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RESUME

Afin de vérifier si le Bacillus thuringiensis sérovariété

israelensis (B.t.i.) induit les mémes effets histopathologiques chez les

mouches noires que ceux rapportés chez les moustiques, nous avons
échantillonnés deux especes de mouches noires (Simulium

venustum\verecundum et Simulium corbis) et mené une étude dans ce sens.

Les larves sont traitées en laboratoire avec une préparation commerciale
de B.t.i. (TeknarR) a des températures variant entre 4,5 °C et 10,5 °C.
Aprés traitements, des larves sont fixées dans le fixateur de Bouin et
d’autres dans 1’éthanol 70%. Les larves sont montées individuellement
dans le Paraplast, selon les techniques usuelles d’histologie et sont

coupées longitudinalement a8 une épaisseur de 5.0 um.

Les coupes de larves fixées dans le liquide de Bouin, sont colorées
a 1’hématoxyline—-éosine, tandis que les coupes fixées a 1’éthanol 70%
servent aux essais de détection de la toxine. Les premiers effets se
produisent au niveau du cardia ou 1’on observe un rel&chement cellulaire.
Une modification de la sécrétion de Ia membrane péritrophique est
observée de méme qu‘un élargissement des espaces intercellulaire des
cellules responsables de cette sécrétion. Aucune altération d’ordre
histologigue n’est observée dans le cardia; il s’agit donc d’un effet de
nature physiologique, ce qui est confirmé par nos essais de détection de
la toxine. Ces essais n‘ont démontré en aucun moment, la présence de

fluorescence dans le cardia. Ensuite, on observe une série de
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modifications de nature histologique au niveau des épithéliums du tube
mésentérique. On observe une condensation du contenu nucléaire des
cellules, suivie d’une perte de différentiation cellulaire et d’une perte
des microvillosités. La premiere reégion atteinte est |I|’estomac
intermédiaire suivie de 1’estomac antérieur, des caeca gastriques et de
I’estomac postérieur. Dans toutes ces structures, les cellulles
épithéliales sont lysées & la fin de |’intoxication, sauf pour 1‘estomac
antérieur ou elles sont hypertrophiées. Dans le cas des estomacs
intermédiaire et postérieur, les premiers effets se manifestent en aval
du bouchon de TeknarR. Les différents effets se manifestent beaucoup
plus rapidement a des températures élevées ou avec des jeunes larves.
Les différences inter et intraspécifiques n‘entrainent aucune

modifications de ces effets.

Ces résultats observés chez les mouches noires, correspondent a
ceux observés chez les moustiques & 1’exception de 1‘effet physiologique
du TeknarR au niveau du cardia. [l s’agit de la premieére fois qu’on
attribue un tel effet a un insecticide & base de B.t.i. et ce, tant chez
les moustiques que chez les mouches noires. Cet effet est & notre avis,
la principale étape du processus d’intoxication des larves par le
TeknarR. En agissant sur les —cellules sécrétant la membrane
péritrophique, le TeknarR modifie la structure et/ou la fonction de cette

dernieére, ce qui facilite 1’acces aux cellules cibles pour la toxine.

Les essais de détection des antigeénes des cristaux par
immunofluorescence ont permi de mettre en évidence 1 “hydrolyse

intestinale du cristal de B.t.i., en des fractions solubles pouvant

1



migrer plus rapidement que ce dernier dans le tube digestif. Ceci
explique que des effets histologiques peuvent étre observés en aval du

bouchon de TeknarR.-
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CHAPITRE |

INTRODUCTION

[-1 Historique de Bacillus thuringiensis sérovariété israelensis:

Bacillus thuringiensis (B.t.) est une bactérie Gram positif aérobie

facultative, mobile, sporulée (spore ovale, subterminale non déformante),
largement répandue dans 1 "environnement et qui est tres prés

phénotypiquement et biochimiquement de Bacillus cereus (Carleton et

Gonzalez, 1985). Cependant elle se distingue de cette dernieére espece
par la faculté de syntheése d’une inclusion protéique cristalline lors de
sa phase de sporulation. Cette inclusion parasporale fait de B.t. 1'un
des microorganismes les plus utilisés pour le contrdle d’insectes

puisqu’il possede des propriétés larvicides.

Les premieres indications & ce sujet datent du début du siecle.
Un scientifique japonais, I[shiwata (1905), isola chez des larves de vers

a soie malades une bactérie qu’il nomma Bacillus sotto. Cette bactérie,

responsable des symptdmes observés chez le ver a soie, est aujourd’hui
connue sous |’appellation de B.t. sérovariété sotto (sérotype H4adb). La

premiere mention de Bacillus thuringiensis, nous la devons & un chercheur

allemand, Berliner, qui travailla entre 1909 et 1912 sur une maladie
infectieuse de la pyrale méditerranéenne de la farine (Anagasta
kuehniella). Il isola la bactérie causant 1’infection et la désigna sous

le nom de Bacillus thuringiensis (Berliner 1915), et qui est




de nos jours connue sous le nom de B.t. sérovariété thuringiensis ou

Berliner (sérotype Hi).

Bien qu’il fut connu depuis longtemps, il fallut attendre pres
d’une quarantaine d’années avant que le potentiel larvicide de B.t. soit
expioité, L’apparition de résistances aux divers insecticides chimiques
de plus en plus nombreuses chez les insectes de méme que des
préoccupations environnementales plus grandes ammenérent & se tourner
vers la possibilité d’utiliser certains pathogénes d’insectes comme
agents de contréle. C’est ainsi que déja durant les années 50, on
pouvait trouver qguatre formulations commerciales & base de B.t.

sérovariété thuringiensis soit (a) le Barthane L-69; (b) le Biotrol‘BTB;

(c) le Parasporin et (d) le Thuricide (Couch et Ross, 1980). Durant
cette période, plusieurs autres souches de B.t. furent découvertes et
toutes ces souches présentaient alors une caractéristique commune, celle
de n’étre toxique que pour les larves de lépidopteres. Ainsi Bulla et
al. (1985) rapportent gu’en 1972, les différentes souches de B.t. étaient
toxigues pour les larves de plus de 150 espeéces de.lépidoptéres. Afin de
bien distinguer les différentes souches de B.t. on procéda, en 1962, a la
classification de celles—-ci, selon leur propriété antigénique flagellaire
(de Bar jac et Bonnefoi, 1962; Bonnefoi et de Barjac, 1963). L’activité
toxique associée au bacille est en fait due au cristal synthétisé lors de
la sporulation. De facgon générale, plusieurs toxines sont sécrétées par
diverses souches de B.t.: (a) la delta (§) endotoxine issue du cristal;
(b) la beta (B) exotoxine; (c) 1’alpha (x) exotoxine; et (d) plusieurs
exoenzymes et protoxines ne démontrant aucune activité biologique (Lithy

et Ebersold, 1981]). La toxicité face aux larvés d’insectes est due



spécifiquement & la S%-endotoxine. La R-exotoxine est beaucoup moins
spécifique que la précédente et présente une légére toxicité pour les
mammiferes. L 'x-exotoxine n’est produite que sous certaines conditions

et présente peu d’intérét dans le cadre d’un contréle biologique.

B.t. n’était donc utilisé que dans le cas de nuisance d’insectes
ravageurs rencontrés en agriculture ou en foresterie. Son spectre
d’action allait cependant s’élargir en 1977 avec 1I1’isolation d’une
nouvelle souche de B.t., & partir de boue de mares & moustiques, par
Goldberg et Margalit (1977). Cette nouvelle souche, nommée variété
israelensis et appartenant & un nouveau sérotype H14 (de Barjac 1978 a),
présentait alors des propriétés larvicides pour certains diptéres; -soit

les moustiques des genres Anopheles, Uranotaenia, Culex et Aedes

(Goldberg et Margalit, 1977) de méme gue pour un large spectre d’especes
de mouches noires (Undeen et Nagel, 1978). On peut voir qu’il s’agit en
fait d’une catégorie.d’insectes piqueurs qui ont un intérét particulier
du point de vue médical puisqu’ils sont vecteurs de nombreuses maladies
tropicales importantes dont 1a fievre jaune, la dengue, la malaria et
1 “onchocerchose. En Amérique du Nord, ces insectes sont également
vecteurs de certaines maladies animales et potentiellement humaines
(encéphalites, filarioses), tout en étant une nuisance sociale et

économique (Conseil National de la Recherche du Canada, 1982).

Ainsi, bien que de nombreuses variétés soient présentement connues
et identifiées: on dénombre a ce jour, 32 sérovariétés de B.t. réparties
en 23 sérotypes différents (tableau 1), aucune autre souche

qu’israelensis n’a démontré une activité larvicide pour les moustiques et



Tableau 1.

Sérovariétés et sérotypes de Bacillus thuringiensis

Sérovariété Sérotype H Sérovarijété Sérotype H
thuringiensis ] darmstadiensis 10
finitimus 2 toumanof fi lla,llb
alesti 3a kyushuensis lla,llc
kurstaki 3a,3b thompsoni 12
sotto 4a,4b pakistani 13
dentrol imus 4a,4b israelensis 14
kenyae 4a,4c dakota 15
galleriae 5a, 5b indiana 16
canadensis 5a,5c tohokuensis 17
entomoc idus 6 kumamotoensis 18
subtoxicus 6 tochigiensis 19
aizawai 7 yunnanensis 20a,20b
morrisoni 8a,8b pondicheriensis 20a,20c
ostriniae 8a,8c colmer i 21
nigeriensis 8b,8d shandongiensis 22
tolworthi 9 japonensis 23

*: Tiré des différents auteurs cités dans le texte.

les mouches noires aussi forte et pouvant étre exploitée lors de

traitements opérationnels. Il existe présentement trois grands

fabricants (Zoecon USA, Abbott USA et Biochem Belgique), qui offrent une
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gamme de préparations commerciales & base de B.t. sérovariété israelensis

(B.t.i.).

A la suite.de sa découverte, B.t.i.‘s’avéra un sujet de‘recherche
intéressant a cause de sa grande spécifité et de 1’absence de production
de R-exotoxine. C’est ainsi que des le début des années 80, une
littérature imposante sur ce bacille était disponible et n’a cessé

depuis, de s’accroitre avec les années.

En fait, la majorité des études effectuées au début visaient toutes

le méme objectif: démontrer |’efficacité et la sécurité d’utilisation de

B.t.i. dans le cadre de luttes opérationnellies dirigées contre les
moustiques et/ou les mouches noires. On retrouve de nombreuses études
portant sur le pouvoir larvicide de B.t.i. et ce, tant en laboratoire

(Undeen et Nagel, 1978; de Barjac et Coz, 1979; Undeen et Berl, 1979;
Frommer et al., 1980; Van Essen et Hembree, 1980; Ignoffo, 1981) gue sur
le terrain (Guillet et de Barjac, 1979; Undeen et Colbo, 1980; Molloy et
Jamnback, f981; Frommer et al., 1981; Mulla et al., 1982; Lacey et al.,
1984). Ces auteurs ont démontré de fagon indéniable le haut potentiel de
B.t.i. Ces résultats ont démontré une excellente toxicité (mortalité)
pour de faibles doses. Pendant cette méme période plusieurs études ont
porté sur les facteurs pouvant affecter ou modifier d’une guelcongue
facon l’activité larvicide de B.t.i. (Gaugler et Molloy, 1980; Molloy et
al., 1981; Wraight et al., 198l; Ramoska et al., 1982; Lacey et Undeen,
1984) tels la température, les matieére en suspension, la concentration
d’insecticide et 1a sensibilité intra et interspécifigue. On retrouve

également des études traitant des effets possibles de B.t.i. sur la faune

associée aux moustigues ou aux mouches noires (Dejoux, 1979; Colbo et
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Undeen, 1980; Miura et al., 1982). Ces auteurs sont unanimes a dire que
B.t.i. est hautement sélectif et qu’aux concentrations opérationnelles
aucun probleme n’est & craindre pour la faune non cible. Enfin, toujours
dans un but d’amélioration d’un contréle biologique a base de B.t.i.,
certains auteurs s’intéressérent a la possibilité de persistance et/ou de
recyclage du bacille (Larget, 1981; Van Essen et Hembree, 1980; Aly et

al., 1985; Dupont et Boisvert, 1986 ).

Ce n“est qu’un peu plus tard gue les chercheurs explorerent les
aspects plus fondamentaux de B.t.i. Ainsi des études sur le cristal
protéidue, qui est en fait le seul agent responsable de la toxiciteé
larvaire de B.t.i., furent entreprises (Armstrong et al., 1985; Cheung
et Hammock, 1985; Insell et Fitz-James, 1985). Bien que plusieurs études
soient disponibles, il existe toujours une vive controverse au sujet de
la nature de la S$-endotoxine et de son mode d’action précis. Cer*tains
auteurs affirment que le poids moléculaire de la fraction toxique est de
25-28 kDa tandis que d’autres mentionnent 65-68 kbDa. Dans le cas des
études portant sur la génétique de ce bacille, on trouve les premiers
documents a partir de 1983 (Ward et Ellar, 1983; Gonzalez et Carlton,
1984; Carlton et Gonzalez, 1985). A ce niveau également, on ne peut
obtenir de consensus au sujet du gene codant la $-endotoxine. Certains

parlent d’une origine chromosomigue, d’autre plasmidique.

On peut remarguer que peu d’auteurs travaillérent sur les
différents effets cellulaires causés par la toxine; et ce malgré le fait
que déja en 1978, de Barjac (1978 b) démontra des effets cytologiques de
B.t.i. chez des larves de moustiques. On remargue aussi que ces auteurs

n‘ont choisi de travailler gu’avec des moustiques lors d’études in vivo,




ou gu’avec des cellules de moustiques lors d’essais in vitro. Il semble
donc que 1’aspect mouches noires ait été mis de cobté lors de ces études,
alors que dans le cas des autres types de travaux (terrain), on vy
retrouve aussi bien des études avec les moustiques qu’avec les mouche§
noires. Ceci s"axplique par les difficultés rencontrées par
I7établissement d’élevages continus de mouches noires et par la faible

disponibilité de lignées cellulaires provenant de mouches noires.

[-2 Situation de 1’étude: A cause de la quantité d’informations

disponibles sur les effets cellulaires de B.t.i., il convient, pour fin
de comparaison de faire une revue des différents travaux portant sur ce
sujet, mais ou les auteurs employérent des variétés autres que le B.t.i.

Ceci est important, puisque toutes les souches de B.t. présentent un

spectre d’action général commun: 1.e. qu’il faut toujours que les
cristaux protéiques soient ingérés par la larve pour qu’il y ait
manifestation des effets. [l en résulte donc que les effets majeurs se

situent toujours au niveau du systeme digestif de la larve ayant ingéreé
les cristaux. On peut regrouper les travaux en deux grands groupes. Le
premier concerne |‘effet des cristaux pour |’ensemble des souches de
B.t.; le second porte sur les effets de la souche nous intéressant, soit

B.t.i.

[-2.1 Etudes portant sur 1’ensemble des souches de B.t.: Comme on

peut le constater dans le tableau 2, les études portant sur les effets
cellulaires des cristaux de B.t. furent réalisées sur plusieurs especes

de lépidoptéres. Ces études ont donc permi & leurs auteurs de mettre en



Tableau 2
Résumé des études portant sur les effets cellulaires chez les

lépidoptéeres

Insecte sérovarieté auteur année
Bombyx mori alesti Toumanoff et al. (1953)
kurstaki Percy et Fast (1983)

Endo et Nishiitsutsuji-Uwo (1980)

sotto Fast et Angus (1965)

aizawai Endo et Nishiitsutsuji-Uwo (1980)

galleriae Louloudes et Heimpel (1965)

Choristoneura thuringiensis Ebersold et al. (1980)
fumiferana kurstaki Johnson (1983;1981)
Murphy et al. (1976)

israelensis Thomas et Ellar (1983)

Ephestia cartella aizawai Endo et Nishiitsutsuji-Uwo (1981)
Lymantria dispar aizawai Endo et Nishiitsutsuji-Uwo (1981)
Malacosoma disstria kurstaki Murphy et al. (1976)
Manduca sexta alesti Rupp et Spence (1985)
Griego et al. (1980)

kurstaki Spies et Spence (1985)

Gupta et al. (1985)

deLello et al. (1984)

Pieris brassicae aizawai Endo et Nishiitsutsuji-Uwo (1981)

_______ * Lithy (1973)



Tableau 2 (suite)

Insecte sérovariété auteur année @

Spodoptera israelensis | Thomas et Ellar (1983) 2
frugiperda

Trichoplasia ni kurstaki Murphy et al. (1976) 2

aizawai Nishiitsutsuji-Uwo et al(1980;1979) 2

Himeno et al. (1985) 2

israelensis Thomas et Ellar (1983) 2

*: sérovariété inconnue

l: études avec larves; 2: études avec cultures de cellules

évidence les différents effets dis aux divers sérotypes de B.t. employés,

de méme que de proposer des hypothéses afin d’expliquer ces effets.

Les premieres informations a ce sujet sont probablement celles de
Toumanoff et Vago (1953). Ills décrirent, chez Bombyx mori, une paralysie
larvaire, de méme qu’une séparation et une destruction des cellules de

17intestin, le tout accompagné d’une septicémie.

C'est & la suite des travaux de Cooksey et al. (1969) sur

Periplaneta americana et de Louloudes et Heimpel (1969) sur Bombyx mori,

que 1’on identifia le site d’action des cristaux de B.t. au niveau des
tissus intestinaux. I1s ont alors émis |’hypothése qu’une augmentation
du transport ionique au niveau de ces tissus serait a Il’origine du
gonflement et de la lyse cellulaire observée. A ce sujet, Fast et

Morrison (1972) proposerent, suite a leur étude, que ce déreglement
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ionique ne serait qu’un effet secondaire de la toxine aboutissant a la
destruction de 1’épithélium larvaire. Cependant la controverse sur un
effet ionophore possible de la §-endotoxine est loin d’étre réglée,
puisqu’en 1979 Griego et 1. (1979), Salama et 1. (1983) et plus

récemment Gupta et al. (1985) attribuent un tel réle a la $-endotoxine.

LUthy (1973) démontra que 1le contenu intestinal d’une larve de

Pieris brassicae pouvait provoquer des effets histologiques similaires a

ceux causés par B.t., sur un systeme digestif dépourvu de membrane
péritrophique. Bien que le roéle de protection face aux agresseurs
externes de la membrane péritrophique fat déja bien connu, il en déduisit

que les enzymes intestinaux étaient impiiqués dans 1’action du B.t. En

fait il avanga 1’hypothese que lors d’une intoxication, on avait affaire
a une auto digestion de 1’épithélium intestinal par les enzymes en
question.

Endo et Nishiitsutsuji-Uwo (1980) avec Bombyx mori et Griego et al.

(1980) avec Manduca sexta établirent une cinétique des différents effets

en fonction du temps, au niveau des cellules cibles. Au début de
1”intoxication, il y a une déformation des cellules cylindriques, de méme
qu’une  augmentation de la densité aux électrons des cellules
caliciformes. Les effets se remarquent dans la région située entre

1’estomac antérieur et postérieur, pour ensuite se propager plus
profondément le long de 1’estomac. On observe également qu’une
inhibition de la prise de nourriture accompagne le début de ces effets.
Au niveau des organites cellulaires, une vacuolisation du réticulum
endoplasmique, une disparition des microvillosités de méme qu’une

condensation des mitochondries sont observées. Ces altérations au niveau



des mitochondries, rejoignent les travaux de Travers et al. (1976), qui
avec des mitochondries isolées, nota une baisse de productivité en ATP
ainsi gqu’un découplement de la phosphorylation oxydative qui seraient dus

a.1’action de 1’endotoxine de B.t. kurstaki. Endo et Nishiitsutsuji-Uwo

(1981) observerent de nouveau les mémes effets face "aux cellules

cylindriques pour Pieris rapae, Lymantria dispar et Ephestia cautella.

Au niveau des cellules caliciformes, quelques différences mineures
apparurent entre les trois espéces.  |ls attribuérent ces différences a
une distorsion des balances ioniques qui seraient variables entre les
especes. Des détails supplémentaires sur les organites atteints, furent
obtenus par d’autres études en microscopie électronique. A titre

d’exemple on peut mentionner de Lello et al. (1983) au niveau des

appareils de Golgi et du réticulum endoplasmique chez Manduca sexta de

méme que Percy et Fast (1983) au niveau des microvillosités et

mitochondries chex Bombyx mori.

Enfin, on trouve des études sur les effets d’une dose subléthale de
B.t. En général, bien que ce soit toujours les mémes cellules qui
subissent les modifications, celles-ci sont moins drastiques et les
larves reécupérent totalement entre 24 et 72 heures apreés I1’intoxication

(Spies et Spence, 1985; Hukuhara et al., 1984; Retnakaran et al., 1983).

Les différentes études faites sur cultures de cellules d’insectes
n‘ont pas apporté d’éléments nouveaux importants, par rapport aux études
in vivo, concernant les modifications cellulaires causées par les

endotoxines de B.t., sauf celle de Johnson (1984), ou il obtient une

lignée cellulaire de Choristoneura fumiferana (FPMI-CFl) résistante au

B.t. kurstaki. Cette résistance est cependant limitée & des conditions

11



expérimentales trés particuliéres. Ceci démontre donc la sécurité

d’emploi de B.t. face & une apparition possible de résistance chez les

insectes.

[-2.2 Etudes avec B.t.i.: Les premiéres mentions touchant le mode
d’action de la toxine de B.t.i., sont dues & de Barjac (1978 b) (tableau
3). Efle indigua que "l’effet primaire correspond a une désintégration

de 17épithélium intestinal par gonflement, distorsion puis éclatement des
cellules”. ©Sans distinguer les cellules caractéristiques cibles, on peut
voir gqu’il s’agit d’effets assez comparables & ce qui se passe chez les

1épidopteres.

Charles et de Barjac (1981 b) identifierent de facon précise

|"ordre d’apparition des effets chez Aedes aegypti. Les premiers effets

sont retrouvés au niveau de 1’estomac intermédiaire, ensuite au niveau
des caeca gastrigues et de |’estomac postérieur, pour finalement se
manifester dans 1’estomac antérieur. Les effets sont sensiblement les
mémes pour les différentes régions atteintes. On peut résumer ces effets
par un gonfiement cellulaire, perte des microvillosités, hypertrophie et
lyse celluaire. Mentionnons que contrairement aux lépidoptéres,

1"épithélium intestinal chez Aedes aegypti conserve son intégrité et

seule 1a lyse finale fait en sorte que les cellules ne sont plus

organisées en monocouche. Ces effets furent par la suite observés par

Lahkim-Tsror et al (1983) sur Aedes aegypti et par Habib (1983) cette

fois sur Culex declarator. A la suite d’une autre étude, Charles et de

Barjac (1981 a) démontrérent gqu’une intoxication par B.t.i. ne provoguait

pas une inhibition de la prise de nourriture chez des larves d’Aedes

12



Tableau 3

Résumé des études portant sur les effets cellulaires chez les dipteres.

Insecte sérovariété auteur ' année’ @
Aedes albopictus israelensis Thomas et Ellar (1983) 2
Aedes aeqypti thuringiensis Laurent et Charles (1984) 2
israelensis Laurent et Charles (1984) 2

Charles (1983) 2

Charles et de Bar jac (1983) 1

Lahkim-Trsor et al. (1583) |

Charles et de Barjac (1981 b) 1

de Bar jac ( 1978 b) 1

Culex declarator israelensis Habib (1983) 1
Culex moleslus aizawai Nishiitsutsuji-Uwo et al. (1980) 2

1: études avec larves; 2; études avec cultures de cellules

aeqgypti, méme lorsque les effets histologiques sont apparents. Cette
observation differe donc avec celles de Endo et Nishiitsutsuji-Uwo (1980)
et Griego et al. (1980) qui eux ont observé cette inhibition de la prise

de nourriture chez les lépidopteres.

Des observations en microscopie électronique, ont permis de mettre
en évidence des effets au niveau des organites cellulaires. Comme les
effets observés en microscopie photonique sont semblables a ceux décrits
chez les iépidopteres, on peut s’attendre a retrouver les mémes organites

affectés. Charles et de Barjac (1983) observerent chez Aedes aegypti un




réticulum endoplasmique fragmenté, des mitochondries condensées, des
microvillosités disparaissant et un élargissement des espaces intra et
inter cellulaires. A noter que bien qu’aucun effet n’était visible au
niveau du cardia, l1ls observérent a quelques occasions, des appareils de
Golgi secrétant des vésicules denses aux électrons. Associées a cette
sécrétion, ils retrouverent cependant des membranes péritrophiques ayant

une allure anormale.

1-3 Problématique: Comme on a pu le constater, les études démontrant les

effets histologiques et/ou les effets cellulaires causés par 1’action des
divers sérotypes de B.t. actifs contre les l1épidopteres, furent conduites
avec plusieurs especes d’insectes (tableau 2). Dans le cas de B.t.i.,
ces eétudes n’impliquaient que des espéces de moustiques et pour la

majorité des cas, il s’agit de Aedes aegypti. Toutes ces études,

indiquées dans le tableau 3, ont comme dénominateur commun le fait d’étre
menées a des températures élevées, soit des températures de 1’ordre de

25,0 a 29,0 °C.

Etant donné gue B.t.i. est de plus en plus utilisé pour le contrdle
des mouches noires, il devenait important de réaliser des travaux du méme
type. Les résultats de telles études permettraient de savoir si B.t.i.,
du point de vue histopathologique, se comporte de la méme maniére aussi
bien chez les moustiques que chez les mouches noires, ou s’il y a lieu

d’identifier les différences entre ces deux insectes cibles.

Nous avons décidé de mener nos étude en utilisant deux especes de
mouches noires, puisgu’elles étaient disponibles en grand nombre a ce
moment. Etant donné que les traitements opérationnels se font

habituellement en eaux froides (moins de 15,0 °C) dans nos régions, nous

14



avons décidé de travailler a des températures similaires. Ceci nous
permet donc de vérifier si les basses températures affectent 17action de
B.t.i. au niveau cellulaire. Afin de savoir s’il y a une relation entre
la localisation des 'antigénes du cristal et les effets cellulaires
observés, nous avons effectué des essais de détection de ces derniers.
Ceci devrait donc nous permettre une meilleure compréhension de 1‘action

cellulaire de B.t.i.
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CHAPITRE 11

MATERIEL ET METHODES

La méthodologie employée lors des différentes expériences se divise
en plusieurs étapes. 1] s’agit de (a) la récolte des larves; (b) de leur
traitement; (c) de la préparation et du montage des spécimens; (d) des
coupes et de leur coloration; (e) de 1‘observation et de la prise de

photographies.

II-1 Provenance des larves: Les larves de mouches noires furent récoltées

a différentes périodes de 1’année et dans différents sites dépendamment
du stade larvaire et/ou de I’espece que 1”’on voulait étudier. Trois
sites furent utilisés au cours de cette étude: (a) la décharge du lac
Plaisant (46°30’N;72°57’05 distant de 36 km de Trois-Rivieres; (b) la
décharge du lac des Souris (46°35°N;73°00°0) distant de 45 km; (c) le
ruisseau du lac Boitel (46°57'N;73°02°0) situé a une distance de 80 km de
Trois-Riviéres. Les espeéces récoltées dans ces différents sites, de méme
que les dates de récolte sont indiquées dans le tableau 4, chaque récolte

correspondant a un lot de larves distinct.

A la suite de la récolte, les larves sont placées dans un bassin de
maintenance (Figure !), au laboratoire, en présence d’eau provénant de
leur ruisseau d’origine. Cette eau est renouvelée périodiquement (tous
les 2 ou 3 jours). La température de )l’eau est contrdlée de fagon & ne

pas provogquer la pupaison tout en n‘occasionnant pas de stress thermique.



Tableau 4.

ldentification des lots larvaires

1
Date de récolte Espece récoltée - Site # de lot

04/10/84 Simulium Souris 1

venustum\verecundum

14/05/85 Simul ium Plaisant 2

venustum\verecundum

04/06/85 Simulium corbis Boitel 3
*: ldentification selon Wood et al., 1962.
Pour le lot # 1; les larves furent maintenues a 6,0 °C tandis que pour

les lots # 2 et 3; la température fut de 10,0°C. Le contrdéle de 1a
température fut obtenu en plagant le bassin de maintenance dans une
chambre environnementale (Conviron). Les larves furent utilisées dans la

semaine suivant la récolte.

[1-2 Traitements: Pour toutes les expériences de cette étude, nous avons

employé le méme insecticide. I1 s’agit du TernarR, formulation
commerciale de B.t.i. qui titre a 1500 unités A.a./mg. Nous avons
utilisé un échantillon provenant du lot # 2229. Les traitements au

TeknarR furent tous effectués en béchers, au laboratoire, dans un bain
thermostaté (* 0,2°C), avec arrivée d’air comprimé filtré pour chaque
bécher, le bain ayant une capacité maximum de 40 béchers (Figure 2).
Dans chacun de ces béchers, nous avons placé 500 ml d’eau distillée non

déminéralisée, que nous laissons reposer toute la nuit dans le bain
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Figure 1. Bassin de maintenance.

AA: arrivée d’air filtré, PS: plaquette de support.

Figure 2. Bassin d’expérimentation.

AA: arrivée d’air filtré, UR: unité de refroidissement.
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thermostaté. Ensuite, 30 larves, de méme taille, ont été transférée du
bassin de maintenance & chacun des béchers. Les béchérs contenant les

larves ont été de nouveau acclimatés a la température du bain. Cette

seconde période d’acclimatation a durée entre 4 et 4,5 heures.

La suspension de TeknarR est préparée quelques minutes avant le
début du traitement. La préparation commerciale est diluée dans 1’eau
distillée non déminéralisée de manieére a obtenir une concentration 500
fois supérieure a celle désirée. Au temps 0, on ajoute 1 ml de Ila
suspension diluée dans tous les béchers a 1’exception de deux d’entre eux
(témoins). Ensuite, on préleve toutes les 5 minutes, un bécher contenant
l1"insecticide et on récupere les larves traitées a 1’aide d’une pincette.
‘Ces larves sont séparées en deux groupes; un premier groupe de 20 larves
que l1‘on fixe immédiatement dans le fixateur de Bouin (Annexe A) et gui
servira aux études histopathologiques. Le second groupe de 10 larves,
qui sera utilisé pour les expériences de détection de la toxine, sont
fixées dans 1’éthanol 70%. Un des deux béchers n’ayant pas recu de
larvicide et dont les larves sont considérées comme témoins, est prélevé
au début du traitement. Le second bécher sert a vérifier si, au cours du
traitement, d’autre facteurs que le TeknarR provoquent la mortalité des
larves. La durée de chaque traitement est variable et celui-ci est
arrété lorsque la mortalité est de 100% dans quatre prélevements
successifs. On retrouve, au tableau 5, une description des conditions

pour chacune des expériences de cette étude.
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Tableau 5.

Description des différentes expériences

# Date Temp. Conc. Temps # lot
finale d’exposition
(°C) (mg/ml) (min.)

1 10/10/84 4,5 0,5 100 1

2 11/10/84 10,5 0.5 75 1

3 15/05/85 6,0 0,5 85 2

4 22/05/85 6,0 0,5 120 2

5 13/06/85 6,0 0,5 105 3

6 14/06/85 10,0 0,5 80 3
[1-3 Montage des spécimens: Les larves sont fixées a 4,0°C pendant 24
heures. Apres cette étape de fixation, on procede & 1’étape

d’éclaircissement et de déshydratation selon les protocoles décrits en
annexes B et C. Une fois les spécimens débarrassés du fixateur, on passe
& l’enrobage des larves. Les larves sont amenées du butano! au Paraplast
(Monoject Scientific) selon le protocole décrit en annexe D, pour étre
ensuite montées, individuellement, dans un cadre d’inclusion. Les blocs

ainsi formés sont conservés a la température de la piece.

I[I-4 Coupes: Les larves enrobées sont coupées longitudinalement avec un
microtome Spencer 820 (American Optical) en coupe rubannée de 5 pum
d’épaisseur. Chaque ruban compte entre 8 et |2 coupes de larves. Les

rubans sont déposés, individuellement, sur une eau contenant 0,2% de
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gélatine, maintenue a 50,0 °C dans un bain thermostaté. On récupére le
ruban sur une lame de verre de 25 X 75 mm Superfrost de Fisher,
préalablement chauffée & 50,0 °C. Les lames sont_séchées a l’air durant
une période variént de 6 a 24 heures pour étre ensuite déparaffinées,

selon 1’annexe E.

I1-5 Etudes histopathologigues: Les études histopathologiques sont faites
a partir des larves ayant été fixées par le fixateur de Bouin. Lorsgue
ces larves sont coupées, on proceéde a leur coloration et & leur

observation.

IT-5.1 Coloration et observation: Les colorations utilisées soht
1"hématoxyline—-éosine et I1‘’orangé d’acridine (annexes F et G). A la
suite de la coloration, on monte des lamelles 24 X 50 mm, épaisseur #I
(Fisher), a l’aide du milieu de montage CoverBond (American Scientific
Products) sur nos lames, afin de les conserver. L‘observation des lames
est faite avec un microscope Leitz Wetzlar égquipé d’un appareil

photographiqgue Orthomat.

[1-5.2 Photographie: Les photographies sont prises sur film Kodak

Plus-X panchromatigue noir et blanc 35 mm, d’une sensibilité de 125 ASA.
Les négatifs sont développés avec le Microdol X (Kodak) et fixés dans une
solution concentrée de Kodafix (Kodak). Les photos sont tirées sur
papier [1fospeed glacé (ll1ford) # 3, révélées dans le Dextol (Kodak)
dilué au 1/3 et fixées dans le Kodafix (Kodak) dilué au /4. Les
solutions sont maintenues a 21 °C lors des différentes étapes de

développement.
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11-6 Détection des antigénes du cristal par immunofluorescence: Les

études de détection des antigénes se font & partir des larves ayant été
fixées par 1’éthanol 70%. Ces études se font directement sur les coupes

3 1’aide d‘un sérum dirigé contre les cristaux de B.t.i.

[[-6.] Préparation de |’antisérum: Le sérum fut produit & partir de

cristaux purifiés de B.t.i. provenant de bactéries cultivées dans un
bouillon glucose - peptone - sels (annexe H). Les cristaux
furent purifiés sur gradient continu de bromure de sodium (20%-40%)
suivant Ang et Nickerson (1978), et ce deux fois. Les cristaux ainsi
purifiés furent mis en suspension dans |’eau distillée et injectés & de
jeunes lapins de Nouvelle-Zélande A4gés de 6 & 8 semaines. Des injections
intra-musculaires (muscle de la cuisse), & une fréquence de une par
semaine accompagnées d’adjuvant complet de Freund, furent faites pendant
quatre semaines. Le sang est recueilli par ponction cardiaque. Le sérum

obtenu, par centrifugation est conservé a -70 °C.

[I-6.2 Détection, observation et photographie: La détection des

antigenes se fait selon les étapes décrites en annexe [. L’observation
des réactions est réalisée avec un microscope Leitz Laborlux |2 équipé
d'un appareil photographigque Orthomat. Les photographies sont prises sur
film Kodacolor (Kodak) couleur 35 mm, d’une sensibilité de 400 ASA. Les
négatifs et photographies sont développés et tirés selon un procedé

industriel.



CHAPITRE 111

LA LARVE DE MOUCHE NOIRE

ITI-1 Introduction: Dans ce chapitre, on décrira la larve de mouche.noire

afin d’étre en mesure de bien se situer lors de la présentation des
résultats. On débutera par la morphologie externe de la larve, suivie
d’une description des systémes physiologiques internes. On s’attardera
de facon particuliere sur le systeme digestif, puisque |’étude porte sur
ce systeme. Les diFFérentes descriptions sont tirées de Puri (1925), de

Peterson (1981) et de nos observations.

I11-2 Morphologie externe (Figure 3): Vue de I’extérieur, la larve de
mouche noire peut se diviser en deux parties: (a) la téte et ces
appendices et (b) le corps larvaire. Le corps est lui méme subdivisé en

deux parties, le thorax et 1’abdomen.

II11-2.1 La téte: A la téte sont associés différents appendices
(Figure 3). Les antennes de forme cylindrique et constituées de quatre
segments; juste devant 1les antennes, les plumeaux céphaliques, qui
servent & la capture de nourriture par la larve, enfin, les piéces
buccales: les machoires, les maxillaires, 1le labrium, le labium,

1"hypopharynx et 17épipharynx regroupés devant les plumeaux céphaliques.

La téte, ou capsule céphalique, est composée de matériel chitineux

et se présente sous une forme d’un tonneau aussi long gue large. Elle
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Figure 3. Schéma de la larve de mouche noire.
AB: abdomen, AN: antenne, FP: fausse patte ("proleg"), HB: histoblastes,
PB: pieces buccales, PC: plumeau céphalique, TE: téte, TH: thorax, Y:

yeux. [Schéma tiré de Peterson, 1981.].



26

forme un angle de 150° avec le thorax. De fagon générale, la téte peut

se diviser en trois régions: (a) la région dorso-médiane (Frons Clypeus),

et (b) deux régions latérales ou épicraniennes. Le Frons Clypeus forme

la partie dorsale . de la téte et est séparé des régions
épicraniennes par une suture bien définie. Les partieg épicraniennes
forment les cbtés et la portion ventrale de la téte. Dans le centre de
chacune des régions épicradniennes on retrouve deux taches réniformes

pigmentées, noires, qui représentent les yeux (Figure 4A),

La pigmentation de la téte montre un patron bien défini pour chague
espece larvaire. Les couleurs varient entre le brun clair et le prun
foncé. On retrouve sur la partie dorsale, des séries de disques gui
forment un patron particulier pour chague espeéce (Figure 4B). De la méme
facon, on retrouve sur la portion ventrale, & 1|”intersection postérieure
des deux régions épicradniennes, une section plus claire montrant un

patron particulier a chague espece: la suture histomale ou fente ventraie

(Figure 4C).
[11-2.2 Le corps:
I11-2.2,1 Le thorax (Figure 3): Le thorax est constitué
des trois premiers segments du corps de la larve. [1 s’agit, dans
l1’ordre, des segments pro—, méso- et méta-thoraciques. Au niveau du

segment prothoracique, on retrouve une fausse patte ventrale ("proleg")
formée de deux segments distincts, dont le deuxiéme porte un anneau de
crochets disposés en rangees. Au niveau des trois segments thoracigues

on remarque une série de cing paires de taches blanches, gui foncent
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Figure 4. Schémas de 1a téte d’une larve de mouche noire.

A: Vue latérale; B: Vue dorsale; C: Vue ventrale.

AN: antenne, D: disque dosal, PB: piéces buccales, PC: plumeau
céphalique, RDM: région dorso-médiane, RE: région épicranienne, SH:

suture histomale, Y: yeux. [Schémas tirés de Peterson, 1981.].
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avec 1’Aage. I1 s’agit des histoblastes des pattes, des ailes et des

haiteres.

[11-2.2,2 L"abdomen (Figure 3): L’abdomen est constitué
des huit segments dont la taille augmente graduellement, pour atteindre
un maximun au segment abdominal # 7. Au segment 8, on retrouve une paire
de tubercules ventraux. bans certains cas, les tuberculies ont fusionné
pour former un tubercule unique ventro-médian. A 1’'extrémité de
1 “abdomen, on retrouve un anneau de plusieurs rangées de crochets.
Antérieurement a cet anneau on retrouve le sclérite anal, en forme de X

chez le genre Simulium, surmonté par les papilles anales (Figure 5).

111-3 Anatomie interne:

I11-3.1 Systeme digestif (Figure 6): Chez la larve de mouche noire

le systeme digestif peut se diviser en trois parties. Il s’agit de (a)
17intestin antérieur ou stomodéum ('"foregut™); (b) 1’intestin moyen ou
mésentéron ("midgut") et (c) 1”intestin postérieur ou proctodéum
("hindgut™).

[11-3.1,1 L’intestin antérieur: Cette partie du systeéme

digestif peut étre divisée en deux régions: le pharynx et 1’oesophage.
La paroi du pharynx consiste en un épais intima chitineux, en continuite
avec la cuticule de la larve, ainsi qgu’une couche de cellules
épithétiales. Une nervure étroite fortement chitinisée, divise le

pharynx antérieur et du pharynx postérieur. Le pharynx postérieur se

distingue de |’antérieur par la présence d’une couche de muscles



Figure 5. Schémas de

noire.

A: Vue dorsale; B: Vue latérale

PA: papilles anales,

tubercules ventraux.

SA: sclérite anale, RC:

[Schéma tiré de Peterson,

] "extrémité postérieure de la larve de mouche

rangée de crochet, TV:

1981.17.
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Figure 6. Systeéme digestif de la larve de mouche nolre

CA: cardia, CG: caeca gastrique, EA: estomac antérieur, El: estomac

intermédiaire, EP: estomac postérieur, MP: membrane péritrophique.

A) Larve de Simulium corbis ( X 55 )

B) Larve de Simulium venustum\verecundum ( X 65 )
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circulaires et Jlongitudinaux, de méme que de plusieurs couches le

rattachant & 1a capsule céphalique.

Le pharynx conduit graduellement & 1’oesophage, les parois de ce
dernier étant constituées par le prolongement de 1’intima pharyngique,
recouvert successivement de la couche épithéliale, des muscles

circulaires et d’une mince membrane de tissu conjonctif.

[11-3.1,2 L"intestin moyen: Cette partie correspond aux 2/3

de la longueur du systeme digestif. On y retrouve la valve oesophagique
ou cardia, les quatre caeca gastriques et le tube stomacal. On peut

diviser le tube stomacal en trois régions, de la méme maniere que Charles

et de Barjac (1981 b) 1’ont fait pour Aedes aegypti. I1 s’agit des

estomacs antérieur, intermédiaire et postérieur

Premiere structure de 1”intestin moyen, le cardia se situe aprés le
repli postérieur des couches chitineuses et musculaires de 1’oesophage.
I1 est constitué de grosses cellules cylindriques fortement colorables, a
1Yintérieur desquelles on observe la présence de larges noyaux (Figure
7). A 1’extérieur, on retrouve une mince couche de tissu conjonctif qui
est en fait la continuité de la couche ocesophagique. Le tout est soutenu
par une paire de muscles plats (muscles cardiagues) prenant appui aux
parois dorsales du cardia et se rattachant au corps entre les segments
pro et méso thoraciques. Richards et Richards (1977) mentionnent que la
aémarcation entre 1’intestin antérieur et le mésentéron est faite par
|1"apparition de microvillosités apicales chez les cellules épithéliales.

Ceci s’observe, chez les mouches noires, au niveau des cellules ci dessus
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décrites. Ces auteurs précisent gue ces cellules sont responsables de la

sécrétion de la membrane péritrophigue.

Suivant immédiatement le cardia, on retrouve quatré "sacs" faisant
sajillies du tube stomacal. 11 s’agit des caeca gastridues. arrangés
autour du mésentéron en deux paires; une ventrale et 1’autre dorsale.
Ces caeca apparaissent remplis d’un fluide colorable qui coagule lors de
la fixation. Les parois sont constituées d’une couche de larges cellules
épithéliales et d’une mince couche de muscles a disposition circulaires,

le tout recouvert par 1a couche de tissu conjonctif. Dans la cavité des

caeca, les cellules épithéliales sont habituellement bombées et
possedent des microvillosités apparentes (Figure 8). Parfois a la base
de certaines cellules, apparafissent des cellules globulaires

correspondant a des cellules de remplacement.

Le tube stomacal est de forme tubulaire, Ilégerement dilaté au
niveau des cingquieme et sixieme segments abdominaux. On retrouve a
1”intérieur du tube, le bol alimentaire contenu dans la membrane

péritrophique. La membrane péritrophique, sécrété par le cardia, se
trouve présente tout le long du tube stomacal. Elle assure la protection
de 1’épithélium stomacal, afin d’éviter 1’abrasion des cellules par les

particules dures contenues dans les aliments capturés par Ila larve.

Décrite chez 1les mouches noires par Peters (1976, 1979), la membrane
péritrophique est épaisse de | a 2 um et est constituée de plusieurs
couches distinctes (Figure 9). La premiere couche est formée par des

petits batonnets, qui se trouvent attachés a la seconde. Cette deuxieme
couche est également faite de petits batonnets, mais cette fois tres

compacts. Ces batonnets sont composés d’hydrates de carbone, dont des
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Figure 7. Cardia de la larve de mouche noire (Simulium

venustum\verecundum)

CG: caeca gastrique, £El: espace intercellulaire, EO: épithélium
oesophagique, LC: lumiere du cardia, LO: lumiere de 1 oesophage, MP:

membrane péritrophique, MV: microvillosité. ( X 800 )

Figure 8. Caeca gastrique de la larve de mouche noire (Simulium

venustum\verecundum).

FC: fluide colorable, .: lumiere intestinale. ( X 960)
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Figure 9. Membrane péritrophique de la larve de mouche noire (Simulium

vittatum) en microscopie électronique a transmission.

a, b, c: couches constitutives de la membrane péritrophique.
. : lumiére intestinale ( X 64 000)

(Gracieuseté du Dr. Garzon, Université de Montréal).
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mucopolysaccharides. Une troisieme couche, beaucoup plus épaisse gque les
précédentes, supporte les deux autres. Elle est composée de

microfibrilles chitineuses.

Les parois du.tube stomacal sont en continuité avec les caeca
gastriques et consistent en une monocouche de cellules, une couche
musculaire et une couche de tissu conjonctif. Les cellules épithéiiales,
de forme «cylindrique et polygonale, présentent des microvillosités
apicales tout le long du tube stomacal. Ces microvillosités sont plus ou
moins apparentes selon la région du mésentéron observée. C’est dans la
région dilatée du tube, gue 1°0on verra le mieux les microvillosité;. A
ce niveau également, les cellules sont plus larges et présentent une
membrane apicale bombée. La couche musculaire soutenant 1’épithélium est

constituée de muscles circulaires, ainsi que de muscles longitudinaux.

Tel que mentionné auparavant, oh peut diviser le tube stomacal en
trois régions. L’estomac antérieur débute immédiatement apreés les caeca
gastriques, et est constitué de cellules cylindriques, ou les
microvillosités sont treés difficiles a voir (Figure 10). On peut
attribuer, arbitrairement, une Ilongueur de 40 a 50 cellules a cette
portion du tube stomacal. L estomac postérieur débute au niveau de la
dilation du tube et comprend les larges cellules bombées pour se terminer
au proctodéum (Figure 11). Enfin, 1’estomac intermédiaire correspond a
la portion comprise enfre les estomacs antérieur et postérieur. [
s’agit d’une section constituée de cellules cylindriques, mais ou les
microvillosités sont plus apparentes que dans 1’estomac antérieur (Figure

12).
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Figure 10. Estomac antérieur de

corbis).-

CG: caeca gastrique, MP: membrane

intestinale. ( X 270 )

Figure 11. Estomac postérieur de

corbis).

MP: membrane péritrophique, MV:

intestinale. ( X 320 )

la

la larve de mouche noire

microvillosité,

péritrophiqgue,

larve de mouche noire

(Simulium

lumiere

(Simulium

lumiere
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Figure 12. Estomac intermédiaire de la larve de mouche noire (Simulium

corbis).

‘: lumiére intestinale ( X 360 )
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I11-3.1,3 L”intestin postérieur: L’intestin postérieur débute
au niveau du septieme segment abdominal et forme une boucle. Il se divise

en trois parties, soit (a) 1’iléon; (b) le colon; et (c) le rectum.

L’iléon a wune forme d’entonnoir oU les tubes de Malpighi

s”abouchent. [T est constitué d’un intima chitineux, d’un épithélium,
d’une couche musculaire et d’une couche de tissu conjonctif. A ce
niveau, 1’épithélium cellulaire est tres mince, mais les cellules sont

bien définies.

Les parois du colon sont plus épaisses et plus larges qu,au niveau
de 1’iléon. On y retrouve les mémes couches, a 1’exception des muscles
. longitudinaux. Les cellules épithéliales sont plus grosses et mieux
définies. Au niveau du centre du huitieme segment abdominal, les parois
du colon s’amincissent pour former le rectum, dont I1’anus s’ouvre sur la

face dorsale de la larve.

[I1-3.2 Autres systeémes: La larve de mouche noire possede d’autres

systemes physiologiques que le systeme digestif. Puisque 1’étude ne
porte que sur le systéme digestif, on verra de fagon plus sommaire, ces

différents systemes.

La larve possede un réseau musculaire (Figure [3) et un systeme

respiratoire (Figure 14) couvrant 1‘ensemble de celle-ci. Le réseau
musculaire peut se diviser en deux grandes parties, les muscies de la
téte (non représentés sur la figure 13) et les muscles corporels. Le

systéme respiratoire est constitué d’une paire de troncs trachéens
longitudinaux allant du prothorax a 1’extrémité postérieure de la larve.

Ces deux troncs principaux sont prolongés par des ramifications. On



Figure 13.

Schéma du systeme musculaire corporel

noire. [Schéma tiré de Puri, 1925.].

de

la

tarve de mouche
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Figure

14.

Schéma du systeme respiratoire de

[Schéma tiré de Puri, 1925.].

la

larve de mouche

noire.
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retrouve |0 spiracles larvaires, soit une & chaque segment abdominal et
deux au niveau du thorax. Les larves de mouches noires sont

apneustiques, ce qui signifie gque ces spiracles sont fermés.

Le systeme nerVeux est composé de trois parties ;principales; le
ganglion supra-oesophagique, duquel part le nerf Frontal; le nerf optique
et celui de 1’antenne; le ganglion sub-ocesophagique duquel part les nerfs
contrdélant les mandibules et 1les pieces buccales; enfin, la chaine
nerveuse ventrale qui compte 11 ganglions, trois thoraciques et huit

abdominaux (Figure 15).

Le systeme circulatoire est composé d’un vaisseau dorsal qui .part
des ganglions cérébroides, Jjusqu’au septieme ganglion abdominal. La
portion postérieure est légerement dilatée et forme le coeur. Sur la
partie ventrale du coeur, on retrouve un réseau de fibres laches formant
le septum péricardiaque. Le vaisseau dorsal supportant le coeur est
divisé en deux parties, |’aorte située au niveau de la portion réduite
antérieure et la partie intermédiaire située entre 1’aorte et le coeur

(Figure 15).

On trouve deux systemes glandulaires, les glandes salivaires et les
glandes pharyngiennes ou dorsales. Les glandes salivaires (Figure 15)
sont bien développées et sont accollées au tube digestif. Elles ont une
forme tubulaire qui varie de diamétre par endroit. Les glandes
rétrécissent dans leur partie antérieure etvse rencontrent dans la région
ventrale du prothorax au niveau de la chaine nerveuse. Les glandes
pharyngiennes sont attachées a la paroi dorsale du pharynx. Elles

apparaissent comme des protubérances de | épithélium du pharynx.
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CHARPITRE IV

RESULTATS

Dans un premier temps, on décrira les effets cellulaires causés par
B.t.i. Cette description se fera selon 1’ordre d’apparition de ces
effets, au niveau des différentes régions du systéme digestif larvaire.
En fait, ce n’est qu’au niveau du mésentéron que les effets furent
observés. Les effets seront décrits au niveau du cardia, pu{s de
1"estomac intermédiaire, ensuite au niveau de 1’estomac antérieur, des

caeca gastriques et enfin de |’estomac postérieur.

Dans un second temps on verra 1’influence de divers facteurs sur
ces effets. Il s’agit de la température, de 1‘espéce et de 1’4ge des
larves. Ensuite on s’attardera sur un phénomene observé lors de cette
étude soit 1’influence d’un arrét de la prise de nourriture par les
larves lors des traitements. Enfin, pour terminer ce chapitre on

présentera les résultats des essais de détection de la toxine.

IV=-1 Effets cellulaires: Les temps d’exposition au TeknarR associés aux

différents effets qui seront décrits dans cette section correspondent a
ceux de |1’expérience #4 (tableau 5, Matériel et méthodes p.21). Il
s’agit d’une expérience menée avec des Jarves agées de Simulium

venustum\verecundum provenant du lac Plaisant et ayant durée 120 minutes.
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[V-1.1 Cardia: C’est au niveau du cardia que 1’on observe les
premieres modifications structuralles pouvant étre attribuées a
1”intoxication des larves par le TeknarR (figure 16). Le cardia subit un
relédchement cellulaire et/ou musculaire qui se manifeste par un
élargissement de 1’espace situé entre les structures soutendant le
cardia. On remarque également une perte du matériel contenu dans cet
espace. L’élargissement le plus grand se fait sentir dans la section
postérieure du cardia, section qui chez les témoins est la plus
resserreée. Chez certaines larves traitées, on remarque une Ilégere
dilatation de 1’espace intercellulaire des cellules sécrétrices de la

membrane péritrophique (figure 17).

Ces symptébmes apparaisent tres toét apreés le début du traitement.
Ainsi, apres seulement dix minutes de contact, certaines larves montrent
déja un début de reléchement cellulaire. Apreés 30 a 35 minutes, tous les
cardia larvaires observés montrent un relachement et une ouverture de la

lumiére du cardia.

Cependant, aucun effet de nature histologique tel qgue gonflement,
granulation, ou 1lyse n’est observé au niveau du cardia. Cette
constatation nous amene a penser que ]’action du TeknarR, au niveau du
cardia, serait de nature physiologique. Cet effet physiologique
influerait sur la sécrétion de la membrane péritrophique, puisque cette
derniere, visible au niveau des cardia chez les larves non traitées
devient de plus en plus difficile a voir chez les larves traitées. Les
rares occasions ou |’on peut détecter la membrane péritrophique chez des
sujets traités, il s’agit de larves exposée moins de 30 minutes au

TeknarR (figure 18). Au—-dela de ce temps d’exposition, la membrane
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Figure 16. Relachement cellulaire des cardia suite & une ingestion de

TeknarR.

PP: partie postérieure

A) Cardia d’une larve témoin ( X 600 )

B) Cardia d’‘une larve exposée au TeknarR durant 10 minutes ( X 680 )
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Figure 17. Elargissement de 1’espace intercellulaire des cellules

sécrétrices de la membrane péritrophigue.

L: lumiere du cardia, MP: membrane péritrophigue, » @ espace

intercellulaire,

A) Partie d’un cardia d‘une larve témoin. ( X 2400 )

B) Partie d’un cardia d’une larve exposée au TeknarR durant |5 minutes

( X 2400)
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péritrophique n‘est plus visible au niveau des cardia.

IV=-1.2 Estomac intermédiaire: L’estomac intermédiaire est la

seconde région du mésentéron qui est affectée par le TeknarR. C'est a ce
niveau que |’on observe pour la premiere fois des modifications d’ordre

histologique.

Aprés 20 a 30 minutes d’exposition, on observe une légére
condensation du nucléoplasme dans les cellules épithéliales de )’estomac
intermédiaire. Puis les cellules deviennent de plus en plus difficile a
distinquer, car il y a disparition des membranes cytoplasmiques basales.
Apres 40 minutes, les microvillosités apicales sont toujours visibles ﬁar
endroit et la condensation du matériel nucléaire s’est accentuée (figure
19 A et B). On observe également un changement évident au niveau d’une
"structure" que 1‘on a nommée "matériel colorable" (MC), puisqu’iil s’agit
d’un materiel de nature non définie. Ce MC chez les témoins, est tres
difficile & observer & cause de sa faible épaisseur (figure 10). De
plus, il est toujours associé de trés prés a la membrane péritrophique.
Apres ingestion du TeknarR par les larves, ce MC s’épaissit (figure 19
B), donc est plus visible et laisse voir une texture différente au niveau
des cellules présentant des modifications histologiques. On assiste
également a plusieurs autres modifications. [l y a une forte granulation
cytoplasmique, avec disparition des membranes cytoplasmiques basales et
on observe des ruptures et des déchirures dans 1’épithélium (figure 19

).



Figure 18. Cardia d’une larve traitée pendant 30 minutes.

MP: membrane péritrophique, » : espace intercellulaire. ( X 760 )
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Figure 19. Premiers effets observés au niveau de |’estomac intermédiaire.

D: déchirure, MB: membrane basale, MC: matériel colorable, MV:

microvillosité, N: noyau, R: rupture, .: lumiere intestinale
A) Estomac intermédiaire d’une larve témoin. ( X 960 )

B) Estomac intermédiaire d’une larve apres 40 minutes de traitement.

( X 560 )

C) Estomac intermédiaire apres 40 minutes de traitement, présentant des

ruptures et des déchirures. ( X 560 )
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Bien que les modifications décrites soient dues au TeknarR, celles-
ci se produisent en aval du bouchon de 1’insecticide. Cette observation
laisse supposer gue 1’agent responsable de la toxicité cellulaire du
TeknarR, la S$-endotoxine de B.t.i., diffuse plus rapidement que te bol
alimentaire. Lorsque le bouchon de TeknarR a progressé au niveau de
]1“estomac intermédiaire (65 a 75 minutes), ce dernier a perdu toute son
intégrité &4 1la suite d'une lyse cellulaire compléte (figure 20). On
reconnait quelques vestiges d‘organites cellulaires inclus dans un
matériel granulaire. A ce temps, le MC a disparu et on observe un espace
vide entre 1’épithélium détruit et 1le bouchon de TeknarR (figure 20).
Apres cette étape, plus aucune modification n’est observée au niveau de

1’estomac intermédiaire.

[V-1.3 Estomac antérieur: Les dommages histologiques dis a

1”ingestion de TeknarR apparaissent au niveau de 1’estomac antérieur, peu
de temps apres le début de ceux observés a |’estomac intermédiaire.
Cependant, les effets ne se manifestent pas & la méme vitesse et de la

méme maniére que pour le cas précédent (figure 21).

Entre 30 et 45 minutes d’intoxication, les cellules de 1’épithélium
de 1’estomac antérieur montrent une condensation du matériel nucléaire,
qui s’agglomére en périphérie et au centre. On observe un début de
gonflement cellulaire, et la face apicale des cellules devient plus
bombée que chez les témoins (figure 21 B). Ce gonflement fait en sorte
que les cellules se séparent les unes des-autres (figure 21 C). A ce
niveau, le MC n’a guére changé d’aspect et est tres mince comparativement

a celui de 1’estomac intermédiaire, au méme moment.
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Figure 20. Dommages finaux dds & I’action du TeknarR au niveau de

1“estomac intermédiaire.

EP: épithélium, TK: TeknarR, .: lumieére intestinale, » : résidu de

noyau.
A) Epithélium en coupe sagittale. ( X 800 )

B) Epithéiium en coupe longitudinale. ( X 600 )
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Figure 21. Premiers effets observés au niveau de |‘estomac antérieur.

CC: chromatine condensée, G: gonflement cellulaire, TK: TeknarR,

. : Jumiére intestinale, » : espace intercellulaire.
A) Estomac antérieur d’une larve témoin. ( X 960 )
B) Estomac antérieur apres 40 minutes de traitement. ( X 800 )

C) Estomac antérieur aprés 40 minutes de traitement, en coupe sagittale.

( X 650 )
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Entre 60 et 70 minutes, on observe une vacuolisation cytoplasmique

de certaines cellules de 1’épithélium (figure 22). Vers 90 a 100
minutes, 1’épithélium, malgré Iles modifications subies conserve une
structure Jlinéaire en monocouche. Les cellules sont gonflées et

seulement quelques unes d’entre elles ont conservé leur noyau au contenu
Fortement condensé (figure 23). Les microvillosités apicales ne sont

plus visibles et le cytoplasme cellulaire n’a pas changé d’allure de

facon significative. L identification des cellules est rendue tres
difficile due a une altération des membranes cytoplasmiques. Quelques
cellules ontrsubit une lyse (figure 23 A et B). A ce temps, le MC a
disparu et on observe le méme espace vide entre 17épithélium et le
bouchon de TeknarR que dans le cas de 1’estomac intermédiaire. Chez
certaines larves, on remarquera de légeéres ruptures dans 1’épithélium
hypertrophié (figure 23 A). Mentionnons que pour |’estomac antérieur,

les effets ne se manifestent pas en aval du bouchon de TeknarR, mais

seulement lorsque ce dernier est au niveau des cellules de 1’estomac
antérieur.
Iv-1.4 Caeca gastriques: L"apparition des modifications

histologiques au niveau des caeca gastriques s’observe vers le milieu de
1’expérimentation, soit apreés 45 a 55 minutes d’intoxication par le
TeknarR (figure 24). Les noyaux présentent une condensation périphérique
de la chromatine. Les cellules bombées caractéristiques des caeca sont
déformées et les microvillosités ne demeurent visibles sur quelques
cellules seulement. Cette déformation cellulaire et 1la perte de
microvillosités se poursuivent avec le temps, et on assiste finalement a
une hypertrophie cellulaire suivi d‘une lyse de plusieurs cellules

(fFigure 25).
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Figure 22. Vacuolisation des cellules de 1|’estomac antérieur. ( X 880 )

TK: TeknarR. ‘: lumiére intestinale.
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Figure 23. Dommages finaux dds & 1’action du TeknarR au niveau de

] “estomac antérieur.

CC: chromatine condensée, H: hypertrophie cellulaire, R: rupture, TK:

TéknarR, ‘: lumiere intestinale.
A) Epithélium en coupe sagittale. ( X 800 )

B) Epithélium en coupe longitudinale. . ( X 880 )
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Figure 24. Premiers effets observés au niveau des caeca gastriques.

FC: fluide colorable, MV: microvillosité, H: hypertrophie cellulaire,

. : lumiére intestinale, » : déformation cellulaire.
A) Caeca d’une larve témoin. ( X 720 )
B) Caeca apres 50 minutes de traitement. ( X 960 )
C) Cellule de caeca de larve témoin. ( X 1200 )

D) Cellule de caeca apres 50 minutes de traitement. ( X 1200 )
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IV-1.5 Estomac postérieur: Au niveau de |’estomac postérieur, les

premiers effets s’observent entre 60 et 70 minutes d’intoxication (figure
26). On assiste &8 la condensation périphérique de la chromatine

nucliéaire, suivi d’un gonflement cellulaire acommpagné par une altération

des microvillosités. Ces derniéres sont beaucoup moins denses et leur

taille a diminuée. Comme dans le cas de 1’estomac intermédiaire, ces
. . R .

premiers effets se manifestent en aval du bouchon de Teknar . Puis une

’

lyse cellulaire aboutit a la formation d’une couche granuleuse, ou 1’on
peut observer quelques cellules hypertrophiées n’ayant pas encore été

lysées.

[Vv-2 Influence des facteurs étudiés: Les différentes expériences menées

~au cours de cette étude et décrites au tableau 5 {Matériel et méthodes
page 21) nous a permis de vérifier 1’influence de quelques facteurs, sur
les effets du TeknarR. Ainsi les expériences 1 et 2 nous ont permis de

vérifier 1’effet de la température chez Simulium venustum\verecundum, et

les expériences 5 et 6 chez Simulium corbis. Ces expériences ont
également permis de vérifier, s’il existe des différences de réponse
entre ces deux espéces larvaires. Les expériences 3 et 4 furent menées

afin de vérifier 1"influence de 1’&ge larvaire {(larves jeunes ou A&agées)

chez Simulium venustum\verecundum. Enfin, la comparaison des expériences

2 et 4, permet de vérifier s’il y a différence intraspécifique, puisque

|"espéce en cause, Simulium venustum\verecundum, fut récoltée dans deux

sites différents.

En ce qui concerne les effets finaux, les différents facteurs
étudiés n‘ont pas eu d’influence significative. Dans tous les cas, on a

observé le relachement des cardia, la Ilyse cellulaire au niveau des



75

Figure 25. Dommages finaux dus & 1’action du TeknarR au niveau des caeca

gastriques.

CC: chromatine condensée

A) Caeca en coupe sagittale & la fin de 1 intoxication

B) Cellule d’un caeca lysée
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Figure 26. Dommages finaux dd & 1’action du TeknarR au niveau de

1”estomac postérieur.

H: hypertrophie cellulaire, MV: microvillosité, TK: TeknarR ’

.: lumiere intestinale.
A) Estomac postérieur d’une larve témoin. ( X 800 )
B) Estomac postérieur apres 60 minutes de traitement. ( X 800 )

C) Epithélium de 1’estomac postérieur & la fin du traitement en coupe

sagittale. ( X 425 )

D) Epithélium de 1’estomac postérieur a la fin du traitement en coupe

longitudinale. ({ X 425 )
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estomacs intermédiaire et postérieur et une hypertrophie cellulaire pour
|"estomac antérieur. En fait, 17influence de certains facteurs s’est
faite sentir essentiellement au niveau de la vitesse d’apparition de ces

effets.

Une température pilus élevée a occasionné une mortalité finale de

100%, qui est beaucoup plus rapide tant chez Simulium venustum\verecundum

{85 minutes a 4,5 °C vs 60 minutes & 10,5 °C) gue pour Simulium corbis

{90 minutes a 6,0 °C vs 65 minutes a 10,0 °C). On observe le méme
résultat lorsgu’on traite de jeunes larves, comparativement & des larves
agées. Pour les jeunes larves, on obtient une mortalité finale de 100%
apres 70 minutes, tandis que pour les larves agées on doit attendre

Jjusgu’a 105 minutes.

Méme si les effets finaux sont Iles mémes indépendamment des
facteurs étudiés, on ne peut distinguer aussi clairement les diverses
étapes de 1’intoxication cellulaire, pour les différentes régions
mésentériques affectées. Ceci est di a un chevauchement de 1[’ordre d’
apparition des effets, qui se manifestent plus rapidement par rapport a
ce qui a été décrit précédemment. De facon générale, le cardia demeure
toujours la premiere structure affectée. Viennent ensuite, une
disparition des microvillosités, suivie d’une granulation cytoplasmique
et d’une rupture de 1’épithélium dans 1’estomac intermédiaire. Par la
suite, et de fagon presque simultanée, on observe les effets au niveau
des caeca gastriques et des estomacs antérieur et postérieur. Le
gonflement cellulaire, qui est facilement observable & basse température
chez les larves A&gées, ne 1’est pratiquement plus chez les larves

traitées a plus haute température. Le gonflement est également plus
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difficile a observer chez les jeunes larves, gue chez les larves ageées.
De plus, on ne peut pas observer |’étape de vacuolisation au niveau de

1’estomac intermédiaire.

Enfin, lorsqu’elles sont traitées a température et age égaux, les
larves des deux especes ne montrent aucune différence de réponse
significative. Ceci est également vrai pour des larves de la méme

espece, mais ne provenant pas du méme site d’échantillonnage.

[V-3 Influence de 1’arrét de la prise de nourriture: Au cours de |’étude,

nous avons remarqué qu’une certaine proportion de larves cessait de se
nourrir, apres un certain temps. Cet arrét de la prise de nourriture est
facilement observable en coupe mince, puisqu’il suffit de comparer la
position du bouchon de TeknarR ingéré par les larves. Ce phénomene, bien
gue rare ( 5 a8 10%, selon le cas), s’observe de fagon constante avec des
temps d’exposition élevés (figure 27 A et B). Ainsi de 0 a 75 minutes
l’arrét de la prise de nourriture n’est pas observé. Ensuite, plus
1"exposition se prolonge, plus cet arrét s’observe mais sans jamais
dépasser la fréquence d’une larve sur dix. Certaines larves ont donc
ingéré une gquantité moindre de TeknarR par rapport a8 d‘autre n’ayant pas
cessé de se nourrir. Cependant, au niveau des modifications
histologiques, on n’observe aucune différence (figure 27 C et D). Toutes
les larves ont subit d’importantes lésions au niveau du mésentéron. On
observe donc une lyse cellulaire au niveau des caeca gastriques et des
estomacs antérieur, intermédiaire et postérieur. Le cardia montre
également un relachement, caractéristique de 1’ingestion de TeknarR par

la larve.
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Figure 27. Effets dis & 1’arrét de la prise de nourriture.

EA: estomac antérieur, El: estomac intermédiaire, EP: estomac postérieur,

H: hypertrophie cellulaire, TK: TeknarR.

A) Larve n’'ayant pas cessé de se nourrir. (110 minutes de traitement)

( X 65)

B) Larve ayant cessé de se nourrir. (110 minutes de traitement)

( X 50 )

C) Effets histologigques au niveau de 1’estomac antérieur et de 1’estomac

intermédiaire chez la larve ayant cessé de se nourrir.

D) EFFets histologiques au niveau de |’estomac postérieur chez la larve

ayant cessé de se nourrir,
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[IV-4 Détection de la toxine: Les essais de détection de la toxine furent

menés sur les larves prélevées lors des expériences | et 4 et fixées dans
1"éthanol 709 . Il s"agit de deux expériences effectuées avec Simulium

venustum\verecundum et A& basses températures (4,5 °C et 6,0 °C

respectivement).

Les larves témoins n’ayant pas été traitées ne montrent aucune
Fluoresgence particuliere au niveau du contenu intestinal et des cellules
épithéliales (figure 28 A). Aucune fluorescence n'est observée chez les
autres témoins. [l s’agit de coupes de larves intoxiquées pour
Iesquellés on a remplacé l’antisérum dirigé contre les cristaux par un
anti-sérum non spécifique (antiérum dirigé contre un virus d’insecte).
L’anticorps de mouton anti-IgG de lapin, couplé & 1’isocyanate de
fluorescéine, ne présente pas d’'affinité non-spécifique pour les coupes

de larves témoins et de larves intoxiqués.

On peut distinguer de facon aisée et précise 1’évolution du bouchon
de TeknarR, bien visible car plus Fluorescent‘par rapport au reste du
contenu intestinal. On observe une fluorescence en aval du bouchon
d’insecticide chez les larves traitées depuis un certain temps (a partir
de 15 minutes de contact) (figure 29). Cette fluorescence est concentrée
au niveau des parties apicales des cellules des estomacs intermediaire et

postérieur et dans le contenu intestinal.

Du début 3 la fin de |’expérience, aucune fluorescence n’a été
observée au niveau du cardia. A la fin de |’expérience, on peut
distinguer la désorganisation cellulaire des épithéliums stomacaux. On

remarque une structure composée de natériel flou et non organisé (MC)
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(figure 30). Mentionnons que 1‘on ne retrouve aucune trace de

fluorescence dans ces épithéliums détruits.
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Figure 28. Localisation du bouchon de TeknarR par immunofluorescence.

TK: TeknarR

A) Larve témoin. ( objectif 2,5 X )

B) Larve traitée pendant 110 minutes. ( objectif 2,5 X )
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Figure 29. Localisation de [’antigénicité au niveau des cellules en aval

du bouchon de TeknarR apres 40 minutes de traitement. ( objectif 25 X )

F: fluorescence

Figure 30. Effet lytique par le TeknarR vu par immunofluorescence apreés

120 minutes de traitement. ( objectif 40 X )

EP: épithélium, TK: TeknarR, . : lumiere intestinale.
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CHAPITRE V
DISCUSSION

La méfhodologie employée lors de cette étude nous a permis de
déterminer de facon précise 1’ordre d’apparition des différentes
modifications selon le type cellulaire mésentérique attaqué. L ‘ordre est
le suivant: (a) cardia; (b) estomac intermédiaire; (c) estomac antérieur;

(d) caeca gastriques; (e) estomac postérieur.

A la suite de 1’ingestion de TeknarR par des larves de mouches
noires, on peut distinguer deux types de modifications cellulaires: un
effet d’ordre histologique observé au niveau de tout le tube stomacal, et
un second d‘ordre physiologique que 1°on retrouve au niveau des cardia,

seulement.

Le résultat final de 17action de la &-endotoxine de B.t.i. sur
1”épithélium stomacal se traduit par une lyse ceilulaire quasi complete
des caeca gastriques et des estomacs antérieur et postérieur. Au niveau
de ces structures, on peut retrouver queiques cellules hypertrophiées
mais non lysées, qui sont inclues dans un matériel granulaire. Au niveau
de 1’estomac antérieur, on retrouvera plutdét une hypertrophie généralisée
des cellules, quelques-unes d’entre elles étant lysées. Cependant,
chaque région mésentérique subit une série de modifications avant d’en
arriver 38 ce résultat final. Ces différentes étapes d’intoxication,

décrites pour chacune des régions affectées, sont similaires & celles



92

observées chez les moustiques. Ainsi on a pu observer un gonflement
cellulaire, une perte des microvillosités, une vacuolisation et une lyse

cellulaire, décrits pour la premiére fois sur Aedes aeqgypti par Charles

et de Barjac (1981 b) et qui furent redécrites par Habib (1983) sur Culex

declarator et par Lahkim-Tsror et al. (1983) également sur Aedes
ae ti. La seule différence, mineure par rapport aux résultats des
autres auteurs, se situe au niveau de la lyse finale. Le matériel

découlant de la lyse ne se répand pas dans la lumiére intestinale ou dans
1 “hémolymphe. Ce matériel s’agglomére en une structure granuleuse se
localisant entre ta lame basale et le membrane péritrophique (MC). Le
mode d’action supposé de B.t.i. étant de créer des pores (0,6 & 1,0 um de
diametre) dans les membranes plasmiques cellulaires (Ellar et al., 1986),
on peut supposer gue beaucoup de matériel cellulaire peut sortir des
cellules intoxiquées et s’accumulé entre les vestiges de cellule et la
membrane péritrophique. L'épaissisement du MC observé lors de
1“intoxication serait dd a |’accroissement des dégats au niveau des
cellules stomacales qui relargueraient leur contenu vers la lumiére de

17intestin.

Les expériences & basses températures nous ont permis une
détermination précise, des séquences d’apparition des effets
histologiques. En effet, & basse température le métabolisme larvaire est
plus lent qu’d haute température. Etant donné que le mode d’action du
B.t.i. nécessite une intervention enzymatique dans le tractus intestinal
pour 1’activation de la toxine (Bulla et al. 1985), un métabolisme plus

lent fera en sorte que 1’hydrolyse intestinale sera ralentie, et la
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toxine, de nature protéique, agira moins vite. Ceci est confirmé par les
expériences menées & de plus hautes températures. Dans ces expériences,
on a observé une mortalité finale de 100%, qui éurvient beaucoup plus
rapidement qu’a basses températures, ce qui ne peut étre dd qu’a une
activation plus rapide de la toxine, au niveau stomacal. Un autre
facteur en faveur d‘une activation par hydrolyse intestinale, sont les
résultats au niveau de 1’intestin intermédiaire. A ce niveau, on
remarque que les effets dds au TeknarR se manifestent bien avant que
celui-ci n’ait atteint cette région. Ceci démontre que la &-endotoxine
diffuse en aval du bouchon de TeknarR, dans lequel ellie se retrouvait
initialement. Cette diffusion est causée par une hydrolyse du crfsta}
protéique en molécules plus petites, diffusant plus rapidement que ne
progresse le contenu intestinal. Cette diffusion est d’ailleurs observée
lors des études de détection de la toxine par fluorescence, oU aprés un
certain temps d’intoxication, on remarque que la fraction antigénique du
cristal se retrouve en aval du bouchon de TeknarR et se concentre sur les
bordure apicales des cellules. Un dernier point en faveur d’une
activation accélérée de la toxine a hautes températures, est le fait que
1’on ne peut observer toutes les étapes de 1’intoxication cellulaire.
Ceci serait da, non pas au fait que ces effets ne se produisent plus,
mais plutdét qu’ils ne persistent gu’un laps de temps trés court, ce qui
nous aurait empéché de les observer. Ce délai moindre entre certains
effets serait dd & 1’activation plus rapide de la toxine, qui agit alors

plus vite sur les cellules.

Pour des traitements a basses températures, le phénomeéne d’arrét de

la prise de nourriture a été observé lors des longues expositions. Bien
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que ce phénoméne n’influe pas sur le résultat final du traitement (les
larves étant toutes mortes), i1 differe des observations de Charles et de
Barjac (1981 a). Ces auteurs nmntionnentléu’aucune inhibition de la
prise de nourriture n‘est observée lors de 1’ingestion de‘%ortes doses de

cristaux de B.t.i. par des larves de Aedes aegypti. Cependant, cette

contradiction apparente s’explique par la température elevée a laqguelle
ces auteurs ont travaillé, de 25 °C. Cette température et les
concentrations de cristaux utilisées entrainent un temps d’exposition a
1“agent toxique trés court (30 a 35 minutes), alors que dans notre cas on
observe cet arrét de la prise de nourriture, aprés une longue exposition

au TeknarR.

On peut tenter d’expliquer, pourquoi ce phénoméne s‘observe dans
nos expériences. Méme s’il y a arrét de Jla prise de nourriture, le
métabolisme ltarvaire lui, n‘est pas arrété. Les larves ayant a ce moment
ingéré une certaine quantité de TeknarR, l1“’action de 1la toxine se
manifestera. Ceci nous indiquerait donc, que ce n’est pas seulement la
quantité de TeknarR ingérée qui est Importante, mais le temps de contact
avec celui-ci. Ainsi, dés qu’un minimum de cristaux nécessaires a
l"action lytique est ingéré, il ne reste qu’a attendre un certain temps,
avant que la toxine ne soit activée et manifeste ses effets. Ce temps
avant |’apparition des premiers effets, sera fonction de divers

paramétres, dont la température et 1’a&ge larvaire.

Pour expliquer les raisons d‘un tel arrét de la prise de nouriture,
on peut émettre certaines hypothéses, méme si aucune expérience ne fut
faite en ce sens. La premiére hypothése serait qu’il s‘agisse d’un

phénomeéne naturel et qu’aléatoirement une proportion de la population
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larvaire cesse de se nourrir apres un certain temps. La deuxieme
hypothése serait que certaines larves cesseraient de se nourrir en
réponse & la mise en contact avec le TeknarR. Une troisieme option met
en cause, non pas les larves, mais plutdt fe bassin d’expérimentation.
Ce bassin fut congu de maniere a mimer le plus possible, le milieu
naturel des larves. Ainsi la turbulence de 1’eau est assurée par les
bulles provenant de |’aération continue dans les béchers. Cette aération
doit assurer une dispersion de 1‘insecticide et éviter une sédimentation
trop rapide de ce dernier. [1 se peut qu’une proportion des larves dans
les béchers se trouvent fixées & des endroits ou |’acces au TeknarR est
plus difficile (larves se trouvant dans la partie supérieure du bécher,
ou celles placées dans desvzones de moindre turbulence). Ces larves
n‘auraient pas la possibilité de capter autant de TeknarR gue les autres
larves. Dans ce cas, il ne s’agirait pas d’un véritable arrét de la
prise de nourriture, mais plutdt d;un phénoméne d’accessibilité a

1”insecticide.

Un élément nouveau et particulier & cette étude, est |1’effet
physiologique observé au niveau du cardia et qui serait induit par la
toxine de B.t.i., bien que nos résultats en fluorescence ne montrent qu’a
aucun moment de 1’intoxication, on ne peut observer de fluorescence au
niveau du cardia. C’est a notre connaissance, la premiere fois qu’un tel
effet est observé chez des larves, tant de moustiques que de mouches
noires, traitées au B.t.i. Comme il s’agit d’un effet observé dans les
tous premiers instants de 1’intoxication, et qu’on remarque certaines
modifications telles que les espaces cytoplasmiques plus grands et la

modification de 1la sécrétion de la membrane péritrophique, il s’agit
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d’une étape importante dans le processus d’intoxication cellulaire du
tube stomacal. Malgré ces modifications, la larve continue de se nourrir
et d’ingérer le TeknarR. D’autre part, le transit intestinal entraine la
membrane péritrophique qui protége 1’épithélium stomacal. Ainsi a partir
du moment ou la sécrétion de la membrane péritrophique est modifiée,

1’entrainement de celle-ci par le transit intestinal provoquera des

pressions a ce niveau. Bien que de composition rigide, la membrane
péritrophique, SOuUS 1’effet de ces pressions, pourra subir des
modifications telles que changement de sa structure et rupture. Une

telle hypothése pourrait expliquer le fait que les premiéres cellules
affectées soient celles de 1’estomac intermédiaire. Si un fractionnement
ou un changement de perméabilité se produit & ce niveau, la toxine
activée aura plus facilement acces aux cellules et manifestera son action

a ce niveau.

Plutét gue d’un effet direct sur cette derniere, le B.t.i agirait

sur le contrdle de la sécrétion de celle-ci. Afin d’établir de facgon

précise le déreglement de cette sécrétion, il faudrait orienter de
nouveaux travaux vers une détection spécifique de la membrane
péritrophique et de son réle exact. Ceci permettrait de suivre

1”évolution de cette derniere durant tout le temps de 1’intoxication.
Une caractérisation du matériel colorable serait également souhaitable
afin d’identifier les modifications subies lors de 1’intoxication. Enfin
des études ultrastructuralles des cellules du cardia, responsables de sa
sécrétion devraient étre entreprises afin de vérifier si des organites
cellulaires subissent des changements, ce aqui pourraient explliquer 1la

modification de la sécrétion de la membrane péritrophique.
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Une derniere indication concernant le mode d’action de la toxine du
B.t.i. peut étre tirée de nos résultats en fluorescence. Au début de
1”intoxication, on observe une fluorescence au niveau du contenu
intestinal et des faces apicales des cellules épithé]iales se trouvant en
aval du bouchon de TeknarR. Ces cellules subissent par la sulte des
modifications, et finissent complétement Ilysées. Cependant, au niveau
des débris cellulaires provenant de cette lyse, on ne retrouve aucune
fluorescence. Deux hypothéses sont avanceées pour expliquer ceci. La
premiére serait que le site antigénique du cristal, mais non la fraction
toxique, est détruit Jlors des diverses étapes menant & la lyse
cellulaire, ce qui empécherait toute détection a ce momemt. La deuxiéme
~ hypothése est que 1la toxine ne ferait qu’induire les mécanismes
conduisant & la lyse cellulaire et qu’elle est détruite par la suite et

éliminée d’une fagon quelconque.
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ANNEXE A

Composition du fixateur de Bouin

Acide picrique 15 .

Formaldéhyde 37% 5

Acide acétique 1

L’acide acétique n’est ajoutée qu’au moment de 1’emploi

Tiré de: Ganter et Jollés, 1969 b.

ml

ml

ml



ANNEXE B

Protocole d’éclaircissement et de déshydratation apres fixation par le

Ethanol

Ethanol

Ethanol

Ethanol

Butanol

Butanoi

Butanol

Tiré de:

95%
95%
95%

95%

Ganter et Jollés,

1969 b.

Bouin

6,0
6,0
6,0
6,0
12,0

12,0

conservation

heures
heures
heures
heures
heures

heures

(4,0°C)



ANNEXE C

Protocole d’éclaircissement et de déshydratation apres fixation par

Ethanol

Ethanol

Butanol

Butanol

Butanol

95%

95%

1’ éthanol 70%

6,0
6,0
12,0

12,0

heures

heures

heures

heures

conservation (4,0°C)



ANNEXE D

Protocole d’enrobage des larves*

Butanol:Paraplast (2:1) 1,5 heure
Butanol :Paraplast (1:2) , 1,5 heure
Paraplast 1,5 heure
Paraplast 1,5 heure
Paraplast 2,0 heures
Paraplast 16,0 heures

*: La température des différents bains d’enrobage est de 61,5 * 0,5°C.



Xylenes
Ethanol
Ethanol
Ethanol
Ethanol

Ethanol

Eau distillée

Eau distillée

95%

80%

T0%

509,

30%

ANNEXE E

Protocole de déparaffinage des

lames

Tiré de: Charpentier, 1975.

2X

2X



ANNEXE F

Coloration 3 1’hématoxiline-éosine sur coupes

HématoxylineI 4 ~ min.
Eau courante 4 min.
Solution Scott2 3 min.
Eosine3 4 min.
Ethanol 70% rincer (3 X 5 sec.)
Ethanol 95% 2X rincer (3 X 5 sec.)
Ethanol:Xylénes (1:1) rincer (3 X 5 sec.)
Xylénes 2X 3 min.
1: Hématoxyline selon Harris (Harleco) 25 ml

Acide acétique 1 m]

N.B. filtrer avant usage

2: MgS04.7H20 2,0%
NaHCO3 0,2%

3: Eosine (BDH, C.I. 45400) 0,059
Acide acétique . 0,25% v/v

Solvant: Ethanol 70%

Tiré de: Charpentier, 1975.



ANNEXE G

Coloration a 1’orangé d’acridine sur coupes

Acide citrique 1,0% I min.
Eau distillée rincer (3 X 15 sec.)
Tampon Mcllvainel PH 3,80 3 min.
Orangé d'acridine2 5 min.
Tampon Mcllvaine pH 3,80 2X 3 min.
. 1: NaZHPO4 0,2 M
Acide citriqgue 0,1 M
2: Orangé d’acridine (Sigma) 0,11%
Tween 80 (Sigma) 0,20% v/v

Tiré de: Dart et Turner, 1959.



ANNEXE H

Composition du miljeu glucose - peptone - sels

Glucose 1,0 g
Peptone 2,0 g.
HnSO4 0,05 g.
ZnSO4 0,005 g
CaSO4 0,005 g
FeSO4 0,005 g
(NH4)2SO4 2,0 ga.
MgSO4 6,3 g
CaCl2 0,08 g
KZHPO4 0,5
eau distillée 1000 mil.



ANNEXE 1

Protocole de marguage en immunofluorescence

Sérum de lapin anti-cristaux de B.t.

pES! pH 7,40

PBS pH 7,40
Sérum FITC anti anti-corps de lapin
PBS pH 7,40

Observation immédiate

l: NaCl
KC1
Na2HPO4
KH2PO4
MgCl2.6H20

CaCle2

i. 20,0% v/v

(Miles-Yeda)

2X
40% v/v

2X

0,80%
0,02%
0,12%
0,02%
0,01%

0,01%



