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RESUME

Les cristaux protéiques produits lors de la sporulation

de Bacillus thuringiensis sérovariété israelensis ((B.t.i.)

sont toxiques pour les simulies et certains moustiques.

Appliqué comme insecticide en milieu aquatique, il est
efficace et sélectif, mais son dosage dans les eaux
naturelles pose un probléeme; particul ierement a des

concentrations sublétales, car on né peut le doser que par
des tests biologiques, contrairement aux insect{cides
chimiques. Afin de circonvenir ce probleme, nous avons mis au
point avec 1‘aide d’un appareil PELLICON, une méthodologie
qui permet de concentrer la fraction active de B.t.i.
présente dans les échantillons d’eau, Jjusqu’a un niveau

dosable par un test biologique conventionnel.

Suite aux travaux de laboratoire, nous avons effectué
des expériences de terrain dans le but d’étudier le transport
de B.t.i. en eau courante et d’appliquer aux échantillons

recueillis 1la technique mise au point.

Nous avons choisi pour notre étude la riviéere aux BETES
PUANTES et un ruisseau du petit lac FRASER situés dans la
réserve Saint—-Maurice. Les expériences ont consisté dans une
premiére étape a effectuer un tragcage a la rhodamine pour

déterminer les parametres de transport (vitesse de



déplacement, dispersion et perte du produit) et ce, basé sur
l1’analyse des échantillons recueillis & différentes stations

en aval du point d’épandage.

Dans une seconde étape, un tracage au B.t.i. a été

effectué dans les mémes conditions qué la rhodamine.

L’analyse des résultats obtenues a révélé d’une part que
dans le ruisseau du petit lac FRASER, la baisse de
concentration (rhodamine et B.t:i.) d’une sfation & 1’autre
était beaucoup plus importante que dans la riviere aux BETES
PUANTES. D’autre part, 1’analyse des concentrations en B.t.i.
dans les eaux avant et apreés ultrafiltration a montré que le
pourcentage de récupération de la fraction toxique était en

général éleveé.

La plus grande perte de B.t.i. enregistrée dans le
ruisseau du petit lac FRASER indique une longueur de perte
dont la distance (en metre) est moins elevée dans les petits
cours d’eau que dans les grands (802 m pour la riviere aux

BETES PUANTES et 210 m pour le ruisseau du petit lac FRASER).

L’utilisation de 1la technique d‘ultrafiltration
tangentielle a permis le dosage de B.t.i. en concentration
sublétale dans les eaux natureiles et a démontré son utilite

pour 1’étude du transport de cet insecticide en riviere.
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CHAPITRE I

INTRODUCTION

I.l Connaissances actuelles sur le Bacillus thuringiensis

Le Bacillus thuringiensis (B.t.) fait partie d"un groupe

de bacilles, Gram-positifs, mobiles, a spore ovale
subterminale, non déformante. Ils sont aérobies facultatifs
sur gélose gélatine sans nitrates, et sont du type
fermentatif sans gaz sur milieu de Hugh et Leifson glucosé
(de Barjac et Bonnefoi, 1967). Taxonomiquement treés proche de

Bacillus cereus (Carleton et Gonzalez, 1985), le B.t. possede

cependant une particularité: 1l1a capacité de produire une
inclusion protéique dite "cristal", pathogéne pour les larves
de certains insectes. La présence d’une endotoxine protéique
(delta endotoxine) dans le cristal est responsable de la
toxicité du B.t. pour les larves de Dipteéeres et de
Lépidoptéres. Ce pouvoir larvicide fait de B.t. un des agents
insecticides les plus employés dans 1la Ilutte biologique.
Cependant, le B.t. peut produire d’autres toxines telles
l1’alpha exotoxine, la béta exotoxine et des exoenzymes.

L’alpha exotoxine et les exoenzymes ont une activite



biologique non recherchée. La beéta ekotoxine thermostable,
moins spécifique que la delta endotoxine peut—étre toxique
pouf les mammiféres. Pour ces raisons, seules les variétés de
B.t. ne produisant pas ces substances (exotoxines,
exoenzymes) sont utilisées dans les préparations

commerciales.

Les premiéres études sur la pathogénicité de Bacillus

thuringiensis remontent au début du 20elle siecle, plus

précisement en 1905, guand Ishiwata isola chez des larves de

vers a8 soie malades (Bombyx mori), une bactérie qu’il nomma
Bacillus sotto. De nos jours, cette bactérie est désignée
sous le nom de Bacillus thuringiensis sérovariété sotto

(sérotype H4a,4b). En ce qgui se rapporte a la dénomination

Bacillus thuringiensis, elle nous vient de Berliner. Ce

dernier travaillait en Allemagne (1902 - 1916) sur une
maladie infectieuse de la Pyrale méditerranéenne de la farine

(Anagasta kuehniella), retrouvée originalement dans les

moulins de Thueringen. La découverte d’une bactérie comme
étant 1‘agent responsable de 1’infection, 1incita a la

dénommer Bacillus thuringiensis (Berliner, 1915) en souvenir

de la ville de Thueringen. Cette bactérie est désignée de nos

jours sous le nom de Bacillus thuringiensis sérovariété

Berliner ou thuringiensis (sérotype Hl).

Bien que B. thuringiensis ait été isolé en 1915, il

fallut attendre les années 50 pour assister a |‘exploitation



du pouvoir pathogéne de ce microorganisme. Cette nouvelle

orientation était due a8 la résistance croissante des insectes

aux pesticides chimiques, et aux dommages causeés a
l1“environnement par ces derniers. 11 est important de
mentionner que dans cette recherche d’insecticides

biologiques, peu de microorganismes ont éteé retenus.
Plusieurs virus ont été sélectionnés pour le contréle des
insectes nuisibles en agriculture et en foresterie, mais
aucun n‘a été utilisé a grande échelle (LUthy et al., 1982).
En effet, les virus étant des parasites intraceliulaires
obligatoires, la production in vitro de cultures cellulaires
est assez faible, pour prétendre les produire en grande

quantité. Seules les bactéries permettaient une production de

masse sans contrainte majeure.

A l1la fin des années 50, de nombreuses bactéries
produisant un cristal parasporal, et particul iérement
pathogénes pour les Lépidopteres, avaient été isolées de
plusieurs insectes (Delaporte et Beguin, 1955; Talalaev,
1956; I sakova, 1958; Heimpel et Angus, 1958). Mais ces
bactéries différaient par certains de leurs caracteres et par
leur pouvoir pathogene sur les insectes, d’ou la nécessité de
bien 1les connaftre et 1les identifier. Divers essais de
classifications biologiques réalisés sur plusieurs souches de

B. thuringiensis par différents auteurs (Heimpel et Angus,

1959; Toumanoff et le Coroller, 1959; Krieg, 1961), ont



conduit d’une part a mettre en évidence un gfand nombre de
caractéres communs, et d’autfe part, a8 relever des caracteres
différentiels qui en permettent "~ 1’individualisation.
Parallelement, 1"étude sérologique par la technique de
l’aggiutination flagellaire ( Bonnefoi et de Barjac 1963) a
permis de distinguer les différents sérotypes. A chaque
sérotype, correspond un groupe biochimique basé sur un
antigene H (antigeéene flagel laire) gui est un groupe
spécifique. Deux sérotypes peuvent étre divisés en deux
biotypes , s’ils ont le méme antigene H, mais different

biochimiguement.

Jusgu’en 1977, les 13 sérotypes connus de Bacillus

thuringiensis (tableau 1), caractérisés par les antigénes HI

a8 H13 (de Barjac et Bonnefoi, 1973; de Barjac et al., 1977)

n‘étaient essentiel lement pathogenes que pour les
Lépidopteres. Ceci limitait leur utilisation a8 l1’agriculture
ou & la foresterie. La découverte d’un 14”'e sérotype,

individualisé sous le nom de sérovariété israelensis (de

Bar jac 197Ba,b), isolé par Golberg et Margalit (1977), vint
élargir considérablement le potentiel d’application de B.

thuringiensis. La quasi absence de toxicité de Bacillus

thuringiensis sérovariété israelensis (B.t.i.) sur les larves

de Lépidopteres introduisit la notion de spécificité dans son
pouvoir pathogene pour les larves aquatiques de mouches

noires et de moustiques, en le distinguant formel lement des



autres sérotypes de B.t., pathogénes pour les Lépidopteres
(de Barjac, 1978). Depuis, plusieurs nouveaux sérotypes H

furent isolés, portant ainsi le nombre a 23 (tableau 1).

Avant la découverte de B.t.i., 1la seule espéce
baétérienne retenue pour son pouvoir pathogéne vis-a-vis des

larves de moustiques était Bacillus sphaericus (Singer, 1973;

Davidson et al., 1975). Cependant, des études réalisées par

de Barjac en 1978 (a,b) sur la toxicité relative du B.t.i.

pour les larves d’Aedes aegypti et Anopheles stephensi ont
permis de montrer une activité 100 fois supérieure a8 celle de

Bacillus sphaericus.

Suite & l1a découverte du B.t.i., de nombreuses études
furent entreprises par les chercheurs. Les études effectuées
au début, visaient surtout a démontrer son efficacité en
laboratoire contre les culicides (Golberg et Margalit, 1977)

et les simulies (Undeen et al, 1978; Undeen et Berl, 1979).

La grande activité toxique démontrée par le B.t.i. face a

certaines larves de Diptéres (moustiques et mouches noires),

permit de 1’utiliser comme insecticide pour le contréle de
1 “onchocercose en Afrique. Il s’agissait de la premiere
utilisation de B.t.i. dans le domaine de la santé publique.

Les aspects fondamentaux du B.t.i. ont été abordés par

Fast (1982), LiUthy et al (1982), Amstrong et al. (1985%),



Tableau 1

Classification des différentes souches de Bacillus

thuringiensis selon le sérotype H

Sérovariéte

Sérovarieéete Sérotype H Sérotype H
thuringiensis 1 darmstadiensis 10
finitimus 2 toumanoffi lla,11b
élesti 3a kyushuensis lla,l1l1c
kurstaki 3a,3b thompsoni 12
sotto 45, 4b pakistani 13
dendrol imus 4a,4b israelensis 14
kenyae 4a,4c dakota 15
galleriae 5a, 5b indiana 16
canadensis 5a,5c tohokuensis 17
subtoxicus 6 kumamotoensis 18
entomoc idus 6 tochigiensis 19
aizawai 7 yunnanensis 20a,20b
morrisonti 8a, 8b pondicheriensis 20a, 20c
ostriniae 8a,8c colmeri 21
nigeriensis 8b,8c shandongiensis 22
tolworthi S japonensis 23




Cheung et Hammock (1985), Insell et Fritz-James (1985). Ces
chercheurs ont montré que la plupart des variétés possedent
un cristal bipyramidal formé d’un dimere de polypeptides.
Chagque sous—-unité du dimere a un poids moléculaire de 130 000
daltons. A 1’ opposeé, le B.t.i. présente des cristaux
polymorphes, formés généralement de trois protéines majeures
(230 000, 130 000 et 28 000 daltons). Mais seules les
fractions (230 000 et de 130 000) posseédent une activité
larvicide. L‘autre fraction (28 000) ne possede gu’une

activité hémolytique (Visser et al., 1986).

Malgré la différence entre les cristaux (taille, forme

et composition), le mode d’action semble étre le méme pour

toutes les variétés de Bacillus thuringiensis (de Barjac,
1978c). Apres ingestion du cristal par 1’insecte, 1’effet
primaire observé est la dégénérescence des cellules

épithéliales de 1’intestin moyen (Angds, 1970; Fast, 1974).
D’apreés Lecadet (1965), cet effet serait produit par une
toxine libérée a4 partir des cristaux, grace & une hydrolyse
enzymatique en milieu alcalin. Or 1 intestin moyen des larves
de Dipteres aquatiques est caractérisé par un pH alcalin (pH
10 4 11) et par une richesse en enzymes protéolytiques (Dadd,
1975). Ce milieu intestinal réunit toutes les conditions
réquises pour 1‘expression de la toxine. La désintégration de

1"épithélium intestinal, par distorsion puis éclatement des



cellules, serait due a 1’interaction de la toxine avec les

lipides membranaires (de Barjac, 1978b).

Du fait de 1’avenir prometteur du B.t.i., des études sur
les facteurs pouvant affecter son efficaciteé furent

entreprises afin d’optimiser son application.

1.2 Etudes des facteurs conditionnant 1‘efficacité de B.t.i

contre les simulies.

1.2.1 Etudes au laboratoire

Des études (Frommer et al., 1980; Molloy et al., 1981;

Lacoursiere, 1985) ont porté sur 1|‘effet de certains
facteurs (température, concentration de 1’insecticide, temps
de contact et &age des larves) pouvant affecter I1’activiteé
larvicide de B.t.i.. Ces recherches ont démontré que pour une
méme concentration d’insecticide, la mortalité des larves de
Simul ium augmentait avec l1a température, et aQec le temps de
contact. Molloy et al. (1981) ont en outre précisé que les
larves jeunes sont plus sensibles que les larves agées. Des

conclusions du méme genre avaient été formulées par Guillet

et Escaffre (1979).

D’autres travaux de laboratoire (Guillet et al., 1985)

ont permis de mettre en évidence 1’importance de la taille

des particules pour l’efficacité du B.t.i.. Ainsi, i1 a été



démontré que la taille moyenne optimum conférant la meilleure
efficacité sur les larves de simulies se situe entre 30 et

50 m.

. Les tests en laboratoire démontrent le tres grand

'pofentiel du B.t.i. comme agent de contrdéle biologique.

' 1.2.2 Etudes sur le terrain

A cbté des travaux de laboratoire, des expériences de
terrain ont été entreprises, afin de vérifier 1’efficacité du

B.t.i. en milieu agquatique naturel.

Les premiers travaux sur 1‘utilisation du B.t.i. en
milieu aquatique naturel pour le contrdle des mouches noires
(Simul ium damnosum s.1.), ont été rapportés par Guillet et de
Bar jac (1979). Les résultats obtenus suite aux essais
réalisés avec une poudre primaire non formulée (R153-78
Biochem products) sur les larves de simulies furent si
encourageants, que trois formulations expérimentales ont été
immédiatement produites par 1’ industrie. 11 fut alors
démontré que 1’efficacité de ces trois formulations dépendait
de la taille des particules (agrégats de spores et cristaux
d’endotoxine) en suspension (Guillet et Escaffre, 1979;
Molloy et al., 1981). Il s’agissait donc de déterminer les

formulations qui seraient les mieux adaptées aux applications
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opérationnelles, et étudier les facteurs qui conditionnent

leur efficacité en milieu agquatique naturel.

Il est & noter que les travaux de recherches en

laboratoire et sur le terrain ont permis de mettre en
évidence un avantage important du B.t.i. dans les conditions
opérationnelles. En effet ét ce contrairement aux
insecticides chimiques, le B.t.i. est efficace a des

températures de l1’ordre de 1°C (& la condition d’augmenter la
dose), ce qui dans le contexte nord-américain en fait

1"insecticide de choix pour les traitements printaniers.

1.2.2.1 Influence de la formulation sur le

le comportement de B.t.i. en eau courante

Molloy et Jamnback (198lb) ont étudié le comportement
du BactimosR WP (grosses particules i.e. agrégats d’une
taille moyenne supérieure a 20 um) et du TeknarR WDC (fines
particules i.e. spores et cristaux d’endotoxine séparés dont
les tailles sont de 1‘ordre de 0.5 a8 5 um ) dans un ruisseau
de 1’état de New-York. Les expériences ont montré que les
grosses particules du BactimosR WP étaient beaucoup plus
efficaces que les fines particules du Teknarﬂ WDC. Mais
cette efficacité des formulations a grosses particules peut
diminuer si la turbidité de |‘eau dans laguelle elles sont
employées augmente, ou si le temps de contact est court

(Guillet et al, 1985b). Au contraire, les formulations a



fines particules (TeknarR) sont peu affectées par ces
conditions et constituent un type de formulation mieux adapté

pour un usage opérationnel, méme en condition d’eau turbide

(Guillet et al., 1985b). De plus, les grosses particules
sédimentent beaucoup plus rapidement que les fines
particules, entrainant une diminution probable de leur

"portée efficace” : distance sur laguelle le produit reste
efficace a 100% en aval du point d’ épandage. Des
observations comparables ont ¢été faites par Lacey et al.

(1984).

Des études réalisées par Lacey et Heitzman (1985) ont
montré que le comportement de B.t.i. en milieu naturel
pouvait étre affecté par la viscosité et 1la capacité des
formulations a former des mélanges homogenes avec | eau. En
effet, les formulations moins visqueuses et miscibles a 1" eau
se dispersent mieux et ont une portée plus grande. De ce
fait, le TeknarR (concentré aqueux) présente les
caractérfstiques physiques optimales pour une app]icétion

opérationnelle en eau courante.

[.2.2.2 Influence du débit sur la portée de

B.t.i.

D ’autres essais de terrain ont permis a Undeen et Colbo
(1980), de mettre en évidence la corrélation existant entre

la portée et le débit du cours d’eau. Les expériences



12
réalisées sur quatre ruisseaux (débit de 3,5 a 57 L.sq;
température 3 a 22°C) avec des suspensions agqueuses non
commerciales de B.t.i. (produites sur gélose de tryptose.au
sang) démontrent que la portée du B.t.i. augmente avec le
débit. Des observations identiques ont été faites par Undeen
et al. (1981) lors d’expériences sur de petits ruisseaux du

Guatemala et par Lacey et al. (1982) sur une riviere de

- R
1"Afrique de 1’0Ouest (débit de 45x10‘ L.sl) avec du Teknar
WDC. Ce qui permet de dire que le débit peut—-étre un

estimateur de la portée de 1’insecticide.

On retrouve également des travaux sur les effets
possibles du B.t.i. sur la faune et la flore aquatique, ainsi
que sur les animaux et les hommes (Dejoux, 1979; Colbo et

Undeen, 1980; Shadduck, 1980; Miura, 1982; Back et al, 1985).

Ces auteurs ont démontré que le B.t.i. est toxique pour une
gamme restreinte de Diptéres (mouches noires, moustiques,
Chironomidae et Blephariceridae) et n’est pas susceptible de
s’accumuler dans la chafne alimentaire & cause de son
caractere protéique qui facilite sa dégradation. Du fait de
sa spécificité, il est sécuritaire pour la Féune non—-cible et
les hommes. Jusqu‘a ce Jjour, aucun cas de résistance croisée

avec un insecticide chimique n‘a été signaléef
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1.3 But du projet

1.3.1 Problématigue

La résistance croissante des insectes piqueurs aux
insectfcides chimiques a provoqué 1‘utilisation & grande
échelle de B.t.i. en Afrique de 1’Ouest, en Europe et en
Amérique du Nord pour le contré6le des larves aquatiques de
Dipteéres. Cependant, de nombreux problémes se posent si 1‘on
veut étudier le transport de cet insecticide en eau courante.
En effet, la taille variable des particules occasionne une
prédiction limitée de la portée en eau courante. De plus,
pour mesurer la portée, il Fagt pouvoir doser la quantité de
matiere active (cristaux) qui parvient a différentes

distances en aval d’un point d’épandage.

Les techniques antérieures comme le compte des spores
utilisé par certains auteurs pour évaluer l’efficacité d’une
préparation ne renseignent pas sur la valeur toxique car
l1"ingrédient actif se trouve dans le cristal et non dans Ila
spore. Les méthodes sérologiques, telles 1’ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbant Assays) développée pour le Bacillus

thuringiensis (Smith et Ulrch, 1983; Temeyer et al., 1986),

permettent d’étudier les protéines du cristal ou de
déterminer la concentration antigénigue de la toxine; mais

ceci ne permet pas nécessairement la mesure de la
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concentration d’un échantillon en valeur toxique pour

1 "espece cible.

La seule méthode couramment utilisée pour qgquantifier la
toxiciteé d’une préparation est 1a méthode des essais
biologiques sur les larves de mouches noires ou de

moustiques. Mais la sensibilité des différents stades
larvaires est variable au cours des essais bi§logiques.
L’ idée d’une standardisation fut alors proposée par de Bar jac
et Larget (1979), puis suivie par Rishikesh et Quelennec
(1983) et Mc Laughin et al. ( 1984). Mais la standardisation

reste un probleme majeur, car le spectre d’activité de 1la

toxine varie selon 1’espece de larve, et les résultats sont

fonctions de la technique utilisée. Malgré +toutes ces
difficultés, les essais biologiques demeurent la meilleure
voie de détermination de l’activiteé relative d’une

préparation. Cette méthode de dosage par essais biologiqgues
directs sur les échantillons de terrain fournit un estimé de
leur concentration aprés comparaison avec un standard. Mais
un probleme de dosage peut se poser lorsque la concentration
de 1’ingrédient actif est en dessous d’un certain seuil de
détection. Ces concentrations dites sublétales pour les
larves de moustigques ou de mouches noires sont impossibles a

déterminer par des tests biologiques.

[l convient donc d’utiliser une technique permettant

d’obtenir, a partir d’échantillons a8 concentration sublétale,
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des échantillons plus concentrés sur lesquels on peut doser
1’ingrédient par des essais biologiques. Plusieurs méthodes
exiétent. mais parmi les plus connues, on peut citer la
centrifugation, la filtration, 17ultrafiltration classique et

1"ultrafiltration tangentielle.

La centrifugation est efficace et permet de séparer
les élements contenus dans un volume de plusieurs litres.
Mais ce systeéme ne concentre que du matériel particulaire et
parfois une perte de 1‘ordre de 25% peut étre enregistrée
lors de 1’opération. De plus, il est encombrant et colteux.
La filtration sur filtre et 1’ultrafiltration classique sont
des systémes faciles d’utilisation et peu colteux. Cependant
un blocage peut se produire au niveau des filtres si la
concentration' des matieres en suspension est élevée.
L’ultrafiltration classique est un systéme lent, tandis que
la filtration sur filtre est rapide, mais posséde un faible
pouvoir de récupération. L’ultrafiltration tangentielle est
un systéme versatile de séparation qui permet de concentrer
les particules et les protéines avec peu de risques de les
altérer. lLa filtration se fait par écoulement tangentiel
rapide sous pression, empéchant le colmatage des filtres. En
plus dﬁ pourcentage de récupération élevé (de 1’ordre de
90%), ce systéme est simple, relativement peu colteux, rapide

et facile a entretenir.
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[.3.2 Choix de la méthode de concentration des

échantillons
Dans notre étude il s’agit de trouver de quelle fagcon on
peut & partir d’échantillons & concentration sublétale,
obtenir des échantillons plus concentrés, et donc analysables

par des tests biologiques. Diverses contraintes doivent étre

prises en considération dans le choix d’une méthode:

— wvolume d’eau traité par échantillon (20 L) en un
temps raisonnable, car les tests biologiques exigent des vo-
lumes de solution & tester de 17ordre du litre en raison des

dilutions sérielles et du nombre de repliques utilisées,

- maintien de 1’intégrité des cristaux du B.t.i.,

- taux optimum de concentration des cristaux,

- pourcentage de récupération des cristaux élevé et

fiable,

- enfin, cette méthode doit étre simple d’applica-

tion et peu colteuse par échantillon.

Compte tenu de ces exigences, les inconvénients de ces
trois méthodes (centrifugation, filtration, ultrafiltration
classique) nous ont amené a choisir le systeéme
dultrafiltration tangentielle Pellicon produit par Millipore

comme méthode de concentration.
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1.3.3 Objectifs du pro,jet

Le présent sujet vise deux objectifs principaux:

- le premier objectif est la mise au point en
laboratoire d’une méthodologie simple et fiable qui permet
de concentrer 17ingrédient actif contenu dans les
échantillions & concentration sublétale de B.t.i. afin de les

doser tres précisement,

- le deuxieme objectif est 1’application de cette
méthode aux échantillons de terrain éFin d’élaborer un modele
de prédiction des concentrations de 1°insecticide en rivieére.
Ce modéle permettra d‘analyser et de planifier 1’application
de B.t.i. en riviere avec un maximum d’efficacité pour un

minimum de colt d’épandage et d’insecticide.



CHAPITRE 11

MATERIEL ET METHODES

Dans le but de mettre au point la méthodologie a utiliser
pour concentrer les particules de é.t.i. contenues dans les
échantillons, nous avons effectué des expériences

préliminaires en laboratoire. Elles consistaient a préparer
des suspensions de différentes concentrations de TeknarR WDC
ou HPD (Zoecon Ltd. U.S.A.), gue nous soumettions a
1"ultrafiltration. Avant 1’ultrafiltration, nous prélevions
un wvolume de 1l‘’ordre du litre qui servira de témoin de
1’échantillon a filtrer. Le retentat ou concentré obtenu
aprés ultrafiltration, ainsi que le témoin serviront a faire
des tests biologiques sur des larves de moustiques. La
comparaison des résultats (témoin et retentat) aprés analyse
permet de déterminer le rendement de 1’appareil, L‘’autre
objectif de ces expériences était de vérifier 1’influence de
certains parameéetres (pfession. vitesse de circulation du
liquide et nombre de filtres) sur le pourcentage de

récupération.

Suite aux travaux de laboratoire, nous avons effectué
des expériences de terrain en Mai 1986, dans le but d’étudier

le transport de B.t.i. en eau courante et d’appliquer aux
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échantillons recueillis, la technique mise au point en
laboratoire. Nous avons choisi pour notre étude, la riviere
aux BETES PUANTES et un ruisseau du petit lac FRASER, situés
dans la réserve Saint—-Maurice, approximativement a 75 Km au

Nord-Ouest de Trois—Rivieres.

Ces expériences ont consisté dans une premiere étape a
effectuer un tragage a la rhodamine WT (Crompton and Knowles
Inc. U.5.A.) pour déterminer les paraméetres de transport
‘(vitesse de déplacement, dispersion et perte du produit)
propres aux segments de rivieres étudiés. Nous avons utilisé
la rhodamine car elle simule bien le déplacement de la masse
d’eau et d’aprés la littérature, ce traceur ne s’adsorbe pas
sur les matiéeres organigues et minérales. Les parametres
(vitesse de déplacement et dispersion) sont exclusivement
fonction du cours d‘eau, tandis que la perte dépend du
produit utilisé. Ces différents paramétres ont été étudiés en
suivant 1’exemple d‘un épandage a concentration constante
durant une période déterminée (figure 1). La dispersion
correspond a l‘étirement de la courbe temps—concentration en
fonction de la distance parcourue, c’est a dire
1’augmentation de 1la variance de 1la courbe par unité de
temps. La perte correspond a la diminution de la dose (aire
sous la courbe), tandis que la vitesse de déplacement est le
rapport d‘une distance donnée, sur le temps mis pour la

parcourir.



CONCENTRATION

STATION STATION | STATION 2

D’EPANDAGE
PLATEAU
ONDE
CARREE
TEMPS DE DISPERSION
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N
Figure 1I. Représentation schématique du déplacement longitudinal ©

d’un insecticide dans un cours d’eau.
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Dans une seconde étape, un tragcage au B.t.i. a été
effectué dans les mémes conditions que pour la rhodamine. Le
dosage des échantillons recueillis permet de suivre le
transport de 1‘insecticide. Nous pouvons ainsi mesurer la

perte de B.t.i. par comparaison avec la rhodamine.

Afin d’effectuer les différents tracages (rhodamine et
B.t.i.) le protocole de terrain suivant a été mis au point

(figure 2):

IT.1 Expérience sur le terrain

On effectue dans un premier temps une analyse
morphométrique des cours d’eau, qQui consiste a choisir des
sections (1200 m pour la riviere aux BETES PUANTES et 662 m
pour le ruisseau du petit lac FRASER) ne présentant aucun
obstacle physique majeur (i.e. méandre, dépression en
profondeur du 1lit de la riviere ou de constriction de 1la
riviere). Ces distances ont été choisies en tenant compte de
}’effet de la dispersion sur la variation de la concentration
de B.t.i.. En effet, dans les cours d’eau & faible débit
(ruisseau du petit lac FRASER: débit de 142 L.sq) la grande
dispersion entratne une baisse rapide de la concentration de
B.t.i. sur de courtes distances. 11 était donc important

d’avoir une courte section sur le ruisseau du petit lac
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Les échantillons de rhodamine (:) et de B.t.i. (:) sont analysés au

laboratoire (voir figure 3).

Figure 2. Diagramme des procédures (terrain).



FRASER et une grande sur 1la riviere aux BETES PUANTES

(débit de 1350 L.s !

). Des stations d’échantillonnage ont
ensuite été établies (riviere aux BETES PUANTES: 300 m; 520
m; 800 m et 1200 m, puis pour I17’émissaire du petit lac

FRASER: 131Im; 228 m; 302 m; 412 m et 622 m) en aval du point

d’ épandage de maniere a avoir des sections homogeénes.

Dans un second temps, des tracages au sel, a la

rhodamine et au B.t.i. ont été effectués sur ces riviéres.

IT.1.1 Tracage au se

Le sel est un traceur économique dont 17utilisation
permet d’optimiser celle de 1la rhodamine qui est plus
efficace, mais colteuse. De plus, on peut mesurer

concentration du sel directement sur le terrain a 1’aide
d’un conductivimeétre. Nous avons effectué des tracages pour
calculer la vitesse moyenne du cours d’eau et le débit. La
détermination du débit et la mesure de la vitesse aident
planifier les épandages (concentration initiale de produit a

utiliser; synchronisation des prises d’échantillons).

[T.1.2 Tracage a la rhodamine

Il a été noté que dans les petits cours d’eau (faible
débit), la dispersion était plus grande, ce qQui nécessitait

une dose plus forte. Suite a des expériences préliminaires,

23



nous avons pu déterminer les doses adéquates en fonction du
débit des cours d’eau et de la Ilongueur des sections

étudiées.

Nous avons par conséquent appliqué 700 mL et 300 mL de

la solution stock de rhodamine a 200 g.L  (lot n° 24-3-4 de

Crompton and Knowles). Ce qui représente des doses de 0,52 L

1

de rhodamine par nﬁ.s- de débit pour la riviere aux BETES

PUANTES et 2,11 L de rhodamine par md. s

de débit pour le
ruisseau du petit lac FRASER. Ces quantités de rhodamine ont
été versées dans des bouteilles de Mariotte de 20 L, puis le
volume a été completé avec de 1‘’eau de ruisseau. L’épandage
constant d‘umne durée de 31 minutes (riviere aux BETES
PUANTES) et de 32 minutes (ruisseau du petit lac FRASER) a
permis 1’obtention de plateaux aux stations en amont. Aux

stations en aval, la dispersion provoque un étalement des

courbes avec un maximum presque stable.

Les prises d’échantillons de 1la rhodamine ont été
faites en fonction de l’estimé des vitesses moyennes (0,46
m.s-| pour la riviere aux BETES PUANTES et 0,2 m.s'l pour le

ruisseau du petit lac FRASER) déterminé lors du tracage au

sel.

Etant domné 1’allure des courbes (figure 1), les
échantillons ont été pris a intervalles réguliers de trois a
‘cing minutes dans les débuts et les fins de passage ou les

concentrations varient lentement. Par ailleurs, nous

24
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respections un intervalle d’une minute au début et & la fin

des plateaux a cause du changement rapide de la
concentration. Les échantillons recueillis dans les
bouteilles de 100 mL sont conservés a la température de 1la
piéece, et la lecture a éteé effectuée plus tard au

laboratoire.

I1.1.3 Tragcage au B.t.i.

Les expériences de tracages ont été réalisées avec du
TeknarR HPD offert gracieusement par la compagnie Zoecon Ltd.
(Canada) et titrant approximativement 1200 U.T.Il./mg (Unité

de Toxicité Internationale).

Les guantités de TeknarR a épandre ont été fixées en se
basant sur des expériences réalisées |’année précédente. Les
résultats de ces expériences ont montré qu’a la dose de 5 L

! de débit, i1 était possible d’enregistrer

de B.t.i. par ma.s-
une mortalité supérieure a 50% lors des tests biologiques
directs sur des larves de moustiques, réalisés avec des
échantillons prélevés a8 un kilométre en aval du point
d’ épandage. De ce fait, nous avons choisi pour les quantités
a épandre, des volumes de 8,48 L (6,28 L de TeknarR par ma.'.-T-I
de débit pour la rivieére aux BETES PUANTES) et 6,36 L (44,79

L de B.t.i. par nP.s- de débit pour le ruisseau du petit lac

FRASER). Ces volumes sont versés dans des bouteilles ude
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Mariotte de 20 L, puis le volume est complété avec de 1’eau

de ruisseau.

Les épandages ( 37 minutes pour le ruisseau du petit lac
FRASER et 36 minutes pour 1la riviere aux BETES PUANTES) ont

été plus longs que ceux de la rhodamine a8 cause de la plus

grande viscosité du TeknarR. Afin d’éviter l1‘utilisation
d‘une quantité phénoménale de larves lors des tests
biologiques (si le nombre d‘échantillons de B.t.i. étaient

équivalents a ceux de la rhodamine), nous prélevions a chaque
station, trois échantillons (deux de voiume 2 5 L et un de
volume 2 10 L)Y & des temps définis (tableaux 2 et 3)
correspondant aux passages des plateaux de la rhodamine
(fortes concentrations). Les trois volumes recueillis sont
ensuite melangés dans des contenants plastiques, afin
d’obtenir une moyenne des fortes concentrations. Cette
procédure permet d’éliminer les fluctuations possibles sur
les courtes distances en aval du point d’épandage, tandis
gqu’a une distance éloignée (1 km); la dispersion crée un
plateau de concentration de plus longue durée et un seul
échantillon suffit. La suspension définitive a analyser est
un volume supérieur ou égal a 20 L, qu’on veut concentrer a 1
L. Un facteur de concentration de 1’ordre de 20 est important
parce que les essais biologiques exigent des volumes a tester
de 1’ordre du litre en raison des dilutions sérielles et du

nombre de repliques. De plus, en concentrant 20 fois, il
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devient possible de multiplier par autant - de fois la
sensibilité du dosage par des tests biologiques, dans la

mesure ou la récupération par l1‘ultrafiltration est bonne.

Tous les échantillons de B.t.i. recueillis a la suite
de 1’épandage ont été gardés &8 4°C. Ceci empéche toute
activité enzymatique qui pourrait dégrader les cristaux et

évite 1la multiplication bactérienne.

Tableau 2

Planification des prises d’échantillons de B.t.i

(riviere aux BETES PUANTES)

Distance station temps volume recueilli
(m) ' d’ échantil lonnage
(min) (L)
10 5
300 1 12 10
14 5
31 5
520 2 33 10
35 5
39 5
800 3 41 10
43 . 5
58 5
1200 4 60 10

62 5
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Tableau 3

Planification des prises d’échantillons de B.t.i

(ruisseau du petit fac FRASER)

Distance station temps volume recueilli
d’ échanti |l lonnage

(m) (min) (L)
. 22 =)

131 1 24 10
26 S

30 S

228 2 32 10
34 5

34 5

302 3 36 10
38 5

46 S

412 4 48 10
=11] S

58 S

622 S 60 10

62 5




[1.2 Expériences au laboratoire

Les différents échantillons (rhodamine et B.t.i.)

sont analysés au laboratoire de la maniere suivante (figure

3):
I[1.2.]1 Analyse des échantillons de rhodamine
La lecture des échantillons de rhodamine se fait a
I “aide du fluorimetre Turner modele 110, et les résultats
sont exprimés en ug.Lﬂ. Le calcul de ces résultats

nécessite les étapes suivantes:
l- mesure du pourcentage de fluorescence de chague
échantillion de rhodamine prélevé a la suite du tracage
2— conversion du pourcentage de fluorescence en

concentration de rhodamine a partir d’un étalonnage.

Dans une premiére étape, les solutions pour 1’étalonnage
ont été préparées a partir de la solution stock de rhodamine

(200 g.Lq) diluée avec de 1’eau de ruisseau.

Pour étalonner, on soumet au fluorimetre chagque dilution
et on releve le pourcentage de fluorescence pour chaque
échelle de sensibilite (1X, 33X, 10X, 30X). Avant chaque
mesure, on effectue une mise a zéro avec de [’eau de
ruisseau pour compenser |’effet possible d’une fluorescence

naturelle.
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DE PERTE

Figure 3.

Diagramme des procédures (laboratoire).
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On trace les courbes concentration de rhodamine-
pourcentage de fluorescence pour chaque échelle de
sensibilité. Puis, on calcule les droites de régression afin
de-déterhiner les coefficients a (ordonnée a l‘origine) et b

({pente de la droite de régresssion).

Pour la deuxieme étape du calcul des résultats, c’est a
dire la conversion du pourcentage de fluorescence en
concentration de rhodamine, on utilise les différentes
valeurs de a et b pour chaque échelle de sensibilité et on

détermine la concentration.

L’exemple suivant illustre le mode de calcul utilisé:
lors de 1’étalonnage, on a déterminé a = 0 et b = 1,765
sur une échelle de sensibilité donnée;
un échantillon de terrain a donné un pourcentage de
fluorescence de 27,4, La concentration de cet échantillon est

égale a 1,765 x 27,4 = 48,36 ug.Lq-

11.2.2 Analyse des échantillons de B.t.i.

11.2.2.1 Préparation des échantillons

Les échantillons de B.t.i., prélevés aux différentes
stations ont été soumis & des essais biologiques directs et a
une ultrafiltration (figure 3). Paralleélement, on préparait

un standard de B.t.i. (5 mg.Ld) de 20 L avec de 1’eau de
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ruisseau, qgu’on soumettait aux mémes conditions que les
échantillons. La comparaison des résultats des tests
bioiogiques directs du standard avec ceux du retentat ou
concentré du standard (aprés 1‘ultrafiltration) permet de
déterminer le rendement ou pourcentage de récupération de
1"appareil. Cette valeur (rendement ou pourcentage de
récupération) obtenu avec les différents échantillons,
permettra de juger de la fiabilite du systéme

d’ultrafiltration PELLICON.

Avant 1’ultrafiltration, un volume (de 1‘ordre du
litre), prélevé de 1" échantilion original, est conservé comme
témoin. Ce témoin considéré comme une suspension contenant
10072 du matériel est utilisé pour des essais biologiques

directs sur des larves de moustiques (Aedes triseriatus). La

comparaison des régressions probit des échantillons par
rapport au standard fournit alors une valeur de la
concentration originale de l1*échantillon, permettant le
calcul des courbes de B.t.i.. A partir de 1’analyse des
courbes, il est possible de déterminmer la longueur de perte
de 1’insecticide, qui est 1‘’un des parametres essentiel dans

un modele de prédiction des doses.

Le wvolume restant de 1échantillon est mesuré

précisement et est soumis & 1‘ultrafiltration a 1’aide de
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1’appareil PELLICON de Millipore (figure 4). Le concentré o;
retentat obtenu, servira a faire des tests biologiques dont
les résultats, comparés avec ceux du témoin permettront de
déterminer le pourcentage de récupération du concentré. De
plus, pour les échantillons & concentration sublétale, le

concentré nous donne une valeur sO0re de 1la concentration

originale de |1’échantillon.
11.2.2.1.1 Fonctionnement de 1’apparei]l
La description de 1‘appareil et de son fonctionnement

(figure 5) permettent de suivre les différentes étapes de

1"utrafiltration tangentielle.

LL"appareil est constitué d’une cellule de filtration (1)
formée de deux plaques acryliques entre lesquelles sont
placées des filtres Durapore (difluoro-polyvinylidene) de
0.45 um de diametre de pore (2). Ces filtres ont treés peu
d’affinité pour les protéines, et sont trés résistants aux
variations de température et aux produits chimiques. De plus,
on a choisi une Itelle porosité pour éviter la perte des
petits cristaux pendant 1‘ultrafiltration. Les filtres sont
séparés par une série de séparateurs (3). L’ utilisation
d’une pohpe péristaltique (4) possédant une entrée de
tubulures permet d’aspirer le ligquide, pour |’acheminer vers

la cellule de filtration. Une fraction du liquide est filtrée
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a4 la surface des membranes, alors que la partie non filtrée,
retournant dans 17échantillon & filtré est appelée retentat
(5); Le retentat de 17échantillon contient tout le matériel

(diamétre supérieur a celui des pores) qui n’a pu etre

filtré. Le ligquide est ensuite recyclé a travers le systéme
et la filtration continue, réduisant ainsi le volume de la
solution a filtrer (6) Jjusgqu’au volume désiré. Le liquide

circulant avec une faible pression, crée un mouvement
tangentiel, qui élimine tout phénoméne de polarisation et
empéche le colmatage des filtres. Deux valves permettent de
controler le débit au niveau de 1la membrane, tandis que la
pression d’entrée est mesurée continuel lement par un

" manometre.

11.2.2.1.2 Filtration des échantillons

On fait circuler la suspension de B.t.i. pendant cing
minutes pour charger 1’appareil (les valves filtrats étant
fermées). Les valves filtrats sont ensuite ouvertes
partiel 1lement (ouverture d’un quart), puis on augmente
légeérement le débit de la‘ pompe pour rétablir la pression
dans le systéme. Finalement, on mesure le débit du concentré
de 1’échantillon et le débit du filtrat. Le rapport devra
étre idéalement 2 3/1, sinon on réajuste le débit de la
pompe. Cette mesure est répétée plusieurs fois au cours de la

filtration.



Aprés filtration de 1la moitié du volume de
1”échantillon, on ferme les valves filtrats, on fait
circuler le concentré pendant quelques minutes, puis on
arréte 1"appareil. La circulation tangentielle empéche

l“accumulation de particules sur les filtres.

Une dizaine de minutes plus tard, 1’appareil est de
nouveau remis en marche, et les débits (concentré et
filtrat) sont mésurés. Lorsque le concentré de 1’ échantillon
atteint le volume souhaité (environ 1 L), on ferme les
valves filtrat et on laisse circuler le liquide pendant deux

ou trois minutes. Ensuite on vide les tubulures au maximum,

on récupére les filtres pour les laver soigneusement dans le

retentat recueilli, afin de récupérer les cristaux de B.t.i.
qui seraient restés collés sur les fitres au cours de
I“ultrafiltration. Finalement, on mesure précisement le

volume du concentré et du filtrat pour vérifier la constance
du volume mort non récupéré. Le témoin, le concentré de

l1“échantillon et une partie du filtrat sont conservés a 4°C
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dans des contenants plastiques pour les essais biologiques.

Les tests reéalisés périodiguement avec le filtrat nous
permettent de vérifier la porosité des filtres utilisés, car
il ne devait y avoir aucune activité toxique, sinon il faut

soustraire cette mortatité de celles obtenues avec le témoin

et le retentat.



[1.2.2.2 Matériel utilisé pour les essais

biologigues

Les larves d’Aedes aegypti (Culicidae) sont reconnues

comme organismes standards pour les essais biologiques
(Rishikesh et Quélennec 1983). Cependant, pour nos
expériences, nous avons choisi Aedes <triseriatus, dont

1”"élevage est pratique dans les laboratoires du Groupe de

Recherche sur les Insectes Pigqueurs (G.R.IT.P.) depuis

plusieurs années. De plus, la sensibilité des larves d’Aedes

triseriatus au B.t.i. est comparable a celle des larves

d’ Aedes aegqypti.

L’élevage des moustiques se fait dans des cages de

mousseline. Aedes triseriatus se développe & une température

de 22°C * 1°C. L’humidité relative (85% * 15%) et la
photopériode (18 heures de Ilumiére, 6 heures d'obscurﬁté)

maintenues constantes, sont contrdlées automatiquement.

Tous les deux Jjours, nous donnions un repas de miel, et
un repas sanguin est fourni par des souriss pius tard, les
oeufs sont récupérés puis gardés humides pendant 15 Jjours
pour faciliter 1’éclosion. Aprés 1’éclosion, les larves de
premier stade sont transférées dans des bacs en plastique,
et nourries avec du foie desséqhé. Au bout de 15 jours, les
larves atteignent le quatrieme stade, et sont finalement
prétes pour les essais biologiques. Les nymphes produites

sont placées dans les cages, ou elles donneront des adultes.
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Nous utilisons des pots & urine de 125 mL en
polypropyléne (Fisher Brand) non stériles et autoclavables
pour maintenir les larves pendant 1’exposition au B.t.i..
Nous avons choisi ces contenants parce qu’ils sont peu
colteux, faciles & transporter et a entretenir.

L’absence de chlore dans 1’eau servant pour les tests
biologiques étant recommandée (WHO 1983), nous utilisons de

l1"eau distillée non déminéralisée.

11.2.2.3 Réalisation des tests biologigues

Le premier point a considérer est la sélection des
larves testées. Elles doivent étre au début du quatrieme
stade de développement, car a ce stade les larves étant plus
faciles a reconnaftre, nous pouvons aisément utiliser une
population homogéne. Aussi, il apparaft que lors de la phase
initiale du quatrieme stade, les larves peuvent ingérer plus
de nourriture, donc s’intoxiquer plus facilement (Habib
1983). Plus tard au cours de la nymphose, les nymphes cessent
de se nourrir et ne sont pas susceptibles de s’intoxiquer.
L"a4age affecte donc 1a mortalité des larves ‘durant leur

exposition aux toxines de B.t.i. (Wraight et al, 1981).
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11.2.2.3.1 Détermination des fourchettes de

1la concentration

Ces tests préliminaires permettent de déterminer les
concentrations pour lesquelles 1a mortalité des larves passe
de 100% & 0%, facilitant ainsi les dflutions sérielles

rapprochées lors des tests définitifs.

La suspension (témoin ou retentat de 1‘échantillon) est
brassée vigoureusement pendant 20 minutes a 1’aide d’un
agitateur " wva-et-vient" (Eberbach - Ann Arbor), puis 5

dilutions de 10 en 10 (1/10 & 1/100000) sont réalisées en
ajoutant 10 mL de la suspension dans le premier pot, et en
transférant successivement 10 mL dans les autres. Chague pot
contient au préalable 90 mL d‘eau et 20 larves. Chague

dilution est éprouvée en triple exemplaires.

Les larves sont maintenues en contact avec 1’échantillon
a tester pendant 24 heures dans des chambres
environnementales ou la température est de 18°C. En effet,
une variation de la température lors des différentes
expériences peut affecter la mortalité des larves, car il
existe une relation positive entre la mortalité et

1‘augmentation de la température (Sinegre et al, 1981).
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I1.2.2.3.2 Comptage de 1a mortalité

Aprés un temps de contact de 24 heures, on dénombre les
larves vivantes et mortes, ainsi que les nymphes. A cause de
la'nécrophagie chez les larves, le nombre de larves mortes
est calculé & partir du nombre de larves vivantes (nombre
initial de larves moins le nombre de laryes vivantes). le

dénombrement des nymphes permet de réajuster 1‘effectif exact

des larves (nombre initial moins les nymphes). Si la nymphose
dépasse 5%, 1’expérience est rejetée et reprise, cér cela
indique que les larves utilisées ont dépassé le quatriéme
stade.

11.2.2.3.3 Tests définitifs

A partir des témoins et des concentrés, on prépare des
suspensions de B.t.i. (de 1’ordre de 1 L) & la concentration
désirée. Cette concentration est fixée aprés les tests
préliminaires. Puis, huit dilutions sérielles (0,65 en 0,65)
sont réalisées avec ces suspensions. L‘objectif de cette
procédure est d’obtenir au moins deux pourcentages de
mortalité de part et d’autre de 50% et différents de 0 ou
100%. Par exemple, si pour deux dilutions données (1/100 et
1/1000) des mortalités respectives de 100% et Ol-avaient été
enregistrées au cours des tests préliminaires, alors on

effectue une série de dilutions (0,65 en 0,65) entre ces deux
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points. Un volume (100 mL) de la suspension diluée récoit 20
larves, et chaque dilution est éprouvée en triple
exemplaires.

11 est important que les tests biologiques soient répétés
sur trois Jjours consécutifs, afin de s‘’assurer de 1a
constance du taux de mortalité pour une méme-dilution.

Le temps de contact avec le B.t.i. et le comptage de la

mortalité sont les mémes que précédemment.

11.2.2.4 Analyse statistigque des tests biologigues

Les tests biologiques développés avec les larves de
moustiques pouvant—-étre definis comme des modeéles
stochastiques indirects et qualitatifs (Hubert, 1984), nous
permettent de mesurer la réponse (mort des larves de

moustiques) en variant la concentration de 1’insecticide.

Dans ces tests, nous comparons différentes préparations
de concentration inconnue a8 un standard de concentration
connue, afin de déterminer l1’activité relative de chaque

préparation.

De facon théorique, la représentation de la relation
(pourcentage de mortalité-concentration) se traduit par une
courbe sighone asymétrique (avec un point d’inflexion situé
sous le niveau 50%) reliant le pourcentage de réponse a la
concentration du produit. Cependant en considérant le

logarithme de 1la concentration, nous obtenons une sigmoide



symétrique avec un point d’inflexion situé a 50%. Cette
sigmoide peut—étre considérée comme la fréguence relative du
nombre d’organismes répondant a chaque concentration. La
distribution de ces fréquences suit uné loi normale, que

1“on note:

X = u
L = ——————————
a
Z = densité de la distribution normale
X = variable aléatoire

la moyenne (u) sera la concentration ou 50% des organismes
testés meurent et 50% survivent. L’écart tybe (o), permettra

de mesurer 1|‘’homogénéité de la population.

Afin de passer de la représentation sigmoide symétriqgue
4 une représentation linéaire beaucoup plus accesible, se
résumant a wune simple droite du premier dégré, nous
utilisons une transformation mathématique (Finney, 1962),
en posant:

Y =2 + 5

=<

appelé "probit" est défini par la relation

(1) Y = a + bX

X = logarithme de la concentration
b = pente de la droite probit,
a = ordonnée a l1’origine

43



Un programme d’analyse probit , écrit en Fortran lV, a
été élaboré par Daum (1966, 1972). Ce programme établit une
relation linéaire pondérée entre la mortalité exprimée en
probit et le logarithme de 1la concentrétion. en employant le
"Maximum Likelihood Procedure" (Finney, 1971). Récemment, un
autre programme a été mis au point sur le progiciel SPSSX

(Norusis, 1983).

Des résultats observés, il est possible a8 1’aide d’une

»* ”*
droite de régression (2) Y = a + b X calculée en utilisant

%
la méthode pondérée, d’obtenir des coefficients approchés a

»*

et b

De cette droite, nous pourrons déterminer la CL50
(concentration létale 50) estimée de 1la solution par les

~équations:

(3) M = log (CL

50) =

(4) CL50 = antilog (M)

1
o

Afin de valider statistiquement la droite "probit"et la

CL50 obtenue, nous utilisons la distribution Khi—-carré avec
k—2 degré de liberté (k = nombre de dilutions) et un

intervalle de confiance au seuil de 95%.
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I11.2.3 Calcul de 1’efficacité relative d’une

suspension.

Lors de 1’utilisation d’une suspension de concentration
inconnue et d’un standard, i1 est posssible de calculer
l1’efficacité relative de 1‘une par rapport a I1’autre , en

procédant de la maniére suivante:

* »*
a g + b sx (standard)

Soient: (5) Ys

Y.
i

- -
ai + bi X (inconnue)

Des droites probits obtenues ( Figure 6), nous pouvons
calculer le coefficient de 1’efficacité relative (,0 ). Afin
de faciliter les analyses statistiques, il est important de

garder les mémes intervalles de dilutions dans les deux cas.

En considérant que les deux droites sont paralleles (

nous pouvons le vérifier) i.e. nous devrons avoir les mémes

pentes, alors, » » »
b = b = b -
s i
_ Yi = Y
En général, (6) R = log(P) = —m——————— - X - X
»*
b
ou Yi = la moyenne des valeurs probits avec 1’ inconnue
Ys = la moyenne des valeurs probits avec le standard
X. = logarithme de la dilution de 1’inconnue
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Xs = logarithme de la dilution du standard
”t
b = la pente commune estimée.
L’exemple suivant illustre le mode de calcul. Si nous

considérons que:
logarithme de la dilution du standard entrafnant 50% de

mortalité = logD = —-0,923

50(5)

logarithme de la dilution de la suspension inconnue

entrainant 50% de mortalité = logD = -0,284,

50(1)

nous obtenons que le logarithme du coefficient de

1’efficacité relative 1og(P ) = R, = logD -logD
1

- 50(S) 50(1)

(-0,923) - (-0,284)

P: 10" = 0,22955.
S

Sachant que 1la concentration du standard est de 5 mg.Lq.
il est possible de calculer la concentration de la suspension
inconnue en posant:

concentration standard x fi

concentration inconnue

5 mg.L" x 0,22955 = 1,148 mg.L .

11.2.4 Détermination du pourcentage de récupération

Nous déterminons la concentration du retentat obtenu
aprés ultrafiltration en procédant de maniére similaire que

précédemment.
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Par exemple, en sachant que:

volume échantillon = 20 L
volume du concentré = 0,84 L
concentration du retentat = 26,29 mg.L'l obtenu

tel que décrit précédemment. Nous pouvons rapporter cette

concentration sur 20 L,

—————————————————————— = 1,104 mg.L"!

et calculer le pourcentage de récupération en posant:

concentration du retentat
(sur 20 L) 1,104
——————————————————————————— x 100 = —————=- x 100 = 96,17%

concentration échantillon 1,148

Les résultats des tests préliminaires en laboratoire

ont été obtenus de la méme manieére.

[1.2.5 Détemination de la longueur de perte

Deux étapes sont & considérer dans cette procédure:
la premiere étape consiste a effectuer une simulation
en utilisant les parametres de transport de la rhodamine,

auquels on associe la quantité d’insecticide et la durée



d’ épandage de ce dernier. Nous utilisons pour cette
prédiction des concentrations (concentrations attendues), un
programme dénommé TRANSIM (Chalifour et al, 1985) basé sur
la solution analytique de Khalig (1978) de 1’éguation
unidimensionnelle de Taylor. La solution analytique permet
de prédire les concentrations c(x,t) a4 une station
quelconque située & une distance X, en aval de la station

d’ épandage Xy Pour laqueile 1la concentration c(xo.w) est

connue en tout temps w.

—(xi _XO) 1 t -(a - b)

c(xi,t) = exp ——————————- exp ————————- c(Xp,w)dw

X td 0 4b

xi —- X t - w
o a = ———————- b= -—-——-
xd td

td = temps de dispersion (min)
xd = longueur de dispersion (m)
Xp = longueur de perte (m).

La seconde étape consiste a calculer la longueur de
perte de l’insecticide & partir des concentrations observées
(déterminées apreés essais biologiques) et des concentrations

attendues (déterminées a 1’aide du programme TRANSIM). Si Cl

est la concentration en X a un moment quelconque du passage

de 1’insecticide, la perte relative entre deux stations (xﬂ

et xl) est définie par le quotient [C]]An / [CQOM' et est

obtenue de la facon suivante:
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[Cl]Aﬂ' / [CIJmS': exp [(xo - xl) / XRJ.

Cependant, si xl - Xy = Xpo 1’expression devient:

[CIJOBS / [CIJATT = exp(—-1) = 0.3679.

[C']ATT = concentration attendue & la station x, et calculée

|
a partir du programme TRANSIM.

[CF%% = concentration observée a la station x déterminée

apres des tests biologiques.

L longueur de perte (xR) de 1’insecticide correspond

donc a la distance a laquelle il reste 37% de 1la

concentration initiale de 1’activité de 1’ ’insecticide.

L’exemple suivant illustre le mode de calcul que nous

utilisons pour déterminer la longueur de perte;

soient 1,828 mg.L" concentration attendue [Cﬂ“ﬂ

et 1,148 mg.L’]

concentration observée [CljloBS a une
station située a8 300 m (XI) de 1a station d’épandage. La

longueur de perte (XR) & partir de la station d’épandage est

X~ X 300 -0
XR (0-1) EToTTTTTTTT T = —e————e— e ——-—— = 644,88 m
[Ci Iy 1,828
In ———=—==—- N ————————
[C) Jogs 1,148
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><l = distance de la station | a partir de la station

d’ épandage

Xy = station d’épandage.

Cependant, si nous voulons calculer la longueur de perte

entre deux stations consécutives, nous utilisons un facteur

de proportionalité, et procédons de 1a maniére suivante:

Soient 2 stations adjacentes (1 et 2)

[C,]
——NT_ .
L€y Jggs X i =[G

I]ATT
X, — X

o) T mommm et
LG,  ar

In ——s——=—--
L€, Jos
[Cz]ATT = concentration attendue (programme TRANSIM) a

partir de la station d’épandage

[Cz]’ATT = concentration atendue a partir de la station 1

xz = distance de l1a station 2 a partir de la station

d’ épandage.

Les résultats obtenus sont présentés dans les tableaux 8

et 9 et ont été obtenus de 1a maniere sivante:
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soient 1,828 mg.L— = concentration attendue [Cl]ATT
et 1,148 mqu = concentration observée [Cl]OBS
4 un distance x, = 300 m,

soient 2,724 mg.L- concentration attendue [CZ]ATT

et 0,925 mg.L- concentration observée [Cﬁ%%

a une distance X, = 520 m,
2,724 4
dOnC [CZJ’ATT = 1,148 X e ememeemese = 1'711 mgoL

1,828

520 - 300

et Xy (1-=-2) = =——mm——m————— = 357,72 m.
' 1,711
In ——————



CHAPITRE 111

RESULTATS

111.1 Tests préliminaires en laboratoire

Le tableau 4 représente les résultats d’ultrafiltration

et d’analyse probit des tests biologiques de suspensions de

l). Ces suspensions ont été

TeknarR (5, 15 et 100 mg.L
préparées avec de 1’eau distillée non déminéralisée ou de
l’eau de ruisseau. Nous avons fait varier le nombre de

filtres, tandis que les.autres parametres contenus dans ce

tableau ont été calculés comme mentionnés & la section II.
Les autres facteurs tels la pression et la vitesse
d’ écoulement influencant peu ou pas le pourcentage de

récupération ont été maintenus dans les mémes conditions.

On observe sur ce tableau une variation du pourcentage
de récupération en fonction du nombre de filtres utilisés. De
35% avec six filtres, le pourcentage de récupération atteint

87% avec dix filtres pour la méme concentration (EDl et EDﬂ

et une variation de 1la concentration (EDZ) n‘améliore pas le
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Tableau 4

Résultats des tests préliminaires effectués en laboratoire

Ech. témoin facteur de réduc- retentat % récu- nbre

-1 tion du volume . pération filtres
(mg.L ) (mg.L )*

EDl 15 32,50 4,63 31 6

E02 100 39,00 84,86 85 10

ED3 15 35,45 13,00 87 10

ERI 5 18,81 4,42 88 10

ER2 5 24,20 3,87 78 10

Ech. = échantillon

ED = eau distillée non déminéralisée

ER = eau de ruisseau

® = concentration du retentat rapportée sur le volume de

1’échantillon filtré
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rendement. Lorsque les suspensions sont préparées avec de
l“eau de ruisseau (ER] et ERZ) nous obtenons des pourcentages

de _récupération comparables & ceux de ED, et ED3. Ce qui

2
semble exclure la possibilité d‘une relation entre le
pourcentage de récupération et la provenance de |1°’eau ou la
concentration de la suspension dans les limites testées. Dans

ce cas, une correction pour le pourcentage de récupération

n‘est pas nécessaire car nous comparons des retentats

d’échantillons avec des retentats de standard. De plus, la
meilleure récupération avec dix filtres, nous a amené a
choisir ce nombre de filtres pour Il‘ultrafiltration des

échantillons de terrain.

II1l1.2 Tracage a la rhodamine.
ITT.l1.]1 Analyse des courbes de rhodamine

De facon générale le déplacement de la rhodamine le long
du cours d’eau (figures 7 et 8) est représenté par une courbe
caractérisée par une partie ascendante, correspondant a une
montée rapide de la concentration. La concentration augmente,
atteint un plateau, puis décline lentement et devient presque
linéaire dans les pieds de courbe. Dans la riviere aux BETES
PUANTES (Figure 7), on observe des plateaux de longues durées
(présence d’'un plateau de 20 minutes méme a 1200 m en aval du

point d’épandage) et la baisse de 1la concentration de
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rhodamine se fait plus lentement d’une station a 1’autre.

En revanche, pour le ruisseau du petit lac FRASER
(figure 8) on observe sur de courtes distances (ex: station
131 m), une onde presque carrée, c’est a dire gque le produit
est présent dans le milieu momentanément en quantité fixe
pour un temps précis. Les plateaux se racourcissent et sont
de courtes durées. Par exemple pour presqgqu’un méme temps
d’épandage que dans la riviere aux BETES PUANTES, on note
1”absence d’un plateau a 622 m. La hauteur des plateaux
dépend de la quantité de produit injecté et de la durée de

17 épandage.

[I11.2.2 Parametres de transport

Les tableaux 5 et 6 représentent les paramétres de

transport.obtenus aux différentes sections lors du tracage a

la rhodamine. Ces tableaux donnent 1la dose unitaire, le
débit, la vitesse moyenne de déplacement et le temps de
dispersion. Le débit et la vitesse moyenne de déplacement

(riviere aux BETES PUANTES) indiquent de faibles variations
{en moyenne 3%) entre les différentes sections. Ceci veut
dire que la vitesse est presque constante le long du cours
d’eau et que lé mesure du débit est précise. Le temps de
dispersion présente des variations autour d’une moyenne de

20%, tandis que 1a dilution de la rhodamine entraine peu de
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Tableau 5

Parameétres de transport (rivieére aux BETES PUANTES)

Section Dose unitafire Débit Vitesse Temps
moyenne de dispersion

(mg.s.Lq) (L.sq) (m.sq) (min)
0 103,70*% 1350*

1 103,41 1353,88 0,44 1,41

2 100,22 1396,88 0,47 1,84

3 97,58 1443,69 0,47 1,28

4 100,02 1399,61 0,46 1,33
Station 0 = station d’épandage

* valeur extrapolée
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Tableau 6

Parametres de transport (ruisseau du petit lac FRASER)

Section Dose unitaire Débit Vitesse Temps
moyenne de dispersion
(mg.s.L h (.shH (m.s ) (min)

0 422 ,53* 142*

1 420,57 142,66 0,28 1,84

2 371,50 161,51 0,18 1,31

3 378,66 158, 45 0,17 1,90

4 381,44 157,30 0,17 1,67

5 338,14 177,44 0,19 1,36
Station 0 = station d’épandage

» valeur extrapolée
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[I1.3 Tracage au B.t.i.

I11.3.1 Ultrafiltration

Les tableaux (7 et B), représentent les résultats
obtenus apres ultrafiltration. Pour chaque groupe, le tableau
donne la station de prise d’échantillon, le volume d’eau
soumis & Il’ultrafiltration, le volume de rétention et le
facteur de réduction du volume. Chaque échantillon (de
}’ordre de 20 L) soumis a 1’ultrafiltration pendant 45 & 60
minutes a été concentré prés de 20 fois. Le témoin et le
retentat de chagque échantillon ont été soumis & des tests

biologiques sur larves de moustiques.

I111.3.2 Analyse des tests biologiques

Les résultats essentiels des analyses sont contenus dans
les tableaux 9 et 10. Les valeurs caractéristiques sont
calcul ées sur ordinateur (programme analyse—-probit,
prologiciel SPSSX de Norusis, 1983) et 1’intervalle de
confiance, calculé sur la CL50 correspond & une probabilité de
95%.

Les résultats des tests biologiques sont dans |’ensemble
homogenes (khi-carré non significatif). Les quotients Max/Min
< 1,5 (Ibarra et al, 1987) indiquent une précision

satisfaisante sur les CLW‘ Les lignes de régression

correspondant aux mortalités enregistrées 1lors des tests
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changement (0,3%) de la dose unitaire (aire sous la courbe a
chaque station). La hausse de ia dose enregistrée par exemple
a la station 4 est due a une erreur de mesure de

1“échantillon.

Les variations des parameétres de transport (ruisseau du
petit lac FRASER) sont plus importantes et elles se situent
autour d‘une moyenne de 5% des mesures de débit et de dose
unitaire, de 17% de la vitesse moyenne et de 23% du temps de
dispersion. Dans tous les cas, les parametres varient
beaucoup plus dans le ruisseau du petit lac FRASER que dans

la riviere aux BETES PUANTES.

Lorsque nous comparons les deux cours d’eau, nous
constatons que la mesure du débit et la vitesse moyenne dans
ila riviere aux BETES PUANTES (débit de 1350 L.sqz vitesse
moyenne de 0,44 m.sﬂ) sont plus élevées que dans le ruisseau
du petit lac FRASER (débit de 142 L.Sqi vitesse de 0,20 m.s
1). En revanche, les temps de dispersion montrent une

proportion inverse (1,4 minute pour 1la riviere aux BETES

PUANTES et 1,8 minute pour la ruisseau du petit lac FRASER).
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Tableau 7

Résultats de l1‘ultrafiltration (riviére aux BETES PUANTES)

vo | ume vo lume de facteur de
station filtreé rétention réduction du
(L) (L) volume (1)

i 20 0,84 23,81
(300 m)

2 20 0,94 21,28
(520 m)

3 20 1,11 18,02
(800 m)

4 20 0,65 30,53
(1200 m)
standand 19 (2) 0,78 24,20
5mg.L

temps de filtration: 45 8 60 minutes
nombres de filtres utilisés: 10
surface de filtration = 0,5 mz (0,05 mZ/FiItre)

diametre des pores: 0,45um

(2) 20L - 1 L pour le témoin



Tableau 8

Résultats de 1’ultrafiltration

(ruisseau du petit lac FRASER)

vo l ume volume de facteur de
station filtreé rétention réduction du
(L) (L) volume (1)

1 20 1,00 20,00
(131 m)

2 20 0,86 23,26
(228 m)

3 19 0,76 25,00
(302 m)

4 20 0,77 25,81
(412 m)

5 20 0,96 20,83
(622 m)

standaqd 19 (2) 1,01 18,81
5mg.L

temps de filtration : 45 38 60 minutes

nombre de filtres utilisés: 10

surface de filtration = 0,5 m (0,05 mi/Filtre)
diametre des pores: 0,45um

(2) 20L - 1 L pour le témoin
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Tableau S

Résultats de ‘’analyse probit des tests biologiques

(riviere aux BETES PUANTES)

Station N CL50 Max/Min Pente SE Khi-carré
T 3 2,57 1,25 3,05 0,18 5,69 (NS)
1
R 3 0,10 1,37 2,28 0,15 14,79 (NS)
T 3 3,29 1,28 2,99 0,19 2,17 (NS)
2
R 3 0,18 1,34 2,73 0,18 1,58 (NS)
T 3 3,56 1,32 2,92 0,19 4,50 (NS)
3
R 3 0,22 1,30 2,56 0,16 4,66 (NS)
T ey
4
R 3 0,29 1,29 2,56 0,15 4,91 {NS)
T = témoin
R = retentat
N = nombre de repliques

1

Cleg = concentration létale 50% (mg.L ')
Max/Min = quotient des limites de 1’intervalle de confiance de la CL50
NS = Khi-carré non significatif

SE = erreur standard sur la pente
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Tableau 10

Résultats de 17analyse probit des tests biologiqgues

(ruisseau du petit lac FRASER)

Station N CL50 Max/Min Pente SE Khi-carré
T 3 0,13 1,27 2,76 0,16 3,11 (NS)
1
R 3 0,02 1,24 3,26 0,19 9,29 (NS)
T 3 0,40 1,27 2,99 0,18 5,26 ({NS)
2
R 3 0,02 1,28 2,85 0,18 5,40 (NS)
T 3 0,83 1,28 2,89 0,18 2,41 (NS)
3
R 3 0,06 1,29 2,96 0,20 2,35 (NS)
T 3 1,31 1,36 2,70 0,18 2,45 (NS)
4
R 3 0.09 1,29 2,80 0,18 3,98 (NS)
T 3 2,35 1,36 2,94 0,20 1,79 (NS)
5
R 3 0,11 1,24 3,22 0,19 10,43 (NS)
= témoin
= retentat
N = nombre de repliques
CL50 = concentration létale 50% (mg.L_l)
Max/Min = quotient des limites de 1’intervalle de confiance de la CL50
NS = Khi-carré non significatif

SE = erreur standard sur la pente
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biologiques sont parralleles. La pente et 1’erreur standard
varient treés peu entre le témoin et son retentat. Ceci
suggere gue l’ultrafiltration n‘a pas modifié les propriétés

toxiques du B.t.i..

[I1.3.3 Concentration comparée des témoins et des

retentats

Les données d’expériences contenues dans les tableaux 11
et 12 donnent la station de prise d’échantillon, la

! de TeknarR du témoin et du retentat et

concentration en mg.L_
le pourcentage de récupération. Ces résultats ont été obtenus

en suivant 1’exemple de calcul comme mentionné a la section

I1.2.4.

Pour 1la riviere aux BETES PUANTES, les valeurs des
retentats sont tres rapprochées de celles des témoins. Ce qui
veut dire que le pourcentage de récupération est élevé (de
1”’ordre de 90%). A la station 4 (1200 m) la concentration du
témoin étant sublétale, nous n’avons pas pu 1a mesurer par
des .tests biologiqgues. Par conséquent, il nous était

impossible de calculer le pourcentage de récupération.

En revanche, le faible pourcentage de récupération
enregistré avec les échantillons du ruisseau du petit lac
FRASER (de 1’ordre de 70%) crée de plus grandes variations

entre les témoins et les retentats.
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Tableau 11

Calcul des concentrations apres analyse probit

(riviere aux BETES PUANTES)

% de récupération

station témoin retentat ou
-l -] rendement
(mg.L ) (mg.L ) (*) (%)
i 1,15
(300 m) B 96,2
: 1,10
2 0,93
(520 m) 85,2
0,79
3 0,75
(800 m) 88,0
0,66
4 ———
(1200 m)
0,34
standard 5,00
) -l 90,4
S mg.L 4,52

~—— concentration sublétale impossible a déterminer apres
analyse probit
(*) concentration du retentat rapportée sur le volume de

l1“échantillon filtreé.
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Tableau 12

Calcul des concentrations apreés analyse probit

(ruisseau du petit lac FRASER)

7% de récupération

station témoin retentat ou
. o rendement
(mg.L ) (mg.L ') (*) (%)
1 22,22
(131 m) 48,0
10,68
2 7,72
(228 m) 77,0
5,94
3 3,63
(302 m) 60,4
2,19
4 2,21
(412 m) 60,7
1,34
5 1,28
(622 m) 101
1,29 '
standard 5,00
-| 7699
5 mg.L 3,85

(*) concentration du retentat rapportée sur le volume de

1”échantillon filtreé.
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[I11.3.4 Analyse de la perte de B.t.i. dans les cours
d’eau étudiés
Les pertes de concentration du B.t.i. calculées en

comparant les concentrations attendues calculées a partir des
courbes de rhodamine (Programme TRANSIM) et les
concentrations observées (calculées apres analyse probit)
- sont consignés dans les tableaux 13 & 14 et les figures 9 a
17 sont les représentations graphiques du phénomene. Dans la
riviere aux BETES PUANTES, la perte du B.t.i. se situe autour
d;une moyenne de 58% et pour une section de 500 m (station 1
a station 3) elle est égale a&a 65%. En revanche dans le
ruisseau du petit lac FRASER, 1la perte est beaucoup plus
importante (autour d’une moyenne de 79%) et pour une section
de 320 m (station 3 & station 5) elle est égale a 72%. La
station | (131 m) est la seule ou aucune perte n'a été

enregistreée.

D’autre part, nous pouvons déterminer la dose unitaire
enregistrée a chaque station (tableau 15 et 16). De fagon
générale, on note une baisse exponentielle de la dose de
1“amont vers 17aval (figures 18 et 19). Dans la riviere aux
BETES PUANTES, 1la perte d’une station a 1’autre est en
moyenne de 33% (témoins) et 377 (retentats), tandis que dans

le ruisseau du petit lac FRASER, elle est plus importante
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Tableau 13

Perte de la concentration deB.t.i.

(riviere aux BETES PUANTES)

Station concentration concentration % perte
attendue observée
(mg.L™H (mg.L™")
1 1,828 1,148 37
2 2,724 0,925 66
3 2,514 0,745 70
4 2,544 hd
* = concentration sublétale

N.B. Les échantillons des stations 1 et 3 ont été pris avant
les plateaux, ce gui a créé les valeurs anormalement

basses des concentrations attendues a ces stations.



72

Tableau 14

Perte de l1a concentration de B.t.i.

(ruisseau du petit lac FRASER)

Station concentration concentration % perte

attendue observée
(mg.L™h (mg.L™")

1 19,707 - 22,222 (1)

2 19,592 7,721 60

3 19,227 3,623 81

4 19,074 ;  2,213 82

5 17,537 ". 1,277 97

(1) concentration attendue inférieure a concentration

observée, ce qui veut dire qu’il n y a pas eu de perte.
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Tableau 15
Détermination de l1a dose de B.t.i.

(riviere aux BETES PUANTES)

Distance Témoin Retentat
(m) (mg.s.L™) (mg.s.L™)
Om 6281, 48 6281,48
300 m 4000, 79 3835,29
520 m 2154,62 1830,88
800 m 1896, 06 1649, 18
1zoom ————- 841,45

———= valeur non déterminée



Tableau 16
Détermination de la dose de B.t.f.

(ruisseau du petit lac FRASER)

Distance Témoin Retentat
(m) (mg.s.Lq) (mg.s.L*)
oOm 44 788,73 44 788,73

131 m 44 788,73 24 468,77

228 m 18 016,66 13 660,60

302 m 8 532,52 5 124,67

412 m 8 051,81 3 147,25

622 m ' 1 331,96 3 263,38
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(65% d’apres les témoins et 47 % d’apreés les retentats).

En dernier, nous avons calculérles longueurs de perte
i.e. longueur a laquelle il reste 37% de la concentration
initiale de l1’activité de 1’ insecticide (tableaux 17 et 18)
en suivant |’exemple de la section I1.2.5. On note que ces
valeurs obtenues avec le témoin et le retentat varient tres

peu entre-elles.

Dans la riviere aux BETES PUANTES, la valeur de 1la
longueur de perte est petite sur les sections rapprochées du
point d’épandage (de 1‘ordre de 320 m entre les stations | et
2), puis elle augmente rapidement sur les distances plus

éloignées (de 1’ordre de 2400 m entre les stations 2 et 3).

Dans le ruisseau du petit lac FRASER, on observe le méme
processus que dans la riviere aux BETES PUANTES. En effet, la
longueur de perte (de l1‘ordre de 120 m entre les stations |
et 2 ) double presque sa valeur sur des sections éloignées du
point d’épandage (de 1’ordre de 227 m entre les stations 3 et

4).

A partir de ces valeurs calculées (i.e. longueurs de
perte), nous avons déterminé la longueur de perte moyenne de
chaque cours Q'eau. Dans la riviere aux BETES PUANTES la
longueur de perte movenne est de 802 m, tandis gqu’elle est de

210 m dans le ruisseau du petit lac FRASER.
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(riviere aux

Tableau

17
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la longueur de perte de B.t.i.

BETES PUANTES)

STATION 1 2 3 4
Conc. att.
(mg.L™hH 1,828 2,724 2,514 2,544
Conc. obs.
mg.thy T 1,148 0,925 0,745 (*)
R 1,104 0,787 0,656 0,340
0 — 1 0 ~—=>2 0 — 3 0 ——> 4
XR (Km) T 0,645 0,482 0,658 ND
R 0,595 0,419 0,596 0,596
l === 2 1 ——» 3 ] ——> 4
XR (Km) T 0,358 0,666 ND
R 0,298 0,596 0,597
2 ——»3 2 ——» 4
XR (Km) T 2,056 ND
R 2,750 0,882
3 ——>»4
XR (Km) T ND
R 0,598
T = témoin
R = retentat
XR = longueur de perte
ND = longueur de perte non déterminée
(") concentration sublétale impossible a déterminer apres

analyse probit.

Longueur de perte moyenne sur

0.802 Km

la section étudiée est de
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Tableau 18

(ruisseau du petit lac FRASER)
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STATION 1 2 3 4 5
Conc. att.
(mg.Lq) 19,707 19,592 19,227 19,074 17,537
Conc. obs.
(mg.L hT 22,222 7,721 3,623 2,213 1,277
R 10,676 5,944 2,194 1,342 1,289
0 ——= ] 0 — 2 0 —— 3 0 ——=» 4 0 ——=+5
XR (Km) T -1,091(*) 0,245 0,181 0,191 0,237
R 0,214 0,191 0,139 0,155 0,238
] —=2 ] ———»3 ] ——> 4 ] =—+5
XR (Km) T 0,092 0,096 0,124 0,179
R 0,167 0,110 0,138 0,246
2 ——= 3 2 ——» 4 2 ——=+5
XR {Km) T 0,100 0,151 0,233
R 0,076 0,126 0,278
3 ——» 4 3 —5
XR (Km) T 0,227 0,337
R 0,228 0,728
4 ——>»5
XR ({Km) T 0,451
R —4'803(')
T = témoin
R = retentat
XR = longueur de perte
(*) valeurs non utilisées pour calculer longueur de

perte moyenne

Longueur de perte moyenne sur

0,21 Km.

la section étudiée est de
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CHAPITRE 1V

DISCUSSION

Cette série d’expérimentation a été faite afin de mettre

au point une méthode simple et fiable pour le dosage des

cristaux de B.t.i. en concentration sublétale dans des
échantillons de terrain. Ceci s’integre a un programme de
recherche plus large dont 1‘objectif est de modéliser Ile

transport de cet insecticide en riviere.

IV.]l Analyse de la méthode des tests biologiques

Nous avons utilisé la méthode des tests biologiques
développés avec les larves de quatrieme stade d’ Aedes

triseriatus pour que nos expériences soient faci lement

reproductibles. Cette méthode est le plus fréguemment
utilisée pour mesurer la toxicité des insecticides

biologiques ou chimiques.

Dans le groupe de tests que nous avons effectué, trois
repliques ont été nécessaires pour valider statistiquement
les concentrations létales 50% (CLW) des suspensions testées.

Pour 1’expression de nos résultats, nous n’avons rejeté
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aucune replique car les valeurs des khi—-carrés étaient non
significatives. L’estimation précise de la CL50 est
probablement due a 1 homogénéité de la population larvaire

que nous avons utilisée pour réaliser nos tests biologiques.

Récemment, Ibarra et Federici (1987) ont proposé une
nouvelle méthode dans laquelle ils wutilisent des larves
néonates. Une comparaison avec nos résultats est présentée au

tableau 19.

On remarquera qu’lbarra et Federici wutilisent des

poudres primaires des variétés morrisoni et israelensis, qui
ont une plus grande activité toxique que le TeknarR HPD. Pour
les essais biologiques, 1i1ls ont choisi des larves d’Aedes

ae ti.

Dans une premiere analyse, la comparaison entre nos
résultats et les données d’lIbarra obtenues avec les larves

néonates montre que:

i— nous avons utilisé trois repliques (TeknarR) pour
avoir un coefficient de variation inférieur a 20%, tandis que
quatre (PG-14) et six repliques (IP5-82) étaient nécessaires,

lorsqu’lbarra utilisait des larves néonates;

2—- Les valeurs du rapport Max/Min, de la pente et du

Khi—-carré (1,13; 2,79; 3,40) sont presque équivalentes a

e

celles de PG-14 (l1,46; 3,40; 3,04) et de 1PS-82 (1,66; 2,57
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3,06), ce qui permet de dire gque nos tests réalisés avec les
larves de qguatrieme stade sont aussi perfomants qgue ceux
développée avec les larves néonates. Cependant, la méthode
développé avec les larves néonates offre 17avantage d’étre

plus rapide et occupe moins d’espace.

Dans un deuxieme temps, si nNnous analysons seulement les
résultats d’lbarra (tableau 19), nous constatons gue pour
| “obtention d’un coefficient de variation inférieur a 20%, la
méthode développée avec les larves néonates exige peu de
repligues (guatre pour PG—-14 et six pour [P5-82), par rapport
aux tests biologiques avec larves de quatrieme stade qui
nécessite neuf repligues (PG-14). De plus, les larves
néonates sont physiologiguement plus uniformes, sont environ
dix fois plus sensibles et semblent offrir une meilleure
précision gu’avec les larves de qguatrieme stade. Cependant,
les auteurs ne recommandent pas que la méthode avec les
larves néonates remplace celle développée avec les larves de
guatrieme stade, mais ils ne précisent pas 1la raison. Ces
auteurs suggerent fortement que d’autres tests soient

réalisés afin de déterminer son utilité pour cet usage.

IV.2 Evaluation de la méthode d’ultrafiltration

Le procédé d’ultrafiltration tangentielle est un systeme

versatile, d’utilisation facile et rapide qui permet de
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Tableau 19

Comparaison des tests biologiques avec les données d’Ibarra

et Federici (1987)

Auteurs Ibarra Ibarra Ibarra Présent travail

Méthode T.B.L.N. T.B.L.4 T.B.L.N. T.B.L.4

Variété morrisoni morrisoni israelensis israelensis

B.t. (PG—-14) (PG-14) (1PS-82) (Teknar HPD)

N 4 9 6 3

CL50 (1) 4,12 41,25 5,21 600(2)

Max/Min 1,46 1,47 1,66 1,13

Pente 3,40 5,77 2,57 2,79

Khi-carré 3,04 1,34 3,06 3,40

N = nombre de repliques nécessaires pour avoir un
coefficient de variation inférieur a 20%.

T.B.L.N. = tests biologiques réalisés avec des larves
néonates.

T.B.L.4 = tests biologiques réalisés avec des larves de

(1)
(2)

N.B. voir

quatriéme stade.
concentration létale 50%, exprimée en ng.qu.

600 ng.mL”! est équivalent a 0,6 mg.L’!

tableau 9 pour explication des autres abréviations.
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concentrer en moyenne 20 L en 60 minutes. Ceci permet dans
notre cas, de traiter par jour, environ dix échantillons
contenant en moyenne 4 & 5 mg.L—| de matiere en suspension.
L excellent pouvoir de récupération de 1 “appareil
d’ultrafiltration tangentielle se compare bien' avec d’autres

méthodes de concentration plus colUteuses et plus laborieuses.

Bien que nous ayons de bons résultats avec |’appareil
d’ultrafiltration, nous remarquons (tableaux 11 et 12) que
nous avons un meilleur pourcentage de récupération avec les
échantillons de la riviere aux BETES PUANTES (moyenne de 90%)
par rapport a ceux du ruisseau du petit lac FRASER (moyenne

de 70%).

On pourrait se demander d‘une part, s’il n’‘existe pas
une corrélation entre le pourcentage de récupération et 1la
concentration de 17échantillon ou la provenance de 1’eau et
d’autre part, si une modification des cristaux ne se produit

pas au cours du processus d’ultrafiltration.

D’apreés les résultats du tableau 4, une variation de la
concentration n‘affecte pas le pouvoir de récupération. La
méme remarque peut—-étre faite en observant les tableaux |1 et
12. En effet, dans la riviere aux BETES PUANTES, les
concentrations de B.t.i. (avant ultrafiltration) aux

différentes stations sont moins élevées que dans le ruisseau
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du petit lac FRASER. Cependant, nous enregistrons un meilleur
pourcentage de récupération avec les échantillons de la
riviere aux BETES PUANTES, ce qui indique que la

concentration n’affecte pas le pouvoir de récupération. La

différence proviendrait—elle de la qualité de 1’7eau?

Il est douteux que la qualité de 1’eau affecte le
pourcentage de reécupération si on observe le tableau 4. En
effet, les résultats obtenus avec |’eau déminéralisée (86%)
et avec 1’eau du BOITEL (83%) sont presqu’identiques. De
plus, l"eau de la riviere aux BETES PUANTES est tres
apparentée a celle du BOITEL. Finalement, le tableau 4
indigque que le pourcentage de récupération varie entre 78% et
887 et que les standards du ruisseau du petit lac FRASER
(tableau 11) et de la riviere auxBETES PUANTES (tableau 12)

sont respectivement de 77% et 90%.

L"autre éventualité que nous avons envisagee pour
expliquer la différence du pourcentage de récupération entre
les deux cours d’eau est la modification de la structure des
cristaux lors de l’ultrafiltration. Ces variations ne peuvent
étre attribuées 4 un passage de cristaux brisés au travers
des filtres, car le filtrat testé regulierement n’a jamais
été toxique, méme pour des pertes de 17ordre de 50% (station
1 du ruisseau du petit. lac FRASER), & moins que les
particules soient trop petites pour étre ingérées par les

larves de moustiqgues.
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Les cristaux auraient pu s’agglomérer ou s’adsorber sur
les particules présentes et former des aggrégats qui n‘ont pu
etre ingérés par les larves de moustiques, ce qui aurait
provoqué une baisse du pourcentage de récupération. On
pourrait aussi se demander si la qualité des particules
récupérées du ruisseau du petit lac FRASER est suffisamment
différente de celle de 1la riviere aux BETES PUANTES pour
causer des aggrégations ou faire varier 1’adsorption sur les
filtres pour permettre d’expliquer les différences dans les
pourcentages de récupération. Méme si, les différences
observées avec les échantillons du ruisseau du petit Ilac
FRASER sont plus fortes qu’avec ceux de la riviere aux BETES
PUANTES, aucun critere acceptable ne permet la
différenciation nette a ce stade de 1’étude. Il serait

souhaitable lors d’études ultérieures, d’envisager des tests

qui tiendront compte de la qualité de 1’eau. Il s’agira de
préparer des échantillons (de l1“ordre de 20 L) qu’on
soumettra a l1‘ultrafiltration. Ces échantillons contiendront

des algues et/ou certaines matieres (dont on fera varier la
quantité) susceptibles de se retrouver dans les eaux
naturelles. Les résultats obtenus apres ces tests permettront
de déterminer 1’influence de ce parametre sur le pourcentage

de récupération.
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L’excellent pouvoir de récupération de 1’appareil
d’ultrafiltration tangentielle a permis de doser les
échantillons a concentration sublétale. En effet, i1 a été
possible de déterminer 1la concentration de 1’échantillon de

la station 4 (riviere aux BETES PUANTES) gui au départ était
a concentration sublétale pour les Jlarves de moustiques
(tableau 11). En dosant le retentat et en rapportant cette
concentration sur le volume de 1‘échantillon filtré, nous

l) bde cet

avons déterminé la concentration (0,34 mg.L-
échantillon. Cette détermination de la concentration serait
impossible par analyse probit dans les conditions normales

car la CL50 du standard est de 0,6 mg.Lq, ce qui constitue Ia

limite du seuil de détection.

Au cours de nos expériences, nous avons concentré les

échantillons au moins 20 fois en terme de volume. De cette
fagon, nNnous abaissons le seuil de détection de la toxicité de
B.t.i.en milieu naturel. Par exemple si la CL50 du témoin
était de 0,6 mg.Lq, le seuil de détection du retentat devrait
étre de 0,03 mg.L_| (20 fois moins) si on avait une
récupération de 100%. Cependant en admettant que le
pourcentage de récupération est de 70%, on ramene cette

valeur a 0,05 mg.L-“ ce qui représente une diminution du
seuil de concentration d’environ 12 fois. Dans des conditions
opérationnel les, il sera possible de déterminer précisement

des concentrations de 1|‘ordre de O,Img.Lﬂ. 51 nous combinons
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l1“ultrafiltration tangentielle et la méthode des tests
biologiques developpée avec les larves néonates (10 fois plus
sensibles) le seuil pourrait é&tre encore plus bas. Ceci
permettrait de mesurer des concentrations de 1‘ordre de 0,0l

mg:_;.L_I (1o r:\g.mL—l

). De ce fait, la combinaison des deux
techniques rend les études de distribution, dispersion et

persistance beaucoup plus valables.

Cependant, i1 faudra vérifier si les larves néonates
réagiront différemment vis &8 vis un échantillon concentré 20
fois. En effet, en concentrant les particules, elles
pourraient former des aggrégats de grosses tailles, ce qui

pourrait entrafner une ingestion moindre de la toxine et donc
une mortalité plus faible des larves néonates. Dans ces
conditions, le pourcentage de récupération en serait affecté

et le seuil de détection de toxicité du B.t.i. augmentera.

La méthode d’ultrafiltration tangentielle offre donc la

possibilité de mesurer des concentrations dans des conditions

dites réelles ou opérationnelles, ce qui évite les surdosages

comme dans notre cas. Elle permettra aussi 1“étude plus
réaliste de l“activité résiduelle de B.t.i. en milieu
naturel, car dans les études antérieures il était difficile
de suivre la toxicité de B.t.i. parce que 1’on fonctionnait

avec des doses opérationnelles. Dans ces conditions, suite a
une perte de 50%, les résultats subséqguents étaient

impossible =] calculer avec précision. Gréace a
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I"ultrafiltration on peut mesurer des concentrations
inférieures au seuil de détection normal, soit la CLW' Par
exemple, pour un échantillion qui au départ avait une

1 1

concentration de 5 mg.L ', une perte de 99% (reste 0,05 mg.L™")

de son activité toxique serait impossible a quantifier (en
assumant une CL50 de 0,6 mg.Lq). Apres |‘ultrafiltration, avec
un pourcentage de récupération minimal de 70%, on pourra

l). et ,

mesurer la concentration du rétentat (0,70 mg.L
connaissant le pourcentage de récupération, celui de

l1“échantillon original.

IV.3 Déplacement de 1’activité toxique de 1’insecticide en

eau courante

On a pu noter (figures 18 et 19), une perte de la dose
de TeknarR lorsqu’on s’éloigne du point d’épandage. Cette
perte est plus forte dans les 500 premiers metres (667 pour
la riviere aux BETES PUANTES) et dans les 300 premiers méetres
(80% pour le ruisseau du petit lac FRASER), en aval du point
d’ épandage. A partir de 500 m (riviere éux BETES PUANTES).et
300 m (fuisseau du petit lac FRASER), la perte est faible et
la dose est presque stabie sur de Jlongues distances. Ces
observations ne peuvent se comparer aux études antérieures (
Frommer et al., 1980; Frommer et al., 198la; Frommer et al.,

1981b), car ces chercheurs utilisaient le compte des spores
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pour suivre le comportement de B.t.i. en eau courante et non

pour expliquer sa toxicité.

Les variations de la dose que nous observons sur les

figures Il et 12 ne sont pas attribuables a une modification
ou a une dégradation de la toxine, car Guillet et al. (1980),
Guillet et al. (1982), Dupont et Boisvert (1986) ont montreé

que la toxine était stable pendant plusieurs jours en eaux
naturelles. De ce fait, d’autres phénomenes devraient étre

envisagés pour expliquer la perte de B.t.i. en eau courante.

Plusieurs facteurs peuvent contribuer a la perte de

B.t.1. dans un cours d‘eau:

A— 1’ingestion des particules de B.t.i. en

suspension par les larves de simulies;

B— 1 ‘adsorption des particules sur des substrats

naturels présents (algues, végétation, périphyton);

C—- perte par sédimentation.

Les particules de B.t.i. en suspension sont ingérées par
les larves de mouches noires qui vivent fixées sur des
supports (Guillet et al., 1985a). Les grosses particules
sont interceptées par les mailles prémandibulaires.
Regulierement, ces mailles sont repliées pour permettre
1“ingestion des particules (Elsen, 1979; Guillet et al.,

1985a). Les larves peuvent également ingérer de tres fines
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particules par filtration passive (Wotton, 1976; Ross et
Craig, 1980). On a pu noter que le rendement du processus
(nombre de particules passées/nombre de particules ingérées)
diminue lorsque la quantité de matiere en suspension augmente
(Kurtak, 1978). 11 s‘établit alors une compétition entre les
particules naturelles et les particules de B.t.i. dont le

nombre est constant. Cette compétition explique la baisse de

l“efficacité des grosses particules lorsque la turbidité
augmente Guillet et al. (1985a). Or dans les cours d’eau
étudiés, il y avait peu de matiere en suspension, ce qui

diminuait la compétition entre les particules naturelles et
les particules de B.t.i.. Dans ces conditions, les particules

de grosses tailles ’ constituant les grosseurs

préférentielles df’ingestion pour les larves de simulies
(Guillet et Escaffre, 1979), seront ingérées beaucoup plus

rapidement. Ceci expliquerait 1’ importante perte de la dose
dans les 500 premiers metres (riviere aux BETES PUANTES) et
dans les 300 premiers meétres (ruisseau du petit lac FRASER),
tandis qQque les petites particules restées en suspension se
déplaceront beaucoup plus loinr en aval. Cette hypothese
pourrait étre vérifiée avec des tests en dalles par analyse
de la grosseur des particules par ultraFiltratién lors d’une
étude ultérieure. 1 s’agira diultrafiltrer sur des filtres
de diFFérente% porosités, des échantillons qui auraient
circulé dans des dalles, contenant une quantité fixe de

larves de mouches noires. Apres des tests biologiques
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réalisés avec les filtrats obtenus, on pourra déterminer Ila
taille préférentielle des particules de B.t.i. ingérées par

les larves de simulies.

Récemment, Morin et al. (1988) ont démontré que les
larves de mouches noires présentes dans le ruisseau du petit
lac FRASER pouvaient ingérer jusqu’a 50% du seston sur une
distance de 40 m a partir du début du ruisseau. On peut
considérer que le B.t.i. en suspension fait partir du seston
naturel que les larves vont ingérer. De plus, il est a noter
que la densité de larves la plus forte, se retrouve pres des

décharges de lac comme dans le cas du ruisseau du petit lac

FRASER.

La toxine de B.t.i. est insoluble dans 1’eau (donc
particulaire). Ces particules peuvent adhérer aux substrats
solides présents dans le cours d’eau. Back et al. (1985) ont
suggéré qu’apreés un traitement au TeknarR' 17 impact sur les
Bléphariéeridae serait da au B.t.i ayant sédimenté sur le lit
du ruisseau ou ayant adhéré au périphyton. De plus, Dupont et
Boisvert (1986) ont démontré que la toxine de B.t.i.
s’adsorbait sur des fractions solides de vegétations et de
sédiments. Donc, 1|’adsorption sur des substrats contribue a

la perte de B.t.i., et réduit la portée en aval de

1”insecticide.
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Le phénomene de sédimentation peut étre considéré comme
un facteur quantitatif peu important dans l1a perte de la dose
de B.t.i. a cause de la vitesse de déplacement de 1‘eau (0,46
m.s—I pour la riviere aux BETES PUANTES et 0,20 m.s_l pour le
ruisseau du petit lac FRASER). A ces vitesses, mémes les

algues et les débris végétaux qui sont de grosseurs

supérieures aux particules de B.t.i. restent en suspension.

Si nous observons la perte de la dose dans les deux
rivieres (tableaux 13 et 14), nous constatons que la perte
est beaucoup plus importante dans le ruisseau du petit lac
FRASER qQque dans la riviere aux BETES PUANTES. Ceci indique
qu’en situation réelle, la portée efficace est plus
importante dans les grands cours d’eau. Cette différence
serait due d’une part, a8 la plus grande interaction des
particules de B.t.i. avec les fractions solides (Undeen et
al., 1984; Umino et al., 1984) et d’autre part, a la présence
d’une plus importante quantité de larves par unité de débit
(Undeen et al., 1980; Morin et al., 1987) dans les petits
cours d’eau. Ceci aura pour conséquence une perte beaucoup
plus rapide dans le ruisseau du petit lac FRASER.

En conclusion, cette ekpérimentation a permis de montrer
d’une part, I1'utilité de T’appareil d’ultrafiltration
tangentielle dans 1’ étude du transport de B.t.i. en riviére.

L’excellent pouvoir de reécupération de 1’appareil permet

d’avoir peu de différence entre le témoin et le retentat.
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Dans ces conditions, nous pourrions utiliser seulement les
retentats des échantillons pour étudier 1le transport de
1”insecticide, ce qui nous permettra de contourner le

probléme posé& par les concentrations sublétales.
De plus, cette étude a permis de mettre en évidence

certains facteurs (ingestion et adsorption des particules de

B.t.1.) pouvant causer la perte de 1’ insecticide. L’ingestion
est liée 3 la présence de larves de mouches noires dans le
cours d’eau, tandis que |1’adsorption des particules de
B.t.i. sur les fractions solides de végétation ou de

sédiments occasionne une perte graduelle de 1’insecticide. DBe
plus, ces deux phénomenes sont potentiel lement plus
importants dans les petits cours d’eau. 11 serait intéressant

de quantifier ces phénomeénes par des tests en dalles lors

d’expériences ultérieures. Pour 1’ingestion, il s’agira de
doser 1’échantillion recueilli apreés passage le long des
dalles, contenant des quantités variables de Jlarves de
mouches noires. Pour 1’adsorption, les larves de mouches

noires seront remplacées par des substrats naturels (algues,
végétation, sédiments, cailloux).

L’analyse de la perte dans les différents cours d’eau a
permis d’estimer un nouveau parametre de transporf ( longueur
de perte). En 1’associant au débit du cours d’eau et a la
dispersion de 1’insecticide, on pourra modéliser le transport
de 1’insecticide en riviere ce qui permettra d’optimiser les

épandages.
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