s€ro-immunologique (Ouchterlony)

I1-2.5.1 But de la technique d'Ouchterlony

On emplole la m&thode de détection d'Ouchterlony afin de
déterminer les types de r€actions (spécifiques; non-spfcifiques; nulles)
entre divers s€rums (anti-intestin de larves Infect€es avec le VPC; anti-
polyddre du VPC complet; anti-polyddre du VPC dissout; anti=-virus de la
polyfdrose cytoplasmique purifi€) non-absorb&s et absorbfs et divers
extraits ou solutions (cellules saines de L.d., d'E.s. et de C.f.;
larves d'E. messoria saines et infectées; milieu de culture de Grace;

tampon PBS).

Au cours de cette technique d'Ouchterlony, l'emploi de s&rums
absorbfs permet de déterminer la rfelle sp€cificité de ces dernlers envers
leurs ag homologues, Cette mBme mEthode de d&tection sert aussil comme
mesure de contrfle des sérums nan-ahsorbﬁs employ€és dans ce projet d'&tude
au cours de la technique 2 1'Ip (section III-2), Ces derniers sérums sont
en contact avec des cellules d'insectes (L.d.; E.s.; C.f.) saines et

infectfes avec le VPC d'E.s. et/ou le CIV de C.s. .

11-2,5.2 Principe de la technique d'Ouchterlony

La technique d'Ouchterlony consiste 3 laisser diffuser 1'un vers
1'autre, A-travers un gel et A partir de réservoirs s€parfs, une ou des
substances antigéniques (virus; constituants larvaires; cellules d'insec-
tes) et une ou des substances sfriques diverses (section II-2.5.1.). Dans

les conditions d'&quilibre optimum Ag—-Ab, la précipitation & 1'intérieur
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du gel du ou des complexe(s) form&(s) se traduit par la présence d'un ou

de plusieurs arcs de pré&cipitation (Ouchterlony, 1958).

I1-2.5.3 Descriptlion et préparation du matériel utilisé& lors
de la technique d'Ouchterlony

II-2.5.3.1 Préparation du gel

Une solution d'agarose 3 1% dans un tampon PBS pH 7.4-7.5 (Ap-
pendice, table 13) est produite en chauffant dans un bain-marie cette so-

lution jusqu'a ce qu'elle devienne limpide.

L'emploi du PBS sans CaCl, sert pour &viter la précipitation du

2
gel par la chaleur, Aussi, 1'addition d'un poids d'azide de sodium

(.005 M) permet de contrer la formation de champignons dans ce méme gel.

11-2.5.3.2 Préparation des plaques

Dans cette microtechnique utifisEe, le gel est insE&r& entre une
lame porte-—objet de 75 mm X 25 mm et une matrice de plexiglass. Cette
derniére est perforfe au préalable d'un puits central entour& de six pults
latéraux &quidistants destin&s 3 recevolir soit les antigl@nes ou solit les
anticorps testés. Les pults (sept) en forme de chnes ont un diamdtre de
3.5 mm & la partie supérieure et de 2.0 mm 2 la partie inférieure. La

distance entre chacun des puits est de 7 mm.

Dans un premler temps, 3 chaque extrémit&€ de la lame. porte—objet
trols couches de ruban adh&sif nolr (“electric tape™) sont installées.

Puis dans un second temps, 0.5 ml de gel tré&s chaud est coul& sur chaque
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lame préalablement déposfe sur une plaque chauffante 3 30°C et au niveau.
Par la suite ce gel est recouvert avec la matrice de plexiglass en prenant

soin d'éviter la formation de bulles d'air.

I1-2.5.3.3 Préparation des antiglnes et des anticorps

I1-2,5.3.3.1 Extraits de larves d'E. messoria
(saines ou infectfes)

Le surnageant de larves d'E. messoria (saines ou infectées au
VPC thﬂﬂf} et le culot de ces m@mes larves (salnes ou infectfes) sont
obtenus de la fagon suivante., Suite 3 la trituration de ces dernidres
(saines ou infectfes) dans un broyeur de tissus en verre borosilicaté
Wheaton (Fisher Scientifie Company, N.J., U.S.A.) @ ralson de 2 g de ces
larves par 18 ml de milieu de culture de Grace {(10% P/V), on procéde 2 la
centrifugation des d€bris larvaires (sains ou Infect€s) & 5,000 RPM
pendant 15 minutes (Centrifugeuse Sorvall RC5-B, rotor S5-34). Le
décantage subsfquent de chacun des deux tubes permet de s&parer les

surnageants des culots,

II-2,.5.3.3.2 Extraits de cellules d'insectes

Les cellules d'insectes test€es (L.d.; E.s.; C.f.) subissent
un processus d'Eclatement avant leur insertion dans les puits distincts,.
Ces cellules frafchement ensemencBes de 24 heures sont suspendues dans le

tampon PBS avant d'&tre décongelées et congelfes 3 -70°C trois fois de

suite.
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II-2.5.3.3.3 Les sérums

Un sérum normal de lapin et non-absorbé& est test& comme t&moin.
Aussi les autres sérums cités 3 la section II-2.5.1. sont testés sous la
forme non-absorb&e d'une part et sous la forme absorbée d'autre part. On
procéde 3 1'absorption de ces sérums de la fagon suivante. Chacun de ces
derniers est absorb& avec des larves saines d'E. messoria lyophilisées 3
raison de 30 mg de ces larves par | ml de sé&rum donné. Le mélange
larve-sérum est incub& 3 37°C pendant 1 heure avant d'&tre centrifugé 3
5,000 RPM pendant 10 minutes (Centrifugeuse Sorvall RC5-B, rotor SS-34).
Cette derniére étape permet d'enlever les débris larvaires du s&rum
absorbé ainsi que les précipités des réactions immunologiques. Cette
absorption a pour but de rendre le sérum plus spécifique en &liminant de
celui-ci les anticorps réagissant avec les antigénes des tissus de la

larve saine.

A noter que la lyophilisation des larves saines d'E. messoria
d'une durée de 3 jours est menée sur un appareil de type Virtis (Research
Equipment Gardiner, New-York) au niveau duquel on introduit un tube scellé

contenant ces larves saines préalablement congelées.,

II-2.5.4 Application de la technique d'Ouchterlony

II-2.5.4.1 1Incubation des plaques

A 1'aide d'une seringue de 1 ml munie d'une aiguille hypodermi-
que de 0.46 mm de diamétre, on rempli chaque puits avec un ag ou un ab

donné& jusqu'a ce qu'un ménisque convexe apparaisse. Puils les plaques sont
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placées dans une chambre humide 2 la temp&rature ambiante (21°C) pour une

période de 48 3 72 heures afin que s'effectue la diffusion.

A noter que le type et la localisation du mat&riel introduit
dans chacun des puits sont sp&cifiés et schématisé&s dans la partie

"REsultats” (section III-1),

II-2.5.4.2 Lavage des plaques

Une fois la période d'incubation du matériel (antigénique,
sérique) effectufe, on procé&de au lavage des gels. On lave les plaques
avec une solution d'eau physlologique (NaCl 0.9%) laquelle est renouvelée
trois foils pour une p&riode minimale de 12 heures. Par la suite on
souldve la matrice de plexiglass minutieusement en la faisant glisser sur

la surface du gel de mani@re 3 la séparer compl@tement de celui-ci.

II-2.5.4.3 Sé&chage des plaques

Le gel adhérent 3 la surface de la lame porte-objet est recou-
vert par la suite d'une feuille de papier filtre Whatman #1 préalablement
humidifiée. Ceci afin d'éviter une craquelure du gel lors du sé&chage

effectus a 37°C pendant 24 heures.

II-2.5.4.4 Coloration des plaques

Les plaques séchées sont trempées dans le bleu de Coomassie
(Appendice, table 14a) durant 10 3 15 minutes. Puis on enl@ve l'excé@s de

colorant 3 l'eau de robinet avant de soumettre ces mémes plaques 2 la
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solution de décoloration (Appendice, table 14b) pendant 1 minute envirom.
Finalement, on laisse sécher les plaques 3 la température ambiante (210C)

avant d'observer les ré&sultats et d'en tirer les conclusions.
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I1I-3., Evaluation du nombre de polyédres cytoplasmiques
du VPC d"E. scandens

Le pourcentage des cellules contenant des poly&dres (%) et la
moyenne de polyd@dres par cellule ayvant des poly@dres (m) sont mesurés 3
divers temps post-infection chez les lignfes de L.d. et d'E.5. soumises 3
une infection simple au VPC et chez celle de C.f. atteinte d'une infection

multiple du type de VEC=CIV.

Les £valuations du nombre de poly@dres chez ces trols lignfes
cellulaires ensemences sur microplaque sont effectufes une fols la
technique 3 1'Ip (m&thodes directe et indirecte) complétfe sur ces
derniéres cellules infectfes, Plus précisfment, une fols le d&compte des
pourcentages de cellules marqufes 3 1'Ip termin#, on procdde & la colora-
tion au bleu de mEthyl23ne (1%) de ces mEmes cellules fixfes, Cela dans le
but d'Svaluer le nombre de poly28dres. Aussl ces valeurs sont dEterminfes

34 la sulte d'un examen microscoplque 3 200 X mené& sur microplaque.
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IT-4, Traitements mathématiques et informatiques utilisés

L'une des transformations parmis les plus employées en expéri-
mentation biologique ol les relations entre la dose et la réponse obtenue
sont du type "TOUT ou RIEN" (Quantal responses) est 1'analyse PROBIT
(Mather, 1965; Brown et Pal, 1973; Hewlett et Plackett, 1979). Le
programme informatisé effectuant cette analyse, répond & 1l'appellation:
PROB 2. Elaboré par Richard J. Daum (1969), ce programme &tabli une
relation linéaire pondérée entre le résultat du pouvoir infectieux exprimé
en Probit et le logarithme de la "dose", en employant la "Maximum Likeli-

hood Procedure” décrite par Finney (1971).

I1 semble opportun de souligner que le pouvoir infectieux du VPC
d'E. scandens tel qu'&tudié au cours de ce projet de recherche est en
relation &troite avec le pourcentage de cellules marquées par la mé&thode
de détection immunoenzymatique 3 1'Ip. Aussi le programme d'anlayses
informatisées "PROB 2" utilisé& permet donc la transformation du pourcenta-
ge de ces cellules marquées en échelle Probit. Ce méme programme est
disponible au centre de calcul des services informatiques de 1'Unilversité

du Québec 3 Trois-Rividres (U.Q.T.R.).



Chapitre III

Résultats



III-1. Tests d'Ouchterlony

Chaque sérum obtenu chez le lapin apr&s immunisation contre les
divers ag viraux du VPC d'E.s. est testé par la méthode séro—-immunolo-

gique “Ouchterlony”.

4 partir de la technique de d&tection d'Ouchterlony, on n'ob-
serve aucune réaction immunoclogique entre certains s&rums (anti=VPC 1/10:
figure 6fa; anti-intestin 1/5: figure 6b; anti-poly@dre complet 1/5: figu-
re 6c) non-absorb&s et les divers extraits de cellules d'insectes (L.d.;

E.s.; C.f.) saines,

Ces m@mes sfrums dilués et nunfahSDrhEs sont testfs aussi contre
un extrait de larve saine d'E.m. lyophilisée (figure 7a). Icl on observe
deux arcs de précipitation formés entre le sérum anti-intestin 1/5
.{puits 5) et 1/10 (puits 6) et cet extrait de larve saine. Non seulement
on note ces deux mBmes arcs de précipitation lorsque ces m@mes s&rums sont
testés contre le surnageant de larve dlEﬁE' infectée (figure 7b) mais on
observe en plus deux autres arcs de précipitation form&s entre lé sE&rum
anti-VPC 1/10 (puits 3) et 1/20 (puits 4) et ce surnageant de larve

infectée.

La figure 8a schfmatise certaines ré&actions immunologiques entre
les divers s&rums non—-absorbfs citéfs ci-haut en plus du sfrum anti-polyd-
dre du VPC dissout non-absorb& aussi, avec le tampon PBS sans CaCIE, avec
le milieu de culture de Grace, et avec le surnageant de larve d'E.m.

saine. Ici on remarque un arc de pr&cipitation entre le s&rum anti-VEC
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Figure 6b

Figure 6¢
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sérum anti-VPC 1/10 non-absorbé.

cellules saines

cellules saines

L A L O A D A R A A )

cellules saines

.de C.f. non-diluées,

" 1" on 1/5
d'E.s. non-diluées,
nonon 1/5
de Efd° non-diluées,

Imoimonon 1/5.

sérum anti-intestin 1/5 non-absorbé.

idem a la figure 6a.

sérum anti-poly&dre complet 1/5 non-

absorbé.

idem 3 la figure 6a.
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Figure 6 Tests d'Ouchterlony démontrant des réactions immunologiques

nulles entre divers sérums (anti-VPC; anti-intestin; anti-
polyédre complet) non-absorbés et divers extraits de cellules
d'insectes (L.d.; E.s.; C.f.) saines.
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Figure 7a
Puits central (A): larve
Puits latéraux (1): sérum anti-polyedre
. (2): ooy oty o1noonon
(3): sérum anti-VPC 1/10
(4): L 1 S 2 R R I A § RS 1] 1/20
(5): sérum anti-intestin
(6) . "non nmonn n " 1 " "mon

Figure 7b
Puits central (A):

Puits latéraux (1-6):

surnageant de larve

idem & la figure 7a.

complet 1/5 non-absorbé.
nmow ot q3/10 non-absorbé.
non-absorbé.

non-absorbé.

1/5 non-absorbé.

1/10 non-absorbé.

d'E.m. infectée.
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Figure 7 Tests d'Ouchterlony démontrant des réactions immunologiques

spécifiques entre la larve d'E.m. (saine et lyophilisée; sur-

nageant de larve infect@e) et certains sérums (anti-intestin:
anti-VPC) non-absorbés.
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Figure 8b
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Légende de la figure 8
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surnageant de larve d'E.m. saine.

sérum anti-VPC 1/5 non absorbé.

sérum anti-poly@dre dissout 1/50 non-absorbé.
sérum anti-polyédre complet non-dilué et
non-absorbé.

sérum anti-intestin non-dilu& et non-absorbé.
PBS sans CaCl,.

milieu de cul%ure de Grace.

surnageant de larve d'E.m. saine.

idem & la figure Ba sauf les sErums
{1-4) sont absorbés.
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Figure 8 Tests d'Ouchterlony démontrant des ré&actions

immunologiques (spécifiques; nulles; non-
spécifiques) entre divers sérums (anti-VPC;
anti-polygdre dissout; anti-polyédre complet;
anti=-intestin) non-absorb&s et absorbés, en-
tre diverses solutions, et le surnageant de
larve d'E.m. saine.
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1/5 non-absorb€é (puits 1) et le surnageant de cette larve saine, Puis un
autre arc de précipitation entre le milieu de culture de Grace (puits 6)
et ce mlme surnageant. A la figure B8b tous les constituants des puits
(central et lat€raux) sont identiques A ceux de la figure 8a sauf que tous
les s€rums (puits 1-4) sont absorbfs. L3 on ne note aucune réaction
immunologique. La figure 9a ne démontre aussi aucune réaction immunolo-
gique entre la larve saine d'E.m. lyophilisée (nnn-diluéﬁ et diluée),
entre le surnageant de cette larve E.m. infectée (non—dilufe et dilufe),
et un sérum anti-poly@dre complet 1/5 non-absorb&., Il en est de méme 2
la figure 9b ol cette m@me larve lyophilisée (non—dilufe et dilufe) et le
surnageant de cette m@me larve infectée (non-dilufe et dilufe) rfagissent
avec un s&rum anti-VPC 1/10 non-absorb&, Cependant lorsqu'ils sont
confrontés avec un sfrum anti-intestin 1/5 non-absorb& (figure 9¢), on

note des arcs de précipitation qui se jolgnent les uns des autres formant

un cercle complet.

La figure 10a schfématise certaines rfactions immunologiques
entre le surnageant de larve d'E.m. (salne et infect&e), entre le culot de
cette mBme larve infectfe, entre le milieu de culture de Grace (non-dilué
et dilué), entre le tampon PBS sans CaCl,, et un sérum anti-polyddre
complet non—dilu€ et absorb&. On observe un arc de pré&cipitation entre le
surnageant de larve d'E.m. infect€e (puits 3) et ce sérum anti-polyddre
complet absorb&. Et on remarque un autre arc de précipitation entre le
culot de cette larve infectfe (pults 4) et Ee méme sfrum. A la figure 10b
tous les constituants des puits lat&raux sont ldentiques 3 ceux de la
figure 10a quoique dans le puits central se trouve un s€rum anti-VPC 1/10

absorb&. L& on note aucune r€action immunologique.
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Puits central (&) :

Puits latéraux (1):

Figure 9b

Puits

Puits

Figure 9Yc
Puits

Puits

(2):

(3):

(4):

(5):

(6):

central (A) .

latérauwx (1-6):

central (A)

latéraux (1-6):

sérum anti-poly&dre complet 1/5 non-absorbé,

larve saine d'E.m. lyophilisée et non-diluée.

surnageant de larve d"E.m. infect&e
et non-diluée.

larve saine d'E.m. lyophilis&e et diluée
1/5.

surnageant de larve d'E.m. infectée et
diluge 1/5.

larve saine d'E.m. lyophilisée et diluée
1/10.

surnageant de larve d'E.m. infectée et
diluée 1/10.

sérum anti-VPC 1/10 non-absorbé.

idem & la figure %a.

sérum anti-intestin 1/5 non-absorbé.

idem & la figure %a.
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Figure 9 Tests d'Ouchterlony démontrant des réactions immunologiques

nulles entre certains sérums (anti-polyé&dre complet; anti-
virus) non-absorbés et la larve d'E.m. (saine et lyophilisée;
surnageant de larve infectée) d'une Eért, et des réactions
immunologiques spécifiques entre le sérum anti-intestin non-

absorbé et cette méme larve (saine ou infectée) d'autre part.
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Puits central

Puits latéraux

Figure 10b

Puits central
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sérum anti-polyédre complet non-dilué et
absorbé.

surnageant de larve d'E.m. saine et non-diluée.
milieu de culture de Grace.

surnageant de larve d'E.m. infectée et
non-diluée. .

culot de larve d'E.m. infectée et non-diluée.
PBS sans CaCl,.

milieu de cul%ure de Grace dilué 1/2.

sérum anti-VYPC 1/1Q absorbé.

idem 3 la figure 10a.
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Figure 10 Tests d'Ouchterlony démontrant des réactions immunologiques

(spécifiques; nulles) entre les sérums absorbé&s (anti-
polyé@dre complet; anti-virus) et certalines substances
antigéniques (surnageant de larve d'E.m. saine ou infectée;
culot de larve d'E.m. infectée). -
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La figure lla dé€montre certaines rfactions immunologiques entre
le sérum anti-intestin (non-dilu&; dilué&) non-absorb&, entre le tampon PBS
sans Cﬂ'ﬂz, entre le milieu de culture de Grace, et un extrait de culot de
larve d'E.m. infectée et non-dilu&e. On observe trois arcs de précipita-
tion entre ce dernier sérum non-absorb& et cet extrait de culot de larve
d'E.m. infectée. On obtient £galement des r€actions immunologiques entre
ce méme extrait de culot et ce méme sérum anti-intestin (non-diluf; dilué)
mais absorbé. Cependant le nombre d'arce de précipitation est moindre

(figure 1lb).

Pour conclure, un s&rum normal non-absorb& est confronté& 3 un
extrait de culot de larve d'E.m. infectée et au surnageant de cette méme
larve infect&e. On n'observe aucune réaction immunologique. Ces derniers

tests ne sont pas illustrés dans ce projet de recherche,
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Figure lla
Puits central (A): culot de larve d'E.m.infectée et non-diluée.
Puits latBraux (1): sérum anti-intestin non-dilué et nen-absorbé.
(2): sérum anti-intestin dilué 1/20 et non-
absorbé.
(3): sérum anti-intestin dilué 1/40 et non-absorbé.
(4): sérum anti-intestin dilué 1/80 et non-absorbé.
(5): PBS sans CaCl..
(6): milieu de :ul%ure de Grace.
Figure 1llb
Puits central (A): culot de larve d'E.m. infectée et non-diluge.
Puits latéraux (1-6): idem @ la figure lla sauf les sérums (1-4)

sont absorbés.
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Figure 11 Tests d'Ouchterlony démontrant des réactions immunologiques
spécifiques entre le culot de larve d‘E,m. infectée et le

sérum anti-intestin (non-dilué ; dilué ), non-absorbé et

absorbé.
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I11-2. Etude des mé&thodes de détection immunoenzymatique 3 1'Ip
des divers antigénes viraux du VPC d'E. scandens en
microscople optique

On emploie deux méthodes de dé&tection 8 1'Ip (méthode directe et
méthode indirecte) des divers antigénes (ag) viraux du VPC d'E. scandens
chez les ligné€es cellulaires d'insectes d'E. scandens, de L. dispar et de
€. fumiferana. En fait ces deux méthodes nous permettent de mesurer
précisément les cinétiques d'apparition de ces ag viraux du VPC
d'E. scandens chez ces lignées par la présence de marquages brunftres.
Tout marquage est un indice révélateur de.la présence de ces ag viraux

chez les cellules infectes,

ITI-2,1 Cellules d'insectes cultivEes en tubes Leighton

L'application de la technique 3 1'Ip nous permet de déceler la
présence de certains ag viraux du VPC d'E. scandens chez les lign€es
cellulaires de L. dispar et d'E. scandens ensemencées en tubes Leighton.
Un des buts des infections cellulaires dans ces tubes sont de bien visua-

liser les marquages et de prendre de bonnes microphotographies.

Dans un premier temps, 11 faut déterminer les meilleures
conditions de fixation des cellules. Lesquelles conditions sont néces-
saires pour une meilleure préservation des structures cellulalres,
virales, tout en conservant 1l'antigénicit& des proté€ines virales, Les
deux seuls fixateurs testés sont 1l'acétone (=200C, 2 minutes) et la
paraformaldéhyde 3 0.5% (21°C, 10 minutes). A ce niveau, 1'acftone est
le fixateur de cholx de ces deux lign€es cellulaires ensemencées sur
lamelles en tubes Leighton. Aprés observation au microscope inversé,

1'aspect arrondi des cellules {E,ﬂ,: Quiot, 1976; Eti‘: Bellonecik
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et al,, 1982) en temps normal demeure intact suite au procédé de fixation
a 1l'acétone. De plus, le tapls cellulaire de ces deux lignées est aussi
abondant aprés qu'avant la fixation 3 1'acéftone. Et il y a peu ou pas de
formation de précipités sur les lamelles, Cependant, suite 3 1l'emploi de
la paraformaldéhyde 3 0.5%, la forme de ces cellules est anormale de par
la présence d'une mauvaise fixation aux substrats et des déformations par
rapport 3 la forme arrondie ou fibroblastique classique. Aussl on observe
une moins bonne adhérence de ces cellules sur la lamelle. En effet, bien
que le tapis cellulaire de chaque lignée soit abondant avant de procéder a
la fixation, les cellules sont clairsemfes sur.la lamelle aprés cette
fixation. A vrai dire, les cellules ont tendance 3 s'agglomérer en amas
flottant dans la solution de fixation. De plus, la présence de précipités
indé&sirables sur les lamelles nous pousse 3 mettre de c8té le fixateur 2

la paraformaldéhyde.

Au cours de la méthode de détection directe a8 1'Ip, l'emplol de
divers sérums nous permet de détecter la. présence de certains ag viraux du
VPC d'E. scandens chez ces deux mémes lignées cellulaires citées ci-haut
et fix€es 3 1'acétone. En fait, des IgGs antl-intestin de larves
infect8es conjuguées 3 la HRPO et diluées 1/3, des IgGs anti-polyédre
complet conjugufes et non-diludes et des IgGs anti-virus conjuguées et

non-diluées, sont employées individuellement lors de la m&thode directe 3

1'Ip.

o Sérum anti-intestin

Ce sérum est compos& d'une variété d'IgGs dirigées 3 la fols:

contre les ag associés aux larves, contre les ag des capsides virales du
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VPC, contre les ptutéines virales non-structurales l.e. les protéines
nécessaires 3 la multiplication de ce VPC, et les protéines des polyddres

de ce mé8me virus.

L'application d'IgGs anti-intestin couplfes 3 la HRPO et dilufes
1/3 chez les lignées de L.d. et d'E.s. démontre la localisation des divers
ag détectfs par ce sfrum aux figures 12 et 13 respectivement, Plus
précisément 3 la figure 12a, on observe des cellules de la lignfe L.d.
non=infectfes, Sur ces cellules=témoins on ne note aucun marquage avec le

gfrum anti=intestin.

A la figure 12b, on observe des cellules infectfes depuis

5.6
24 heures avec une concentration wvirale de lL'JJ DICT en VPC d'EﬁE"

Iel les cellules infectBes sont marqufes de fagon prnigizga avec 1'usage
d'un tel s&rum. Plus préclsément, on observe dans le cytoplasme un
marquage granulaire, des zones de marquage diffus avec des granulations 2
l'intérleur de ces zones et finalement un marquage autour des poly2dres et
2 leur périph&rie (ou surface). La fiéure 12¢ représente les cellules
infectfes depuils 36 heures avec une méme concentration virale en VPC, Iel

les divers types de marquage sont les mémes que ceux observés A la flgu=

re 12b blen que 1l'intensit€ en solt plus faible.

Cette mBme méthode directe 3 1'Ip est aussi appliqufe sur des
cellules de la lignée E.s. non-infectées (filgure 13a) et infectfes A une
méme concentration virale en VPC (10 9+© DICTSDfmI] 2 des temps post=
infection de 24 heures (figure 13b) et de 48 heures (figure 13c). Les
divers marquages observés aux figures 13b et 13c sont les mBmes que ceux

observés aux figures 12b et 12¢ avec toutefols de légdres variations
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Légende de la figure 12

Figure l2a

On note chez les cellules de L.d. non-infectées avec le VPC
une absence de marquage. On distingue le noyau (n) et le

cytoplasme (cy) d'une cellule saine.

Figure 12b
On note la présence d'un marquage diffus avec des granulations
( —P» ) dans le cytoplasme de cette méme lignée infectée
depuis 24 heures. Dans ce méme champ on ohserve aussi un mar-
quage cytoplasmique granulaire (—p ™) et un marquage autour et

8 la périphérie (ou surface) des polyiddres intracytoplasmiques

().

Figure 1l2c
LA aussi, on remarque la présence d'un marquage cyto].:lasmique
diffus avec des granulations ( —»), d'un marquage cytoplasmigque
granulﬁire (=¥ et d'un marquage autour et & la périphérie
{ou surface) des polyédres intracytoplasmiques ( ¥~ ) chez les

cellules de la méme lignée infectées depuis 36 heures.



a) Cellules de L.d.
non—-infectées.

Figure 12
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_1..'- - . . r!_i’
b) Cellules de L.d. Infectdes 1
24 heures post-infection.

c) Cellules de L.d. infectées a
36 heures post-infection

=]

Infection des cellules avec une concentration.

5.6
virale en VPC de 10 DICTEGIml'

Température d'incubation a 28°C.

=]

o Fixation des cellules 3 1'acétone (-EGDG, 2 minutes).

o Grossissement total de 1350 X.

Détection de 1'ensemble des ag viraux du VPC
d'E. scandens par l'application d'IgGs anti-
intestin couplées 3 la HRPO et diludes 1/3
(méthode directe & 1'Ip).
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Légende de la figure 13

Figure 13a

On note chez les cellules d'E.s. non-infectées avec le VPC
une absence de marquage. On distingue le noyau (n) et le

cytoplasme (cy) d'une cellule saine.

Figure 13b

On note la présence d'un marquage diffus avec des granu-
lations (—==fp ) dans le cytoplasme de cette méme li-
gnée infectée depuis 24 heures, Dans ce méme champ on
observe aussi un marquage cytoplasmique granulai.t:e
(—p ) et un marquage autour et d la périphérie

(ou surface) des polyédres intracytoplasmiques ( D= ),

Figure l3c

Ld aussi, on remarque la présence d'un marquage cyto-
plasmique diffus avec des granulations (——Jp» ), d'un
marquage cytoplasmique granulaire (—Jp- ) et d'un mar-
quage autour et A la périphérie (ou surface) des polyé-
dres intracytoplasmiques ( Y= ) chez les cellules de

cette méme lignée infecté&es depuis 48 heures.
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a) Cellules d'E.s. c) Cellules d'E.s. infectées a
non-infectées. 48 heures post-infection.

o Infection des cellules avec une concentration

. 5.6
virale en VPC de 10 DICTSO/ml'

o0 Température d'incubation a 28°C.

o Fixation des cellules a l'acétone (-ZOOC, 2 minutes).

o Grossissement total de 1350 X.

Figure 13 Détection de 1l'ensemble des ag viraux du VPC
d'E. scandens par l'application d'IgGs anti-
intestin couplées 3 la HRPO et diluées 1/3
(méthode directe a 1'Ip).

-
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d'intensit& de marquage d'une lignfe 3 1'autre,

o SErum anti-polyddre complet

Les cellules d'insectes infectfes avec une méme concentration

5.6

virale en VEC (10 DICT ) sont marquées de fagon moins intense

50/ml

avec le sfrum anti-poly@dre complet qu'avec le s€rum anti-intestin.

En guise d'exemple visuel, la figure l4b représente des cellules
d'E.s. infectfes 3 36 heures post-infection et marqufes 3 1'Ip démontrant
des marquages brundtres intracytoplasmiques plutéit diffus d'une part et un
marquage précis autour des polyédres d'autre part, Il semble opportun de
souligner que l'intensité du marquage au pourtour d'un méme polyddre
différe parfois vue la forme tridimensionnelle de ce dernier dans le
cytoplasme des cellules et la répartition non-uniforme du marquage autour
de celui-ci est dE&pendant de 1'accessibilité aux anticorps marqués,
Contrairement 3 cela, les cellules saines de cette mEme lignfe (figu-
re l4a) ne démontrent aucun marquage &vident, ni la pré&sence de poly@dres

d'ailleurs.

o S&rum anti-virus

Les cellules d'insectes infectfes avec une mé&me concentration
virale en VPC (IDS'6 DICTEﬂfm1} sont marquées aussl de manidre moins
intense avec le sérum anti-virus purifié gqu'avec le s&rum anti-intestin.
En guise de résultats qualitatifs, la figure 15b correspond 2 la lignée de
L.d. soumise 3 cette méme concentration virale et marquée 3 1'Ip d€émon-

trant un marquage granulaire, La figure 15a représente des cellules de la

méme lignfe mais saines et on y note l'absence de marquage caract&ris-
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Légende de la figure 14

Figure léa
On note, chez les cellules d'E.s. non-infectées avec le
VPC, une absence de marquage. On distingue le noyau (n)

et le cytoplasme (cy) d'une cellule saine.

Figure lib
On note la présence d'un marquage cytoplasmique diffus avéc
des granulations ( =) et d'un marquage autour et &
la périphérie (ou surface) des polyédres intracytoplasmi-
ques ( =) chez les cellules de cette méme lignée infec-

tEes depuis 36 heures.
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b) Cellules d'E.s. infectées 3
36 heures post-infection,

Infection des cellules avec une concentration
yirale en VPC de 105-6 DICT .
50/ml

Température d'incubation & 28°C.
Fixation des cellules a l1l'acétone (—ZOOC, 2 minutes).

Grossissement total de 1350 X.

Détection des ag associés aux protéines polyédriques
du VPC d'E. scandens par 1l'application d'IgGs anti-
polyédre complet couplées 3 la HRPO et non-diluées

(néthode directe 3 1'Ip).

/
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Légende de la figure 15

Figure 15a

On note chez les cellules de L.d. non-infect@es avec le VPC
une absence de marquage. On distingue le noyau (n) et le cy-

toplasme (cy) d'une cellule saine.

Figure 15b
On note la présence d'un marquage granulaire (—p P ) dans

le cytoplasme de cette méme lignée infectée depuis 1B heures,
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Figure

b) Cellules de L.d. infectées
a 18 heures post-infection.

Infection des cellules avec une concentration virale
en VPC de 10°+° DICTsq/m1.
Température d'incubation a 28 C.

Fixation des cellules & 1'acétone (—200C, 2 minutes).
Grossissement total de 1350 X.

15 Détection des ag associés aux capsides virales
du VPC d'E. scandens par l'application d'IgGs
anti-virus couplées & la HRPO et non-diluées
(méthode directe & 1'Ip).
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tique.

Au cours de la méthode de détection indirecte 2 1'Ip, 1l'emploi
de divers sfrums nous permet de détecter la présence des m@mes ag viraux
du VPC d'E. scandens chez ces deux lignfes cellulaires (L.d.; E.s.) fix&es
3 1'acétone., En fait, on teste individuellement un sérum anti-intestin
dilué 1/20, un sérum anti-polyddre complet diluf 1/40 et un sfrum anti-
virus dilué 1/10, A ce propos dans un second temps, l'application d'IgGs
de sfrum de chd@vre anti-IgG de lapin conjugufes a3 la HRPO et non-diluées
permet de mettre en &vidence certalnes IgGs de lapin qul sont d&ja fixées
2 leurs antigénes homologues, Lors de l'emploil de cette mfthode 2 1'Ip,
quel que soit le sérum (anti-intestin; anti-polyddre complet; anti-virus)
utilisé comme agent de dépistage de certains ag viraux du VPC d'E.s. chez
les lignfes d'E.s. et de L.d., on obtient les mémes types de marquage que
ceux obtenus avec les ;Eruua respectifs employfs dans la méthode directe 2
1'Ip. C'est pourquoi on n'inclut dans ce mémoire que des résultats quali-
tatifs obtenus suite 2 1'application du sfrum anti-polyddre complet avec

cette technique indirecte.

La figure 16 représente la lignée de L.d. infectée ou non avec

5.
une concentration virale en VPC de 10 6 pICT 3 certains temps post-

50/ml
infection. La figure l6a représente des cellules de L.d. non-infectées,

On y note une absence de marquage. Aux figures l16b et l6c, on observe des
cellules infectfes respectivement depuis 48 heures et 7 jours avec une

jtﬁ
m&me concentration virale en VPC de 10 DICT

50/ml
En ce qui a trait 3 ces cellules infectées, elles sont marquées

de facon moins intense avec ce sfrum anti-polyd@dre complet gqu'avec le
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Légende de la figure 16

Figure lba

On note chez les cellules de L.d. non-infectées avec le VPC
une absence de marquage. On distingue le noyau (n) et le

cytoplasme (cy) d'une cellule saine.

Figure 16b

On note la présence d'un marquage diffus avec des granulations
(—P ) et d'un marquage autour et i la périphérie (ou sur-
face) des polyédres ( =) dans le cytoplasme cellulaire de

cette méme lignée infectée depuis 48 heures.

Figure l6ec

L3 aussi, on remarque la présence d'un marquage diffus avec
des granulations (—») et d'un marquage autour et i la
périphérie (ou surface) des polyédres ( D) dans le cyto-
plasme cellulaire de cette méme lignée infect&e depuis 7

jours,
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b) Cellules de L.d. infectes i 4B heures
post-infection.

a) Cellules de L.d. non-infectées, ¢) Cellules de L.d. infectées & 7 jours
- post-infection.

o Infection des cellules avec une concentration virale en
VPC de 103-6 DICT50/m1 -

o Température d'incubation 3 28°¢.

o Fixation des cellules & 1'acétone (-20° C, 2 minutes).

o Grossissement total de 1350 X

Figure 16 Détection des ag associés aux protéines pnlyédriques du
VPC d'E. scandens par les applications d'un sérum anti-
polyédre complet dilué 1/40 et d'IgGs anti-IgG de lapin
couplées & la HRPO et non-diluées (méthode indirecte &
1'Ip).
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sérum anti-intestin., Au niveau de ces figures (16b et l6c), on observe un
marquage intracytoplasmique diffus d'une part et un marguage plus ou molns

uniforme autour des poly2dres.

Pour conclure, on procdde 3 une variétf de contrfiles qualifiant
la technique 3 1'Ip comme une m&thode trds sensible, On emplole des IgGs
de s€rum normal coupl&es 3 la HRPO sur des cellules saines et infectées au
VPC d'E. scandens. A ce niveau, aucun marquage apparent en résulte. De
plus comme mesure de contrfile supplémentaire, on applique des IgGs anti-
CIV conjugufes 3 ce méme enzyme et dilufes 1/10 sur la lignfe de L.d.
soumise encore 2 une concentration virale en VPC de 103+6 DICTSD{ml a
36 heures post—infection (figure 17). Iel aucun marquage n'est apparent
aussl, De plus, on applique des IgGs anti-VPC conjugufes neutralisfes par
le VPC sur les mémes lignées cellulaires {£ﬁ2'5 E,EJ} infectfes avec le
?Pé d'E.s.. L2 aussi on obtient aucun marquage &vident. Puls l'usage du
DAB seul sans s&rum nous permet de ne d&tecter aucune trace de peroxydase

endogéne chez ces mémes lignées,

I1 est bon de souligner que quelle que soit la m&thode de
détection (directe ou indirecte) 2 ;'Ip employée comme mesure de dépistage
des divers ag viraux du VPC d'E.s, chez les lignfes d'E.s. et de L.d., on
observe pas de coloration dans aucun des cas dans le noyau. En fait le

marquage est uniquement cytoplasmique.

I1T1=2.2 Cellules d'insectes cultivfes sur microplaque

I1 faut d'abord déterminer les meilleures conditions de préser-

vation des cellules ensemences sur microplaque avant d'appliquer la



Légende de la figure 17

On note 1'absence de marquage dans le cytoplasme et le novau
des cellules de la lignée L.d. infect&es avec le VPC et sur
lesquelles on a appliqué des IgGs anti=CIV couplées & la HRFO
et diluées 1/10. On distingue le noyau (n) et le cytoplasme

(cy) d'une cellule infectée.
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C

[/

Cellules de L.d. infectées 2
36 heures post-infectiom.

o Infection des cellules avec une concentration
virale en VPC de 10-"" DICT: é 1
Tempé&rature d'incubation & Eg g,
Fixation des cellules & 1'acétone {-EUDC, 2 minutes),
Grossissement total de 1350 X

o oo

Figure 17 Contrdle de la méthode directe & 1'Ip par l'application
d'IgGs anti-CIV couplées & la HRPO et diluées 1/10 sur
des cellules de la lignée L.d. infectées par le VPC.
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mEthode de détection immunoenzymatique 3 1'Ip. La paraformald&hyde est
expErimentSe 3 deux concentrations diff&rentes (0.5% et 1.0%) durant

10 minutes 3 210C, A 0.5%, les cellules sont moins bien fix&es au fond
des puits d'une microplaque puisqu'elles se retrouvent surtout dans le
surnageant, Suite 2 l'observation au microscope invers€, on note la
présence de nombreux pr&cipités au fond de ces mEmes puits. Par contre
ces mémes cellules restent fixfes en tapls uniforme au fond de ces puits
avec une solution 3 1% de ce mEme fixateur, A une telle concentration,
les cellules conservent leurs formes normales et on ne note pas la
présence de nombreux précipités. Le mfthanol est testé aussi. L'emploil
de ce dernier est d€laiss€ puisqu'il entrafne la formation de granules

intracellulaires (pr&cipitfs prot&iniques).

Un autre fixateur tel 1'ac&tone est aussi rejet€ pulsqu'il
dissout la matiére plastique des microplaques., Aussi la paraformald&hyde
a 12 (10 minutes, 21°C) est le fixateur de choix appliqué en s&rile sur

tous les essals effectus sur microplaque au cours de ce projet d'é&tude,

Le but premler de cette recherche menfe sur mlcroplaque est de
déterminer les cinftiques d'apparition des divers ag viraux du VPC d'E.s.
chez certaines lignées cellulaires d'insectes (E.s.; L.d.; C.f.). Nous
Etudions chez ces lign&es 1'influence de plusieurs paramdtres physico-
chimiques sur 1'infection virale. Entre autres, l'effet de la concentra-
tion de VPC, 1'influence de la temp&rature d'incubation et l'effet de la
concentration de la cordycfpine sur les cinftiques d'apparition des divers

ag viraux de ce méme virus, sont testfs chez les lignées d'E.s. et de
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L.d.. De plus, 1'effet d'une infection mixte du type VPC-CIV sur les
cinftiques d'apparition de ces mBmes ag viraux du VPC d'E.s. est &tudié
cependant chez la lignfe de C.f.. Au cours de chacune de ces &tudes
expérimentales, toutes les cinftiques associfes A la synth2se des divers
ag viraux de ce VPC sont &tablies 2 partir des deux m&thodes de d&tection
4 1'Ip soit la mBthode directe d'une part et la mé&thode indirecte d'autre

part,

Au cours de la méthode directe 3 1'Ip, des IgGs anti-intestin
de larves Infect&es couplfes 3 la HRPO et dilufes 1/3 sont appliques sur

ces trols lignfes cellulalres saines et infectées,

Par contre lors de la m&thode indirecte 2 1'Ip, deux s&rums
distincts sont utilisés individuellement. Plus précisément, un sérum
anti=virus dilu€ 1/5 et un sfrum anti-polyddre dissout dilu€ 1/100 d'une
part, puls dans un second temps, l'application d'IgGs de sfrum de chdvre
antl-IgG de lapin conjugufes 3 la HRPO et non-dilufes permet de mettre en

€vidence certaines IgGs de lapin qui sont fixfes 3 leurs ag homologues.,

Les différents types de marquage obtenus, 3 partir de ces deux
méthodes de détection 3 1'Ip et des divers sérums employfs, sont les mémes
que ceux observés chez ces memes cellules d'insectes ensemencfes en tubes
Leighton (section II-2.1). Cependant 11 est 3 noter que les rfsultats
qualitatifs se rapportant aux types de marquage obtenus suite 3 1'appli-
cation du sfrum anti-poly2dre dissout sont les m@mes que ceux obtenus

suite 2 1'emploi du sérum anti-polyd@dre complet (figure 14).

En guise de résultats quantitatifs pour chacune des cinétiques

on obtient le pourcentage de cellules marquées 2 1'Ip en fonction du temps
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post—infection. Ces diverses cinétiques nous permettent de mettre en
relief 1"influence de la lign&e cellulaire, de la concentration virale,
de la tempfrature d'incubation, d'un inhibiteur de synth@se (cordycépine),
et d'une infection mixte sur la synthése des divers ag viraux du VPC
d'E.s.. Noter que la majorité des marquages débutent & 7 heures post-

infection car avant le nombre de cellules marquées est trop faible.

I1I-2.2.1 Effet de la concentration virale du VPC d'E, scandens
chez les lignBes cellulaires d'E. scandens et de L, dispar

En guise de résultats quantitatifs obtenus en Ip, les figures
18 3 22 représentent quelques cinétiques d'apparition des divers ag viraux
du VPC d'E.s. dépistés 3 1'aide des divers sérums selon la concentration

virale infectante chez les lign€es cellulaires de L.d. et d'E.s..

7

Les diverses concentrations testes sont de lﬂﬁ' DICT

50/ml-

(figure 18), de 10%-0 DICT,  (figure 19), de 103+ "p1CT (£igu-

/m

re 20), de 102-7 pIcT (figure 21) et de 10°-7pICT
50/ml

50/ml

50/m1 (figure 22),

Les effets de ces cing concentrations virales a3 28°C chez ces
deux lignées cellulaires sont suivis par les deux méthodes de dé&tection

(directe et indirecte) 3 1'Ip (section III-2.2).

' 4.7
Effet d'une concentration virale en VPC de 10 DICT 0/ml

L. dispar
La figure 18a reprEsente les cinEtiques d'apparition des divers
ag viraux du VPC chez la lignée de L.d. soumise 3 une concentration virale

4.7
en VPC de 10 DICTEDIml'
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CONCENTRATION VIRALE EN VPC: lﬂﬂ'? DICT
50/ml
Température: 28°%
Anti-intestin . Anti-virus, _ _ _ Anti-polyédre ., ......
de larves infectées* purifié - dissout -
A) Lymantria dispar B) Euxoa scandens

Z de cellules marquées

Figure 18

% de cellules marquées

Temps post-infection (heures)

Effet de la concentration du VPC d'E. scandens sur les
cinétiques d'apparition des divers antigénes viraux de
ce VPC chez les lignées cellulaires de Lymantria dispar
et d'Euxoa scandens suivies en immunoperoxydase.




171

Au cours de la phase précoce d'infection, les pourcentages de
cellules marquées par les divers sérums sont importants. Par exemple, de
7 heures 3 12 heures post-infection, le pourcentage de cellules marquées
par un sérum dirigé contre l'ensemble des ag viraux passe de 30 3 60%
alors que celui de cellules marquées par le s€rum anti-virus est de 8 3
57% et que celui correspondant aux cellules marquées par le sérum anti-
polyédre s'échelonne de 26 3 67%. Par la suite, il se produit une phase
de fléchissement des pourcentages de cellules marquées par ces mémes
sérums, Puis survient une &tape de progression lente et réguliére at-
teignant des pourcentages finaux trds &levés puisque 867 des cellules sont
marquées par un s€rum anti-intestin, que 91% des cellules le sont par un
sérum anti-virus et que 947 des cellules le sont par un sérum anti-
poly&dre 3 48 heures post-infection.

E. scandens
La figure 18b repr€sente les cinftiques d'apparition des divers
ag viraux du VPC chez la lign€e d'E.s. soumise 2 cette mé&me concentration

4.7

virale de 10 DICT

50/ml°

L'allure des trois cinftiques d'apparition de ces m@mes ag viraux
obtenues avec les trois sérums différents chez cette lignée d&montre le
méme schéma général de détection de ces ag que celui de la lign€e de L.d.
(figure 18a). A ce niveau, quoique les pourcentages de cellules marquées
par les divers s&rums varlent sensiblement 3 un temps post-infection
donné, 11 n'en demeure pas moins que les pourcentages finaux & 48 heures

post—infection sont les mémes.,
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Effet d'une concentration virale en VPC de 104.0 DICT

50/ml
L. dispar

La figure 19a représente les cinétiques d'apparition des divers

ag viraux du VPC chez la lignfe de L.d. soumise 3 une concentration virale

4,0
en VPC de 10 DIcTSﬂfnl-

Au cours de la phase préfcoce d'infection, les pourcentages de
cellules marquées pour ces divers ag viraux diminuent par rapport 3 ceux
observés chez cette méme lignfe cellulaire infectfe avec une concentration

4.7

virale plus forte en VPC de 10 DICT (figure 1Ba). Par exemple,

50/ml
de 7 heures 3 12 heures post-infection, le pourcentage de cellules
marquées par un sfrum dirigé€ contre 1'ensemble des antigdnes viraux est de
18 2 43X alors que le pourcentage de ces cellules marquées par un s&rum
anti-virus passe de 12 3 58% et que celul correspondant aux cellules
marquées par le sfrum anti-polyddre s'échelonne de 16 3 62%, Cependant

les taux de détection en termes de pourcentages de ces cellules marquées

en d&but d'infection sont les mBmes c'est=-A-dire &levés.

Au cours de la phase intermfdiaire d'infection, on observe le
fléchissement des pourcentages de cellules marquées pour les ag viraux
dans leur ensemble et pour les ag assoclf&s aux capsides virales alors que
ceux relatifs aux ag assoclfs aux proté&ilnes poly&driques sont stables.
Une régression moindre des pourcentages relatifs aux ag associfs 3 ces

protéines polyédriques se produit plus tard.

Finalement, il y a une progression lente et régulildre de ces

pourcentages pour atteindre des pourcentages finaux tras &levés puilsque
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CONCENTRATION VIERALE EN VPC: 10'{..0 DICT
50/ml

Température: 28°C

ANti=intestin  : —e—— AOLI-Virus: — = — - Anti-poly@dre:ssese

de larves infectées purifié dissout

100 A) Lymantria dispar B) Euxoa scandens 100
(1]
o
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Temps post—infection (heures)
Figure 19 Effet de la concentration du VPC d'E. scandens sur les

cinétiques d'apparition des divers antigénes viraux de
ce VPC chez les lign€es cellulaires de Lymantria dispar
et d'Euxoa scandens suivies en immunoperoxydase.

% de cellules marquées
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85% des cellules sont marquées par un sérum anti-intestin, que 76% des
cellules le sont par un sérum anti-virus et que 677% des cellules le sont

par un sérum anti-polyé&dre 3 48 heures post-infection.

E. scandens
La figure 19b représente les cinétiques d'apparition des divers
ag viraux du VPC chez la lignée d'E.s. soumise 3 cette méme concentration

4.0

virale de 10 DICT

50/ml°

Au cours de la phase précoce d'infection, les pourcentages de
cellules marquées pour les divers ag viraux du VPC et les vitesses
d'augmentation de ces pourcentages sont sensiblement les mémes que ceux
observés chez la lignée de L.d. soumise 3 cette méme concentration virale

en VPC (figure 19a).

Le schéma général se distingue cependant au niveau de la phase
intermédiaire d'infection., En effet, les pourcentages de cellules
marquées pour les ag viraux dans leur ensemble et pour les ag associés aux
protéines polyédriques sont plus faibles alors que ceux relatifs aux ag
assoclés aux capsides virales sont plus &levés, Par la sulte on note une
phase de fléchissement des pourcentages relatifs aux divers ag viraux
moins importante que celle observée chez la lign€e de L.d. (figure 19a).
Puis se manifeste une phase de progression tr@s lente et régulilre de ces
pourcentages pour atteindre des pourcentages finaux &levés puisque 607 des
cellules sont marquées par un sérum anti-intestin, que 567 des cellules le
sont par un sérum anti-virus et que 59% des cellules le sont par un sérum

anti-polyédre 3 48 heures post-infection. Mals ces pourcentages finaux
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sont légérement moins &levEs que ceux obtenus chez la lignée de L.d.

infectée avec la méme concentration virale.

Effet d'une concentration virale en VPC de 103'7 DICT

50/ml

L. dispar
La figure 20a représente les cinétiques d'apparition des divers

ag viraux du VPC chez la lignée de L.d. soumise 3 une concentration virale

3.7
en VPC de 10 DICTSO/ml'

Au cours de la phase précoce d'infection, les pourcentages de
cellules marquées pour ces ag viraux diminuent par rapport 3 ceux observés

chez cette méme lign€e cellulaire infectée avec une concentration virale

4.0

en VPC de 10 DICT Par exemple, de 7 heures & 12 heures post-

50/ml*
infection, le pourcentage de cellules marquées par un sérum dirigé contre
l'ensemble des ag viraux passe de 15 & 337%, alors que le pourcentage de
ces mémes cellules marquées par un sérum anti-virus est de 15 3 227 et que
celui correspondant aux cellules marquées par le séruﬁ anti=-polyédre
s'échelonne de 10 & 34%. Cependant les vitesses précoces de synthése des
divers ag sont les mémes que celles notées chez cette lignée infectée avec
4.0

une concentration plus &levée par exemple 10 DICTSO/ml'

Aussi au cours de la phase intermédiaire d'infection, les
pourcentages de cellules marquées pour les ag associés aux capsides
virales et aux protéines polyédriques sont beaucoup moindres que ceux

observés chez la méme lignée cellulaire soumise 3 la concentration virale

en VPC de lOA'ODICT Contrairement 3 ceux relatifs aux ag viraux

50/ml”

dans leur ensemble qui sont les mémes. En fait il se manifeste une
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3.7

0 H ’
CONCENTBATION VIRALE EN VPC 10 DICTSG!ml
- o
Température: 28 C
Anti-intestin . Anti-virus, = Anti-polyédre, _ _
de larves infectées * purifie - dissout .
A) Lymantria dispar B) Euxoa scandens

8
8

Z de cellules marquées

Temps post-infection (heures)

Figure 20 Effet de la concentration du VPC d'E. scandens sur les
cin@tiques d'apparition des divers antigénes viraux de
ce VPC chez les lignées cellulaires de Lymantria dispar

et d'Euxoa scandens suivies en immunoperoxydase.
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progression lente des pourcentages de cellules marquées pour ces derniers
ag quoique celle se rapportant aux ag associfs aux capsides virales est

trés lente, Puis on observe une phase de fl&chissement des pourcentages
de cellules marquées pour les ag viraux dans leur ensemble et pour les ag

associfs aux prot€ines polySdriques,

Par la suite, on note une progression plus lente et régulidre
des pourcentages de cellules marquées ﬁOur atteindre des pourcentages
finaux Elevé&s puilsque 52% des cellules sont marqufes par un sérum anti-
intestin et que 44X des cellules le sont par un sérum anti-polyddre 2
48 heures post-infection, Cependant on remarque une phase de plateau des
pourcentages de cellules marqufes pour les ag associfs aux capsides
virales au cours de cette méme période post-infection. Ainsi, on note que

28% des cellules sont marqufes par le sfrum anti-virus 2 48 heures post-

infection.

E. scandens
La figure 20b représente les cinftiques d'apparition des divers

ag viraux du VPC chez la lignfe d'E.s. soumise 3 cette méme concentration

. 3.7
virale de 10 DIETSﬂfml'

Au cours de la phase précoce d'infection, les poﬁr:entnges de
cellules marqufes pour ces ag viraux et les vitesses de synthl2se de ces
derniers sont moindres que ceux notés chez la lignée de L.d. soumise 3 une
méme concentration virale en VPC (figure 20a), Par exemple, de 7 heures 2
12 heures post-infection, le pourcentage de cellules marquées par un sérum

dirigé contre l'ensemble des ag viraux est de 10 3 24% alors que le
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pourcentage de ces m&mes cellules marquées par un s€rum anti-virus est de
3 4 16%. Par contre celul correspondant aux cellules marquéfes par le

*
sérum anti-polyédre passe de 3 3 6% de 10 heures 2 15 heures post-

infection.

Au cours de la phase intermfdiaire d'infection, i1 se manifeste
une phase de fléchissement plus grande des pourcentages de cellules
marquées pour certains ag viraux (les ag viraux dans leur ensemble et les
ag assoclfs aux capsides virales) chez cette lignfe cellulaire par

rapport 3 1'autre ligné€e (L.d.) soumise 2 une m&me concentration virale en

3.7

VBC de 10°"° DICT Pendant que la cin&tique d'apparition des ag

50/ml*
associfs aux prot&ines poly&driques est en phase de progression lente mais

réguliédre.

Puis au cours de la phase tardive d'infectlon, on remarque une
phase de progression lente et r&gulidre pour atteindre des pourcentages
finaux Elevés pulsque 41% des cellules sont marquées par un sérum antl-
intestin, que 23% des cellules le sont par un s&rum anti-virus et que 43%
des cellules le sont par un sférum anti-polyédre 3 48 heures post-
infeetion. A vrail dire, les pourcentages finaux pour ces ag sont
1ég8rement inférieurs 3 ceux observ&s chez la lignée de L.d. infectée par

la méme concentration virale en VPC (figure 20a).

* Période post-infection est de 10 heures & 15 heures car 11 y a contami-
nation dans les puits se ré&férant aux cellules infectées au cours de la
période post-infection précédente soit 7 heures 2 9 heures,
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Effer d'une concentration virale en VPC DE lﬂz'? DICT

50/ml

L, dispar
La figure 2la représente les cin&tiques d'apparition des divers
ag viraux du VPC chez la lign€e de L.d. soumise 3 une concentration virale

2.7

en VPC de 10 DICT

50/ml”

Au cours de la phase précoce d'infection, les pourcentages de
cellules marquées pour les ag viraux sont moindres que ceux noté&s chez
cette mEme lign€e soumise 3 une concentration virale en VPC plus £levée
par exemple 103'? DICTEG!ml' Aussi de 7 heures 3 12 heures post-
infection, le pourcentage de cellules marqu&es par un s&rum dirigé contre
l'ensemble des ag viraux est de 4 3 22% alors que le pourcentage de ces
mémes cellules marqufes par un s&rum anti-virus passe de 2 3 241 et que

celui correspondant aux cellules marqufes par un s&rum anti-polyédre

s'Echelonne de 8* a 9%,

Au cours de la phase Interm&diaire d'infection, les pourcentages
de cellules marqufes pour ces ag viraux sont encore moindres comparative-
ment 3 ceux observ&s chez cette méme lignfe (L.d.) soumise 3 une concen-

tration virale en VPC plus &levée (figure 20a).

Au cours de la phase tardive d'infection, les pourcentages de
cellules marquées pour ces mBmes ag sont encore Inférieurs 3 ceux visua-

lig&s 4 la figure 20a pour cette mEme.périnde post=infection. A ce stade,

*
résultat 3 11 heures puisqu'il n'y a pas de donnfes aux heures précéden-
tes dues 3 des contaminations bactériennes dans les pults cellulaires
infecté&s antérieurement.
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Figure 21 Effet de la concentration du VPC d'E. scandens sur les
cinétiques d'apparition des divers antigeénes viraux de
ce VPC chez les lignées cellulaires de Lymantria dispar
et d'Euxoa scandens suivies en immunoperoxydase.
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il se produit une phase de progression trés lente et régulidre des
pourcentages de cellules mérquées pour les ag associés aux proté&ines
polyédriques puisqu'il n'y a que 29% des cellules marquées par un s&rum
anti-polyédre 2 48 heures post—infection. Au cours de cette m@me période
d'infection les pourcentages relatifs 2 1'ensemble des ag viraux et aux ag
associfs aux capsides virales sont 3 un stade de plateau et respectivement
27% et 23% des cellules sont marquées par leurs sérums homologues 3 un

méme temps post-infection (48 heures).

E. scandens

La figure 21b représente les cinétiques d'apparition des divers

ag viraux du VPC chez la lignée d'E.s. soumise 3 cette m&me concentration
2.7

virale de 10 DICTSO/ml'

Au cours de la phase pré&coce d'infection, les pourcentages de
cellules marquées pour certalns ag (les ag viraux dans leur ensemble et
les ag assoclés aux capsides virales) sont inférieurs 3 ceux notés chez la
lignée de L.d. soumise 3 une m&me concentration virale en VPC (figu-
re 2la). Cependant les pourcentages relatifs aux ag associés aux prot&i-

nes polyé&driques sont supérieurs.

Au cours de la phase intermédiaire d'infection, les pourcentages
de cellules marquées pour l'ensemble des ag viraux et pour les ag associés
aux proté&ines polyé&driques sont moindres que ceux observé&s chez la lignée
de E}ﬂ' soumise 3 une mé&me concentration virale en VPC (figure 2la).
Cependant les pourcentages relatifs aux ag associfs aux capsides virales

sont supérieurs.
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Au cours de la phase tardive d'infection, il y a progression
lente et r&gulildre des pourcentages de cellules marqufes pour les ag
assoclfs 3 ces capsides virales et pour les ag wiraux dans leur ensemble
pour atteindre des pourcentages finaux peu &levés pulsqu'il n'y a respec-
tivement que 25% et 18% des cellules marqufes par leurs sérums homologues
2 48 heures post-Iinfection. Cependant les pourcentages relatifs aux ag
associfs aux protéines poly&driques sont 3 une phase de plateau et 13% des
cellules sont marquéfes par un sérum anti-polyddre 3 des temps post-

infection tardifs.

Effet d'une concentration virale en VPC de lﬂu'? DICTSG!ml

L. dispar
La figure 22a représente les cinftiques d'apparition des divers

ag viraux du VPC chez la lign€e de L.d. soumise 3 une concentration virale

0.7 :
en VPC de 10 DICTjUfml'

Au cours des diverses périodes post-infection, les pourcentages
de cellules marqufes pour ces divers ag viraux du VPC sont tré&s inférieurs

A ceux observés chez la méme lignf€e soumise 3 une concentration virale en

2.7

VPC plus Elevée telle 10 DICT par exemple (figure 2la).

50/ml

E. scandens
La figure 22b représente les cinftiques d'apparition des divers

ag viraux du VPC chez la ligne d'E.s. soumise 3 cette méme concentration

0.7
virale de 10 DIETSD!ml'

Au cours de la phase  -précoce d'infection, les pourcentages de

cellules marqufes pour certains ag {les ag assoclfs aux capsides virales
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et ceux assocl€s aux protéines poly&driques) sont l&glrement plus Elevés
chez cette lignée par rapport 3 ceux observ&s chez 1'autre lignfe (L.d.)
infectfe 3 une méme concentration virale en VPC (figure 22a). NEanmoins
lors des phases interm&diaire et tardive post-infection les pourcentages

relatifs aux divers ag v sont infé&rieurs,

IIT-2.2,2 Effet de la tempfrature d'incubation (agent physigue)
sur le mfcanisme de la réplication du VPC
d"E. scandens chez les lignfes cellulaires
d'E, scandens et de L. dispar

En guise de résultats quantitatifs obtenus en Ip, les figures
23 2 27 représentent quelques cin&tiques d'apparition des dlvers ag viraux
du VPC d'E.s, dépistés 2 1'aide des divers sérums selon la température

d'incubation impliquée chez les lign€es cellulaires de L.d. et d'E.s..

Les diverses tempfratures d'incubation testfes sont de 37°¢C
(figure 23), de 32°C (figure 24), et de 28°C (figure 25), de 18°C (figu~

re '26) et de 10°C (figure 27).

Les effets de ces cing tempfratures d'incubation diverses sont
mesurés chez ces deux lignfes cellulaires infectfes avec une mfme concen-

4.0
tration virale en VPC de 10 DICngjmlo

Aussl les cinftiques d'apparition des divers ag &tudi&s sont
suivies par les deux m&thodes de d&tection (directe et indirecte) 2 1'Ip

(section TII-2.2).
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Effet de la tempfrature d'incubation de 370C

E'I dis par

La figure 23a représente les cinftliques d'apparition des divers
ag viraux du VPC chez la lignée de L.d. soumise 2 une concentration

virale en VPC de 104.0 DICT g, . et incubée & une température de 37°C.

(uelle que solt la période post-infection en cours, les pourcen=-
tages de cellules marquées pour ces divers ag viraux sont l&g@rement
supfrleurs 3 ceux obtenus chez cette mfme lignfe infectfe avec la méme
concentration 3 une tempfrature de 329C (figure 24a). Par exemple, au
moment de la phase précoce d'infection, de 7 heures 3 12 heures post-
infection, le pourcentage de cellules marquées par un sérum dirigé contre
l'ensemble des ag viraux est de 14 3 20% alors que le pourcentage de ces
mémes cellules marquées par un s€rum anti-virus passe de 12 3 38% et que
celul correspondant aux ecellules marqufes par le sfrum anti-polyédre
s'€chelonne de 14 3 35%. Cependant on v constate des fluctuations des

pourcentages de cellules marquées.

Au cours de la phase intermfdiaire d'infection, on ohserve un
fléchissement accentuf des pourcentages de cellules marqu&es des divers ag
€tudiés, Plus tard 11 se prodult une progression lente et régulidre des

pourcentages relatifs aux capsides virales pour atteindre un pourcentage

final de 42X des cellules marqufes par un sfrum anti-virus 3 28 heures®

*
Cette lignfe a pré&sentf des probl2mes de culture 3 une temp&rature aussi
Elevée (3?061 ce qui a eu pour conséquence de nous empfcher d'obtenir
des observations apré&s 28 heures d'incubatlion 3 cette température,
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TEMPERATURE: 37°C

Concentration virale en VPC: IDﬁ'D DICT
50/ml
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Bffet de la tempErature sur les cintiques d'apparition
des divers antigénes viraux du VPC d'E. scandens chez
les lignées cellulaires de Lymantria dispar et d'Euxoa
scandens suivies en immunoperoxvdase.
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post-infection. Au cours de cette m@me période post-infection, 1l y a une
progression plus rapide des pourcentages relatifs aux ag viraux dans leur
ensemble et aux ag associfs aux protéines polyfdriques atteignant respec-
tivement des pourcentages maximum de 44% et de 46% des cellules marquées
par leurs sérums homologues 3 24 heures post-infection., Pour ensuite

flEchir A des temps post-infection plus tardifs,

E. scandens
La figure 23b représente les cinétiques d'apparition des divers
ag viraux du VPC chez la lignfe d'E.s. soumise 2 une m@me concentration

virale en VPC et incubfe 3 une mBme tempfrature [3?°C).

Au cours de la phase précoce d'infectlon, les pourcentages de
cellules marquées pour ces divers ag viraux sont plus bas que ceux notés
chez 1'autre lignée (L.d.) infectfe A une mBme concentration virale en
VPC et soumlse 3 une méme tempErature d'incubation (figure 23a). Cepen-
dant on y constate encore des fluctuations des pourcentages de cellules

marquées au cours de l'infection.

Au cours de la phase intermfdiaire d'infection, on note un
fléchissement plus accentu#& des pourcentages de cellules marquées pour les
ag assoclfs aux prot&ines polyfdriques bien que 1'on observe une fluctua-
tion des pourcentages de cellules marqufes pour les ag viraux dans leur
ensemble. A cette méme période post-infection, on remarque aussi une
progression lente et rfguli®re des pourcentages relatifs aux antig@nes des
capsides virales pour atteindre un pourcentage final de 41% de cellules

marqufes par un sfrum anti-virus 3 28 heures post—infection. Plus tard,
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on note une augmentation lente et régulidre des pourcentages relatifs aux
ag viraux dans leur ensemble et aux ag associfs aux protfines polyBdriques
atteignant respectivement des pourcentages de 52% et de 47% des cellules

marquSes par leurs sfrums homologues 3 48 heures post-infection.

Quelle que soit la pfriode post-infection en cours, les pourcen-
tages de cellules marquées pour les divers ag viraux chez cette lignée
E.s. incubfe 2 370C sont supérieurs 3 ceux obtenus chez cette méme lignée
infectfe avec la m&me concentration 2 une temp&rature de 32°C (figu-
re 24b)., Quoiqu'ils sont inférleurs 3 ceux obtenus chez cette lignée

incubfe 2 28°C (figure 25b).

Effet de la tempfrature d'incubation de 329C
L. dispar

La figure 24a représente les cinftiques d'apparition des divers
ag viraux du VPC chez la lignée de L.d. soumise 3 une concentration virale

en VPC de 104.0 DIcTEG!ml et incub&e 3 une température de 32°%.,

Quelle que soit la période post-infection en cours, les pourcen-
tages de cellules marquées pour les divers ag viraux sont inférieurs 2
ceux obtenus chez cette m@me lignfe infectfe avec la m&me concentration 2
une tempSrature de 280C (figure 25a), Par exemple, au moment de la phase
précoce d'infection (figure 24a) de 7 heures 3 12 heures post=infection,
le pourcentage de cellules marquées par un sérum dirigé contre 1'ensemble
des ag viraux passe de 9 3 26X alors que le pourcentage de ces mémes
cellules marqué€es par un sfrum anti-virus est de 10 2 31% et que celui

correspondant aux cellules marqufes par le s&rum anti-poly2dre s'&chelonne
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Figure 24 Effet de la température sur les cinétiques d'apparition
des divers antigénes viraux du VPC 4'E. scandens chez
les lignées cellulaires de Lymantria dispar et d'Euxoa
scandens suivies en immunoperoxydase.




190

de 11 3 29%. Cependant les vitesses de synth2se en terme d'augmentation

des pourcentages de cellules marqufes sont sensiblement les m@mes,

Au cours de la phase intermédiaire d'infection, on note une
progression lente et réguli2re des pourcentages de cellules marquées pour
les ag associfs aux capsides virales et pour les ag associés aux protéines
polyédriques bilen qu'il se produit un fl&chissement des pourcentages
relatifs aux ag viraux dans leur ensemble, Cependant 3 une pé&riode
d'infection plus tardive, on remarque une phase de plateau des pourcen=
tages de cellules marqufes pour les ag associfs aux protéfines polyédriques
et pour les ag viraux dans leur ensemble puisque respectivement 463 et 427
des cellules sont marqufes par leurs sfrums homologues 2 4B heures post-
infection. Pendant ce temps, 11 y a une progression lente et régulidre
des pourcentages relatifs aux capsides virales pulsque 55% des cellules

sont marquées par un sfrum antl-virus 3 un m@me temps post-infection,

E. scandens
La figure 24b représente les cinftiques d'apparition des divers
ag viraux du VPC chez la lignée d'E.s. soumise 2 une méme concentration

virale en VPC et incubfe 3 une m&me tempfrature {32°C).

Au cours de la phase précoce d'infection, les pourcentages de
cellules marquées pour ces divers ag viraux sont de beaucoup inférieurs 2
ceux observfs chez la lignfe de L.d. infectfe 2 une méme concentration
virale en VPC et soumise 3 une m@me tempfrature d'incubatlon (figure 2#&}.
Cependant les taux de détection en termes de pourcentages de cellules

marquées sont tr@s variables.
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Au cours de la phase interm&diaire d'infection, ces mémes
pourcentages sont encore inférieurs chez cette lignée E.s. par rapport 2
ceux observés chez l'autre lign€e (figure 24a), On remarque une progres-—
slon rapide et r&gulire des pourcentages relatifs aux divers ag viraux
chez cette m@me lignée [Efi'} au cours de cette mBme période post-infec-
tion, Bien qu'elle soit plus lente et toujours réguliére en ce qui a
trait aux pourcentages relatifs aux capsides wvirales et aux ag associés

aux proté&ines poly&driques 3 une pE€riode post-infection plus tardive.

(uelle que solt la période post-infection en cours, les pour=
centages de cellules marqufes pour les divers ag viraux chez la lignée
d'E.s. incubfe 2 32°C sont tra@s inférieurs A ceux obtenus chez cette méme

lignée incube 3 28°C (figure 25b).

Effet de la température d'incubation de 28°C

fuelle que soit la pEriode post-infection en cours et quelle que
soit la lignée infectée (L.d. ou E.s.) incubfe 2 des tempfratures supé-

o o o o o
rieures (32°C; 37 C) ou inférieures (10°C; 18 C) a4 celle de 28 C, les
pourcentages de cellules margufes pour les divers ag viraux sont toujours

inférieurs 2 ceux obtenus chez ces lignées infectées et incubfes 3 28°c.

I1 est bon de souligner gque cette temp&rature de 289¢C est 1la
temp&rature optimale de croissance des cellules de ces deux ligné€es
lesquelles sont 3 des conditions id&ales favorisant 1'infection wvirale

avec ce VPC d'E.s..
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L. dispar
La figure 25a représente les cinétiques d'apparition des divers
ag viraux du VPC chez la lignée de L.d. soumise 2 une concentration virale

4.0

en VPC de 10 DICTSO/ml et incub&e 3 une température de 28°c.

Au cours de la phase précoce d'infection, les pourcentages de
cellules marquées pour ces divers ag viraux sont trés importants, de méme
que 1és vitesses de synthése en terme d'augmentation des pourcentages de
cellules marquées sont &levées, Par exemple, de 7 heures 3 12 heures
post-infection, le pourcentage de cellules marquées par un sérum dirigé
contre l'ensemble des ag viraux passe de 18 3 39% alors que le pourcentage
de ces mé@mes cellules marquées par un sérum anti-virus passe de 9 3 47% et
que celui correspondant aux cellules marquées par le sérum anti-polyédre

s'€échelonne de 13 a2 58%.

Au cours de la phase intermédiaire d'infection, on observg le
fléchissement de; pourcentages de cellules marquées pour les ag viraux
dans leur ensemble et pour les ag associés aux capsides virales alors que
ceux relatifs aux ag associés aux protéines poly&driques sont stables.
Une régression moindre des pourcentages relatifs aux ag associés 3 ces

protéines poly&driques se produit plus tard.

Finalement, il y a une progression lente et réguliére des
pourcentages de cellules marquées pour les divers ag viraux pour atteindre
des pourcentages finaux trés &levEs puisque 68% des cellules sont marquées
par des sérums anti-intestin et anti-virus et que 617 des cellules le
sont par un sérum anti-polyédre 3 48 heures post-infection. En guise de

concluSion, le comportement de ces trois cinétiques d'apparition de ces ag
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viraux est le méme que celui présenté 3 la figure 19a ol cette meme lignée

L.d. est soumise aux m&mes conditions physico-chimiques.

E. scandens
La figure 25b représente les cinftiques d'apparition des divers
ag viraux du VPC chez la lignfe d'E.s. soumise 3 une mfme concentration

virale en VPC et incubfe 3 une méme temp&rature (28°C),

L3 encore, le comportement de ces diverses cinftiques d'appari-
tion de ces ag viraux est le m&me que celul présent€ 3 la figure 19b od
cette méme lignfe E.s. est sujette aux mémes conditions physico-chimiques.
Voir @ ce propos la description plus détaill&e du cheminement de la

synth@se de ces ag viraux €noncfe 3 la section III-2.2.1 .

Effet de la temp&rature d'incubation de 1BoC

L. dispar

La figure 26a représente les cinftiques d'apparition des divers

ag viraux du VPC chez la lign€e de L.d. soumise 3 une concentration virale

en VPC de 104.0 DICTqunl et incubfe 3 une température de 18°C-

Quelle que soilt la période post—infection en cours, les pourcen=-
tages de cellules marquées pour ces divers ag viraux sont tr@s inférieurs
2 ceux obtenus chez cette m@me lign€e infect&e avec la mEme concentration

virale 2 une température de 280C (figure 25a).

E. scandens

La figure 26b représente les cinftiques d'apparition des divers
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ag viraux du VPC chez la lignée d'E.s. soumise 3 une méme concentration

virale en VPC et incub&e 3 une m@me tempfrature (18°C).

Au cours de la phase précoce d'infection, les pourcentages des
cellules marqufes pour ces divers ag viraux sont plus bas que ceux notés
chez 1'autre lign€e (L.d.) infect€e 3 une m€me concentration virale en VPC
et soumise 3 une méme temprature de 18°C (figure 26a). Aussi les
vitesses de synthé&se en terme d'augmentation des pourcentages de cellules

marqufes varient.

Aun cours de la phase intermé&diaire d'infection, ces mémes
pourcentages v sont encore inférieurs par rapport 3 ceux observés chez
l'autre lign€e (figure 26a). On remarque aussi une progression lente et
régulidre des pourcentages relatifs aux divers ag viraux &tudiés chez

cette lignée E.s. et ce, 2 des temps post-infection tardifs.

Quelle que soit la période post-infection en cours, les pourcen-
tages de cellules marquées pour les divers ag viraux chez la lignée d'E.s.

incubBe 3 18°C sont trés inférieurs 3 ceux obtenus chez cette méme lignée

incubge 2 28°¢ (figure 25b).

Effet de la température d'incubation de 10°C

L. dispar
La figure 27a représente les cinftiques d'apparition des divers

ag viraux du VPC chez la lign€e de L.d. soumise 3 une concentration virale

4.0
en VPC de 10°"" DICT5, \ et incubée 2 une température de 10°C,

Quelle que soit la période post-infection en cours, les pourcen-
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tages de cellules marquées pour ces divers ag viraux sont inférieurs 3
ceux obtenus chez cette mBme lignfe Infectée avec la mBme concentration

virale @ une tempfrature de 18°¢ (figure 26a).

E. scandens
La figure 27b représente les cinétiques d'apparition des divers
ag viraux du VPC chez la lignée d'E.s. soumise 3 une m&me concentration

virale en VPC et incubfe 3 une méme température (10°C),

Au cours de la phase précoce d'infection, les pourcentages des
cellules marquées pour ces divers ag viraux sont plus bas que ceux notés
chez 1'autre lign€e (L.d.) infectfe 3 une m€me concentration virale en VPC
et soumise 3 une température de 10°C (figure 27a). Aussi les vitesses de
détection en terme d'avgmentation des pourcentages de cellules marquées

varlent,

Au cours de la période poat-infection tardive, les pourcentages
de ces cellules marquées pﬁur l'ensemble des ag viraux et pour les ag
associfs aux proté&ines polyEdriques sont encore inférieurs 3 ceux observés
chez 1'autre lignée (L.d.) soumise aux mémes conditions physico-chimiques
(figure 27a). Par contre, les pourcentages relatifs aux ag associfs aux

capsides virales y sont supérieurs.

Quelle que soit la période post=-infection en cours, les pourcen-
tages de cellules marquées pour les divers ag viraux chez la lignée d'E.s.
incube 3 10°C sont inférieurs 3 ceux obtenus chez cette méme lignée

incube 2 18°C (figure 26b).
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I11-2,2.3 Effet d'un inhibiteur (cordycEpine) sur les cinftiques
d'apparition des divers antig2nes du VPC d'E. scandens

chez les lignées cellulaires d'E. scandens et de
L. dispar

111-2,2.3.1 Effet de la concentration en cordycfpine sur les
cinftiques d'apparition des divers antig2nes

viraux du VPC d"E.s. chez les lign€es cellulaires
d'E. scandens et de L. dispar

En guise de résultats quantitatifs obtenus en Ip, les figures
29 2 31 représentent quelques cinftiques d'apparition des divers ag viraux
du VPC d'E.s. dépistés 2 1'alde des divers s€rums selon la concentration

—

en cordycépine impliquée chez les lignées cellulaires de L.d. et d'E.s..

Les diverses concentrations de cet inhibiteur testfes telles
0.10 ug/ml (figure 29), 0.20 ug/ml (figure 30), et 0.40 ug/ml (figure 31)
sont appliquées apr@s un temps d'infection virale sans cordycépine de
1 heure, Les effets de ces trols concentrations en cordycé&pine 3 280C
sont mesurés chez les deux lignfes cellulaires soumises 3 une méme
concentration virale en VPC de lﬂﬁ'ﬁ DICTSUfnl' Ces mémes effets sont

sulvis par les deux méthodes de détection (directe et indirecte) 2 1'Ip

(section III-2.2).

Aussl toutes les expfrlences 3 ce propos sont contr8l&es en

testant d"une part l'effet seul de la concentration virale en VPC

(104.0 DICTgq,m1) sans cordycépine chez les deux lignées cellulaires
(flgure 2B), et d'autre part en testant l'effet seul de la cordycEpine sur
les deux m@mes lign€es., Ce dernier test ne donne aucun marquage quels que

solent le s&rum conjugué et la lignfe cellulaire utilisés.
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4.0

CONCENTRATION VIRALE EN VPC: 10 DICT
50/ml

Température: 28°¢

Anti-intestin | Anti-virus, __ _ _  Anti-polyé&dre, ,_,_
de larves infectées’ purifié dissout
Témoin sans cordycépine Témoin sans cordycépine
100

100

B) Euxoa scandens

A) Lymantria dispar

50

Z de cellules marquées
% de cellules marquées

S 25 50 5 25 50

Temps post—infection (heures)

Figure 28 Cinétiques d'apparition des divers antigénes viraux du
VPC d'E. scandens sans présence d'inhibiteur chez les
lignées cellulaires de Lymantria dispar et d'Euxoa
scandens suivies en immunoperoxydase.
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Effet d'une concentration en cordycépine de 0.10 ug/ml

L. dispar

La figure 29a repréfsente les cin&tiques d'apparition des divers
ag viraux du VPC chez la lignfe de L.d. soumise 2 une concentration
virale en VPC de lﬂ&'ﬂDICT 50/m1 ©t 2 une concentration en cordycépine de

0.10 ug/ml 3 une période post-infection de 1 heure,.

Au cours de la phase précoce d'infection, les pourcentages de
cellules marquées pour ces divers ag viraux sont sensiblement les mé@mes
que ceux obtenus chez la lign€e de L.d.-témoin infectée sans cordycépine
(figure 2Ba). Par exemple, de 7 heures 3 12 heures post-infection, le
pourcentage de cellules marquées par un sfrum dirigé contre 1'ensemble des
ag viraux passe de 11 3 30% alors que celui de cellules marqu&es par le
sérum anti-virus est de 8 2 46% et que celui correspondant aux cellules
marqufes par le sfrum anti-puiyﬂdre s'&chelonne de 14 3 40%Z, Par la
suite, 11 se produit une phase de fléchissement des pourcentages de
cellules marquées pour ces divers ag viraux. Au moment de cette m@me
période post-infection interm&diaire, ces m@mes pourcentages sont infé-
rieurs 3 ceux obtenus chez la méme lignfe-tfmoin infectfe sans cordycépine
(figure 28a). Puis survient une &tape de progression lente et régulidre
des pourcentages de cellules margues atteignant des pourcentages finaux
ElevEs de 46% des cellules marques par un s&rum anti-intestin, de 53%
des cellules marquées par un sérum anti-virus et de 54% des cellules

marquées par un sérum anti-poly2dre 2 48 heures post—infection.
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CONCENTRATION DE LA CORDYCEPINE: 0.10 ug/ml

4.0
Concentration virale en VPC: 10 nICTSUful

Temps d'infection virale sans cordycépine: 1 heure

Température: 28°%

Anti-intestin . Anti-virus, _ _ Anti-polyédre, .
de larves infectées* purifié -* dissout .
A) Lymantria dispar B) Euxoa scandens
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Figure 29 Effet de la concentration d'un inhibiteur (cordycépine)
sur les einétiques d'apparition des divers antigénes
viraux du VPC d'E. scandens chez les lignées cellulaires
de Lymantrig dispar et d'Buxoa scandens suivies en immu-

noperoxydase,
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E. scandens

La figure 29b reprfsente les cinftiques d'apparition des divers
ag viraux du VPC chez la lignfe d'E.s. soumise 3 une m&me concentration
virale en VPC et 3 une m@me concentration en cordyc&pine 3 une pé&riode

post-infection de 1 heure.

Au cours de la phase pré&coce d'infectlon, les pourcentages de
cellules marquBes pour ces divers ag viraux sont sensiblement les mBmes
que ceux obtenus chez la lignfe d'E.s.-t&moin infectfe sans cordycépine
(figure 28b). Il en est de mBme par réppurt 3 1'autre lignée {Eﬂi'}
infectfe par le VPC et inhibBe par ce mBme inhibiteur (figure 2%a). Aussi
les vitesses de synth@se en terme d'augmentation des pourcentages de

cellules marquées sont les m@mes,

Au cours de la phase interm&diaire d'infection, les pourcentages
de cellules marquées pour les ag viraux dans leur ensemble et pour les ag
assoclfs aux capsides virales sont sensiblement les m@mes que ceux obtenus
chez la lignée d'E.s.-témoin infectée s;ns cordyc&pine (figure 28b).
Cependant ceux relatifs aux ag associfs aux prot€ines poly€driques y sont
inférieurs, Comparativement 2 1'autre lignée {E. dispar) soumise aux
mBmes conditions physico-chimiques (figure 29a) les pourcentages de
cellules marquées chez cette lignée E,s. sont 3 des pourcentages plus bas
au cours de cette m@me pEriode post-=infection. A ce niveau, on remarque
de plus une phase de fléchissement gfnfrale des pourcentages relatifs aux
divers ag viraux. Puis se manifeste aussi une phase de progression lente
et régulidre de ces pourcentages pour atteindre des pourcentages finaux

ElevEs puisque 42% des cellules sont marqufes par un sfrum anti-intestin,
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que 58% des cellules le sont par un sérum anti-virus et que 57% des

cellules le sont par un sérum anti-polyddre 3 48 heures post—infection.

Effet d'une concentration en cordycépine de 0.20 pg/ml

L. dispar

La figure 30a représente les cinétiques d'apparition des divers
ag viraux du VPC chez la lignée de L.d. soumise 3 une concentration

virale en VPC de lﬂﬁ'0 DICT et 3 une concentration en cordycépine de

50/ml
0.20 yg/ml 2 une période post-infection de | heure.

Quelle que soit la p€riode post—infection en cours, les pourcen-
tages de cellules marquées pour ces divers ag viraux sont tré@s Inférieurs
3 ceux observés chez la lignée de L.d.-témoin infectfe sans cordycé-
plne (figure 28a), de méme chez cette mEme lignfe infectfe mals inhibée
avec une concentration en cordycépine plus. faible telle 0.10 ug/ml (figu-

re 29a).

Par exemple, au cours de la phase précoce d'infection, de 7 heu-
res 3 12 heures post-infection, le pourcentage de cellules marqufes par
un sérum dirigé contre 1l'ensemble des ag viraux passe de 5 3 11% alors que
celui de cellules marquées par le sfrum anti=virus est de 2 & 12% et que
celui correspondant aux cellules marquées par le sfrum anti-polyédre

s"Eéchelonne de 6 3 22%.

Puis 11 se produit aussi une phase de fl&chissement des pourcen-—
tages de cellules marqufes pour les divers ag viraux au moment de la
période post-infection interm&diaire. Puis survient aussi une Etape de

progression lente et régulilre de ces pourcentages atteignant des pourcen-
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CONCENTRATION DE LA CORDYCEPINE: 0.20 ug/ml

Concentration virale en VPC: lﬁ&'UDICT
50/ml

Temps d'infection virale sans cordycépine: 1 heure

Température: 28°¢

Anti-intestin . Anti-virus, Anti-polyédre,
de larves infectées*® purifié =« — T T dissout ¢
A} Lymantria dispar B) Euxoa scandens

% de cellules marquées
% de cellules marquées

Temps post-infection (heures)

Figure 30 Effet de la concentration d'un inhibiteur (cordycépine)
sur les cinétiques d'apparition des divers antigénes
viraux du VPC d'E. scandens chez les lignées cellulaires
de Lymantria dispar et d'Euxoa scandens suivies en immu-
noperoxydase.
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tages finaux moins ElevEs que ceux obtenus chez cette méme lignfe (L.d.)
inhib&e avec une concentration en cordycfpine de 0.10 ug/ml (figure 29a).
C'est-3-dire 25% des cellules sont marquées par un sérum anti-intestin,
que 30% des cellules le sont par un sérum anti-virus et que 38% des

cellules le sont par un s€rum anti-poly2dre 3 48 heures post-infection.

E. scandens

La figure 30b repr&sente les cinftiques d'apparition des divers
ag viraux du VPC chez la lignfe d'E.s. soumise 3 une méme concentration
virale en VPC et 2 une m@me concentration en cordycEpine 2 une pEriode

post=infection de 1 heure,

(uelle que soit la pfriode post-infection en cours, 12 aussi les
pourcentages de cellules marqufes pour ces divers ag viraux sont trds
inférieurs 3 ceux observés chez la lignfe d'E.s.-tfmoin infectée sans
cordycfpine (figure 28b), de mfme que chez cette m@me lign€e infectée mais
inhibfe avee une concentration en cordyefpine plus faible telle 0,10 ug/ml
(figure 29b). Par contre ces pourcentages sont l&g@rement plus bas que
ceux obtenus chez l'autre lign€e (figure 30a) soumise aux m8mes conditions

physico-chimiques que la lignfe d'E.s. (figure 30b).

Par exemple, au cours de la phase pré&coce d'infection, de 7 heu-
res 3 12 heures post-infection, le pourcentage de cellules marqufes par
un s&rum dirigé contre 1l'ensemble des ag viraux passe de 0 3 4% alors que
celul de cellules marqufes par un sfrum anti-virus est de 3 3 14% et que
celul correspondant aux cellules margqufes par un sfrum anti-polya2dre

g'8chelonne de 3 3 10%.
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Puis 11 se produit une phase de plateau des pourcentages de
cellules marquées pour ces divers ag viraux au cours de la période post-
infection tardive pour atteindre des pourcentages finaux peu &levés, Et
ce puisque 20% des cellules sont marquées par un sfrum anti-intestin et
que 15% des cellules le sont par des sérums anti-virus et anti-polyddre 2

48 heures post-infection.

Effet d'une concentration en cordycépine du 0.40 pg/ml

L. dispar
La figure 3la représente les cinftiques d'apparition des divers

ag viraux du VPC chez la lignée de L.d. soumise 2 une concentration

4.0

virale en VPC de 10 DICTSG!ml et 4 une concentration en cordycépine de

0.40 ug/ml & une période post-infection de 1 heure.

Quelle que solt la pé&riode post-infection en ecours, les pourcen-
tages de cellules marquées pour les divers ag viraux sont de beaucoup
inférieurs A ceux observés chez la lignée de L.d.-témoin infectée sans
cordycépine (figure 28a). 1Ils sont &galement l&gérement inférieurs 3
ceux observés chez cette mBme lign€e infectée mais inhibfe avec une

concentration en cordycépine plus faible telle 0,20 pg/ml (figure 30a).

Par exemple, au cours de la phase précoce d'infection, de 7 heu-
res & 12 heures post-infection, le pourcentage de cellules marquées par
un s€rum dirigé contre 1'ensemble des ag viraux passe de 2 3 71 alors que
celui de cellules marquées par le sérum anti-virus est de 3 3 7% et éue
celul correspondant aux cellules marqufes par le sfrum anti-polyé&dre

s'échelonne de 4 & 6%, Puils survient une phase de plateau des pourcen-
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CONCENTRATION DE LA CORDYCEPINE: 0.40 ug/ml

Concentration virale en VPC: lﬂh'ﬂ DICT
50/ml

Temps d'infection virale sans cordycépine: 1 heure

Température: EBDC

Anti-intestin Anti-virus _ __ _ Anti-polyédre _,,,
de larves infectées’ purifié dissout )
A) Lymantria dispar B) Euxoa scandens 100

1
L]
v
=

Z de cellules marquées

Temps post-infection (heures)

Effet de la concentration d'un inhibiteur (cordycépine)
sur les cinétiques d'apparition des divers antigénes
viraux du VPC d'E. scandens chez les lignées cellulaires

de Lymantria dispar et d'Euxoa scandens suivies en immuno-

Figure 31

peroxydase.



209

tages de cellules marqufes pour ces divers ag viraux au cours de la

période post—infection tardive pour atteindre des pourcentages finaux trds
bas. Pulsque 17% des cellules sont marqufes par des sfrums anti-intestin
et anti-poly2dre et que 14% des cellules le sont par un sfrum anti-virus 2

48 heures post-infection,

E. scandens

La figure 31b représente les cinéftiques d'apparition des divers
ag viraux du VPC chez la lignfe d'E.s. soumise 2 une mEme concentration
virale en VPC et 3 une mBme concentratlon en cordyc&pine 3 une pé&riode

post=infection de 1 heure.

Quelle que soit la période post-infection en cours, les pourcen-—
tages de cellules marqufes pour les divers ag viraux sont 12 encore de
beaucoup inférieurs 2 ceux obtenus chez la lignée d'E.s.-témoin infectée
sans cordycpine (figure 28b). Ils sont &galement l&gdrement inférieurs 2
ceux obtenus chez 1'autre lign€e (L.d.) infectée et inhib&e par cette méme
cordycépine 3 la méme concentration (figure 3la). Il en est de mlme chez
la lignée d'E.s. infectée et inhib&e avec une concentration de cet

antibiotique plus faible telle 0.20 ug/ml (figure 30b).

L'allure des troils cinftiques d'apparition de ces mémes ag
viraux du VPC d'E.s. chez la lign€e d'E.s. (figure 31b) démontre le méme
schéma général de détection des ag que celui observé chez l'autre lignée

(L.d.) (figure 3la).
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I11-2.2.3.2 Effet d'une période post-infection varife sans
cordycépine sur les cinétiques d'apparition des
divers antigénes viraux du VPC d'E.s. chez les
lign€es cellulaires d'E. scandens et de L. dispar

En guise de résultats quantitatifs obtenus en Ip, les figures
32 3 36 représentent quelques cinétiques d'apparition des divers ag viraux
du VPC d'E.s. dépistés 3 1'aide des divers sérums chez les lignfes cellu-
laires de L.d. et d'E.s. infectées avec ce VPC et soumises 3 une période

post-infection varife sans cordycEpine avant que le processus d"inhibition

avec cet antibiotique ne d&bute.

Les diverses périodes post-infectlon testfes telles | heure
(figure 32), 2 heures (figure 33), 6 heures (figure 34), 10 heures (figu-
re 35), et 18 heures (flgure 36) le sont chez ces deux lignfes cellulaires
infectfes 3 une méme concentration virale en VPC de 10&'0 DICTSDIml' Ces

lignées cellulaires sont inhibfes plus tard avec une concentration en

cordycEpine de 0,20 ug/ml.

Aussi, toutes ces eupérienceé menfes 3 28°C sont contrBlées en
testant l'effet seul du VPC chez ces deux mémes lignfes non-inhib&es par
cet antibiotique (figure 28) d'une part, et en testant l'effet seul de la
cordycfpine chez ces mBmes lignées non-infectées par ce VPC d'autre part.
Ce dernier test ne donne aucun marquage quels que solent le s&rum conjugué
et la lignfe cellulaire utilis&s, De plus, tous ces effets &tudifs sont

suivis par les deux méthodes de détection (directe et indirecte) 3 1'Ip

(section III-2.2).
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Effet d'une période post—infection de 1 heure sans cordycEpine

L. dispar
La figure 32a représente les cinétiques d'apparition des divers
ag viraux du VPC chez la lignée de L.d. soumise 2 une concentration

virale en VPC de 104.0 DICT et 3 une concentration en cordycépine de

50/ml
0.20 ug/ml @ une période post—infection de 1 heure.

Il est bon de souligner que 1l'allure des trois cinftiques
d'apparition de ces ag viraux du VPC démontréfe en cette figure 32a est
identique 3 celle représentfe 3 la figure 30a puisqu'il s'agit de la méme
lign€e (L.d.) soumise aux mBmes conditions physico-chimiques. Aussi pour
avolr une description plus détalllée de ces cinétiques présentées 3 la

figure 32a, se r&ffrer 3 la section précEdente III-2,2.3.1 .

E. scandens

La figure 32b représente les cinftiques d'apparition des divers
ag viraux du VPC chez la lign€e d'E.s. soumise 2 une mEme concentration
virale en VPC et 3 une m@me cnncentratiﬁn en cordycépine 3 une méme

période post=infection de 1 heure.

I1 est bon de souligner que l'allure des trois cinétiques
d'apparition de ces mémes ag viraux.du VPC démontrée en cette figure 32b
est identique A celle représentfe 2 la figure 30b puisqu'il s'agit de la
méme lign€e (E.s.) soumise aux m&mes conditions physico-chimiques. Aussi
pour avolr une description plus détalllée de ces cinftiques présentfes 2

la figure 32b, se ré&ffrer A la section précédente III-2.2,3.1 .
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TEMPS D'INFECTION VIRALE SANS CORDYCEPINE: 1 heure

Concentration virale en VPC: 10 DICT

4.0
50/ml

Concentration de la cordycépine: 0.20 ug/ml

Température: 28°¢c

Anti-intestin Anti-virus, Anti-polyd&dre
de larves infectées’ purifié dissout :
A) Lymantria dispar B) Euxoa scandens

% de cellules marquées

Figure 32
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Z de cellules marquées

50

Temps post-infection (heures)

Effet d'une période post-infection variée sans cordycépine
sur les cinétiques d'apparition des divers antigdnes viraux
du VPC d'E. scandens chez les lignfes cellulaires de Lyman-

tria dispar et d'Euxoa scandens suivies en immunoperoxydase.
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Effet d'une p€riode post-infection de 2 heures sans cordycépine

L. disEar

La figure 33a représente les cinétiques d'apparition des divers
ag viraux du VPC chez la lignfe de L.d. soumise 3 une concentration virale
en VPC de lﬂﬂ'n EICTSG!nl et 3 une concentration en cordycépine de

0,20 pg/ml & une période post-infection de 2 heures.

Quelle que soit la p€riode post-infection en cours, les pourcen-
tages de cellules marquées pour ces divers ag viraux sont encore infé-
rieurs 3 ceux obtenus chez la méme lignfe-témoin infect&e sans cordycépine
(figure 2Ba). Quoiqu'ils sont l&gé@rement plus £levEs que ceux obtenus
chez cette méme lignée infecté&e et inhibée par la méme concentration en

cordycépine mais 3 une période post-infection de ] heure (figure 32a).

Par exemple, au cours de la phase précoce d'infection, de 7 heu-
res 3 12 heures post-infection, le pourcentage de cellules marquées p;r
un sérum dirigé contre l'ensemble des ag viraux passe de 5 2 22% alors que
celui de cellules marqufes par le sfrum anti-virus est de 4 3 14X et que
celul correspondant aux cellules marquées par le s€rum anti-polyédre

s'8chelonne de 2 3 29%.

Aussl 11 se produit une phase de fléchissement des pourcentages
de cellules marqufes pour les divers ag viraux au moment de la période

post-infection intermédiaire.

Puis survient aussi une Etape de progression lente et régulidre

de ces pourcentages atteignant des pourcentages finaux plus &levés que

ceux présentés 3 la figure 32a, Puisque 40% des cellules sont marquées
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TEMPS D'INFECTION VIRALE SANS CORDYCEPINE: 2 HEURES

Concentration virale en VPC: lDﬁ'D DICT
50/ml

Concentration de la cordycépine: 0.20 ug/ml

Température: 28°C

Anti-intestin . Anti-virus =
de larves infectées * purifieg =« Ant;igzizsdre: e
A) Lymantria dispar B) Euxoa scandens
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Effet d'une période post-infection varife sans cordycépine
sur les cindtiques d'apparition des divers antigénes viraux
du VPC d'E. scandens chez les lignées cellulaires de Lyman-

tria dispar et d'Euxoa scandens suivies en immunoperoxydase.
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par un sfrum anti-intestin, que 35% des cellules le sont par un sérum
anti-virus et que 44% des cellules le sont par un sérum anti-polyddre 2

48 heures post—-infection.

E. scandens

La figure 33b représente les cinftiques d'apparition des divers
ag viraux du VPC chez la lign€e d'E.s. soumise 3 une m&me concentration
virale en VPC et 3 une mBme concentration en cordycépine 3 une méme

période post—infection de 2 heures.

Quelque soit la pfriode post-infection en cours, les pourcen=-
tages de cellules marquées pour ces divers ag viraux sont encore infé-
rieurs 3 ceux obtenus chez la m8me lignfe-té&moin infectfe sans cordycépine
(figure 28b). Quoiqu'ils sont l&gérement plus &levEs que ceux obtenus
chez cette mme lignée infectfe et inhibfe par la mme concentration en
‘cordycépine mais 3 une pfriode post-infection de 1 heure (figure 32b).

Par contre ces taux sont inférieurs 3 ceux noté&s chez 1'autre lignée
(L.d.) (figure 33a) soumise aux mémes conditions physico-chimiques que la

lignée d'E.s. (figure 33b).
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Effet d'une pfriode post-infection de 6 heures sans cordycEpine

L. dispar
La figure 34a représente les cinétiques d'apparition des divers
ag viraux du VPC chez la lign€e de L.d. soumise 3 une concentration virale

4.0

en VPC de 10 DICTsﬂful et 3 une concentration en cordycépine de

0.20 ug/ml 2 une période post-infection de 6 heures,

(Quelle que soit la p&riode post—-infection en cours, les pourcen-
tages de cellules marqufes pour ces divers ag viraux sont encore infé-
rleurs 4 ceux obtenus chez la m8me lignfe-témoin infectfe sans cordycépine
(figure 2Ba). Quoliqu'ils sont plus &levés que ceux obtenus chez cette
méme lign€e infectée et inhib&e par la m&me concentration en cordycépine
mals 34 une période post-infection de 1| heure (figure 32a) et de 2 heures

(figure 33a),

Par exemple, au cours de la phase précoce d'infection, de 7 heu-
res & 12 heures post-infection, le pourcentage de cellules marquées par
un sérum dirigé contre 1l'ensemble des ag viraux passe de 14 3 28% alors
que celui de cellules marqufes par le sérum anti-virus est de 7 a 38% et
que celul correspondant aux cellules marqufes par le sfrum anti-polyéddre

s'échelonne de 4 3 24%.

Aussi il se produit une phase de fl&chissement plus l&gédre des
pourcentages de cellules marquées pour les divers ag viraux au moment de
la période post-infection intermédiaire. Puls survient une &tape de
progression lente et régulidre de ces pourcentages atteignant des pourcen-
tages finaux encore plus &levEs que ceux présentfs aux figures 32a et 33a.

Puisque 61% des cellules sont marquées par un sfrum anti-intestin, que 463
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TEMPS D'INFECTION VIRALE SANS CORDYCEPINE: 6 heures

Concentration virale en VPC: 104'O DICT
50/ml

Concentration de la cordycépine: 0.20 ug/ml

Température: 28°¢C

Anti-intestin . — Anti-virus_ __ _ Anti-polyeédre, , ,
de larves infectées purifié dissout neree
A) Lymantria dispar B) Euxoa scandens 100
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Figure 34 Effet d'une période post—infection variée sans cordycépine
sur les cinétiques d'apparition des divers antigénes viraux
du. VPC d'E. scandens chez les lignées cellulaires de Lyman-
tria dispar et d'Euxoa scandens suivies en immunoperoxydase.
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des cellules le sont par un sfrum anti-virus et que 48% des cellules le

sont par un sfrum anti-polyddre 3 48 heures post-infection,

E. scandens

La figure 34b représente les cinétliques d'apparition des divers
ag viraux du VPC chez la lignée d'E.s. soumise 3 une m@me concentration
virale en VPC et 3 une mEme concentration en cordycépine 3 une méme

période post-infection de 6 heures,

Quelle que soit la période post-infection en cours, les pourcen-
tages de cellules marqufes pour ces divers ag viraux sont encore infé-
rleurs 3 ceux obtenus chez la mme lign€e-té€moin infect&e sans cordycépine
(figure 28b). 1Ils sont trds &levés par rapport 3 ceux obtenus chez cette
méme lignfe infectée et inhibfe par la m&me concentration en cordycépine
mals 3 une pEriode post—-infection de | heure (figure 32b) et de 2 heures
(figure 33b). Par contre ces pourcentages sont encore inférieurs 3 ceux
notés chez l'autre lignée (L.d.) (figure 34a) soumise aux mémes conditions

physico-chimiques que la lignée d'E.s. (figure 34b).

Effet d'une période post—-infection de 10 heures sans cordycfpine

L. dispar

La figure 35a représente les cinétiques d'apparition des divers

ag viraux du VPC chez la lignfe de L.d. soumise 3 une concentration virale

4.0

en VPC de 10 DICTSU;’nl et 3 une concentration en cordycépine de

0.20 ug/ml 2 une période post=-infection de 10 heures,

Quelle que solt la période post-infection en cours, les pourcen-
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TEMPS D'INFECTION VIRALE SANS CORDYCEPINE: 10 HEURES

. 4.0
Concentration virale en VPC: 10 DICTSDIml

Concentration de la cordycépine: 0.20 ug/ml

Température: 28°C

Anti-intestin Anti-virus, __ _ Anti-polyddre.,
de larves infectées® purifieé - dissout .
A) Lymantria dispar B) Euxoa scandens

Figure 35

% de cellules marquées -

25 sg 5 5 50

Temps post—infection (heures)

Effet d'une période post-infection wvari&e sans cordycépine

sur les cinétiques d'apparition des divers antigénes viraux
du VPC d'E. scandens chez les lignées cellulaires de Lyman-
tria disEE} et d'Euxoa scandens suivies en immunoperoxydase.
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tages de cellules marquées pour ces divers ag viraux sont légdrement
inférieurs 2 ceﬁx observés chez la méme lignée cellulaire-té&moin infectée
sans cordycépine (figure 2Ba). Par contre ces pourcentages sont plus
ElevEs que ceux obtenus chez cette mfme lignée infectfe et inhibfe par la
méme concentration en cordyc€pine mals 3 une période post-infection de

6 heures (figure 34a).

Par exemple, au cours de la phase pré:oée d'infection, de 9 heu-
res 3 15 heures post-infection, le pourcentage de cellules marquées par
un sérum dirigé contre l'ensemble des ag viraux est de 22 3 30% alors que
celul de cellules marqufes par un sérum anti-virus passe de 12 3 47% et
que celul correspondant aux cellules marquées par un sé&rum anti-polyédre

s'&chelonne de 25 3 49%,

‘Plus tard, 11 survient une phase de fléchlssement l&gére des
pourcentages de cellules marquéfes pour ces divers ag viraux. Puls on ob-
serve une Etape de progression plus raplde mals régulidre delces pourcen=
tages attelgnant des pourcentages finaux.encﬂre plus &levé&s que ceux pré-
sentés 3 la figure 34a. Pulsque 61% des cellules sont marqu&es par un
sérum anti-intestin, que 60% des cellules le sont par un s&rum anti-virus
et que 58% des cellules le sont par un sérum anti-poly@dre 3 48 heures

post—infection.

E. scandens
La figure 35b représente les cinétiques d'apparition des divers
ag viraux du VPC chez la lignée d'E.s. soumise 3 une méme concentration

virale en VPC et 3 une m@me concentration en cordycépine 3 une m@me pério-
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de post-infection de 10 heures,

Quelle que soit la période post-infection en cours, les pourcen-—
tages de cellules marquées pour ces divers ag viraux sont inférieurs 2
ceux obtenus chez la m@me lignée-témoin infectfe sans cordycépine (figu-
re 28b). Et i1ls sont légé@rement plus €levés que ceux obtenus chez cette
méme lignfe infectfe et inhibée par la m&me concentration en cordycépine
mals 3 une période post-infection de 6 heures (figure 34b). Par contre
ces pourcentages sont inférieurs 3 ceux obtenus chez 1'autre lignée (L.d.)
(figure 35a) soumise aux mémes conditions physico-chimiques que la lignée

d'E.s. (figure 35b).

Effet d'une pé&rlode post-infection de 1B heures sans cordyc&pine

Lr disgir

La figure 36a représente les cinftiques d'apparition des divers
ag viraux du VPC chez la lignée de L.d. soumise 3 une concentration virale

en VPC de lﬁﬁ'n DICT et 3 une concentration en cordycépine de

50/ml
0.20 ug/ml 3 une période post-infection de 1B heures.

Quelle que soit la pé&riode post-infection en cours, les pourcen-
tages de cellules marquées pour ces divers ag viraux sont sensiblement les
mémes que ceux.ohservéu chez la méme lign€e-témoln Infect&e sans cordycé-
pine (figure 2B8a). Par contre ces pourcentages sont l&gdrement plus &le-
vés que ceux notfs chez cette méme ligné€e infectée et inhibé&e par la méme
concentration en cordyc8pine mais 3 une période post-infection de 10 heu-

res (figure 35a).

Par exemple, au cours de la phase précoce d'infection, de
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TEMPS D'INFECTION VIRALE SANKS CORDYCEPINE: 18 heures

Concentration virale en VPC: IDQ'D DICT
50/ml
Concentration de la cordycépine: 0.20 ug/ml

Température: 28%¢

. Anti-polygédre

de larves infectées’ purifié * dissout

8

10 -

Figure 36

A) Lymantria dispar B) Euxoa scandens
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Effet d'une période post—infection varige sans cordycépine
sur les cinétiques d'apparition des divers antigfnes viraux

du VPC d'E. scandens chez les lign&es cellulaires de Lyman-
. . - B T — - " ]
tria dispar et d'Euxoa scandens sulvies en immunoperoxydase.
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9 heures 2 15 heures post-infection, le pourcentage de cellules marqufes

par un sérum dirigé contre l'ensemble des ag viraux est de 21 3 35% alors
que celui de cellules marqufes par le sfrum anti-virus passe de 14 3 53%
et que celul correspondant aux cellules marquées par le sérum anti-poly2-

dre s'&chelonne de 26 3 55%.

Puls survient une phase de fl&€chissement des pourcentages de
cellules marqufes pour les ag assocl&s aux protfines polyfdriques et pour
les ag assocl€s aux capsldes virales pendant que ceux se rapportant aux ag

viraux dans leur ensemble s'€l2vent graduellement.

Finalement on observe une Etape de progression lente et régu-
li2re de ces pourcentages atteignant des pourcentages finaux Elevés puls-
que 63% des cellules sont marqufes par un sfrum anti-intestin, que 55% des
cellules le sont par un sérum anti-virus et que 59% des cellules le sont

par un sérum anti-poly2dre 3 48 heures post-infection.

E. scandens

La figure 36b représente les cinftiques d'apparition des divers
ag viraux du VPC chez la lignfe d'E.s. soumise 2 une méme concentration
virale en VPC et 3 une m@me concentration en cordycépine 3 une m&me p&rio-

de post—infection de 18 heures.

.12 aussi quelle que soit la pé&riode post=infectlon en cours, les
pourcentages de cellules marqufes pour ces divers ag viraux sont sensible-
ment les mfBmes que ceux observEs chez la mBme lignfe-tfmoin infectfe sans
cordyc&pine (figure 28b). Et ils sont lég2rement supfrieurs 3 ceux obser=

vés chez cette mEme lign€e infectée et inhibée par la méme concentration
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en cordycépine mals 2 une p€riode post-infection de 10 heures (figu-
re 35b). Par contre, ces pourcentages sont inférieurs 3 ceux observés
chez 1'autre lign€e (L.d.) (figure 36a) soumise aux m@mes conditions phy=-

sico-chimiques que la lign€e d'E.s. (figure 36b).

I11-2.2.4 Influence d'une infection mixte du type VPC-CIV chez
la lignée de {, fumiferana

En guise de résultats quantitatifs obtenus en Ip, les figures
37 A 39 représentent quelques cinftiques d'apparition des divers ag viraux
du VPC d'E.s. dépistés 2 l'alde des divers sérums 3 diverses concentra-

tions virales en VPC et en CIV chez la lignée cellulaire de C. fumiferana.

Plus précisément, on teste l'effet de la concentration virale en
CIV variée chez cette méme lignée cellulaire soumise en plus 3 une méme
concentration virale en VPC de 104.0 DICTsh /1. Les diverses concentra-
tions virales en CIV testfes sont de 0.05 UDO (figure 37a), de 0.10 UDO

(figure 38a), et de 0,50 UDO (figure 39a).

Aussi toutes ces expériences sont contr8lfes en mesurant 1'in-
fluence seule de la concentration virale en VPC (figures: 37b; 38b; 39b)
d'une part et celle de la seule concentration virale en CIV d'autre part
et ce, sans l'intervention de l'autre virus chez la lignfe de C.f.. Ce
dernier test ne donne aucun marquage quel que soit le sfrum conjugué

utilisé&,

De plus, les effets de ces Infections (simples ou multiples) 2
280C sont aussl sulvis par les deux m&thodes de détection (directe et

indirecte) 3 1'Ip (section III-2,2),
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Effet d'une concentration virale en VPC de lﬂ&'u DICT

et d'une autre en CIV de (.05 UDD

50/ml

La figure 37a représente les cinftiques d'apparition des divers
ag viraux du VPC chez la lign€e de C.f. soumise 3 une concentration virale

en VPC de lﬂ&'ID DICTSDfml et d'une autre en CIV de 0,05 UDO,

Quelle que soit la p&rilode post-infection en cours, les pourcen-
tages de cellules marquées pour les divers ag viraux du VPC d'E.s. chez
cette méme lign€e sujette 3 une infection multiple du type VPC-CIV (figu-
re 3?aj sont plus &levé&s que ceux obtenus chez cette méme lignée soumise 3

l'effet seul du VPC (figure 37b).

En fait pendant tout le cheminement des cinftiques dEmontrées 3
la figure 37a, on observe une progression lente et régulidre de ces pour-
centages attelgnant des pourcentages finaux peu ElevEés, Et ce pulsque 36%
des cellules sont marqufes par un s€rum anti-virus et que 39% des cellules
le sont par un s&rum anti-polyé&dre 3 96 heures* post=infection tandis que
40% des cellules le sont par un sérum anti-intestin 3 10Z heures post-

infection.

Effet d'une concentration virale en VPC de 10°°° pIcT

et
d'une autre en CIV de 0,10 UDO 50/ml

La figure 38a représente les cinftiques d'apparition des divers
ag viraux du VPC chez la lignée de C.f. soumise 3 une m&me concentration
virale en VPC mais 2 une concentration virale plus Elevé&e en CIV telle

.10 UDG.

* Résultats de pourcentages de cellules marqufes par les sfrums anti-
virus et anti-poly2dre sont manguants au-deld de 96 heures post-infec-
tion (figure 37a) dfis aux contaminations bact&riennes dans les puits au
cours de cette expérience.
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CONCENTRATION VIRALE EN CIV: 0.05 UDO

Concentration virale en VPC: 104'O DICT
50/ml
- o
Température: 28 °C
Anti-intestin - Anti-virus, _ Anti-polyeédre
de larves infectées® purifié dissout e Gedse
100
L]
[V}
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=]
o
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[
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0
3 50§
3 : A) Choristoneura fumiferana-(VPC-CIV)
—
3 B) Choristoneura fumiferana-
1 (VPC seul)
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Figure 37 Effet d'une infection mixte du type VPC-CIV sur les cinéti-

ques d'apparition des divers antigénes viraux du VPC
d'E. scandens chez la lignée cellulaire de Choristoneura
fumiferana suivies en immunoperoxydase.
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CONCENTRATION VIRALE EN CIV: 0.10 UDO

. . 4.0
Concentration virale en VPC: 10 DIETSUIml

Température: 28°¢

Anti-polyédre, _ .

Anti-intestin Anti-virus., _ _ _
de larves infectées’ purifié dissout '
100

A) Choristoneura fumifersna-(VpC-CIV)
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B) Choristoneura fumiferana-(VPC seul)
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-u.-..-l-'""'"I
.‘il.

1 de cellules marques
2

10

Temps post-infection (heures)

Effet d'une infection mixte du type VPC-CIV sur les cinétiques
d'apparition des divers antigénes viraux du VPC d'E.scandens
chez la lignée cellulaire de Choristoneura fumiferana sulvies

en immunoperoxydase.

Figure 38
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(Quelle que soit la période post—-infection en cours, les pourcen-—
tages de cellules marqufes pour les divers ag viraux du VEC dlEﬂi; chez
cette mEme lignée sujette 3 une infection multiple du type VPC-CIV (figu-
re 38a) sont encore plus ElevEs que ceux obtenus chez cette méme lign€e
soumlise 3 1'effet seul du VPC (figure 38b). Il en est de mé&me par
rapport 3 cette lignfe C.f. coinfectfe mais par une concentration virale

plus faible en CIV telle 0.05 UDO (figure 37a).

En fait pendant tout le cheminement des cinétiques démontrées 2
la figure 38a, on observe aussi une progression lente et réguliére de ces
pourcentages atteignant des pourcentages finaux ElevE&s, Pulsque 50% des
cellules sont marqu&es par un s€rum anti-virus & 102 heures” post-infec-
tion tandis que 55% des cellules le sont par un s€rum anti-intestin et
que 59% des cellules le sont par un s€rum anti-poly@dre & 140 heures post-
infection.

Effet d'une concentration virale en VPC de llZI'!"'[:I
et d'une autre en CIV de 0,50 UDO

DICTSG!ml

La figure 39a représente les cinétiques d'apparitlon des divers
ag viraux du VPC chez la lignée de C.f. soumise 2 une méme concentration
virale en VPC mais 3 une concentration virale trés E&levEe en CIV de

0.50 UDO,

*
Rfsultats de pourcentages de cellules marquées par le s€rum anti-virus
sont manquants au-deld de 102 heures post=infection (figure 38a) dils aux
contaminatlions bacté&rlennes dans les pults au cours de cette expérience,
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"CONCENTRATION VIRALE EN CIV: 0.50 UDO

4.0
Concentration virale en VPC: 10 DIGTSQIml

o
Température: 28°C
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Figure 39 Effet d'une infection mixte du type VPC-CIV sur les ciné-

tiques d'apparition des divers antigénes viraux du VPC
d'E. scandens chez la lignée cellulaire de Choristoneura

fumiferana suivies en immunoperoxydase.
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Quelle que soit la p€riode post-infection en cours, les pourcen-
tages de cellules marqu€es pour les divers ag viraux du VPC d'E.s. chez
cette mlme lign€e sujette 3 une infection multiple du type VPC-CIV (figu-
re 3%a) sont de beaucoup &levEs par rapport 3 ceux obtenus chez cette méme
lign€e soumise 3 1l'effet seul du VPC (figure 39b). Il en est de méme par
rapport 3 cette lignée C.f. coinfectfe mais par une concentration virale

plus faible en CIV telle 0.10 UDO (figure 38a),.

En fait pendant tout le cheminement des cinétiques démontrfes 23
la figure 39a, on observe une progression raplde de ces pourcentages de
cellules marquées pour les divers ag viraux du VPC d'E.s. au cours de la
phase précoce d'infection. Puls 11 se produit une phase de plateau de ces

pourcentages 3 des p&riodes post-infection plus tardives.

Les pourcentages flnaux de ces cellules marquées sont tras
Elevés pulsque BOX des cellules sont marqu&es par un s€rum antl-intestin
a 102 heures* post—infection tandis que 85X des cellules le sont par un
sérum anti-virus et que 83% des cellules le sont par un sfrum anti-

polvé@dre 3 140 heures post-infection.

Résultats de pourcentages de cellules marqufes par le sfrum anti-
intestin sont manquants au-deld de 102 heures post-infection (flgu-

re 3%9a) d0s aux contaminations bactfriennes dans les pults au cours de
cette expérience.
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III-3 Evaluation du nombre de polyd@dres du VPC d'E, scandens
chez trois lignées cellulaires d'insectes 3 divers temps
post=infection

La coloration histologique avec le bleu de m&thyl2ne (1%) nous
permet d'observer en microscopie optique les polyddres cytoplasmiques du
VPC d'E. scandens chez les lign€es cellulaires d'E.s., de L.d. et de C,f.

cultives et infect@es in vitro (section I1I-2.0).

La figure 40 représente la lignfe de L.d. soumise 3 une concen-
tration virale en VPC de lﬂs'ﬁ DICTSﬂllrml 4 7 jours post-infection., On
remarque l'aspect hypertrophié de ces cellules infectfes., A noter la
forme cubique des poly@dres de dimensions varl&es dans le cytoplasme de
ces mémes cellules. On note aussi que le nombre de polyddres diffare
d'une cellule 3 1'autre., Une telle observation au microscope optique
démontre donc la prEsence des polyddres intracytoplasmiques du VPC d'E,s.
chez cette lign€e cellulaire (L.d.). Aussi cela nous permet d'évaluer le
nombre de ces polyd&dres intracytoplasmiques chez ces troils lignées

cellulaires ensemencées sur microplaque et infectfes par le VPC et/ou le

CIV 3 divers temps post-infection.

En effet, le pourcentage de cellules contenant des polyddres (%)
et la moyenne de poly2dres par cellule ayant des polyddres (m) sont
mesurés 3 divers temps post-infection chez les lign€es de L.d. et d'E.s.
soumises 2 une infection simple au VPC (tableau 10) et chez celle de C.f.
atteinte d'une infection multiple du type VPC-CIV (tableau 11). Les
résultars incluent dans ces deux tableaux sont l'objet d'observations

menées au microscope inversé 3 200 X,
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L __
*

Cellules de la lignée de L.d. infectées

augcaune concentration virale en VPC de

10 DTCTSﬂIml 4 7 jours post-infection

(grossissement de 1350 X).

Idem 3 la figure du haut sauf le champ
cellulaire est différent.

Figure 40 Coloration histologique au bleu de m&thyléne des
cellules de la lignfe de Lymantria dispar.




Tablaau 10

Froduction de polyddres du VPC d'E. scandens

chez les lignfes cellulaires d'inssctss de L%td? dlspar et d'Eunca scandens
4 divers temps post-infection

Lymantria dispar (%) Euxoa scandens (®)
28 hrs 28 hrs 48 hrs 72 hrs 96 hes 120 hes 24 hrs 28 hrs 48 hrs 72 hem 96 hra 120 hee
Z a X a I = I @m % =m I m I = I m I w I m I ® I
Concentrations Concentratlons Péricdes Températures
virales en VPC de cordycépine post=infection d"iecubacion
sans cordycEpine

1027 prer o e o
ml.? - 50/ al HE no no no :: o ne
“":': ) :: = :: :: : no no no
0, - = - - me 43 10.% 4T 7.4 52 9.0 78 9.6 no me 40 4.7 46 6.8 eb 70 6,3
e 2 - uo s 75 15.6 ae no 72 12.1

4.0
mi-ﬂ - 0.10 ug/ 1 heurs | - ae e 35 §.8 ne no 24 k.0
Iuhu 0.30 = 1 - . - (1] () T l...,ﬂ — B ne
o - 0.40 -~ 1 - - 8o no ae na bl bt

4. .
10 0 0. - 1 heures | - ne e & 1.5 o wo 4 1.2
10°0 0.20 - £ - 28 - 12 2.2 o o 7 LS

a - - no re - &

ml.g 0.0 - o - = - no Bs 14 1.8 17 2.8 b 36 3.4 Be oe 8 3.0 16 2.0 b ;: :;
o ) 0.20 . - L - e e 17 2.2 20 3.0 cb &6 2.5 o me 15 L3 21 2.0 b .

.0 .
0,0 ° 0~ 5 ne s - o w
o, o ° 18 - s se S5 2.0 no ae -2
“'q._n m- 5o oo &1 9.5 - mo 39 Ly
19,0 - - . se 13 L1 o e 12 1.2
o ° - 8o no e o - -

Légende :

mno ! soo-—observable.
b 1 contamination bactérienne (pas de vésultats).

£ : l= pourcentage de cellules contemant des polyldres s'effectue sur
un toral da 100 cellules par chasp :llluh:tt. —
L enoe de polyddres par cellule ayant des po e
" .:d-:::ru- .pur':n total de 3 cellules par chasp cellulaire.

{*) Les cellules de L.d. ec 4°E.». ensemencées sur microplaque #'obsecvent au
sleroscope invers# 4 200 x.



Tableau 11

Production de polyédres du VPC 4"E. scandens
chez la lignée cellulaire d'insecte de
Choristoneura fumiferana & divers temps post-infection

&
Choristoneura fumif Ernnn{ !

4B hrs | 70 hra

24 hrs 30 hrs 75 hra 8 TI'I!:'«! 96 hra 102 hre 140 hrs
I m I m I m | I m I m 1 m I = m i
——— S— — -
Concentrations Concentrations TempEratures
wirales virales d"incubation
en VPO en CIV
10" ' I:II:I]'.II.".'I.' 8% oo oo ns no 1] o f o o
50/ml
10*-%o1cTso/m 0.05 UDO 2% no no no & 3.2 6 7.5 7 7.0 9 8.3 10 B.O ch
1Dﬁ'ﬁ1}1m5nh1 0. 10 uDo 2% no na no 5 9.6 10 6.8 10 B.9 15 11,2 15 10.% U6 15.2
J.Ua'aDIC'L‘snfml .50 Do 28°¢ 7 2.0 B 3 12 3.6 14 5.6 16 B.R 16 7.0 19 6,1 20 1.0 B 15.1
Légende
n = non-obaervable .

ch =

contamination bactérienne (pas de résulcacs),

() Les cellules de C.f. ensemencées sur microplaque s'observent au microscope invers€ & Z0OX.

le pourcentage de cellules contenant des polyddres s'cffectue sur un toral de 100 cellules par champ cellulaire,
la moyenne de polyddres par cellule ayant des polyddres s'effectue sur un total de 30 cellules par champ cellulaire.
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En premier lieu, le tableau 10 compare entre les lignées de L.d.
et d'E:E, ces deux sortes de mesure représentées respectivement en valeur
de % et de m, et effectufes pour les temps post—infection de 24 heures,

28 heures, 48 heures, 72 heures, 96 heures et 120 heures. 51 on se référe
au tableau 10, les polyd@dres du VPC d'E.s. ne se détectent pas chez
ces lignfes Infectfes avec ce VPC 3 24 heures et 28 heures post-infection

et ce, tels que scolent les paramétres physico-chimiques en cours.

En ce qui se rapporte 3 1'effet de la concentration de ce VPC,
les pourcentages de cellules contenant des poly@dres au cours de certaines

heures post—infection (48 heures; 72 heures; 96 heures; 120 heures) sont

sensiblement les m@mes chez ces deux lignfes soumises 3 28o0C 2 de mémes

concentrations virales en VEPC (lﬂa'ﬂ DICTSG!ml; lﬂﬁ'? DICTSGImI}' Cepen—

dant, les moyennes de poly&dres par cellule ayant des poly&dres sont
sdpériEures chez la lign€e de L.d. soumise 3 ces deux concentrations
virales en VPC par rapport 3@ 1l'autre lignfe., Par exemple, on note une
moyenne de 10,9 polyddres par cellule ayant des poly2dres chez L.d.
comparativement 3 4.7 poly@dres par cellule ayant des polyddres chez E.s.

soumises toutes les deux 3 une concentration virale en VPC de

ID&'0 DIETSGIml a4 4B heures post-infection, A4 noter qu'd des concentra-
0.7 2.7 3.7
- 'I - .
tions virales plus faibles (10 DICTSDIml’ D cTSD!ml’ 10

DICTSD!ml]’Dn ne détecte pas de polyddres intracytoplasmiques 3 ce méme

10

temps post=infection tant chez l'une que chez 1'autre lignée infectée.
L'effet de la concentration en cordycépine. agit aussi sur la
production de poly28dres dans le cytoplasme de la lignéfe L.d. soumise 3 une

méme concentration virale en VFC (lﬂh‘ﬂ DICTSD! 1} et 3 une concentration
. m
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en cordycépine variée (0.10 ug/ml; 0,20 pyg/ml). En fait une concentration
de cet inhibiteur de 0.20 ug/ml (%: 7; m: 4.0) entratne une baisse plus
forte de la production de poly2dres du VPC chez cette lignée (L.d.) par
rapport 3 une concentration de ce m#me inhibiteur plus faible telle

0.10 pg/ml (%: 35; m: 4.8) et ce, 3 4B heures post-infection. A noter
qu'on ne détecte plus de poly2dres intracytoplasmiques chez la lignée de
L.d. inhib&e avec une concentration en cordycfpine de 0,40 pg/ml et chez
1'autre lignée (E.s.) inhibfe de m@me mais avec des concentrations de
0.20 pg/ml et de 0.40 pg/ml et ce, 3 un méme temps post-infection

(48 heures).

L'effet d'une période post-infection varlée sans cordycéplne
influence €également la baisse de la production de polyddres intracytoplas=-
miques chez ces deux m8mes lignfes cellulaires infectfes par une méme
4,0

} et traltées avec une méme

concentration virale au VPC (10 DICT

50/ml
concentration en cordycépine (0,20 pg/ml) (tableau 10). A vral dire, au
cours de certaines pfriodes post-infection sans cordycépine (10 heures;

18 heures), on observe une baisse de cette production de polyddres plus
forte chez ces deux lignfes 2 des temps post-—infection courts (4B heures;
72 heures) gqu'd un temps post-=infection tardif tel 120 heures. Lors de
ces p&riodes d'infection courtes, les deux types de mesure (& et m) sont
sensiblement les m@mes tant chez 1'une que chez l'autre lignfe. Cependant
4 120 heures post=infection, la baisse de la production des poly@dres est
. plus forté chez la lign€e d'E.s. par rapport 2 l'autre lignée (L.d.).
Finalement 3 des pfriodes post-infection sans cordyc@pine de 2 heures et

de & heures, la baisse de la production de ces polyédres est trés impor-

tante chez ces deux mEmes lignfes infectfes 3 48 heures post-infection.
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L'effet de la tempfrature influence aussi la production de
polyddres intracytoplasmiques chez ces deux mfmes lignfes soumises 3 une

mfme concentration virale en VPC (104.0 DICTSG}mIJ* A vrai dire les

cellules de ces lignfes infectfes et incubfes 3 des temp&ratures supé-
rleures (329C) ou inf&rieures (18°C) A 28°C ont des taux de production
de poly2dres tr@s inférieurs 3 ceux notés chez ces deux m@mes lignées
incubfes 2 289C et ce, pour un temps d'infectlon de 48 heures (ta=
bleau 10). Aux tempBratures de 1u°c et de HTDE, on ne détecte pas de
poly2dres intracytoplasmiques 3 ce m@me temps post=infection (48 heures)

chez ces deux m8mes ligné€es.

En second lieu, le tableau 1l indique les donnfes respectives
aux deux types de mesure (¥ et m) 3 partir de la lignfe de C. fumiferana
atteinte d'une infection mixte du type VPC-CIV. Premi2rement, les
pourcentages de cellules contenant des poly3dres augmentent au fur et a
mesure que le temps post-infection devient important et ce, quelle que
soit la concentration virale en CIV impliquée (0.05 UDO; 0.10 UDO; 0.50
UDO) pour une mfme concentration virale en VPC (104.0 DIGTSD!nl}-
Cependant il est 3 son plus haut taux (48%) lorsque cette lignée est
soumise 3 une concentration trds ElevEe en CIV (0.50 UDO) et A cette méme
concentration virale de VPC 3 un temps post-infection trds tardif tel 140
heures, Ces m@mes pourcentages augmentent aussi au fur et 3 mesure que la
concentration virale en CIV devient importante et ce, pour les divers

temps post-infection,

En ce qul se rapporte aux valeurs de moyennes de poly2dres par

cellule ayant des poly@dres, elles sont faibles 3 des temps post=infection
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courts (24 heures; 30 heures; 48 heures) chez cette lignfe (C.f.) atteinte
d'une double infection dont la concentration virale en CIV est trés Elevée
(0.50 UDO). A des temps post-infection intermédiaires et tardifs, ces
valeurs s'€l2vent graduellement. Sous l'effet de cette méme Infection
mixte dont la concentration virale en CIV est 5 fois plus faible

(0.10 UDD), les valeurs de moyenne de polyd@dres par cellule ayant des
polyddres y sont sensiblement les m@mes, Sous l'effet d'une concentratiom
virale en CIV 10 fois moindre (0.05 UDO) ces mBmes valeurs y sont infé&-

rieures dans la majorité& des cas,

I1 est bon de souligner que l'on ne détecte pas de polyédres
intracytoplasmiques chez la lignée de C.f. soumise 2 une simple infection
avec le VPC quel que solt le temps post-infection en cours. Ceci dit méme

3 140 heures post-infection.
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I11-4. Traitements informatisés des cinétiques d'apparition
des divers ag viraux du VPC d'E.s.

L'analyse PROBIT est utilisée pour traiter les diverses cinéti-
ques d'apparition des divers ag viraux du VEC d'E.s. chez les lignées de
L.d., d'E.s. et de C.f. soumises chacune 2 des conditions physico-chimi-
ques particuliéres. Pour 1l'ensemble des analyses effectufes, on dresse
une s&rie de tableaux compilatifs des temps post-infection ol 1'on obtient
en culture de tissus 50% et 95% de ces cellules d'insectes marqufes 3
1'Ip, & diverses tempfratures d'incubation, concentrations de virus,
concentrations de cordycEpine et lignées cellulaires (tableaux 12 & 17

inclusivement ).

On dresse aussi un tableau compilatif des doses infectieuses de
CIV en densit& optique donnant en culture de tissus 530% et 95% des
cellules marquées de méme 3 1'Ip chez la lignée de C. fumiferana soumise 2

une infection multiple du type VPC-CIV (tableau 18),

I11-4.1 Variation de la concentration du VPC

Le tableau 12 compile les valeurs des temps post-infection od
1'on obtient en culture de tissus 50% et 95% des cellules marquées 3 1'Ip
par divers sérums chez L. dispar et E. scandens soumises A diverses

. ) 4.7
concentrations en VPC (lﬂj'? DIETSDIml; ll.TJ‘!II 0 DICTSUIml' 10 DIGTSD!ml}'

Quel que soit le sfrum conjugu€ impliqué, on constate que les
temps post-infection o 1'on obtient le marquage 2 1'Ip de 50% et de 95%

des cellules de L.d. ou d'E.s. sont plus courts 3 une concentration

4o

infectante en VPC tras &levée (10 DICT ).

50/ml



Tableau 12

Temps post-infection oii 1'on obtient en culture de tissus
50% et 957 des cellules marquées a 1'Ip par divers sérums
chez L. dispar et E. scandens infectées par du VPC 3
diverses concentrations en VFC

Anti-intestin Anti-virus Anti-polyédre
de larves purifis dissout
infectées

Lignées cellulaires Concentrations TPI 50% TPI 95% TPI 50% TPI 957 TPI 50% TPI 95%
d'insectes en VPC
10+ Tp1ct 29 746 415 488,467
. 50/ml ’ 535 2,581
: 4.0
. di
L. dispar 10 -DICTSGfml 18 107 20 195 15 206
4.7
10 DIGTSDIml i 10 96 14 73 11 115
102" Tprer 102 6,431 114 2,387 56 227
50/ml ’ ’
4.0
E.
E. scandens 10 DIETSGIml 27 364 24 357 26 372
10% Tp1er 14 259 13 85 14 64
50/ml
. TPI ¢ temps post-infection en heures.

. DICTEwml : dose responsable de 1'infection de 50Z des cellules cultivé@es en culture de tissus.
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(Quelle que soit la concentration en VPC impliquée, on constate

dans la majorité& des cas que:

o les temps post-infection ol 1'on obtient le marquage 2 1'Ip
de 50% et de 95X des cellules de L.d., par le sérum anti-
intestin de larves infectfes au VPC sont plus courts par
rapport 3 ceux obtenus pour les s&rums anti-virus purifié et

anti-polyé&dre dissout.

o les temps post-infectlion od 1l'on obtient le marquage 2 1'Ip
de 50% et de 95% des cellules d'E.s. par le sérum anti-
polyédre dissout sont plus courts par rapport aux deux autres

sérums conjuguéfs,

II11~4,2 Variation de la tempfrature d'incubation

Le tableau 13 compile les valeurs des temps post-—infection ol
1'on obtient en culture de tissus 50% et 95% des cellules marques 2 1'Ip
par divers sfrums chez L. dispar et E. scandens soumises 3 une concentra-
4,0

et pour diverses tempEratures d'incubation

tion en VPC de 10 DICT

50/ml
(10°¢; 18%; 28%; 32°¢; 37°%C).
Quel que soit le sfrum conjugué impliqué, on constate dans la
majorit& des cas que les temps post-infection ol 1l'on obtient le marquage
a 1'Ip de 50% et de 95% des cellules de L.d, ou d'E.s. sont plus courts a

une temp8rature d'incubation de 28°¢C.

Quelle que soit la températﬁre d'incubation impliquée, on

constate dans la majorité des cas que les temps post-infection o 1l'on



Tableau 13

Temps post-infection oli 1'on obtient en culture de tissus 50% et 95%

des cellules marquées & 1'Ip par divers s&rums chez L. dispar et
E. scandens infect&es par du VPC 3 une concentration en VPC de
104.0 DICT50/ml et pour diverses

températures d'incubations

Anti-intestin Anti-virus Anti-polyddre
de larves purifis dissout
infectées

Lignées cellulaires Températures TPL 50% TPL 95% TPI 502 TPI 952 TPI 507 TPI 95%
d'insectes d'incubation
10% 125 2,360 97 1,297 121 2,712
18°% 58 756 48 504 59 1,516
L. dispar 28% 25 265 22 210 20 263
32% 56 968 34 381 42 759
37% 48 886 33 470 30 283
10% 50 224 47 184 541 20,076
18% 108 1,621 34 127 74 935
E. scandens 28°¢ 33 341 28 355 27 377
32% 38 139 43 180 50 475
37°% 47 570 32 118 50 576

. TPI: temps post-infection en heures.
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obtient le marquage & 1'Ip de 50% et de 95% des cellules de L.d. ou d'E.s,
marquées par un s&rum anti-virus purifié& sont l&g@rement plus courts par

rapport 3 ceux obtenus pour les s&rums anti-intestin de larves infectées

et anti-polyédre dissout,

ITI-4.3 Variation de la concentration de cordycépine

Le tableau 14 compile les valeurs des temps post-infection oil
1'on obtient en culture de tissus 50% et 95% des cellules marquées 3 1'Ip
par divers sfrums chez L. dispar et E. scandens soumises 3 une concentra-
4, [
tion en VPC de 104.0 DICTS0/ml et 3 diverses concentrations de cordycEpine

(0.10 vg/ml; 0.20 vug/ml; 0.40 ug/ml) appligquées & 1 heure post-infection.

Juel que solt le s&rum conjugu& impliqué, on constate dans la
majorité des cas que les temps post-infection ol 1'on obtient le marquage
a2 1'Ip de S0% et de 95% des cellules de L.d. ou d'E.s. sont plus longs 2
une concentration forte en cordycépine (0,40 ug/ml)., Cependant dans la
totalité des cas, les valeurs de ces temps post—infection sont plus

courtes 3 une concentration faible de ce méme antibiotique (0.10 ug/ml).



Tableau 14

Temps post—infection oi 1l'on obtient en culture de tissus 501 et 951
des cellules marquées 3 1'Ip par divers s€rums chez L. dispar et
E. scandens infect@es par du VPC 3 une concentration en VPC de
N 10%-Y DICTq /0y et d diverses concentrations de
turgycgbine appliquées 3 1 heure
post-infection

Anti-intestin Anti-virus Anti-polyédre
de larves purifié dissout
infectées

Lignées cellulaires Concentrations TPI 50% TPI 957 TPI 502 TPI 957 TPI 50Z TPI 95%
d'insectes de cordycépine
d 1 heure
post=infection
0.10 wg/ml | 48 957 31 699 28 606
L. dispar 0.20 ug/ml 160 4,083 88 1,200 78 1,225
0.40 ug/ml 396 13,560 361 10,466 215 4,731
0.10 ug/ml 52 870 i1 334 33 358
E. scandens 0.20 ug/ml 141 1,411 381 20,161 836 202,170
0.40 ug/ml 709 19,794 607 17,416 548 19,127

. TPI: temps post-Iinfection en heures.
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IT11-4,4 Variation de la période post-infection sans cordycépine

Le tableau 15 compile les valeurs des temps post—infection oi
1'on obtient en culture de tissus 50% et 95% des cellules marquées 3 1'Ip
par divers sérums chez L. dispar et E, scandens soumises 3 une concentra-

tion en VPC de lﬂﬁ'u

DICTSﬂ!ul et 3 une concentration de cordycéplne de
0.20 ug/ml appliquée 2 divers temps post-infection (1 heure; 2 heures;

6 heures; 10 heures; 18 heures),

Quel que soit le sérum conjugué impliqué, on constate dans la

majorité des cas que:

o les temps post-infection ol 1'on obtient le marquage 2 1'Ip
de 50X des cellules de L.d. ou d'E.s., sont plus courts si la

cordyc€pine est appliqu€e 2 un temps post-infection long.

o les temps post-infection ol 1'on obtient le marquage 3 1'Ip
de 95% des cellules de L.d. ou d'E.s. sont trés variables
selon le temps post-infection sans cordyc&pine &coul&. Par
exemple, chez les cellules marqufes par le sfrum anti-
intestin de larves infectfes on note les valeurs des temps
post-infectiun pour obtenir 95% de marquage les plus Elevées
chez L.d. 2 un temps post-infection de 1 heure sans cordycé-
pine {TPI* 95%: 4,083) bien qu'il soit 3 10 heures chez E.s.

(TPI 95%: 18,894).

* TPI: temps post=infection en heures.



Tableau 15

Temps post-infection ol 1'on obtient en culture de tissus 507 et 95%
des cellules marquées a 1'Ip par divers sérums chez L. dispar
et E. scandens infect&es par du VPC 3 une concentration en
VPC de 104:0 DICT509/p1 et @ une concentration de
cordycépine de 0.20 ug/ml appliquée a
divers temps post-—infection

Anti-intestin Anti-virus Anti-polyédre
de larves purifieé dissout
infectées

Lignées cellulaires  Période post- TPI 507 TPI 95% TPI 507 TPI 95% TPI 50%Z TPI 95%

d'insectes infection sans

cordycépine

1 heure 160 4,083 88 1,200 78 1,225

2 heures _ 61 745 77 1,215 50 657

L. dispar 6 heures 33 331 34 502 39 653

10 heures 41 1,903 31 1,624 30 2,397

18 heures 36 970 30 4,146 22 4,373

1 heure 141 1,411 381 20,161 836 202,170

2 heures 94 1,250 2Q2 11,402 406 110,473

E. scandens 6 heures 76 2,773 47 1,089 32 369

10 heures 115 18,894 65 7,338 69 60,413

18 heures 56 1,979 46 2,517 40 3,403

. TPI: temps post-infection en heures.
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III- 4.5 Variation du temps post-infection

Le tableau 16 compile les valeurs des temps post-infection en
culture de tissus donnant 50% et 95% des cellules marquées 2 1'Ip par
divers s€rums chez L. dispar et E, scandens soumises 3 une concentration
en VPC de lﬂﬁ'D DICTSﬂ!nl et 3 une concentration de cordycfpine de
0.20 pg/ml pour certains temps de lecture post-infection (15 heures et

24 heures),
Quel que soit le s&rum conjugué impliqué, on constate que:

o les temps post-infection oll 1'on obtient le marquage 3 1'Ip
de 50% des cellules sont plus courts chez la lignéfe de L.d.
par rapport 3 l'autre lignée (E.s.) que ce soit 3 15 heures

ou 24 heures (heures de lec:uré des ré&sultats).

o les temps post—infection o@l 1'on obtient le marquage 2 1'Ip
de 95% des cellules sont plus courts dans la majorité des
cas chez la lign€e de L.d. par rapport 2 l'autre lignfe aux
mBmes temps de lecture post-infection, A vral dire, les
valeurs correspondant 3 95) de marquage sont moindres chez
cette dernidre lignée (E.s.) 3 un temps d'observation post-
infection de 24 heures auquel les cellules de cette lignée
sont marquées 3 1'Ip par les s€rums anti-intestin de larves

infectfes et anti-poly2dre dissout.

I1I-4.6 Variation de la concentration du CIV

Le tableau 17 compile les valeurs des temps post-infection ol



Temps post-infection ot 1'on obtient en culture de tissus 50% et 95%
des cellules marquées a 1'Ip par divers sérums chez L. dispar
et E. scandens infecté&es par du VPC 3@ une concentration en

Tableau 16

VPC de 104.0 DICT50/ml et & une concentration de

cordycépine de 0.20 ug/ml pour certains
temps de lecteur post—infection

Anti-intestin . Anti-virus Anti-polyédre
de larves purifie dissout
infectées

Lignées cellulaires Temps de lecture TPI 507 TPI 95% TPI 507 TPI 95% TPI 50% TPI 957
d'insectes post-infection
L. dispar 15 heures 60 17,087 13 1,894 11 858
24 heures . 20 15,311 17 1,967 14 3,027
E. scandens 15 heures 69 19,172 27 2,801 24 6,264
24 heures 35 5,752 33 9,703 16 855

. TPI:

temps post—infection en heures.



Tableau 17

Temps post—infection oli 1'on obtient en culture de tissus 507 et 95Z
des cellules marquées a 1'lp par divers sérums chez C. fumiferana
infectée par du VPC 3 une concentration en VPC de 10%- DIET5g;mf

et 3 diverses concentrations en CIV

Anti-intestin Anti-virus Anti-polyédre
de larves purifia dissout
infectées

Lignée cellulalre Concentrations TPI 50% TPI 95% TPI 50% TPI 95% TPI 507 TPI 95%
d'insecte en CIV
0.05 UDD 266 11,417 328 39,060 187 6,121
C. fumiferana 0.10 UDO 157 23,268 126 11,207 82 3,649
.50 UDO i1 345 34 247 32 317

. TPI: temps post-infection en heures.
. UDDO: unité de densité optique (280 mm).
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1'on obtient en culture de tissus 50% et 95% des cellules marqufes 2 l'Ip.

par divers sérums chez C. fumiferana soumise 3 ume concentration en VPC de

104.0 DICT5h/m) et 3 diverses concentrations en CIV (0.05 UDO; 0,10 UDO;
0.50 UDO).

Quel que soit le sérum conjugué impliqué, on constate que les
temps post=infection ol 1'on obtient le marquage 2 1'Ip de 50% et de 95%
des cellules de C.f. sont plus courts 3 une concentration forte en CIV
(0.50 UDD), Suite 3 1l'effet d'une telle concentration virale en CIV, on
note que les valeurs de TPI 50% sont semblables quel que solt le sérum
impliqué, celles de TPI 95% sont &galement du m@me ordre de grandeur.
Cependant 3 des concentrations plus faibles en CIV (0.05 UDO et 0.10 UDO),
on constate que les temps post-infection oll 1'on obtient le marquage 2
1'Ip de 50% et de 95% des cellules de cette m8me lignée (C.f.) par un
sérum anti-polyddre dissout sont plus courts par rapport 2 ceux obtenus

pour les deux autres sfrums (anti-intestin et anti-virus).

Le tableau 18 compile les vnlﬁurs de doses infectieuses de CIV
en densit€ optique donnant en culture de tissus 50% et 95I des cellules
marquées 3 1'Ip par divers sérums chez la lignée de C.f. soumise 2 une
méme concentration en VPC (10%4.0 DICTgh/m1) et 3 diverses concentrations

en CIV et 3 un temps de lecture post-infection de 48 heures,

Les doses infectieuses de CIV pour lesquelles on observe le
marquage 3 1'Ip contre les ag viraux du VPC de 50% des cellules de C.f. a
un temps de lecture.post—infection de 4B heures sont sensiblement les
mémes quel que soit le sérum conjugué impliqué. Tl en est de m@me en ce

qui se rapporte aux valeurs des doses permettant d'obtenir 95% de marquage



Tableau 18

Doses infectieuses de CIV ol 1'on obtient en culture de tissus
507 et 957Z des .cellules marquées d 1'Ip par divers sérums
chez C. fumiferana infectée par du VPC i une concentration

en VPC de 104.0 DICTs5G/r,1 et & un temps de lecture
post—infection de 48 heures

Anti-intestin Anti-virus Anti-polyédre
de larves purifié dissout
infectées

Eignée cellulaire Temps de lecture DICT 507% DICT 957 DICT 50% DICT 95% DICT 507 DICT 95%
d'insecte post-infection

C. fumiferana 48 heures 0.247 5.58 0.211 4.45 0.198 5.34

. DICT (507 et 95%): dose infectieuse de CIV en densité optique donnant 507 et 957 des cellules

marquées a 1'Ip.
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2 1'Ip chez les cellules de cette m8me lign€e soumises aux mémes condi-

tions physico-chimiques.



Chapitre IV

Discussions et Conclusions




IV=1, Tests d'Ouchterlony

D'aprés le tableau 19 donnant les résultats des tests immunolo-
giques en Ouchterlony présentfs 3 la section III-l., on conclu que les
divers sfrums non-absorb&s utilisés lors de la technique 2 1'Ip au cours
de ce projet d'&tude sont conformes 3 la rdgle immunologique de la spéci-
ficité, En effet, les divers sfrums non-absorb&s (anti-intestin de larves
infectfes, anti=-virus purifié, anti-poly@dre complet et anti=polyddre
dissout) présentent des affinités particulidres ou non avec les consti=-
tuants antigéniques de la larve d'E.m. et/ou du VPC d'E.s. proprement
dit, Cependant, il importe de noter que ces mémes sérums non-absorbfs ne
r€agissent nullement contre les cellules non-infectfes des diverses
lignfes cellulaires d'insectes (L.d.; E.s.; C.f.) &tudifes dans ce

travail (tableau 19).

Aussl cette technlque d'Ouchterlony nous permet de démontrer la
spécificité rfelle de ces mfmes sfrums (non-absorb&s et absorb&s) envers

les constituants antigéniques larvaires et/ou viraux.

D'abord, le sfrum anti-intestin de larves infectfes non-absorbé
réagit autant avec les constituants antigéniques de la larve d'E.m, saine
et lyophilis&e qu'avec ceux du virus de la polyfdrose cytoplasmique (VPC).
Ce méme s€rum une fols absorb& ne rfagit qu'avec les constituants antigé-
niqugs de ce méme VPC pulsque le procfd€ d'absorption entre ce sfrum et la
larve d'E.m. saine (lyophilisfe) a permis d'enlever compl@tement les IgGs
spcifiques aux ag larvaires., En effet aprds absorption, il n'y a plus
aucune réaction envers l'extralt de larves saines en Ouchterlony bien que

des rEacttnns subsistent contre 1l'extrait de larves infectées.



Tableau 19

Analyzes des réactlons séro—immunclogiques d'Ouchterlony entre divers sérums
non-absorbés et absorbés, et divers extraits ou solutions

Extralts Solutions
Extraits Extraits Extralts Milieu de | Tampon PBS
de cellu- | de larves | de larves culture de| sans l!]£|.l1312
les d'E.m. 4"E.m. in- Grace
(L.4.,E.5.| saines et | fectées
C.£.3 lyophili-
séesg

- Anti-intestin de larves in- - + +

i fectées

&

= Anti-virus purifis - * *

i

e

e Anti-polyédre complet - - +

a Anti-polyédre dissout - *

v

w S&rum normal -

o Anti-intestin de larves - '

s infectées

5

= Anti-virus purifieé - -

E Antl-polyidre complet - s - -

Wl .

& Antl-polyidre dissocut - pas fait

]

a2 Milieu de culture de Grace * -

=]

a

- Tampon PBS sans E‘.a{:lz - -

3

Légende: +: réactlon positive

—=: rEaction négative



256

Le sérum anti-virus non—absorb€ rfagit autant avec les consti-
tuants antigéniques de la larve d'E.m. saine ou infectée, A 1'&tat ab-
sorbé, ce dernier sérum ne réagit plus ni avec les constituants antigéni-
ques de cette mEme larve saine, ni avec ceux de cette mEme larve infectée.
Dane le dernier cas négatif, i1 aurait fallu concentrer le s&rum absorbé

{anti=VPC 1/10) avant de le tester en Ouchterlony.

En ce qui se rapporte au sfrum anti-poly@dre complet non-absor-
b&, ce dernler ne ré&agit pas avec les constituants antigéniques de la lar-
ve d'E.m. saine et lyophilisfe quoiqu'il réagit avec ceux de cette méme
larve infectée, Aussi ce dernler sfrum absorb& démontre toujours une af-
finité particulilre envers certains constituants antigéniques présents
dans cette méme larve infect&e sans nul doute principalement les consti-
tuants antigéniques ﬁes polyédres. Il en est de mEme pour le s&rum anti-
polyédre dissout non—-absorb& envers les extrailts de larves saines et in-
fectfes, A 1'Etat absorb&, il est &vident que ce dernier sfrum ne ré&agis-
se pas non plus avec l'extrait de larve saine, Le test lmmunclogique
entre ce m&me s€&rum absorb& et l'extrait de larves infectfes n'a pas &té

fait puisque le volume de ce dernier sé&rum &talt restreint.

fussi par la technique d4'Ouchterlony, on procdde A certains
contrdles., Entre autres, la présence de ré€actions immunologliques nulles
entre le sfrum normal non—-absorb& et 1l'extralt de larves d'E.E. infec-
tées. Il en est de mEme entre le tampon PBS sans CaCl2 et les extralts de
cette méme larve saine et Infectfe, Aussi i1 ne se présente pas non plus

de rfactions immunologiques entre ce méme tampon et le s&rum anti-polyédre

complet absorb&, Il ne se pré&sente non plus aucune r&action entre ce der—
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nier sfrum non-absorb& et le milieu de culture de Grace. Cependant, il
s'est dfmontré toutefois de faibles rfactions positives entre ce milieu de
culture de Grace et l'extrait de larve d'E.m. saine, cela s'expliquerait
par un phénoméne de pré:ipitafiun des prot&ines par les sels de ce milieu
au cours de la période d'incubation; de plus ces lignes n'ftalent pas net-
tes contralrement aux lignes de préecipitations immuno-spBeifiques, Aucune
réaction cependant entre ce milieu de culture et 1l'extralt de larves

infectfes n'est dfcelée.

A la suite de telles analyses immunologiques concluantes, on
peut ainsi appliquer les divers sérums non—-absorbés spfcifiques aux divers
ag viraux du VPC d'E.s. sur les divers syst@mes cellulaires-virus &tudiés
dans ce projet d'&tude via 1'Ip puisqu'il n'y a aucune rfaction immunolo-
glque non-spé€cifique de ces divers sfrums non-absorb€s envers les consti-
tuants des cellules non—infect&es des diverses lignfes cellulaires d'in-
sectes, Et que ceux=cl r&agissent Bpécifiquenept contre certains consti-
tuants antigéniques d'origine virale telles que démontrfes par les réac-

tions des sfrums absorbés.

IV-2, Choix des fixateurs

Avant 1l'application de la technique A 1'Ip employfe dans ce tra-
vall sur les syst@mes cellulaires infectés ou non, il importe de détermi-
ner les mellleures conditions de fixation en relation avec la préservation
de la structure des diverses cellules (L.d.; E.s.; C.f.) et de celle de
1'antigénicité du virus (VPC d'E.s.). Aussi, il semble opportun de sou-

ligner que le type de fixateur, sa concentration, la température ol s'ef-
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fectue la fixation et le temps d'application du fixateur, sont des para-
métres physico-chimiques devant &tre précisés en culture cellulaire (d'in-
secte par exemple) avant l'application d'une méthode de détection immuno-

logique (Ip par exemple) des ag viraux.

Dans notre projet de recherche, on fixe 3 1'acétone (-20°C,
2 minutes) les cellules d'insectes ensemencées sur lamelles de tubes
Leighton quoique celles ensemencées dans les puits d'une microplaque le
sont 3 la paraformaldéhyde & 1% (210C, 10 minutes). Sachant 3 priori que
les constituants cellulaires et viraux impliqués sont les m@mes dans 1l'un
ou dans l'autre cas, on peut conclure que le type de fixateur de choix 3
employer varie aussi selon le type de support sur lequel seront fixées
les cellules. Par exemple, l'acétone ne pourra &tre employ&e avec un
support de plastique puisqu'elle le dissout et on devra trouver un bon
fixateur de remplacement. Ainsi donc, le fixateur de choixlpermettant une
adhésion forte entre le support (lamelle de verre; puits en polystyréne)
et les cellules d'insectes en culture différe donc d'un support & 1'autre.
En ce quil se rapporte aux temps d'apparition des ag viraux dans le
cytoplasme des cellules, 1ls sont sensiblement les m&mes que les cellules

solent fixées 3 1'acétone ou 3 la paraformaldéhyde.

Certains autres chercheurs se sont attardés & préciser les meil-
leures conditions expérimentales de fixation. Entre autres, Singer (1974)
a proc8dé 2 l'analyse en microscopie optique et &lectronique de l'effet de
divers fixateurs (acé&tone; formaldéhyde; glut&raldé&hyde) sur la r€action
immunologique 3 1'immunocytochrome-C (marquage) des cellules de rein
d'humain nouveau-né (cellules NB) infectées avec le parvovirus (ag H-1) &

24 heures post-infection. Charpentier et al. (1982) ont employé& divers
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fixateurs (acé&tone-méthanol: —ZOOC, 10 minutes; glutéraldéhyde & 2.5%:
4OC, 1 heure; periodate-lysine-paraformaldéhyde: 40C, 1 heure) aussi en
microscopie optique sur la réaction immunologique 3 1'Ip des cellules de
rein d'hamster nouveau-né (cellules BHK-21) infect&es avec le virus

Chikungunya.

Au cours de ce travail, le fixateur de choix des cellules ensemen-
cées en tubes Leighton est 1'acé&tone (-200C, 2 minutes) et celui des
cellules ensemencées sur microplaque est la paraformaldéhyde 3 1% (21°C,
10 minutes). Nous avons obtenu des résultats comparables 3 ceux de
ces auteurs en employant la paraformaldéhyde 3 1% n€cessaire dans notre
cas. Cela pulsqu'avec 1l'emploi d'une concentration plus faible de ce
fixateur (0.5%), on a noté& une mauvaise adh&sion des cellules sur 1l'un ou
l'autre des supports employés, une forme anormale des cellules sur
les lamelles des tubes Leighton et la présence de précipités éu fond des

puits des microplaques.

IV-3. Technique 3 1'Ip

IV-3.1 Marquages immuno-spécifiques

Quel que soit le type de méthode (directe ou indirecte) 3 1'Ip
impliqué dans ce travail, on s'apergoit que la détection immunoenzymatique
des divers ag viraux du VPC d'E.s. par leurs sérums (non-absorb&s) res-

pectifs est &galement valable avec 1'une ou 1'autre mé&thode.

Ainsi, on met en &vidence divers types de marquage intracyto-
plasmique selon les s&rums appliqués lors de 1'Ip. On peut penser que le
sérum anti-intestin responsable d'un marquage diffus avec des granulations

dans le cytoplasme des cellules infecté&es, d'un marquage cytoplasmique
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granulaire, et d'un marquage autour et 3 la pfriphérie des polyédres
intracytoplasmiques décelerait les ag assoclfs aux prot&ines non-structu-

rales et structurales du VEC d'EﬁE' dans leur ensemble.

En ce qul se rapporte au s&rum anti-virus, ce dernier engen-
drant un marquage cytoplasmique granulaire dépisterait tr@s probablement
les ag associfs aux protfines structurales de la capside virale du VPC

d'E.s..

Cependant les sfrums anti-polyddre complet et anti-polyd@dre dis-
sout responsables dans le cytoplasme des cellules infect&es d'un marquage
diffus avec des granulations et d'un marquage autour et 3 la périphérie
des poly@dres intracytoplasmiques mettrait en !videné& les ag assoclfs aux
protéines structurales du polyddre complet d'une part et ceux du polyddre

dissout d'autre part.

Il est bon de souligner que 1'intensité& du marquage intracyto-
plasmique varle selon le temps post-infection quelle que solt la lignée
cellulaire impliquée. En fait, au fur et 3 mesure que le temps post-
infection augmente, l'application du sfrum anti-intestin conjugué (par
exemple) nous permettant de déceler en grande partie les ag associfs aux
protéines non=structurales et structurales du VPC d'E.s. atteint un
maximum de marquage puils le marquage subit une atté&nuation pour augmenter
par la suite plus tardivement lors de 1'infection. En effet, au cours des
temps d'infection interm&diaires et avancés, un certain pourcentage des ag
associfs aux protéines structurales des capsides virales s'incorporent
dane les polyddres ainsi que des ag associfs aux prot&ines structurales 2

1'int&rieur des poly2dres en formation ne sont plus détect&s par ce méme
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sérum anti-intestin conjugué n'&tant plus accessibles A leurs IgGs

homologues.

On remarque visuellement une atténuation de 1'intensit& du mar-
quage plus prononcée chez les cellules de la lignée de L.d. (figures 6b 2
be) par rapport aux cellules de 1'autre lignée (figures 7b 3 7ec) infec-
tées avec la mBme concentration virale en VPC apr@s un intervalle d'infec-
tion identique et marquéfes par ce m@me sfrum (anti-intestin - HRPO). Aus-
si comme le nombre de poly@dres produits chez ces deux lignfes est plus
Elevé chez L.d. que chez E.s. (tableau 10), il est logique que le phéno-
m2ne d'incorporation des ag structuraux des capsides virales dans les po-
lyddres soit plus important chez L.d. que chez l'autre lignfe. Il y a
donc fgalement une synthdse plus grande des diverses prot€ines virales

dans cette premidre lignfe (L.d.) par rapport 3 la seconde (E.s.).

De plus, les diverses m&thodes de dEtection (directe et indiréﬁ-
te) & 1'Ip appliquées sur diverses lignfes cellulaires (L.d.; E.s.;
C.f.) soumises ou non 3 une infection simple (VPC ou CIV) ou multiple
(VPC=CIV) s'av@rent toutes deux spScifiques selon une s&rie de contrdles
effectufe en ce sens, D'abord des mesures de contr8le appliquant le DAB
seul sans sfrum nous permettent de conclure qu'aucune des cellules des
diverses lignfes cellulaires &tudifes ne contient de la peroxydase
endogdne ayant pu nuire 3 la validité de nos résultats expérimentaux.
Puis, 1'application individuelle de divers s&rums conjugués (normal; anti-
CIV; antl=VPC neutralis& par le VPC) sur ces m8mes cellules d'insectes
infectfes par le VPC permettent de qualifier la technique 2 1'Ip comme

speifique, Cela puisque ces derniers contr@les se sont tous avérés
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négatifs, Les cellules non-infectfes ne sont Egalement pas marquées non

plus 3 1'Ip quel gque soit le sérum conjugué impliqué.

En conclusion, on pourralt poursuivre cette &tude en microscople
Electronique afin de préciser le site de synth2se des divers ag viraux du
VPC d'E.s. dans le cytoplasme de ces cellules d'insectes infectfes avec
ce VPC et marquées avec ces mEmes immuno-marqueurs (3 1'Ip). On pourrait
Eventuellement appliquer une autre technique de détection telle la méthode
3 1'or colloldale et de la prot&ine A (Roth, 1982) sur les mPmes syst@mes
cellulaires—virus. Et subsfquemment comparer les résultats qualitatifs

obtenus 3 partir de 1'une ou 1l'autre mé&thode.

IV-3.2, Cin&tiques de synth2se des divers ag viraux du VPC d'E.s.

1v-3,2,1 Effets de concentrations virales varifes en VPC

A partir des cinétiques présentfes aux figures 18 3 22 inclusi-
vement, on note que les temps d'apparition des divers ag viraux du VPC
d'E.s. dans le cytoplasme des cellules des deux lignfes cellulaires
(L.d. et E.s.) soumises 2 des concentrations virales en VPC Elevées

3.7 4.0 4.7

10~ DICT ; 107°Y DICT 3 107 DICT sont de 7 heures post-

( 50/m1’ 50/m1’ 50 'm? P
infection dans la majorité des cas. Cependant lorsque ces m8mes cellules
sont infect&es par une concentration virale en VPC plus faible

2.7
(10 DICﬂ%ﬁfm? bien que les ag viraux dans leur ensemble apparaissent
toujours 3 ce méme temps post-infection (7 heures), il n'en demeure pas

moins que ceux associés aux prot€ines structurales des capsides virales

sont produits ]| heure plus tard chez L.d. et 2 heures plus tard chez
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l'autre lign€e (E.s.). En ce qui se rapporte aux ag associfs aux prot&i-
nes structurales des polyé@dres, ces dernlers sont synthBtisés 4 heures
plus tard i.e, 8 1l heures post—infection tant chez 1'une que chez

1'autre lignée soumises & cette méme concentration de 1(."!2':'r DICT

50/ml”
Lorsque ces mémes lignées sont infectes par une concentration virale en
VPC moindre l:ll:!D'}r DIc%ﬂfml’ les divers ag viraux du VPC sont synth&ti-
sés encore plus tard. A vrai dire, les temps d'apparition des divers ag
viraux chez ces m&mes cellules soumises 3 une telle concentration diffé-
rent les uns des autres tant chez 1'une que chez 1'autre lign&e., Par
exemple, les ag viraux dans leur ensemble v sont détectés 3 15 heures

post-infection chez L.d. tandis qu'ils le sont 3 28 heures post-infection

chez EJEJ'

On peut conclure qu'au cours de la phase précoce d'infection, il
se produit une synthése rapide des divers ag viraux du VPC 3 des taux de
détection variables en terme de pourcentage de cellules marqufes chez ces
lignées cellulaires infect&es par des suspensions virales titrant
1037 DICT, /s de 1040 DICT,,, | et de 107 DICT,, . Cependant
lorsque ces mémes lign€es sont soumises 3 des concentrations virales en
VEC plus faibles, la synth@se de ces m&mes ag viraux dans le cytoplasme

des cellules de ces lignées diminue de plus en plus au fur et 3 mesure que

la concentration virale en VPC diminue.

Au cours de la phase interm&diaire post—infection, il semble in-
téressant de souligner un ph&noméne qui se manifeste 3 1'occasion lorsque
ces deux mémes lignées sont soumises 3 certaines concentrations virales en

VPC. C'est—3-dire au moment ol survient une phase de fl&chissement des
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pourcentages de cellules marqufes pour les ag assoclés aux protéines
structurales des capsides virales et que colncide 2 ce mfme moment une
phase de progression continue et ré&guli®re des pourcentages de ces mEmes
cellules marquées pour les ag relatifs aux protéines structurales des
polyddres., Ce phfnom@ne s'expliquerait par le fait que les ag associés
aux protfines structurales des capsides virales s'incorporent dans les
polyg@dres devenant ainsi inaccessibles 3 leurs IgGs homologues (anti-
virus). Cependant ceux associfs aux protéines structurales des polyddres
gont solt plus facilement d&tectables par leurs IgGs respectives (anti-
poly2dre dissout) ou soit qu'ils sont synthftisé€s d'une fagon continue
compensant ainsl pour ceux qui sont Iincorporés dans les poly2dres lesquels
deviennent ainsi inaccessibles aux anticoprs. Cette seconde hypothé@se
nous semblant plus probable, Ce phfnom2ne est surtout mis en Evidence
lorsque ces deux m&mes lignfes sont infectfes par des concentrations vira-
3.7

4.0
50/ml et de 10 D[CTSDfml'

noméne d'incorporation des structures antigéniques des capsides virales

les en VPC de 10 DICT A ce niveau, le ph&-

dans les poly2dres est fort apparent chez la lignée de L.d. (d&but d'in-
corporation: 15 heures) par rapport 2 l'autre lignfe (début d'incorpora-

tion: 18 heures) soumises toutes deux 2 une concentration virale en VPC

de lﬂlﬁ'CII DICT Jt Cependant lorsque ces derni@res lignfes sont infec-
m

tées par une concentration en VPC de 10 DICTE le phénoméne d'in-

0/ml

corporation est plus visible chez la lignée E.s, (début 2 24 heures) par

rapport 3 1l'autre lignfe (dé€but 3 10 heures), A des concentrations vira-
4,7 o7

les en VPC plus Elevfes (10 DICTﬁﬂfm? ou plus basses {ld] DICTfﬂfmf

IOF'? DICTSDfﬂ}, on n'est pas en mesure d'observer ce ph&nom@ne d'incor-
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poration des ag structuraux des capsides virales du VPC d'E.s. dans les
corps d'inclusions protéiniques avec les moyens immuncenzymatiques 3 1'Ip
employés dans ce projet d'é&tude. Il est probable qu'avec 1'usage de con-
centrations Elevées en VPC se produise une synthése plus continue et/ou
plus importante des protéines des capsides virales facilement détectables

par leurs IgGs homologues,

En guise de conclusion, il importe de mentionner aussi que les
effets individuels des cing concentrations virales en VPC chez les lignées
cellulaires de L.d. et d'E.s. suivis & 1'Ip (figures 18 i 22 inclusive-
ment) démontrent que la lignée de L.d. est plus permissive que 1'autre
lignée devant 1'une ou 1'autre des concentrations test@es quant a 1'ex-
pression des divers ag viraux et au pourcentage de cellules les exprimant.
En effet puisque le pourcentage des cellules marquées par les divers
sérums est toujours plus &levé chez la lignée de L.d. que chez 1'autre
lignée quelle que soit la concentration virale en VPC impliquée. Ainsi
donc le pourcentage de ces mémes cellules marquées par ces mémes sérums
est proportionnel 3 la concentration virale en VPC testé@e tant chez 1'une

que chez 1'autre lignée cellulaire,

Lors de travaux subséquents, il serait inté@ressant de tester les
effets de concentrations en VPC plus Elevées que celles emplovées dans le
présent travail dans les m@mes systémes cellulaires 3 1'aide de la méme
méthode de détection & 1'Ip (microscopie optique). Cela dans le but de
percevoir s'il v a inhibition, plafonnement ou hausse continue dans la syn-—

thése des divers ag viraux du VPC d'E.s. chez ces mémes lign€es infecté@es.



266

IV-3.2.2 Effets de tempfratures d'incubation variées

A partir des cinftiques présentBes aux figures 23 2 27 inclusi-
vement, on note que les temps d'apparition des divers ag viraux du VPC
d'E.s. dans le cytoplasme des cellules des lignées de L.d. et d'E.s.

6.0
soumises 3 une concentration virale en VPO de 10 DICT sont tous 2

50/ml
7 heures post—infection mais 3 des taux de détection diffErents quelle que

soit la tempErature d'incubation impliquée,

Aussi, quelle que soit la période post-infection en cours et
quelle que soit la lign€e infectfe (L.d. ou E.s.) incubfe 3 des tempEra-
tures supBrieures (32°C et 379C) ou inférieures (10°C et 18°9C) 2 celle de
280C, les synthdses des divers ag viraux associfs aux diverses prot&ines
structurales du VPC d'E.s. sont toujours inf€rieures 3 celles obtenues
chez ces mémes lignes infectfes de méme mais incubBes 3 280C. Cela s'ex-
pliquerait peut—&tre par le fait que les cellules de ces lignées incubBes
3 leurs tempfratures optimales de croissance (280C) sont mieux dispos€es 3
fournir les &l&ments essentiels (acides amingés, bases puriques et pyrimi-
diques, etc...) dans 1l'environnement intracytoplasmique n€cessaires 3 la
synth&se rapide de ces divers ag viraux. D'ailleurs, cette tempfrature
correspond aussi 3 la tempfrature maximale de croissance du virus (VPC
d'E.s.). Effectivement la figure 25 démontre clairement que les pourcen=
tages de ces cellules marquées par les sérums sont 3 leur plus haut taux
de détection lorsque ces m@mes cellules sont incubfes 3 la tempErature de

280C,

11 semble intéressant de scouligner le m&me phé&noméne d'incorpo-

ration des ag structuraux des capsides virales dans les polyddres du VPC
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d'E.s. qui se manifeste encore 3 1'occasion chez ces mémes lignées infec-
tées au cours de la phase Intermfdiaire d'infection selon la temp&rature
d'incubation impliqu&e, Ce ph&nomé&ne est surtout mis en &vidence lorsque
ces mémes lignées infectéfes sont incubfes 2 des tempEratures de 3j20C, de
28°C et de 18°C, A 1la température de BZDC, ce phénomé&ne est visible
uniquement chez la lign&e de L.d. & partir de 24 heures post-infection.

A la tempBrature de ZEDC, ce ph&noméne est fort apparent tant chez la
lignée de L.d. (début d'incorporation: 15 heures) que chez 1'autre
lignée (d&but d'incorporation: 12 heures) quoiqu'il 1'est moins a3 18°C

chez ces deux mémes lignées (d&but d'incorporatiom: 12 heures),

Aux tempfratures extr@mes testées (lﬂoC et 3?0£}, on n'est pas

en mesure d'observer ce phfnoméne d'incorporation des ag structuraux des
capsides virales dans les corps d'inclusions protéiniques. Il se produilt
probablement un effet inhibiteur occasionngé 3 de telles tempBratures sur
le mécanisme de la réplication du virus (VPC) 2 un point tel que peu d'ag
structuraux de ces capsides virales s'introduisent dans les polyddres. 1Tl
est plus probable que ce ph&nom@ne est inexistant 2 ces tempfratures ex-
trémes dfi 3 1'absence de formation de ces poly2dres tant chez 1'une que

chez l'autre lign€e infectée 3 48 heures post-infection (tableau 10).

En guise de conclusion, il importe de mentionner aussi que les
effets individuels des cing tempfratures d'incubation chez les lignées
cellulaires de L.d. et d'E.s, suivis 3 1'Ip (figures 23 3 27) démontrent
que la lignEe de L.d. est plus permissive 3 l'infection au VPC que 1l'autre
lignée & 1'une ou l'autre des tempEratures testfes. Evidemment puisque le

pourcentage des cellules marquées par les divers s&rums est toujours plus
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élevé chez la lignée de L.d. que chez 1'autre lignée quelle que soit 1;
température impliquée. A vrail dire, on observe une diminution de la
synthése des divers ag viraux du VPC d'E.s., tant chez 1'une que chez
1'autre lignée infectée et incub&e 3 des températures supérileures (320C
et 37°C) ou inférieures (10°C et 18°C) 3 leurs températures optimales de

croissance (280C),

D'autres chercheurs tels Tripier et al. (1977) on &tudié en mi-
croscople &lectronique l'effet de certaines températures sur la morphogé-
nése du FVB sur des fibroblastes d'embryons de poussins. Aprés une pé-
riode de latence courte observée 3 la température de croissance optimale
du F?3 a 29°c, 1ls ont noté & partir de 5 heures & 15 heures post-infec-
tion une hausse de facon exponentielle du nombre de virions. Cependant,
lorsque ces mémes cellules fibroblastiques infectées de méme ont &té
incubfes & 370C, aucune particule virale infectante n'a &té produite.

De plus, M. Arella (1983) a &tudié les synthéses de polypeptides viraux
dans les cellules de L.d. infectées par le VPC 8 diverses températures
ainsi que la formation de polyédres, Ses résultats confirment les nftres

obtenus par une autre technique.

IV=3.2.3 Effets de concentrations inhibitrices wvarifes en
cordycépine

A partir des cinftiques présentfes aux figures 29 & 31 inclusi-
vement, on note que les temps d'apparition des divers ag viraux du VPC
d'E.s. dans le cytoplasme des cellules des lignfes de L.d. et d'E.s.
soumises 3 une concentration virale en VPC de 104-0 prcT sont tous &

50/ml
7 heures post=infection.
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On peut conclure qu'au cours de la phase précoce d'infection, il
se produit une synthése raplde des divers ag viraux associfs aux diverses
protéines structurales du VPC d'E.s. 3 des vitesses variables chez les
deux lignées cellulaires inhibBes 3 1 heure post-infection avee une con-
centration en cordycépine de 0.10 ug/ml (figure 29). Cependant soumises 3
des concentrations plus ElevEes en cordycé&pine (0.20 ug/ml; 0.40 ug/ml),
la vitesse de syath®se de ces m&mes ag viraux chez ces mémes lignfes dimi-
nue au fur et 3 mesure que la concentratlion inhibitrice de cet antibioti-
que s'Eléve. Cela comparativement aux rfsultats obtenus 3 partir de ces

deux lignées=tEmolns sans cordycEpine (figure 28).

Au cours de la phase interm&dialre d'infection, il importe de
souligner encore le ph&nom@ne d'incorporation des ag structuraux des cap-
sldes virales quil se manifeste toujours chez ces deux lign€es selon la
concentration en cordycépine impliqu&e. Ce ph&noméne d'incorporation est
fort apparent chez L.d. inhib&e avec une concentration de 0.10 ug/ml (d&-
but d'incorporation: 15 heures) quoiqu'il le soit l€gérement chez E.s.
inhib&e de méme (dEbut d'incorporation: 10 heures) ou inhib&e avec une
concentration de 0.40 ug/ml (d&but d'incorporation: 12 heures). HNéan-
moins, on n'est pas en mesure de constater la pré€sence d'un tel ph&noméne
lorsque la lignée de L.d. est fortement inhib&e avec une concentration en
antibiotique de 0.40 ug/ml. Toutefols, le ph&nom@ne d'incorporation des
ag structuraux des capsides virales demeure assez vislble tant chez 1'une
que chez l'autre lign€e soumises 3 une concentration en cordycépine de

0.20 ug/ml.

En guise de conclusion, il importe de mentionner aussi que les

effets individuels des trols concentrations inhibitrices en cordycEpilne
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chez les lign€es de L.d. et d'E.s. suivis a 1'Ip (figures 29 2 31) dé&-
montrent que la lignfe de L.d. est plus permissive que 1'autre lignée de-
vant 1'inhibition & la cordycépine quelle que solt sa concentration impli-
quée, Evidemment pulsque le pourcentage des cellules marquées par les di-
vers sfrums est toujours plus &levé chez la lignée de L.d. par rapport 2
l'autre lignée quelle que soit la concentration en cordycEpine testée.
Adnsi done le pourcentage de ces mmes cellules marqufes par ces mémes
sérums est inversement proportionnel 3 la concentration inhibitrice en
cordycBpine, Il va sans dire que la cordycE&pine en tant qu'inhibiteur
compbtitif de la poly(A) polymErase bloquant par le fait m@me la polyad&-
nylation terminale=3' des &RNM (Glrard et Hirth, 1980) cellulaires sans
doute essentiels dans les &v@nements précoces de la réplication du VPC

d'E.s.

D'autres travaux portent sur l'effet inhibiteur de la synthese

de virus. Entre autres, Tripier et al. (1977) ont rfussi 2 déterminer 23
l1'aide de la microscople Electronique les exigences m&taboliques n&cessai-
res 3 la morphogéndse du FV3 introduit dans les cellules fibroblastiques
d'embryons de poussins en ajoutant certalns inhibiteurs de synth&se de ce
virus, Entre autres, le cycloheximide a blogué la synthl@se des protéines
virales entralnant une inhibition des difffrentes Etapes de la morphogé&na-
se du FV3* Cela puisqu'il n'y a pas eu une augmentation du nombre de vi-
rions durant 1'incubation en présence de cet inhibiteur. Puis 1'actino-
mycine D a bloqué la synth2se de 1'ARN viral entralnant la formation d'um
nombre €levé de particules virales immatures (capsides vides) observEes 2

1'intErieur ou 3 1l'extérieur des viroplasmes, Finalement sous 1l'effet de

la cytosine arabinoside, aucune particule virale ni de capside mature ou
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immature n'est apparue.

Iv=3.2.,4 Effets de pfriodes post-infection varifes avant
1'application de la cordvcEpine

A partir des cinf&tiques présentes aux figures 32 3 36 inclusi-
vement, on note gque les temps d'apparition des divers ag viraux du VPC
d'E.s. dans le cytoplasme des cellules des lignes de L.d. et d'E.s.

soumises & une concentration virale en VPC de lﬂh'DDICT

50/ml1
concentration inhibitrice en cordycépine de 0.20 ug/ml appliquée 2 divers
temps d'infection sont de 7 heures post-infection quelle que soit la pé-
riode post—infection sans cordycE&pine impliqu€e., 5i nous avions proc&dé

3 des temps de fixation plus pr&coces que 9 heures au cours des périodes
post=infection de 10 heures (figure 35) et de 18 heures (figure 36) avant
l'application de la cordvcEpine, on aurait pu percevolr plus tdt (7 heures
post—infection) la synth@se des divers ag viraux mals 3 des taux infé&-

rleurs 3 ceux obtenus 3 9 heures post—infection tels que présent&s aux

figures 35 et 36.

On peut conclure qu'au cours de la phase précoce d'infection, il
se produit une synthd@se rapide des divers ag viraux 3 des vitesses varila-
bles chez ces mémes cellules infectfes de méme et inhibfes de méme 3 des
temps d'infection virale sans cordycépine de 6 heures, de 10 heures et de
18 heures post-infection., Cette synth@se rapide Equivaut 2 celle observée
chez les mBmes lignfes infectfes mals non-inhib&es (figure 28). Cependant
la vitesse de synthé@se des divers ag viraux chez ces deux lign€es diminue
au fur et 3 mesure que le temps d'infection virale sans cordycE&pine se ra-

courcit (1 heure; 2 heures).
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Au cours de la phase interm&diaire d'infection, il importe de
souligner encore le phEnom&ne d'incorporation des ag associfs aux protéi-
nes structurales des capsides virales dans les polyd8dres qul se manifeste
toujours de fagon plus ou moins intensive selon le temps d'infection
virale sans cordycépine impliqué., Chez la lign€e de L.d. inhib&e apr@s un
temps d'infection virale sans cordycEpine de 18 heures post-infection, on
remarque que ce phénomé&ne d'incorporation survient au méme temps post=—
infection (18 heures) que celui observé chez cette m@me lign€e non-inhibée

quoique la durfe d'incorporation est plus longue.

Au cours des autres temps d'infection virale sans cordycépine
appliqués chez cette méme lignée (L?g,}. ce phénomé@ne d'incorporation sur-
vient aussi aux environs du m&me temps post=infection soit 18 heures.
Aussi ce phfnom@ne est autant apparent chez cette derni2re lignfe inhibée
2 des temps d'infection virale sans cordycBpine de 2 heures et de 18
heures que chez cette méme lignfe non-inhib&e (figure 28). Ce phfnomdne
n'est point apparent 3 un temps d'infection virale sans cordycépine de

& heures,

Chez la lign€e d'E.s. inhib&e apr@s des temps d'infection virale
sans cordycépine de 6 heures, de 10 heures et de 18 heures, on remarque
que le phfnom@ne d'incorporation des ag structuraux des capsides virales
dans les poly2dres survient génfralement 3 18-20 heures post-infection 2
un temps autre que celul observé chez cette mBme lignfe non-inhibe
(12 heures). On remarque que le ph&nom2ne d'incorporation des ag structu-
raux des capsides virales est aussl manifeste chez cette derni@re lignée

que chez l'autre lignée (Lti'] inhibfes toutes deux & des temps d'infec-
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tion virale sans cordycE&plne de 6 heures, de 10 heures et de 18 heures.

De plus, on remarque que le ph&noméne d'incorporation se prodult plus tard
chez la lign€e d'E.s. inhibEe (d€but d'incorporation: 18-20 heures) que
chez cette m@me lign&e non-inhib&e (d&but d'incorporation: 12 heures).
Cependant chez cette méme lignfe d'E.s. inhibe 2 des temps d'infection
virale sans cordycépine de ] heure et de 2 heures, on note que le ph&nomé-
ne d'incorporation survient plus t8t que celul observé 3 des temps d'in-
fection virale sans cordycE&pine plus longs (6 heures; 10 heures; 18 heu-
res) solt & 12 heures post—infection quoiqu'il survient au m@me temps chez
cette lignée non-inhib&e (figure 28). Toutefois le phénom@ne d'incorpora-
tion des ag structuraux des capsides virales dans les polvédres est plus
apparent chez cette lign&e (E.s.) non-inhibfe que chez cette méme lignée

inhibe 3 diverses périodes post-=infection,

En guise de conclusion, 11 importe de mentionner aussl que les
effets individuels des cing p&riodes post-infection sans cordyc&pine chez
les lign€es cellulaires de L.d. et d'E.s. suivis 3 1'Ip (figures
32 2 36) démontrent que la lign€e de L.d. est plus permissive que 1'autre
lignée devant 1'inhibition 3 la cordycEpine quel que soit le temps
d'application de cet antibiotique impliqué&, Evidemment puisque le
pourcentage des cellules marqufes par les divers s&rums est toujours plus
€levé chez la lign€e de L.d. que chez l'autre lign€e quel que soit le
temps d'application de la cordycépine test&. Adnsi donec le pourcentage de
ces mémes cellules marqufes par ces mémes s&rums est directement propor-

tionnel au temps d'infection virale sans cordycépine.

11 va sans dire que le temps d'application d'une m&me concentra-
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tion inhibitrice en cordycépine (0.20 ug/ml) agit sur la synthdse des di-
vers ag viraux du VPC d'E.s.. De telle sorte que plus vite est appliqué
cet antibiotique, plus vite on remarque un retard dans la synth2se des

divers ag viraux et vice versa.

I1 est bon de mentlonner qu'Arella (1983) a aussi proc&dé A des
essals expBrimentaux traitant de l'effet de certains inhibiteurs de
synth@se du VPC d'E.s. (cordyc€pine entre autres) appliqués 3 divers temps
post-infection chez la lign€e de L.d. infect&e par ce VPC. Tout en
préconisant une autre m&thode de détection telle 1'If laquelle fut
appliqufe sur les polypeptides viraux sE&parfs au prfalable sur gel Elec-
trophorétique, Nos propres rfsultats sont en concordance avec ceux
obtenus par ce dernier auteur (Arella, 1983) mlme s'il a testf l'effet
d'une tout autre concentration en cordycfpine soit 20 ug/ml sur le VPC
d'E.s. uniquement chez la ligné€e de L.d.. 1l a not€& que cette concentra-
tion en inhibiteur appliquée 3 des temps d'infection virale de 0 et de
8 heures inhibe la formation des polypeptides du VPC d'E.s.. Appliquée
plus tard soit 3 24 heures ou 48 heures post-infection, la pré&sence de la
cordycépine ne semble pas influencer l'apparition de ces m@mes polypepti-

des viraux.

I1 serait intéressant de tester des temps d'infection virale
sans cordycEpine plus longs que ceux utilisfs dans ce travail en employant

des concentrations en cordycEpine plus E&levées,

En guise de conclusion générale, nos résultats expérimentaux se
rapportant aux temps d'apparition des divers ag viraux du VPC d'E.s.

(7 heures post—-infection) chez les lignées d‘E,E, et de L.d. concordent
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avec ceux soulevés par d'autres chercheurs. Entre autres, Payment et al.
(1982) ont not€& gr3ce 3 la technique E.L.I.5.A. un début de synth2se des
protéines virales de ce méme VPC 3 9 heures post-infection chez la lignfe

de L.d. soumise i une concentration virale en VPC de 1.0 DICT Nos

50/ml”
observations sont aussi en accord avec ceux tirfs d'Arella et al. (1984).
Ces derniers auteurs ont identifi& par Ip aprds séparation sur gel
Eélectrophorétique le polypeptide majeur du polyddre (28 Kd) chez L.d.. Ce
polypeptide majeur fut produit 3 8 heures post-infection. Arella et al.
(1984) ont rfussi A identifier par cette mé@me technique six autres

polypeptides viraux du VPC d'E.s. chez cette méme lignfe. Ils ont &t€

mis en &vidence 3 24 heures post-infection 2 22°¢C ou 28°.

Dans notre cas, on a orlenté notre recherche dans le but de
déterminer s'"1il v a lieu les différences dans les temps d'apparition des
divers ag viraux du VPC d'E.s. tant chez la lign€e de L.d. que chez celle
d'E.s.. D'apr2s nos résultats expérimentaux, on peut conclure que les
divers ag viraux de ce virus apparaissent dans la majorit& des cas tous en
méme temps (7 heures post-infection) 3 des taux de détection variables
tant chez l'une que chez l'autre lignée. Cependant, lorsque ces dernilres
lignées sont soumises 3 des conditlions exp€rimentales de faibles concen-
trations virales en VPC (lﬂz'? DICTSDHml; 100'? DICT ), on observe un

retard dans l'apparition de ces mémes ag viraux (figures 21 et 22).

Eventuellement, 11 serait inté&ressant de déterminer les temps
exacts d'incorporation des ag associfs aux protfines structurales des cap-
sides virales dans les polyd@dres en microscople Electronlique tout en em-
ployant chez ces mémes types de cellules infectfes par le VPC d'E.s. la

méthode de détection & 1'Ip.
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Iv=3.2.5 Effet d'une infection double avec des concentrations
virales varifes de CIV

A partir des cinftiques prEsentfes aux figures 37a 3 39a inclu-
sivement, on note que les temps d'apparition des divers ag viraux du VPC
d'E.s. dans le cytoplasme des cellules de la lignée de C.f. soumise 2
une concentration virale en VPC de 10° DICTswml et 3 une concentration
virale varife en CIV sont variables les uns des autres selon la concentra-

tion virale en CIV impliquée.

Sous l'effer d'une concentration virale en VPC de

4.0

10 "7 DICT et d'"une concentration virale em CIV de 0,05 UDO (figure

50/ml
37a), les ag wviraux dans leur ensemble et ceux des prot&ines structurales
des capsides virales sont synth&tis&s 3 8 heures post—infection quolque
ceux relatifs aux proté€ines structurales des polyddres le sont 3 24 heures
post-infection. A noter que les deux premiers ag apparaissent plus tdt
lorsque cette méme lign€e est soumise A cette Infection multiple que
lorsqu'elle 1'est 3 la simple infection avec le VPC., Quolique les ag

assocl&s aux protéines structurales des poly2dres sont prodults en m@me

temps mais 2 des taux de dEtection différents.

Sous l'effet d'une concentration virale en VPC ldentique et d'une
concentration virale en CIV plus ElevE&e (0,10 UDO) uniquement les ag vi-
raux dans leur ensemble apparaissent 3 8 heures post-infection chez cette
méme lignée infect&e doublement quoique les autres ag sont synth&tisés

plus tard (24 heures post-infection).

Sous 1'effet d'une concentration virale en VPC identique et d'une

concentration virale en CIV plus &levBe que la précé&dente (0.50 UDO), les
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temps d'apparition des divers ag viraux du VPC d'E.s. sont les m@mes que
ceux notés chez cette méme lign€e atteinte d'une infection double du méme

type tels que dé&crits anté&rieurement.

Lorsque 1'on compare les effets individuels de ces trois concen-
trations en CIV pour une m&me concentration virale en VPC chez cette
lignée de C.f., i1 semble se produire 3 une concentration en CIV de
0.05 UDO une faible stimulation apparaissant pré&cocement de la synthise de
certains ag viraux du VPC d'E.s.. Cependant en présence de concentrations
plus fortes en CIV (0.10 UDO; 0.50 UDO), une stimulation retardée mails
intense de la synth@se de la majorité des ag viraux est notfe. Cependant
quelle que solt la concentration en CIV impliqu&e, les ag viraux dans leur
ensemble sont toujours détect&s 3 8 heures post-infection comparativement
A ce que 1'on observe chez cette méme lign€e infectfe simplement par le

VPC 3 24 heures post=infection.

Au cours de la phase prEcoce d'infection, la vitesse de synthlse
des divers ag viraux est semblable que la lign€e de C.f. soit infect€e par
une concentration en CIV de 0,05 UDO ou par celle de 0,10 UDO, Cette mé&me
vitesse de synthdse est lég@rement plus accrue que celle observée chez
cette m&me lign€e soumise 3 une infection simple au VPC, Cependant lors-
que la lignée de C.f. est atteinte par une concentration plus Elevée en
CIV de 0.50 UDO, on observe une vitesse de synthé@se trd@s accentuée par
rapport aux autres tirfes des deux autres concentrations virales en CIV au

cours de cette mBme pEriode post-infection (phase pr&coce).

Au cours de la phase intermfdiaire d'infection, on observe en
général un plafonnement de la synth@se de ces m@mes ag viraux du VPC
d'E.s. chez cette lign€e (C.f.) quelle que soit la concentration virale

en CIV impliquée.
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En ce qui se rapporte au ph&noméne d'incorporation des ag asso-

clés aux prot&ines structurales des capsides virales dans les polyd2dres,
ce dernier ph&noméne se manifeste l&gdrement chez la lignée de C.f.
soumise & une infection simple au VPC soit aux environs de 30 heures et de
75 heures post-infection. Cependant soumise A une double infection
{(VPC=CIV) avec une concentration en CIV de 0,05 UDO, on remarque le
ph&nomdne d'incorporation plus accentuf& 3 45 heures post—infection. Sous
l'effet de la méme infection double avec une concentration en CIV plus
ElevEe (0.10 UDO), on observe chez la lignfe de C.f. de fagon discréte le
ph&noméne d'incorporation 3 75 heures post-infection cependant lorsque
coinfectfe avec une concentration en CIV de 0.50 UDO le phfnomdne est plus

apparent dans ce cas & 50 heures post-infection.

En guise de conclusion, 11 importe de mentionner aussi que les
effets des trois concentrations stimulatrices en CIV chez la lign€e de
C.f, tels que détectés par les marquages en Ip (figures 37a 3 39a) démon-
trent clairement que la lignfe de C.f. est plus permissive au VPC lors
d'une infection multiple du type VPC-CIV par rapport 3 une infection sim-
ple au VPC., Evidemment puisque le pourcentage des cellules marquées par
les divers sfrums est plus ElevE lorsque cette méme lignée est infectée
avec une concentration en CIV trés &levée (0.50 UDD) quelle que solt la
période post-infection en cours. Ainsi donec le pourcentage de ces mmes
cellules marqufes par ces mémes sfrums chez la ligne de C.f. soumise a
une double infection du type VPC-CIV est directement propurtionqel 4 la

concentration virale en CIV.

I1 va sans dire que 1'assoclation des deux virus (VPC-CIV) en-
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gendre la stimulation de la synth@se des divers ag viraux du VPC d'E.s. .
I1 se produit un effet de synergisme entre ces deux virus lequel est res-
ponsable de la synth@se accrue des divers ag viraux du VPC d'E.s. chez
la lignée de C.f.. Cet effet de synergisme est d'autant plus apparent
lorsque cette lignée infectfe doublement est atteinte par la concentration

virale en CIV de 0.50 UDD,

En ce qui se rapporte aux autres recherches effectufes sur les
mémes syst@mes cellulaires—virus (E:EJ-?FC-CIv], Arella en 1983 a observé
en microscople EBlectronique dans le cytoplasme des cellules de cette
lignée (C.f.) l'apparition temporelle des particules virales et des
poly@dres du VPC d'E.s. coinfectes avec le CIV A partir de 36 heures
post=infection. Donec nos résultats expérimentaux sont en concordance avec

ceux de ce dernier auteur.

IV-4. Production des poly2dres du VPC d'E,s.

Selon nos résultats expérimentaux (tableau 10), on peut conclure
que les temps d'apparition initiaux des polyé@dres intracytoplasmiques du
VPC d'EbE: {48 heures post=infection) sont similaires tant chez 1'une que
chez 1'autre lignfe lorsque ces derni2res sont soumises aux m@mes concen-
trations virales en VPC de 10%-0 DICTSD}ml et de 10*:7 pIcT 50/mi En ce
qui se rapporte 3 la lignée de L.d., Quiot et Belloncik (1977) ont détec-
té les premiers polyddres trd@s petits dans le cytoplasme des cellules de
cette lignEe apr2s 18 et 36 heures d'infection, 1Ils ont not& que les po-

ly2@dres ont atteint leur taille maximum apr@s 48 heures d'infection dans

plus de 90% des cellules infectes par le VPC d'E.s. (contraste de pha-
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se). 51 ces résultats diff2rent 16gdrement des nBtres, on peut attribuer
cela 3 la concentration virale différente testée dans 1'un comme dans

l1'autre cas.

Bien que le pourcentage des cellules contenant des poly2dres
s'€quivaut tant chez la lign€e de L.d. que chez la lign€e d'E.s., il n'en
demeure pas moins que la moyenne de polyd@dres par cellule ayant des polyé-
dres est plus Elevée chez L.d. que chez l'autre lign€e quelles que soient
la concentration en VPC productrice et la période post=infection impli-
quées (tableau 10), Confirmant ainsi la permissivité plus grande de cette

lignée d&ja démontrée par la technique a 1'Ip.

La tempBrature d'incubation influencerait aussi la production
des poly2dres intracytoplasmiques de ce méme VPC chez les lign€es de L.d.
et d'E.s. (tableau 10). On note l'absence de polyddres aprds 48 heures
d'incubation 3 10°C et 37°C et la présence de quelques poly@dres dans un
faible pourcentage de cellules incubfes 3 180C. On remarque une hausse de
la production de ces polyddres chez ces deux mémes lignfes incubfes 2
320C, Cependant 2 280C, la production de ces derniers est 3 son maximum
chez ces mémes lignées. Bien que le pourcentage des cellules contenant
des polyd8dres est identique tant chez 1'une que chez l'autre ligne quelle
que soit la tempfrature d'incubation impliquée, i1 n'en demeure pas moins
que la lignfe de L.d. est plus permissive que l1'autre lignée devant 1'in-
fection virale au VPC d'E.s.. Effectivement puisque les cellules produc-
trices de polyd2dres de la lignée de L.d. assemblent trois fols plus de
poly@dres que celles de la lignée d'E.s. incubfes 3 la temp€rature opti-

male de croissance (280C) de ces deux types de cellules,
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Les travaux d'Arella (1983) indiquent contrairement aux nftres
une inhibition de la formation de ces mémes poly2dres 3 des tempfratures
de 32°C et de STQC, et un trds faible pourcentage des cellules de L.d.
productrices 2 10°C. A cette basse temp&rature, il a rfussi 3 observer de
falbles quantit&s du polypeptide majeur des polyd@dres (28 Kd) dés 24 heu-
res post-infection toujours chez la ligne de L.d. infecte avec le VPC
d'E.s.. Ce méme chercheur apporte certains arguments sclentifiques pou-
vant expliquer le phénom2ne d'inhibition de la formation des polyddres de
ce virus provoqué seulement 3 certaines tempfratures, Selon lul, les
températures non-optimales de croissance du VPC d'E.s., affecterait la
transcription ou la traduction des g@nes viraux. Ces m@mes tempSratures
agissant directement sﬁr 1'ARN polymérase de ce VPC et sur les facteurs

enzymatiques de la formation de la colffe 5'-terminale de ce mé&me VFC,

La cordyc&pine 1nh1herg1t aussi selon nos résultats dBerits au
tableau 10 la formation des poly2dres du VPC d'E.s. tant chez l'une que
chez 1'autre lign&e mais 3 des degrfs varifs selon la concentration en
cordycEpine impliqu€e, Le degrf d'inhibition est donc en relation
étroite avec la concentration inhibitrice en cordycépine testée, Cepen=-
dant la lignée d'E.s. semble plus affectfe que 1'autre lignfe puisque
sous l'effet d'une concentration en cordycfpine de 0,20 ug/ml, on ne
décéle aucunement la présence de polyddres chez la lignfe d'E.s. contrai-
rement 3 1l'autre lignée (L.d.) od 1l'on note l'existence de 7% de cellules

productrices de poly&dres,

Nos résultats sont en concordance avec ceux d'Arella (1983)

puisque ce dernier a démontré dans le cadre de son projet de recherche de



282

doctorat que la cordycfpine se rév2le aussi un inhibiteur de la formation

des poly2dres intracytoplasmiques du VPC d'E.s. chez la lign&e de L.d..
Selon ce chercheur, 1'inhibition de la production de ces mBmes polyddres
provoquée par la présence de la cordycépine 2 un stade précoce d'infection
8'expliquerait par l'interven;iﬂn d'un facteur intrinséque cellulaire

régissant 1'apparition des polyddres du VPC d'E.s..

Selon nos résultats pré&sentf&s au tableau 10, on peut conclure
aussi qu'une mEme concentration inhibitrice en cordycépine (0,20 ug/ml)
appliqufe 3 divers temps post-infection semble influencer la production
des polyédres chez les deux lignfes cellulaires de L.d. et d'E.s. soumises
3 une méme concentration virale en VPC l‘:lf.]"{}'[:I DICTSﬂfmI}' Plus précoce-
ment au cours de 1'infection est appliquée la cordycépine, plus on
remarque l'effet inhibiteur de la synthé&se des polyd@dres tant chez 1'une
que chez l'autre lignée., A ce niveau, on remarque que la lignfe de L.d.
semble plus permissive que 1l'autre lign&e soumlses toutes deux aux mémes

conditions physico-chimiques 3 des pfriodes post-infection sans cordycépl-

ne de 10 heures et de 18 heures respectivement,

D'autres chercheurs tels Belloncik et Arota (1979) ont démontré&
aussi 1'effet inhibiteur de ce méme antiblotique (0.20 ug/ml) appliqué 3
différents temps d'intervalle post—infection. Ils ont observé en micros-
cople Electronique une inhibition forte de la synthése des polyédres du

VPC d'E.s. durant les 6 premiéres heures chez la lignée de L.d Lorsque

1'inhibiteur est appliqué& 2 18 heures post-infection, ils ont not& une
hausse 1&g@re du nombre de ces poly@dres intracytoplasmiques chez cette

méme lignée.
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L'effet d'une infection multiple du type VPC=CIV semble stimuler
la production des poly&dres du VPC d'Efif chez la lignée dE,EtE" En
effet, le CIV augmente le pourcentage des cellules de cette lignée renfer-
mant les poly@dres et la movenne de poly@dres par cellule ayant des po-
lyédres quelle que soit la concentration en CIV impliquée (tableau 11},
Effectivement lorsque ces m@mes cellules sont soumises 3 1'infection sim-
ple au VPC, on ne détecte pas de poly@dres au cours des divers temps post-
infection Etudiés., Les taux de production des poly2dres sont fonctions de
la concentration virale en CIV impliquée chez la lignée de C.f. soumise 2
la double infection. Tout comme Arella (1983), nous sommes en présence
d'une forme de synergisme entre ces deux virus provoquant une augmentation
de la production des poly&dres proportionnelle 3 la concentration stimula-
trice en CIV. Cependant ce dernier auteur a démontrE& que la dose virale
en CIV de 0,10 UDD Etailt responsable d'une plus forte augmentation de la
production des polyédres que celle de 0.50 UDD contrairement 3 ce que nous
avons obtenu (tableau 11). Ces derniers r&sultats diff@rent peut-E8tre par
rapport & la concentration virale en VPC testfe n'Etant pas la m8me
(10#'23 DICTSDfml} que celle utilisfe dans ce travail {lﬁﬁ'ﬂ DICTBD!mIJ‘
contrairement & la suspension cellulaire (2 X 100 cellules/ml) emplovEe
dans 1'un comme dans l'autre projet de recherche au cours de cet essal ex-

pErimental.

IV-5., Traitements mathfmatiques

A partir des analvses informatisBes effectufes, certalnes cons-
tatations ont EtE& Etablies. Entre autres, 11 semble exister une différen-

ce de comportement & l'infection virale au VPC chez les deux lignEes
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cellulaires de L.d. et d'E.s.. Selon le tableau 12, les temps post=
infection od 1'on obtient en culture de tissus 50% et 95% des cellules
marquées 3 1'Ip sont plus courts dans la majorité des cas chez la lignée
de L.d. par rapport 2 l'autre lignée quelle que soit la concentration en
VPC impliquée. Par exemple, lorsque ces deux types de lignées sont

4.0

infect&es par une concentration de ce virus de 10 DICT 50% des

50/m1’
cellules de L.d. sont marquées par un sfrum anti-intestin 3 18 heures
post-infection alors qu'un méme pourcentage des cellules d'E.s. le sont 2
27 heures post-infection., Cependant lorsque ces deux m@mes lignfes sont
soumises 3 vne concentration virale en VPC plus forte i:ll:i{“':I|I DICTSG!ml}'
50% des cellules de L.d. et d'E.s. sont marquées par ce sfrum 3 10 heures
et 14 heures post-infection resnecti%enent. MEme si 1'on pergoit encore
dans ce dernier cas la différence de comportement 3 1'infection virale
chez ces deux lign€es, 1'augmentation de la concentration virale en VPC
provoque toutefois une diminution des temps post-infection nfcessalres au
marquage de 50% de ces deux types de cellules tant chez une lignfe que
chez 1'autre. Il en est de méme en ce“qui se rapporte aux temps post=
infection nécessaires au marquage de 951 des cellules de L.d. et d'E.s..
On peut relever en plus 3 partir de ce tableau 12 que les temps post-
infection les plus courts o 1"on obtient le marquage 3 1'Ip de 50% et de

95% de ces deux types de cellules sont déterminés par le sfrum anti-

intestin chez L.d. et par le sfium anti-polyddre dissout chez E.s..

Afin de pousser plus loin l'interprétation mathfmatique des ré-
sultats d'analyse informatisfe se rapportant 3 la variation de la concen-
tration virale en VPC chez ces deux mEmes lign€es, on a porté& sur papier

Probit les valeurs de temps post—infection en log en fonction des pourcen-
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tages de cellules marqué€es & 1'Ip sur Echelle Probit tels qu'obtenus sur

le programme informatis& (section II-4), On s'est cependant limité 2

ll ntE[‘PI‘étﬂtiOll de dEux concentrati OTLE [ ( ) 5':'1" 1 ;
I m -
fp,;

10 DICTBD!ml} tant chez l'une gque chez l'autre lign€e infectfes et
marquées par un sfrum anti-intestin. Les figures 41 et 42 se référent
respectivement aux lignfes de L.d. et d'E.s.. Au niveau de ces deux
figures, on remarque tant chez 1'une que chez l'autre lignfe une relation
linfaire existante entre le log du temps post-infection et le Probit du

pourcentage des cellules marquéfes & 1'Ip. On peut conclure que la dose

a réellement un pouvoir plus infectieux compara-

4.0

4.7
irale de 1 DICT
virale de 10 50/ml

tivement 3 1l'autre dose virale (10 DICT ) puisque les temps néces-

50/ml

saires par exemple pour obtenir un marquage 2 1'Ip de 50% ou de 95% des
cellules de 1'une ou l'autre lign€e sont plus courts lorsque ces derniéres

sont soumises 3 la dose virale la plus &levée {lﬂn'? DICT ) (figures

50/ml

41 et 42), Aussi, si 1'on compare les effets individuels de ces deux
doses virales chez ces deux lignf€es, 11 semble que la lignfe de L.d. est

plus permissive devant 1l'infection virale quelle gue soit la concentration

4.0 4.7
virale impliquée (10 DICTEﬂfml ou 10 DICTjUIml}' Puisque pour un

méme temps post—-infection (log du temps post—infection de 1.5 par exemple)
des pourcentages de cellules marqufes de 70% chez L.d. et de 54% chez

E.s. sont déterminés lorsque ces derniéres lignfes sont soumises 3 une

4.0

méme dose wvirale en VPC de 10 DICT A noter que ces deux figures

50/ml "
intégrées dans cette &tude sont A titre d'exemples. On pourrait agir de
la sorte sur les résultats tirfs des expériences portant sur la variation

de la tempfrature d'incubation, de la variation de la concentration

inhibitrice en cordycépine, de la variation de la concentration stimula-



Figure 41

Relation lin@ajire existant entre les données logarithmiques des temps post—inﬁection et les données probit des
pourcentages de cellules de la lignée de L.d. marquées & 1'Ip par un sérum anti-intestin conjugué.
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Figure 42

Rglation lingaire existant entre les donnfes logarithmiques des temps post-infection et les donnes probit des
pourcentages de cellules de la lignée d'E'E' marquées B 1'Ip par un afirum anti-intestin conjugué.
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trice du CIV, etCeus

I1 semble important de souligner aussi une diff&rence de compor-
tement 2 1'inhibition de la cordycépine chez les deux lignées de L.d. et
d'E.s. infectfes et par la suite inhibfes avec cet antibiotique 2 diverses
périodes post—infection, En effet, les temps post-infection ol 1l'on
obtient le marquage 3 1'Ip de 95% des cellules de ces deux types de li-
gnées inhibfes par la cordycEpine appliqufe sont trds variables d'une li=-
gnée 3 l'autre lorsque le marquage est effectuf par un sfrum en particu-

lier 3 divers temps post=infection.

I1 semble important de mentionner aussl une autre variation de
comportement entre ces deux mémes lignfes soumlses 3 une méme concentra=

4.0

tion virale en VPC (10 DICT, ) et 3 une méme concentration de cordy-

50/ml

cépine (0.20 ug/ml). Quel que soit le sérum marqué impliqué, les temps
post=infection avant 1'application de la cordycEpine o 1'on obtient le
marquage 3 1'Ip de 50X des cellules sont plus courts chez L.d. par rap-

port 3 l'autre lignfe quelles que solent les heures de lecture des résul-

tats (15 heures ou 24 heures) (tableau 16).

En guise de conclusion, un autre &tudiant gradu€ en la personne
de Jean Lacoursidre (1984) s'est attardé aussi 2 1'interprétation mathéma-
tique mals tré&s poussfe de ses r€sultats expérimentaux traitfs au préala-
ble sur le m&me programme informatique employ€ dans le présent mémoire.
Ses recherches ont portées sur 1'Etude du potentiel larvicide du B. thu-
ringiensis s&rovari&té israelensis (insecticide expfrimental: TEKNAR) sur

deux groupes de mouches noires (Simulium decorum et Prosimulium gr. mix-

tum,
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11 est Iintéressant de constater que de telles analyses pulssent
s'appliquer 2 des données semi-quantitatives permettant de retirer d'expé-
riences de marquage en Ip plus de renseignements que l'on en retire norma-

lement.



Perspective d'avenir



L'emplol de la méthode de détection immunocenzymatique par 1'Ip
nous permet donc de détecter en microscopie optique les divers ag viraux

du VPC d'E.s. chez les lignfes cellulaires d'invert&bré&s d'Euxoa scandens,

de Lymantria dispar et de Choristoneura fumiferana cultivées. Cette

méthode sensible nous permet d'&tablir en plus les cin€tiques d'apparition

des divers ag viraux de ce méme virus,

Comme 1'Ip s'avdre avant tout une méthode qualitative et semi-
quantitctactive, notre Etude pourrait 8tre complét€e par 1'E.L.I.S5.A. . Cette
dernidre technique servirait 3 quantifier précisfment en terme de ug/g de
cellules les divers ag viraux synth&tis€s dans les cellules—cibles. On
pourrait procfder A3 des travaux supplémentaires en microscopie Electroni-
que en se servant de 1'Ip et/ou d'une autre méthode immunologique telle la
technique 3 1'or collolIdale et & la prot€ine A afin de mieux comprendre le

m&canisme intrins®que de la rE&plication de ce virus,

I1 serait E&galement int&ressant dans un avenir prochain d'appli-
quer la technique immunologique 3 1'Ip sur d'autres systdmes cellulaires-
virus 2 des fins de dEpistage d'autres viroses d'insectes (granuloses,

entomopox, eLC..s).

On pourrailt Eventuellement se servir de cette technique dans le
but de diagnostiquer des larves atteintes en nature., Et de déterminer
8'1]l s'agit d'un virus A réplication nuclfaire ou cytoplasmique ou d'un

tout autre microorganisme (bactfrie, protozoaire, etc,..).

L'application de cette m&thode sur le terrain nous permettrait

de volr notamment les frEquences d'infection naturelle d'une part, et de
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mesurer l'efficacité de traltements Insecticides viraux dans 1'environne-—

ment contre les pestes nuisibles.

Cette technique pourrait €galement nous permettre de déceler
1'accumulation ou la réplication des virus utilisfés comme insectilecides
chez des espéces non-cibles (mammiféres, amphibiens, insectes de d'autres

espices que celles visfes, etc...).

On voit donc qu'en virologie des invert&brés un vaste champ

s'ouvre pour l'utilisation de cette technique.
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Annexe |

Exemple de calcul® dee valeurs de concentrations (movenne et totale)
des IgGs purififes (avant et aprds dialyse des fractions)
d'un s€rum anti-virus

Donnfes de lecture de densité optique (D.0.) sur spectrophotomdtre Pye Unicam des
fractions d'IgGs pures du s€rum anti-virue collectées 3 la suite d'une chromatographie
d'exclusion sur gel S5&phadex G-150

Fractions conservies Volume des fractions D.0. des D.0. des Rapport 27B/251|
dont le rapport (ml) fractions fractions (2.5 2 3.0)
278/251 est de a4 278 om 4 251 om

2.5 3 3.0
23 1 1.88 0.72 2.61
24 2 2.96 1.18 2.51
25 F 31.56 1.38 2.58
26 2 3.68 1.32 2.79
27 F 3. 64 1.20 2.87
28 2 .88 1.04 2.77
29 2 2,22 0.88 2.52
30 1 1.42 0.51 2.78
il 1 0.92 0.35 2.62
Wolume total des Eractions 15 ml

(avant dialyse)

Molume total des fractions 28 ml
(aprds dialyse)
foame des D,0. 3 278 nm 22.96
8) [] moyenne des IEG‘Z?B (mg/ml) 22.96 D.0.
(avant dialyse) - f!__ﬂ

1 % 1.5 D.0./mg IgGe**

[] moyenne des 1gGs,;q non-dialysfes = | mg IgGs/ml

b) |[] totale des IgGs (mg/ml) = 1 mg IgGe/ml = 15 ml
{apras dialyue}zn 70 ml

[] totale des IgGs278 dialysées = 0.34 wg/nl

*# Le celcul des valeurs de concentrations (movenne et totale) des IgGs est effectuf de la
sorte pour tous les IgGs spleifiques aux antig@nes du VPC d'E. scandens.

#** phgorption d'un mg d'IgGs Etablie selon la loi de Beer-Lambert (section II=2,2.3.),
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Table 1

Diéte synthftique servant 3 1'élevage d'E, messoria

l. Composition

A) Haricots blanes hydratés 854

E

Levure de bi&re 128 g
Germe de blé 200 g

B} Acide ascorbique 13 g
Acide sorbique b g
Hydrochlorure de tétracycline 150 g
MEthyl-p-hydroxybenzoate (Nipagine) B g

C) Agar 100 g
Eau distillée stérile 21

2, Préparation

a)

b)

c)

d)

Autoclaver les haricots, la levure de bi2re ainsi que le
germe de blé& dans des contenants individuels pour une période
de 20 minutes.

Dissoudre 1'agar dans environ le tiers du volume d'eau
(récipilent de 3 litres).

MElanger 1l'acide ascorbique, 1'a. sorbique et la Nipagine
dans environ 100 ml d'eau.

Broyer les haricots blancs hydratés et le germe de bl& avec
le reste de l'eau et avec le mélange préparé en c), Ajouter
1'hydrochlorure de tétracycline, et ajouter finalement 1'agar
fondu encore liquide en alternant avec la levure de biére.



Table 2

Composition du miliew de Grace stérile*

Grace's insect tissue culture media

1 Modified 2 Modified
Liguid (1x) Liald (1) Liguid (1X) Ligquid (1X)
350-1590 350-1945 350-1590 350-1945
COMPOMENT ma/fL mg/L COMPONENT mg/L mo/L
THORGAN]C ls.u.rs: ) VITAMINS:
I'.-IE]‘: anhyd. ) 750. FSD,Wb Blotin 0.0 0.0
KC1 4100. 4100.00 D-Ca pantothenate 0.02 0.02
MgCl, . 6H,0 2280.00 2280.00 Choline chloride 0.20 0.20
MgS0% . 7H30 2780.00 2780.00 Folic acid 0.02 0.02
nanch 350.00 350.00 i-Inositol 0.02 0.02
Mk pd, . H,0 1013.00 1013.00 Niacin 0.02 0.02
OTHER COMPONENTS: ; Para-aminobenzoic acid 0.02 0.02
Alpha-Ketoglutaric acid 370.00 370.00 Pyridoxine HCL 0.02 0.02
Fructose 400.00 400.00 Riboflavin 0.02 0.02
Fumaric acld 55.00 55.00 Thiamine HCL ) 0.02 0.02
D-Glucose 700.00 700.00 SERUM COMPOMENTS:
Malic acid &70.00 670.00 Bavine Albumin Fracttom ¥ - 11
Succinic acid 60.00 60.00 Fetal Bovine Serum - 11
Sucrose 265680.00 26680.00 Whole Egg Ultrafiltrate - 103
AMIND ACIDS: ' .
E - Alanine 200.00 200.00 Grace, T.C.C., "Estab)lishment of Four Strafins of Cells from Insect
L - Alanine 225.00 225.00 Tissues Grown in Vitro.® Mature, Vol. 195, Mo. 4843, pp. 788-789
L = Arginine HCL 700.00 700.00 (August 25,.1962). Dept. of Microbiology, John Curtin School of
L - Asparagine 3¥50.00 350.00 Medical Research, Canberra and Divisiom of Entosology, C.5.1.R.0.,
L= h'pll"l c acld Hﬂﬁ 350.00 Canberra
L - Glutanic actd 609,00 660.00 Zyunker, Vaughn and Cory, Sclence 155, 1565 (1967).
Iéii:?‘u"mm %:33 ﬂ:ﬁ'ﬂ 8peduced from 1000 mg/L upon recommendation of Dr. James
L - Histidine 2500.00 2500.00 Vaughn, USDA, Beltsville, Wd.
-1 i .00 £0.
Lo Lo 75-%0 79:00 Plncressed from 2240 mg/L, pers. comn. with Or. Yaughn.
e .00 55:00 < hieve and maintain solubili
- onine il B i ma 0 .
L= P.'rn? lalanine }g% ;ﬁﬁgigg P adjusted to | 6.8 to Ackiews & e Y
:'1-_ P;:,a,: 1100.00 1100.00 Mote: Lobster hesolymph (Homarus americanus), Cat. Mo, 260-
L - Threonine 175.00 175.00 6260 may be used in lieu of Insect hemolymph.
L - Tryptophan 100.00 100.00
L = Tyrosine £0.00 50.00
L - Valine 100.00 100.00

* Produit vendu par Gibco (Grand Island, M.Y., U.5.A.)

TzZ€
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Table 3

Milieu de Grace complet®*

80 ml de milieu de Grace stérile (table 2).

20 ml de sérum de veau foetal stérile (Gibco, N.Y., U.S.A,).

1 ml d'antibiotiques: Pénicilline 80 UI.
Streptomycine 80 ug.

*Ce milieu est préparé sous une hotte stérile (Envirco, Subsidiary of
Bio-Dynamics Inc., modéle 1Q276, Albuquerque, New Mexico).
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Table 4

Milieu de C.f. complet*

80 ml de milieu de Grace stérile (table 2).

10 ml de sérum de veau foetal stérile (Gibeco, N.Y., U.S.A.).

10 ml d'une solution de tryptose broth** 3 2,57 filtrée.

1 ml d'antibiotiques: Pénicilline 80 UI
Streptomycine 80 ug

* Ce milieu est préparé sous une hotte stérile (Enyirco, Subsidiary of
Bio-Dynamics Inc., modéle 10276, Albuquerque, New Mexico).

#%Le produit tryptose broth est vendu par Difco
(Détroit, Michigan, U.S.A.).
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Table 5

a) Tampon tris-BCl* 0.05 M pH 7.0

- 6.057 g tris-HC1l dans 500 ml d'eau distillée.
- Titrer avec du HCl 1N jusqu'd l'obtention d'un pH 7.0 avant
de compléter & 1 litre avec de 1l'eau distillée.

b) Tampon tris-HCl1* 0.05 M pH 7.6

- idem au procédé de la table 5a sauf titrer avec du HC1l 1IN
jusqu'a 1l'obtention d'un pH 7.6.

% tris-HCl: tris (hydroxyméthyl aminométhane) (Bio-Rad Labo., Richmond,
Californie).
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Table 6

Tampon phosphate 0.005M pH 7.0 (tampon-CIV)

169 mg NaHZPOA'HZO

433 mg NazHPOA

gs ad 1 litre avec de 1l'eau distillée.
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Tabkle 7

Colorant de violet de crystal 0.13

0.1 g de violet de crystal dans 100 ml d'une solution
d'acide citrique 0.1 M (21 g d'a. citrique/litre d'eau
distillée)}.
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Table 8

a) Solution de paraformaldéhyde 0.5%

- 6.25 ml d'une solution de paraformaldéhyde 87
dans 1'eau distillée.

- 50 ml de tampon phosphate de sodium 0.1 M pH 7.4
gqs ad 100 ml d'eau distillée.

b) Solution de paraformaldéhyde 17

- 12.50 ml d'une solution de paraformaldéhyde 87
dans 1'eau distillée.

- 50 ml de tampon phosphate de sodium 0.1 M pH 7.4
qs ad 100 ml d'eau distillée.
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b)
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Table 9

Tampon phosphate de sodium 0.1 M pH 7.4

Solution A: 14.196 g NazHPO4 gs ad 1 litre d'eau distillée.

Solution B: 13.799 g NaHZPOA’HZO gs ad 1 litre d'eau distillée

A 150 ml de la solution A, on ajoute 500 ml de la solution B.

Tampon phosphate de sodium 0.05 M pH 6.9, 0.1 M NaCl

Solution A: 7.098 g Na,HPO, qs ad 1 litre d'eau distillée.

Solution B: 6.899 g NaHZPOA’HZO gs ad 1 litre d'eau distillée.

A 950 ml de la solution B, ajouter 1 litre de la solution A.

A cette solution titrée a un pH 6.9, ajouter du NaCl de maniére
3 obtenir une concentration finale en NaCl de 0.1 M (5.84 g de
NaCl dans 1 litre de tampon).
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e)

d)
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Table 10

Diverses solutions utilisées au cours de la préparation®
de la peroxydase (HRPO) avant sa conjugaison aux IgGs purifiées,

Solution de bicarbonate de Na 0.3 M pH 8.1

2.5203 g NaHCO, gs ad 100 ml d'eau distillée,

3

Solution de FDNB (l-fluoro-2-4-dinitrobenzéne) 1% P/P dans 1'alcool
absolu

Sur la balance, on tare un tube déposé dans un bécher.
On ajoute dans celui-13 0.lg de FDKB et 9.9 g d'éthanol absolu.

Solution de NalQ, (sodium m-périodate) 0.04 M

0.8556 g MNaID, gs ad 100 ml d'eau distillée.

4

Solution d'éthyléne pglycol 0.16 M

0.9 ml d'&thyléne glycol gqs ad 100 ml d'eau distillée,
Densité de 1'&thyléne glycol: 1.11lg/ml,
Concentration de 0.16 M en &thyléne glycol:
0.99312g/100 ml.

0.9 ml de ce produit correspond a8 0.99312 g,

% Etapes de la préparation de la HRPO citées 3 la section II-2.3.1.
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Table 11

Tampon carbonate de Na 0.Q1 M pH 9.5

Solution A: 1.0599 g Na2C03 gs ad 1 litre d'eau distillée.

Solution B: 0.8400 g NaHCO3 gs ad 1 litre d'eau distillée.

A 900 ml de la solution A, ajouter 1 litre

de la solution B.
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Table 12

Tampon PBS (phosphate-buffered saline) pH 7.4-7.5

Solution A:

Solution B:

Solution C:

8.00 g NaCL

0.20 ¢ KC1
1.15 ¢ NaZHPO4
0.20 ¢ KHZPO4

800 ml eau distillée

0.132g  CaCl,.2H,0

100 ml eau distillée

0.100g  MgCl,.6H,0

100 ml eau distillée

- Mélanger la solution B avec la solution A,
et ajouter la solution C au mélange précé-

dent.

- Ajuster le pH & 7.4-7.5 avec du NaOH 1 N.
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Table 13

Solution de DAB-4HCl* 0.05%Z, H,0, 0.01%

- Ajouter 0.05 g de DAB-4HCl z 10 ml de tampon tris-HCl 0.05 M
pH 7.6 (table 5b). Cette solution est mélangée a 1'aide d'un
barreau aimanté.

-~ Filtrer la solution précédente a l1'aide d'un filtre Whatman # 1
(Whatman Limited, England).

- Ajouter juste avant usage de cette solution filtré&e 0.033 ml d'une

solution a 37 de H202 pour obtenir une concentration finale de 0.017%
en H202.

N.B.: La solution de DAB-4H(C1l préparée de la sorte est concentrée
10 X et se conserve des semaines a -70°C.

* DAB-4HCl: tétrahydrochlorure de diamino-3,3' benzidine
(Sigma Chemical Company, St-Louis, U.S.A.)
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Table 14

Solutions de coloration et de décoloration des plaques
employées lors de la technique d'Ouchterlony.

a) Solution de coloration: Bleu de Coomassie

425 ml - éthanol

55 ml acide acétique glacial

25 ml glycérine
0.125 ¢ colorant (Bleu de Coomassie)

gs ad 1 litre avec de l'eau distillée.

b) Solution de décoloration

25 ml éthanol
10 ml acide acétique
100 ml eau distillée





