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1. Introduction

Les blattes ou cafards sont des insectes qui suivent 1’homme depuis I’antiquité
(Grandcolas ,1998).Ces dernieres appelées aussi cancrelats sont des insectes Dictyoptéres
descendant des Aptérygotes, sous-classe primitive dépourvue d’ailes qui sont apparues a
I’époque silurienne (Elie, 1998). Plusicurs milliers d’espéces sont connues de par le monde
En effet on dénombre 4000 & 5000 espéces de blattes et probablement autant qui ne sont pas
encore découvertes (Garfield, 1990 ; Blanc, 1996). La plupart d'entre-elles habitent les zones
équatoriales et tropicales car ces insectes affectionnent tout particulierement la chaleur et

[’humidité.

Cette étonnante persistance a travers les siécles, le cafard la doit tout d’abord a sa grande
facilité d’adaptation alimentaire car omnivore, il s’accommode a tous les régimes (Grandcolas
1998) ; sa minceur ainsi que 1’excellente protection conférée par une cuirasse chitineuse
couvrant la partie antérieur de son corps, ont aussi permis a cet insecte de survivre aux
cataclysmes géologiques (Koheler & Petterson,1987) ..

Par ailleurs, ces especes cosmopolites se caractérisent par une photophobie, une résistance
aux conditions difficile (faim, soif, submersion) (Rivault et al ., 1995) et un important pouvoir
de fécondité (Grandcolas,1998). Cependant, elles ne peuvent ni se développer, ni s’alimenter
ni se reproduire au froid (Grandcolas, 1998).

Les blattes provoguent une détérioration des denrées alimentaires et constituent une nuisance
psychologique (Porcar et al, 2006) , elles peuvent transporter des agents pathogénes pour
I’homme et transmettre aussi des maladies infectieuses comme [’hépatite, le cholera et la
tuberculose (Gordon,1996 ;Tokouda et al.,2008). Les blattes se trouvent souvent a 1’origine
d’allergies (Mindykowski et al.,2010 ; Peden &Reed, 2010 ; Sheehan et al.,2010)

En général nos habitations n’hébergent que 4 des 4000 espéces connues : Blattella germanica,
Periplaneta americana, Blatta orientalis et Supella longipalpa (Grandcolas,1998 ; Wattiez et
Beys,1999). Parmi ces derniers, B.germanica est la plus répandue elle cause a elle seule
jusqu’a 90% des infestations (Bell, 1990 ; Elie,1998), et se rencontre dans les maisons, les

entrepots, les commerces, les hopitaux et les immeubles chauffés en hiver ou elles trouvent
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suffisamment d’humidit¢ et de nourriture (Ebeling,1978; Burgess,1984; Ross et
al. ,1984 ;Rivault et al. ,1995 ;Hasche et Zumofen,1999).

Pour controler ces insectes, I’homme déploie des efforts considérables et recherche de
nouvelles méthodes de lutte afin de limiter leur prolifération. De nombreux moyens de lutte
ont été utilisés tels que : la lutte biologique qui a recours a certains hyménoptéres parasites
des ceufs de blattes et le lacher de males stériles (Grandcolas, 1998), la lutte physique qui
consistent en I’utilisation des pieges a glue (lyon ,1997 ; Kim et al. 2000) et, enfin, la lutte
chimique qui nécessite 1’utilisation de différents groupes de pesticides (Schal & Hamilton,
1990 ; Strong et al., 2000).

Les pesticides se classent en fonction de leur structure chimique ou de leur origine, en
insecticides organiques de synthése, insecticides organiques d’origine végétale, les régulateurs
de croissance et les insecticides non organiques. Ces insecticides sont absorbés par contact,

ingestion, inhalation ou par combinaison (Matsumura, 1985)

Les insecticides organiques de synthése, d’une forte toxicité pour I’homme et
I’environnement (Strange & Klungsoyr, 1997) regroupent les organochlorés, les
organophosphorés, les pyréthrénoides et les carbamates. Les organochlorés (aldrine,
chlordane, lindane, dicamba, dieldrine et DDT) trés peu volatiles, non solubles dans I’eau
mais solubles dans les solvants organiques, sont des modulateurs des canaux sodium et
dépresseurs des systemes nerveux, endocrinien et immunitaire (Mary et Amdur, 2000). Les
organophosphorés (parathion, malathion et scharban) dérivés de 1’acide phosphorique,
agissent par contact sur les liens synaptiques du systeme nerveux (Mary et Amdur, 2000). Les
pyréthrénoides (deltaméthrine, cyperméthrine et cyfluthrine) dérivés du pétrole, se
rapprochant des pyréthrines, source naturelle, utilisée par ’homme depuis des siecles, sont
des modulateurs des canaux sodium (effet sur la transmission axonale) et sont spécifiques aux
insectes (Mary et Amdur, 2000; Fulton et Key, 2001). Les carbamates comme le carbaryle, le
méthyle, le propoxure et récemment le benfuracarbe, de moindre toxicité sont susceptibles de
provoquer des perturbations comportementales affectant plus particulierement la locomotion
et I’équilibre (Zinkl et al., 1991; Saglio et al., 1996). lls agissent comme inhibiteurs de
I’acétylcholinestérase (I’ AchE).
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Néanmoins, leur utilisation prolongée, leur non spécificité ainsi que leur rémanence ont
provoqué d’énormes perturbations de I’environnement par des effets toxiques indésirables
pour I’homme et les espéces non visée (Ishaaya et Horowitz, 1998 ; Gagne et al., 1999) et ont
conduit a I’apparition de souches résistantes (Dong et al.,1998 ;Wei et al.,2001).

Cette résistance a été attribuée a la réduction des taux de pénétration cuticulaire (Scott,1990 ;
Siegfried et Scott,1992a ; Bull et Petterson,1993), a I’altération des cites cibles tel que
I’acétylcholinestérase (Hemingway et al .,1993 ; Guedes et al.,1997 ; Jensen,1998 ; Ribeiro et
al.,1999 ; Charpentier et al.,2000 ; Ishaaya,2001 ; Siegfried et Scharf,2001) et aux enzymes
de détoxification (Granfton-Cardewell et al.,1998,1999 ; Hemingway,2000 ;Vantas et al
.,2000 ; Siegfried et Scharf,2001 ; Sun et al.,2001). Pour éviter cette résistance et suite a
I’intérét grandissant pour la protection de 1’environnement, des composés alternatifs aux
pesticides conventionnels sont développés, plus spécifiques, et moins toxiques, capables
d’interférer spécifiquement sur le développement de 1’insecte (Dhadialla et al ., 2005). Parmi
lesquels les régulateurs de croissance des insectes (IGRs) agissant sur des processus
physiologiques et biochimiques spécifiques aux organismes vises. Ce sont des produits de
synthése stimulant 1’action de I’hormone juvénile(JH) ou de 1’écdysteroide, les deux
hormones dont les réles principaux sont de contrdler la croissance, le développement et la
reproduction chez les insectes (Dhadialla et al .,1998, 2005) ou encore des molécules
inhibitrice de la synthése de la chitine composé majeur de la cuticule (Ishaaye ,1990). Les
analogues de 1I’hormone juvénile (méthopréne, fénoxycarbe, pyriproxyféne...) ont pour
principaux effets de produire chez les individus traités un stade surnuméraire, des larves
permanentes ou des intermédiaires larve-pupe (Gadenne et al .,1990). Et plus récemment les
agonistes et les antagonistes de ’hormone de mue (écdysteroides) (Smagghe et al.,1999 ;
Soltani et Berguiche, 2001 ; Soltani et al .,2001 ; Soltani-Mazouni et al.,2001 ; Dadhialla et
al., 2005; Aribi & al., 2006). Par ailleurs, les neonecotinoides, insecticides d’origine végétale
(imidaclopride, thimrthomaxan et acétamipride) sont aussi efficace et agissent via les
récepteur de I’acétylcholine nicotinym (NAChR) sur le systéme nerveux périphérique et
centrale des insectes (Kiryama et al.,2003 Nauen et al ., 2003 ; Salgado & Saar,2004).
L’azadirachtine, antagoniste de la JH et le spinosad (Salgado et al .,1998 ;Schneider et al
.,2004) sont des insecticides d’origine naturelle a action neurotoxique , ils ont également
prouvé leurs efficacités (Vinuela et al.,2000 ;Breuer et al.,2003 ;Shafeek et al.,2004).
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Les insecticides inorganiques, reconnus depuis fort longtemps comme non polluants,
retrouvent un regain d’intérét, comme les produits arsenicaux, les composés soufrés, I’acide
cyanhydrique et 1’acide borique. L’arsenic constitue un insecticide d’ingestion
particulierement utile contre les insectes broyeurs (Fabre, 1954). Le soufre en poudre est un
insecticide peu actif mais cependant préconisé dans la lutte contre les acariens (Winteringhan,
1952). L’acide cyanhydrique est un gaz trés toxique qui agit par inhalation et s’applique
uniquement sur les arbres recouverts d’une bache (Mullins, 1955).

L’acide borique, insecticide tres efficace par sa rémanence, sa non répulsion, sa non
volatilité et son inocuité a 1’égard de I’environnement et la santé humaine (Rust et al.,1995) .
Il agit par ingestion et contact; son utilisation pour la lutte chimique contre les blattes a fait
I’objet de divers travaux, surtout sur le plan toxicologique (Fort & al., 2000; Gore & Schal,
2004; Morakchi & al., 2005; Habes & al., 2001, 2006) et plusicurs modes d’actions ont été
proposés tels que I’abrasion de la cuticule, par la perte prématurée de 1’0oothéque chez la
femelle, et un faible taux d’éclosion des ceufs (Gore et al., 2004), une perte de la coordination
locomotrice par empoisonnement du systéme nerveux central (Steinbrink, 1976 ; Habes,
2006), une modification des hydrocarbures cuticulaires (Kilani-Morakchi et al., 2005) ou
encore la désorganisation de I’intestin moyen (Cochran, 1995 ; Habes et al.,2006). Toutefois,
le mécanisme d’action de I’acide borique reste inconnu et nécessite des recherches
approfondies.

Dans le but de bien élucider le mode d’action de ce composé notre étude nous a
permis dans un premier temps a évaluer la neurotoxicité et la mise en place du systeme de
détoxification qui fera 1’objet du premier chapitre. Dans un deuxiéme temps une étude

histologique du tube digestif de B.germanica constitue le deuxiéme chapitre.
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CHAPITRE1

1. Introduction

La détoxification est un phénomene trés important dans 1’adaptation des organismes aux

agressions environnementales endogénes ou exogenes .Le changement de 1’activité des enzymes de
détoxification est considére comme un indice rapide et pronostique de la réponse aux stress
environnementale et utiliser pour prédire les effets des xénobiotique sur les populations et les
écosystemes. Les protéines de détoxification sont une classe de protéines pour la dégradation et /
ou I'élimination des toxines endogénes et exogenes ou de médicaments, ainsi que des especes
réactives de l'oxygene (ROS) produites par ces matériaux. La plupart de ces protéines sont
produites en réponse a la stimulation des toxines ou des médicaments. Elles sont essentielles pour
le dédouanement des substances nuisibles et de maintien de I'équilibre physiologique dans les
organismes.
De nombreuses toxines possedent un caractére lipophile et peuvent devenir hydrosolubles par
biotransformation dans les insectes, et par ce fait plus facilement excretables.les possibilités qu’ont
les insectes de dégrader les insecticides sont associés aux systéemes enzymatique de détoxification
(figure 7) (Haubruge et Hamichot., 1998). Les enzymes impliquées, se divisent en :

> enzymes de phase | dite de fonctionnalisation (oxydases, réductases, hydrolases)
permettant de démasquer les éléments électrophiles ou nucléophiles du
xénobiotique.

» enzymes de phase Il dite de conjugaison, qui fixent des dérivés endogenes
hydrophiles (glutathion, glucoside, phosphate, sulfate ou acide glycuronique) sur
les groupements fonctionnels révélés en Phase |. Ces enzymes de conjugaison sont
des transférases dont les plus connues sont les GSTs (Cassier et al, 1997).

Parmi les xénobiotiques, les insecticides carbamates et organophosphorés altérent la
transmission de I’influx nerveux en réduisant I’activité catalytique de I’enzyme synaptique qui
est I’acétylcholinestérase (AchE), membre de la famille des enzymes de la sérine hydrolase
responsable de I’hydrolyse du neurotransmetteur cholinergique universel acétylcholine (Casey
et al., 2010) . Cette enzyme est un site cible des divers insecticides a action neurotoxique (Zinkl et al.,
1991; Siegfried et Scharf, 2001; Morakchi et al., 2005).La glutathion(GSH), antioxydant important
joue un role dans la détoxification des composés électrophiles et péroxydes par 1’intermédiaire
de la glutathion peroxydase (GPx) et ou par la glutathion-S-transférase (Townsend et al.,
2003).
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igure 7. Processus biochimiques mis en ceuvre pour métaboliser les substances
toxiques absorbées par I’insecte (Haubruge et Amichot., 1998)
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Résultats

2. Résultats

2.1 Effet de I’acide borique sur ’activité spécifique de la glutathion

La quantification des protéines a été faite a partir d’une courbe d’étalonnage exprimant

I’absorbance en fonction de la quantité du standard d’albumine .La droite de régression a été

déterminée comme suit : Y= ax+b avec un coefficient de détermination : R?.

Tableau?2 : Dosage des protéines : Réalisation de la gamme d’étalonnage.

Quantité¢ d’albumine | O 20 40 60 80 100
()
Absorbances 0 0,167 | 0,363 0,479 0,651 | 0,764
0,9
0,8 y =0,007x + 0,019 R?=0,993 78
(70}
8
C
@
o
| .
o
3
<
O T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Quantité d*albumine ug

Figure 8. Dosage quantitatif des protéines : droite de régression exprimant 1’absorbance en

fonction de la quantité d’albumine (png).
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Le taux de glutathion (GSH) corporel chez les adultes traités a une dose
(DL50=77,62ug/insecte) augmente significativement a partir de 4 jours (p=0.01). La
comparaison entre les séries témoins et traités montre une augmentation hautement
significative a partir de 3jours (p=0.001) et tres significative a 4 et 5 jours (p=0.004 ;
p=0.002) respectivement (Tableau3 ; Figure 9). Cependant ce taux reste comparatif chez les

séries témoins a différents ages.

Tableau 3: Effet de I’acide borique (DL50) par injection sur le taux de la GSH (umol /mg de
protéine) chez les adultes de B.germanica, nouvellement exuvies (m+s ; n=3) :

Age (jours) Témoins Traités

1 0.11+0.01 a 0.20+0.007 a
A A

2 0.12+0.01 a 0.43+0.004 a
A A

3 0.22+0.02 a 0.45+0.01 b
A A

4 0.250.06 a 0.65+0.07 b
A B

5 0.20+0.03 a 0.75+0.04 b
A C

- Les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p<0.05).

-Les lettres en minuscule comparent les moyennes entre les séries pour un méme temps ; les lettres en

majuscule comparent les valeurs d’une méme série entre différents temps.
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Figure 9. Taux de glutathion (umol/mg de protéine) dans le corps entier des adultes de
B.germanica dés I’émergence a différents ages (de 1 a 5jours) (mzs).

*Différences significatives pour les valeurs entre les séries d’un méme temps.

2.2. Effet de I’acide borique sur I’activité spécifique de la glutathion-s-
transférase

La quantification des protéines a ¢été faite a partir d’une courbe d’étalonnage exprimant
I’absorbance en fonction de la quantité du standard d’albumine. La droite de régression a été
déterminé comme suit : Y=ax+b avec un coefficient de détermination : R?.

Tableau4 : Dosage des protéines : Réalisation de la gamme d’étalonnage.

Quantité d’albumine 0 20 40 60 80 100
(H9)
Absorbances 0 0,172 0,295 0,420 0,553 0,671
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Figure 10. Dosage quantitatif des protéines : droite de régression exprimant 1’absorbance en
fonction de la quantité d’albumine (png).

L’activité spécifique de la glutathion -S- transférase a été estimée chez les adultes témoins

de B. germanica en utilisant les pentes des droites de régression exprimant 1’absorbance en

fonction du temps (Tableau5 ; Figurell).

Tableau 5: Dosage de la GST (uMol/min/mg de protéine) chez les adultes, témoins de

B.germanica : absorbances en fonction du temps (mzs, n=3).

Absorbances

Temps 0 1 2 3 4 5
(min)

Age

(Jours)
1 0,156+0,07 |0,236+0,02 |0,326+0,04 |0,403+0,03 |0,461+0,05 |0,506+0,04
2 0,196+0,03 [0,313+0,05 |0,362+0,08 |0,437+0,07 |0,480+0,01 |0,528+0,009
3 0,195+0,09 [0,290+0,02 |0, 446+0,06 |0,568+0,03 |0,682+0,07 |0,777+0,07
4 0,259+0,06 |0,500+0,01 |0,573+0,08 |0,690+0,01 |0,77+0,06 |0,899+0,02
5 0,228+0,001 [0,411+0,07 |0,572+0,08 |0,677+0,06 |0,789+0,07 |0,915+0,06

23




Résultats
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Figurell. Dosage de la GST chez les adultes témoins (1a 5jours) de B.germanica pour la
DL50 : courbe de réference exprimant les absorbances en fonction du temps (mzs ; n=3).
Exemple des droites de régression (R*: coefficient de détermination).

L’activité spécifique de la glutathion —S- transfeérase a été estimée chez les adultes traités
de B. germanica a la dose DL50 en utilisant les pentes des droites de régression exprimant

I’absorbance en fonction du temps (Tableau6 ; Figure 12)

Tableau6: Dosage de la GST (umol/min/mg de protéine) chez les adultes traités de

B.germanica a la DL50: absorbances en fonction du temps (mzs, n=3).

Absorbances
Temps 0 1 2 3 4 5

Age \_(min)

(Jours)
1 0,299+0,03 |0,386+0,01 |0,612+0,04 |0,724+0,03 |0,915+0,02 |0,989+0,04
2 0,140+0,03 |0,308+0,02 |0,505+0,01 |0,648+0,03 |0,767+0,01 |0,852+0,009
3 0,195+0,09 |0,290+0,02 |0, 446+0,06 |0,568+0,03 |0,682+0,07 |0,777+0,07
4 0,324+0,06 |0,479+0,01 |0,610+0,08 |0,708+0,01 |0,807+0,06 |0,949+0,02
5 0,203+0,001 |0,242+0,07 |0,387+0,08 |0,504+0,06 |0,632+0,07 |0,718+0,06
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Figurel2. Dosage de la GST chez les adultes traités & la DL50 de 1 jusqu’a 5 jours, de
B.germanica : courbe de reférence exprimant les absorbances en fonction du temps (mzs ;

n=3).Exemple des droites de régression (R?: coefficient de détermination).

L’estimation de I’activité spécifique de la GST chez les adultes de B.germanica
nouvellement exuvie a été réalisé a une dose (DL50=77,62ug/insectes) d’acide borique et a
différents ages (1 a 5 jours). L’activité spécifique de la GST chez les séries témoins montre
une augmentation significative au 5 éme jour (p<0,05). Chez les séries traitées, 1’acide
borique provoque une augmentation significative de I’activité de la GST a différents ages (2,3
4 et 5jours). La comparaison entre séries témoins et traités montre une augmentation
significative de D’activité de la GST a 1,2 et 3jours (p<0,05), aprés 3jours d’exposition a
I’acide borique, ’activité spécifique de la GST croit trés hautement a 4 et 5jours
(p<0,001) .L’analyse de la variance a deux criteres de classification montre qu’il y a un effet

age et dose.
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Tableau7: Effet de 1’acide borique (DL50) appliqué par injection sur ’activité spécifique de

la GST (umol /min/mg de protéine) chez les adultes de B.germanica, nouvellement exuvies

(mzs ; n=3).

0,45

o
e w L
w b

0,25

Activitée spécifique de la
GST(umol/min/mg de proteine)
2 ° 1 o

o

Age (jours) Témoins Traités

1 0,08+0,00 a 0,11+0,01b
A A

2 0,08+0,01 a 0,12+0,00 b
A B

3 0,112+0,00 a 0,223+0,00 b
A C

4 0,127+0,00 a 0,296+0,02 b
A D

5 0,156+0,00 a 0,373+0,03b
B E

3

Age (jours)

% %k %

B Témoins

W Traités

Figurel3. Effet de I’acide borique (DL50) par injection sur 1’activité spécifique de la GST

(umol/min/mg de protéine) chez les adultes de B .germanica nouvellement exuvies .
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L’activité spécifique de la glutathion —S- transférase a été estimée chez les adultes témoins

B. germanica pour la DL90 en utilisant les pentes des droites de régression exprimant

I’absorbance en fonction du temps (Tableau8 ; Figures 14).

Tableau8 : Dosage de la GST (umol/min/mg de protéine) chez les adultes, témoins de

B.germanica pour la DL90 : absorbances en fonction de temps (mzs,n=3).

Absorbances
Temps 0 1 2 3 4 5
Age (min)

(Jours)
1 0,2355+0.01 | 0,3425+0.005 | 0,535+0,06 | 0,6695+0,09 | 0,811+0,06 |0,9305+0.06
2 0,199+0,04 | 0,380+0,08 | 0,503+0,07 |0,5765+0,09 | 0,7025+0,09 | 0,791+0,09
3 0,260+0,02 | 0,384+0,01 |0, 486+0,01 |0,6465+0,02 | 0,7365+0,01 | 0,851+0,005
4 0,1235+0,08 | 0,1715+0,06 | 0,194+0,07 | 0,220+0,07 | 0,2415+0,06 | 0,2575+0,06
5 0,194+0,07 | 0,250+0,05 | 0,317+0,07 | 0,350+0,08 | 0,401+0,09 | 0,431+0,05
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Figurel4. Dosage de la GST chez les adultes témoins de B.germanica pour la DL90: courbe
de référence exprimant les absorbances en fonction du temps (mzs ; n=3).Exemple des droites

de régression (R?: coefficient de détermination).

L’activité spécifique de la glutathion —S-transférase a été estimée chez les adultes traités a
la dose DL90 de B. germanica en utilisant les pentes des droites de régression exprimant
I’absorbance en fonction du temps (Tableau9 ; Figures 15).

Tableau 9: Dosage de la GST (umol/min/mg de protéine) chez les adultes, témoins pour la

DL90 de B.germanica : absorbances en fonction du temps (mzs,n=3).

Absorbances

Temps 0 1 2 3 4 5

(min)
Age

(Jours)
1 0,201+0.01 0,438+0.005|0,610+0,06 |0,723+0,09 |0,851+0,06 |0,936+0.06
2 0,425%0,04 0,470+0,08 |0,563+0,07 |0,640+0,09 |0,679+0,09 |0,53+0,09
3 0,191+0,01 0,346+0,03 |0, 473+0,03 {0,567+0,05 | 0,691+0,06 |0,756+0,05
4 0,103+0,08 0,181+0,06 |0,209+0,07 |0,281+0,07 |0,321+0,06 |0,375+0,06
5 0,154+0,014 |0,193+0,005|0,235+0,02 |0,290+0.03 |0,330+0,02 |0,371+0,05
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Figurel5 .Dosage de la GST chez les adultes traités a la DL 90 de B.germanica : courbe de
référence exprimant les absorbances en fonction du temps (mzs ; n=3).Exemple des droites de
régression (R : coefficient de détermination).

L’estimation de I1’activité spécifique de la GST chez les adultes de B. germanica,
nouvellement exuvies été réalisée a la dose (DL90=194,98ug/insecte) d’acide borique a
différents ages (de 1 a 5jours) ;( Tableau 10, Figure 16).

L’activité spécifiqgue de la GST chez les séries témoins ne montre aucune différence
significative entre les différents ages .Chez les séries traités, 1’acide borique provoque une
augmentation significative de Dl’activité¢ de la GST a 2 jours, cette augmentation est non
significative pour les autres ages. La comparaison entre les séries témoins et traités montre

qu’il n’ya pas de différences significatives.
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Tableaul0 : Effet de 1’acide borique (DL90) par injection sur I’activité spécifique de la GST

(umol /min/mg de protéine) chez les adultes de B.germanica, nouvellement exuvies

(mzs ;n=3) .
Age (jours) Témoins Traités

1 0,267+0.03 a 0,216+0,02 a
A A

2 0,310+0,06 a 0,253+0,01 a
A B

3 0,282+0,04 a 0,267+0,02 a
A B

4 0,274+0,05 a 0,305+0,07 a
A B

5 0,253+0,04 a 0,416+0,10 a
A B
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Activité spécifique de la
GST(mM/min/mg de prot)

Fiqurel6. Effet de I’acide borique (DL90) par injection sur 1’activité spécifique de la GST
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(umol/min/mg de protéine) chez les adultes de B .germanica nouvellement exuvies.

Tableau 11 : Effet de 1’acide borique par injection sur l’activité spécifique de la GST

(umol/min/mg de protéines) chez les adultes de B.germanica en fonction de 1’age : analyse de

la variance a deux critéres de classification.

Sourcede | ddl SCE CM Fobs P

la variance

Dose 3 0,31846 0,104615 51,96 0,000
Age 4 0,108681 0,027170 13,50 0,000
Interaction | 12 0,143528 0,011961 5,94 0,000
dose-age

Erreur 40 0,080530 0,002013 - -
Total 59 0,646585 - - -
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2.3. Effets de I’acide borique sur Dactivité spécifique de

I’acétylcholinesterase

La quantification des protéines a été faite a partir d’une courbe d’étalonnage exprimant
I’absorbance en fonction de la quantité du standard d’albumine (Tableaull ; Figure 17).La
droite de la régression a été determinée comme suit: Y=ax+b avec un coefficient de

détermination R?.

Tableaul?2 : Dosage des protéines : Réalisation de la gamme d’étalonnage.

Quantité d’albumine | O 20 40 60 80 100

(Hg)

Absorbances 0 0,203 0,434 | 0,626 | 0,826 0,999
1,2 -

y=0,010x + 0,01 R*=0,998

Absorbances

0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Quantité d*albumine (ug)

Figurel7. Dosage quantitatif des protéines : droite de régression exprimant I’absorbance en
fonction de la quantité d’albumine (png).
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L’activité spécifique de 1’acétylcholinestérase a été estimée chez les séries témoins de

B. germanica en utilisant les pentes des droites de régression exprimant 1’absorbance en

fonction du temps (Tableaul2 ; Figurel9).

Tableau 13: Effet de 1’acide borique par injection (DL50): Dosage de 1’acétylcholinestérase

(umol/min/mg de protéines) chez les adultes témoins de B.germanica: absorbance en

fonction du temps (m £ s ; n=3).

Absorbances

Temps 0 4 8 12 16 20

(min)
Age

(Jours)
1 0,10+0,06 0,18+0,1 0,25+0,14 0,33+0,2 0,42+0,28 0,49+0,3
2 0,12+0,04 0,19+0,06 0,303+0,08 | 0,417+0,11 | 0,527+0,13 | 0,644+0,16
3 0,113+0.02 | 0,118+0,02 | 0,136+0.02 | 0,156 +0,01 | 0,173+ 0.01 | 0,194+0,02
4 0,160+0,00 | 0.200+0,03 | 0,346+0,05 | 0,450+ 0,1 | 0,558+ 0,11 | 0,714+0,03
5 0,149+0,09 | 0,290+0,09 | 0,420+0,07 | 0,506+ 0,11 | 0,670+ 0,12 | 0,743%0,09
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Figurel8. Dosage de I’AchE chez les adultes témoins de B.germanica pour la DL50: courbe

de référence exprimant les absorbances en fonction du temps (mzs ;n=3).Exemple des droites

de régression (R? :coefficient de détermination).

L’activité spécifique de 1’acétylcholinestérase a été estimée chez les séries traités de B.

germanica en utilisant les pentes des droites de régression exprimant 1’absorbance en fonction

du temps (Tableaul3 ; Figure20).
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Tableau 14: Effet

de

I’acide borique

administré par injection

Dosage de

I’acétylcholinestérase (umol/min/mg de protéines) chez les adultes traités a la DL50 de

B.germanica : absorbance en fonction du temps (m £ s ; n= 3).

Absorbances
Temps 0 4 8 12 16 20
(min)
Age
g (Jours)
1 0,11+0,008 | 0,269+0,02 | 0,404+0,02 | 0,536%0,05 | 0,659+0,01 | 0,734+0,04
2 0,066+0,02 | 0,192+0,06 | 0,316+0,10 | 0,440+0,13 | 0,545+0,17 | 0,558%0,2
3 0,14+0.07 | 0,24+0,01 |0,297+0.03 | 0,322+ 0.05 | 0,441+0.02 | 0,478+ 0,09
4 0,106+0,04 | 0.233+0,05 | 0,339+0,06 | 0,432+0,07 | 0,548+0,08 | 0,590+0,08
5 0,123+0,01 | 0,236%0,02 | 0,318+0,05 | 0,377+0,09 | 0,494+ 0,01 | 0,534+ 0,07
0,9 - y 1=0,031x + 0,138 R%*=0,990
0,8 - y2=0,026x +0,092 R?=0,966
0,7 -
§ 0,6 y 5= 0,020x + 0,141 R?=0,985 ® 1jour
= 0.5 M 2jours
2 04 .
o 3jours
3 03 4i
< 0.2 X 4jours
X 5jours
0,1
O T T T T 1
0 10 15 20 25
Temps (min)

Figure 19. Dosage de I’AchE chez les adultes traités a la DL50 de B.germanica : courbe de

référence exprimant les absorbances en fonction du temps (mz+s ;n=3).Exemple des droites de

régression (R? :coefficient de détermination).
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L’estimation de 1’activité spécifique de I’AchE chez les adultes de B.germanica

nouvellement exuvies traités a une dose (DL50=77,62ug/insecte) d’acide borique et a

differents ages (1a 5jours). (Tableau 14 ; Figure 21).

Chez les témoins, ’activité¢ spécifique de I’AchE reste constante au cours du temps

d’exposition (p>0,05).Chez les séries traités, on observe une diminution significative de

I’activité spécifique de ’enzyme a tous les ages de traitement (p<0.05) sauf & 5 jours. L’acide

borique affecte 1’activité spécifique de 1I’AchE et provoque une diminution (p<0,001)

hautement significative chez les traités comparativement aux témoins a tous les ages.

Tableaul5 : Effet de I’acide borique (DL50) par injection sur I’activité spécifique de I’AchE

(umol /min/mg de protéine) chez les adultes de B.germanica, nouvellement exuvies

(ms ;n=3).

Age (jours) Témoins Traités

1 25,31+0,7 a 19,73+1,12 b
A A

2 28,14+2,17 a 14,04+0,64 b
A B

3 27,63+0,32 a 13,9+1,43 b
A C

4 27,4+0,41 a 9,92+0,66 b
A D

5 29+1,31a 9,25+0,22 b
A

D
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Activité spécifique de I'’AchE
(umol/min/mg de proteine)
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Figure20. Effet de I’acide borique (DL50) par injection sur 1’activité spécifique de I’AchE

(umol/min/mg de protéine) chez les adultes de B .germanica nouvellement exuvies.

L’activité spécifique de I’acétylcholinestérase a été estimée chez les séries témoins de

B. germanica en utilisant les pentes des droites de régression exprimant 1’absorbance en

fonction du temps (Tableaul5 ; figure 21)

Tableau 16: Effet de I’acide borique administré par injection (DL90): Dosage de

I’acétylcholinestérase (umol/min/mg de protéines) chez les adultes témoins de B.germanica :

absorbance en fonction du temps (m = s ; n=3).

Absorbances
Temps 0 4 8 12 16 20
(min)
Age

(Jours)
1 0,113+0,0 0,204+0,09 | 0,280+0,00 | 0,363+0,07 | 0,443+0,07 | 0,543+0,06
2 0,133+0,01 | 0,211+0,02 | 0,307+0,05 | 0,346+0,06 | 0,376+0,07 | 0,619+0,07
3 0,166+0.01 | 0,227+0,02 | 0,275+0.04 | 0,360 +0,06 | 0,474+ 0.03 | 0,592+ 0,08
4 0,149+0,00 | 0.219+0,00 | 0,291+0,02 | 0,253 0,03 | 0,425+0,01 | 0,60 + 0,03
5 0,183+0,09 | 0,303+0,05 | 0,382+0,07 | 0,406+ 0,01 | 0,465+ 0,02 | 0,532+ 0,05
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0,7 7 y1=0,021x+0,129 R?=0,953
y2=0,021x + 0,120 R?=0,900
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Figure 21. Dosage de 1’AchE chez les adultes témoins pour la DL90 de B.germanica : courbe

de référence exprimant les absorbances en fonction du temps (mzs ; n=3).Exemple des droites

de régression (R?: coefficient de détermination).

L’activité spécifique de 1’acétylcholinestérase a été estimée chez les séries traités de B.

germanica en utilisant les pentes des droites de régression exprimant 1’absorbance en fonction

du temps (Tableaul6 ; Figure23)
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Tableau 17: Effet de [1’acide borique administré par injection Dosage de

I’acétylcholinestérase (umol/min/mg de protéines) chez les adultes traités a la DL90 de

B.germanica : absorbance en fonction du temps (m £ s ; n= 3).

Absorbances
Temps 0 4 8 12 16 20
(min)
Age
(Jours)
1 0,147+0,00 | 0,273+0,09 | 0,359+0,00 | 0,412+0,07 | 0,486+0,07 | 0,501+0,06
2 0,209+0,01 | 0,312+0,02 | 0,376+0,05 | 0,462+0,06 | 0,603+0,07 | 0,697+0,07
3 0,188+0.01 | 0,216+0,02 | 0,250+0.04 | 0,322 +0,06 | 0,393+ 0.03 | 0,47 +£0,08
4 0,229+0,00 | 0.337+0,00 | 0,396+0,02 | 0,461+ 0,03 | 0,495+ 0,01 | 0,49 £ 0,03
5 0,208+0,09 | 0,288+0,05 | 0,340+0,07 | 0,41 +0,01 | 0,497 £0,02 | 0,55+ 0,05
0,8 7y1=0,017x + 0,187R? = 0,948
0.7 ¥2=0,024x +0,200R? = 0,989
0,6 -
o y5=0,013x + 0,267R? = 0,914
8 05 @ ljour
c
_ces 0,4 M 2jours
2 3jours
g 0,3
X 4djours
0,2 X 5jours
0,1 -
0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25
Temps (min)

Figure 22. Dosage de I’AchE chez les adultes traités a la DL90 de B.germanica : courbe de
référence exprimant les absorbances en fonction du temps (mzs ;n=3).Exemple des droites de

régression (R? :coefficient de détermination).

39




Résultats

L’estimation de 1’activité spécifique de 1I’AchE chez les adultes de B.germanica
nouvellement exuvies traités a une dose (DL90=194,98ug/insecte) d’acide borique et a
differents ages (de 1 a 5jours). (Tableau 17, Figure 24).

Chez les témoins, ’activité¢ spécifique de I’AchE reste constante au cours du temps
d’exposition (p>0,05).Chez les séries traités, D’activité spécifique de I’AchE  diminue
significativement & 2 et 3 jours (p<0,05), puis reste comparable a 4 et 5 jours. L’acide borique
affecte Dactivité spécifique de 1’AchE et provoque une diminution chez les traités
comparativement aux témoins a partir de 3 jours de traitement (p<0,001) .L’analyse de la

variance a deux critéres de classification montre qu’il ya une interaction dose-réponse.

Tableaul8: Effet de ’acide borique(DL90) par injection sur 1’activité spécifique de I’AchE
(umol /min/mg de protéine) chez les adultes de B.germanica, nouvellement exuvies

(ms ;n=3).

Age (jours) Témoins Traités

16,89+1,2 a | 15,56+0,45 a

1 A
A
, 17.92+001  a| 1354008 a
A B
5 18+1,01 a|1218x0.74 b
A C
. 20574071  a| 1245x091 b
A D
- 165+147  a| 1271094 b

A D
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Figure23. Effet de I’acide borique (DL90) par injection sur 1’activité spécifique de I’AchE
(umol/min/mg de protéine) chez les adultes de B .germanica nouvellement exuvies (mzs ;
n=3)

Tableau 19 : Effet de I’acide borique par injection sur I’activité spécifique de I’AchE
(umol/min/mg de protéine) chez les adultes de B.germanica en fonction de 1’age : analyse de
la variance a deux critéres de classification.

Sourcede | ddl SCE CM Fobs P

la variance

Dose 3 2008,17 669,39 307,50 0,000
Age 4 42,18 10,55 4,84 0,003
Interaction 12 243,29 20,27 9,31 0,000
dose-age

Erreur 40 87,07 2,18 - -
Total 59 2380,72 - - -
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3. Discussion

3.1. Effet de I’acide borique sur le taux de glutathion

Bien que le glutathion ait été découvert en 1888, ce n’est que dans les années 1970 que son role
détoxiquant a été reconnu. Il joue un rdle critique non seulement chez les humains et les
mammifeéres, mais chez tous les vertébrés, insectes, plantes et micro-organismes (Bonus et Gold .,
1991).C’est l'une des plus abondantes petites molécules non protéiques thiols dans les tissus des
mammiferes, en particulier dans le foie (Zhao Hong Mei et al.,2011).

Le glutathion est un tri peptide qui a une capacité de donner facilement un électron lié a la
présence d’un groupement thiol (-SH), cette capacité ainsi que sa grande concentration
intracellulaire lui procurent un important pouvoir réducteur et font de cette protéine un cofacteur
important des enzymes antioxydants. (Saxena, 2011).

Une déficience du GSH provoque un risque de dégats oxydatifs pour la cellule se traduisant par des
troubles pathologiques tels que le cancer, les désordres neuro-dégenératifs et les fibroses cystiques
(Townsend et al., 2003).

Notre étude révéle une augmentation du taux de GSH chez les séries traités de B.germanica a la
DL50 (77,62 pg/insecte). Des résultats similaires par I’action de la cyfluthrine ont été observés chez
Musca domestica et chez Tribolium castaneum (Reidy et al. ,1990 ; Ugaki et al., 1985), chez
certains poissons exposés au plomb (Thomas et Juedes.,1992) et chez les rats traités au mercure
méthylé (Woods et Ellis.,1995). Des résultats non similaires, montrant une diminution du taux de
GSH ont été observés chez les moules exposés au mercure et au cuivre (Canesi et al.,1999), chez les
femelles de Gambusia affinis traités en continu par le dimilin (Draredja-Beldi et Soltani,2001), chez
les rats exposés au lindane( Videla et al.,1991) et chez les carpes a grosse téte (Aristichthys

nobilis), traités par injection a la microcysteine-LR (Dawen Zhang et al.,2011).
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3.2. Effet de l’acide borique sur D’activité spécifique de la glutathion-s-

transférase

Le glutathion-S-transférase (GST) représente une famille multi génique d'enzymes qui jouent un
role important dans la protection des tissus contre les éventuels composés toxiques et cancérigénes
d'origine exogeénes et endogenes (Vlaykova et al. ,2008 ; Sue et al., 2006) . Ce sont des isoenzymes
de la phase II du mécanisme de détoxification, catalysant la conjugaison du glutathion avec
plusieurs composés électrophiles (Banrjee et Goswami, 2010). Elles sont surtout localisees dans le
cytoplasme des cellules des corps gras et des muscles alaires (Franciosa et Bergé, 1995).

L’activité spécifique de la GST, chez B. germanica traitée par injection a 1’acide borique a
deux différents doses (DL50 et DL90) ; montre une augmentation significative pour la DL50 a
différents ages par rapport aux témoins. Nos résultats sont en accord avec ceux de Habes et al.,
2006 chez la méme espece utilisant 1’acide borique par ingestion a deux doses différentes
(DL50=8,20%,DL90=49,62%).De méme, Le propoxur, le chlorpyripos et la cyalothrine par
application topique entrainent une augmentation de [I’enzyme de détoxification chez
P.americana ,B.germanica, B.orientalis (Valles et al., 1999) Des résultats similaire sont notés
chez cette méme espece traitée par un pyréthrinoide, la cypermethrine (Valles et al., 2000) et
par le benfuracarbe et I’acétamipride (Messiad et al., 2006 ).Chez d’autres espéces traitées par les
pyréthrinoides, notamment chez Cydia pomonella (Bouvuer et al.,2002) et Helicoverpa armigra
(yang et al.,2004) traitées avec la déltamétrine. Drosophila melanogaster exposée au phénol,
présente une résistance a ce produit par une élévation de I’activité enzymatique de la GST
(Shen et al.,2003), une augmentation de ’activité enzymatique de la GST est signalee
également chez les larves de Spodoptera litura exposés a des doses croissante de nickel
(1a20mg/kg) dans I’alimentation (XongXia Sun et al.,2008) ; chez Anguilla anguilla exposée
au naphtaléne (NAP) a différentes concentrations et a différents temps d’exposition (Teles et
al., 2003) ou encore chez la souris traitée par le NAP (Mitchell et al.,2000). Une trés grande
résistance au carbaryl et au méthyl parathion a été observée chez Spodoptera frugiperda;
I’activité spécifique de la GST est plus élevée dans les corps gras chez la souche résistante de
S.frugiperda et elle est plus importante dans I’intestin moyen et 1’abdomen de la souche
sensible (Yu et al.,2003 ;Yu. ,2004) ,

I’induction de la GST est également rapportée chez Pyrausta sticticais (Leonova et Slynko. ,2004),
Lygus linolaris(Zhou et al.,2007), chez Ochlerotatus cataphylla (Boyer et al.,2006) et chez
Oreochomis mossambicus (Rao.,2006).
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Toutefois, des diminutions significatives dans I’activit¢é de la GST ont été rapportées chez la
mouche domestique Musca domestica, traitée au fenitrothion (Ahmed et Wilkins, 2002). Chez les
larves de Chironomus tentans traités par un herbicide et un insecticide organophosphoré provoque
la réduction de I’activité de la GST (Kun et al., 2007).

Les travaux de Feng et al.(2001) révelent chez les larves de Choristoneura fumiferana , une
augmentation de I’activité GST apres traitement avec le RH5992(agoniste des ecdystéroides ) mais
une inhibition de cette méme activité lors du traitement au difluobenzuron, inhibiteur de la synthese
de la chitine .Par contre les travaux de Shojaet Hlssaki (2005) ont monté une augmentation de
I’activité de la GST chez Plutella xylostella traitée au chlorofluazuron, autre inhibiteur de la
synthése de la chitine. Il a été montré que chez plusieurs espéces d’insectes différents mécanismes
de résistance peuvent exister chez différentes souches. De plus différents mécanismes de résistance
peuvent coexister chez le méme individus (Siegfreid et Scott, 1992).Chez B. germanica, la GST ne
semble pas exercer d’effet sur le phénomene de résistance au cypermethrine et au chlorpyrifos
(Schraff et al.,1998) .

3.3. Effet de I’acide borique sur I’activité spécifique de I’acétylcholinestérase

L’acétylcholinestérase (AchE) est la protéine la mieux connue en tant que cible des
organophosphorés et des carbamates, qu’ils inhibent de maniére non réversible (Cassenelli et
al.,2006 ; Allout et al.,2007). Cette enzyme est indispensable au bon fonctionnement des
synapses cholinergiques. Son role est de finaliser 1’action du neurotransmetteur qui est
I’acétylcholine et de I’hydrolyser. L’inhibition de I’AchE entraine une accumulation de
I’acétylcholine, par conséquence, une stimulation continu des récepteurs nicotiniques et
muscariniques (Casey et al.,2010); la membrane post synaptique reste polarisée et la
transmission synaptique est inhibé conduisant ainsi a une paralysie puis a la mort (Haubruge et
Amichot.,1998). L’enzyme acétylcholinesterase des Diptéres est plus sensible aux insecticides
organophosphorés et carbamates que 1’acétylcholinésterase des Hymenopteres ou coléopteres,
en particulier chez Musca Domestica (Boublik et al.,2002). Au cours de la liaison de ces
insecticides a I’enzyme, 1’AchE des insectes est inactivée par phosphorilation ou carbamylation

des résidus de la sérine dans le site actif (Mastumura, 1985).
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Le traitement par injection de 1’acide borique a des adultes de B.germanica affecte 1’activité de
I’acétylcholinestérase par une diminution significative avec un effet pour les différents ages
d’exposition. Cet effet a été observé chez cette méme espece traité par 1’acide borique par
ingestion (Habes.,2006 ; Sifi.,2002) , par le dichlorophos (Valles et yu.,1996) et par le benfuracarbe
et l’acétamipride (Rouibi, 2002; Maiza et al., 2004; Morakchi et al., 2005). L’inhibition de 1’AchE
comme site cible a été en premier rapportée chez les mites traitées aux orgabophosphorés
(Smisseart, 1964) et chez les Arthropodes (Fournier et Mutero,1994) . En effet, I’inhibition de
I’AchE a été observée chez Diabratica virgifera virgifera (Gao et al.,1998) et Drosophila
mélanogaster (Charpentier et al.,2000) traitées par différents organophosphorés essentiellement
le chloripyrifos-éthyl-oxon et le coumaphosoxon . L’AchE a été aussi inhibée chez les carpes
Cyprinus carpio traité par les organophosphates et les carbamates (Gruber et Munn.,1998) .Chez
la cochnille Aonidiella auranti par le di(p-allyl-N-méthylaminophenyl)pentane-3-1(Yerushalmi
et Cohen.,2002) .Chez Bectrocera olea trait¢ par 1’omethoate a 0,03mM la baisse est plus
marquée chez les individus de la souche sensible par rapport a ceux de la souche résistante
(Vontas et al.,2002).Kun Yan Zhu (2006) a testé I’effet de trois xénobiotiques différents, atrazine
(‘herbicide), DDT (insecticide organochloré), et chlorpyrifos (insecticide organophosphoré) chez
les moucherons aquatique Chironomus tentans sur les activités de 1’AchE, general esterase (GE),
glutathione S-transferase (GST), et le cytochrome P450 monooxygenase (P450) .L'exposition de
moucherons a l'atrazine a 30 et 150 mg /I pendant 20 jours ( a partir du premier au quatrieme
stade larvaire) n'a pas changé significativement I’activité de I’AChE, également I’exposition
similaires au DDT a 0,01 et 0,05 mg / | n'a pas affecté significativement AChE, cependant
I'exposition de moucherons au chlorpyrifos a 0,10 g / | pour 20 j réduit I'activité de I'AChE de
59,8% (Kimberley et al.,2009)

D’autres especes présentent également une inhibition :Eupoluthrus nudicornis (Benamara,2010)
Helix aspersa (Coeurdassier et al.,2001). Achantina fulica (Chandran et al.,2005) ;Mytilus
galloprovincialis (Box et al.,2007) et Cepae nemoralis (Notten et al.,2006).

Récemment plusieurs études ont prouvé que 1’inhibition de 1’ Acétylcholinéstérase peut étre un
indicateur de la pollution des organismes marins aux métaux lourds (Sokolova et al., 2005,
Soltani et al .,2007).

45



DLSCUSSLON

46



Matériels et methooes

2. Matériels et méthodes

2.1. Présentation du matériel biologique

2.1.1. Présentation de I’insecte

B. germanica (L.) de l’ordre des Dictyoptéres et de la famille des Blattellidae
(Guillaumin & al, 1969), est une espéce domestique, cosmopolite, nocturne, a développement
hétérométabole. Le corps des adultes est aplati, ovale mesurant 11 & 12 mm de longueur avec
une couleur qui varie de brun péle a noire; le pronotum porte deux bandes longitudinales
(Gordon, 1996).

La position systématique est la suivante :

-Embranchement : ........................ Arthropoda
-Sous embranchement : .................. Mandibulata
-Classe f. Insecta
-Sousclasse @i Pterygota
=SECHION T.. v Polyneoptera
SOrdre s, Dictyoptera
-Sous Ordre f..oii Blattaria
-Super famille :........................... Blaberoidae
-Famille oo .Blattellidae
-Sous famille : ...l Blattellinae
SGeNre . Blattella
SESPBCE & it germanica (L.)

2.1.2. Cycle biologique de B. germanica
Huit jours aprés la mue imaginale la femelle forme au cours de différents cycles
gonadotrophiques 6 & 8 ootheques comportant 36 a 48 ccufs (Gordon, 1996), la durée de
I’évolution embryonnaire est d’environ 17 jours. Le développement larvaire de 6 mois
environ présente 5 a 7 stades successifs séparés par des mues (Wattiez et Beys, 1999); les

larves du dernier stade dont la durée de vie est en moyenne de 40 jours pour le male et de 41
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jours pour la femelle, subissent enfin la mue imaginale (Fig. 1). L’adulte a une longévité qui

est de 128 jours pour le méale et de 153 jours pour la femelle (Cornwell, 1968).

Ootheque
(37 oeufs

_ Ponte g ériode d’incubation
(8 jours) (17 jours)
fM\

Dernier stade larvaire (X 3,5)
(40 jours male / 41 jours femelle)

(X 3,8)

Stades
~ larvaires
LI (X 3,5)

5a 7 mues
(5 a 6 mois)

Figure 1. Cycle biologique de Blattella germanica d’aprés (Cornwell , 1968).
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2. 1. 3. Morphologie des différents stades

- Le stade ceuf : Il commence a la fertilisation des ceufs et se termine a I’éclosion. Les ceufs
sont réunis dans une capsule de consistance cornée appelée oothéque qui se forme et arrive a
faire saillic a I’extérieur pendant la ponte (Tanaka, 1976). De forme et de taille variable,
I’oothéque posseéde sur la face dorsale une créte denticulée au niveau de laquelle se fera
I’éclosion. Les ceufs sont disposés verticalement de chaque coté d’une cloison médiane qui
divise I’oothéque dans le sens de la longueur (Tanaka, 1976) (Fig. 2 : A).
- Le stade larvaire : la femelle dépose 1’oothéque, peu avant 1’éclosion et des larves
vermiformes en sortent. Les principaux changements du développement larvaire s’effectuent
au niveau de la taille et la pigmentation; les larves de dernier stade ressemblent aux adultes
mais sont aptéres (Rust et al., 1995 ; Elie, 1998) (Fig. 2 :B1-B5).
- Le stade adulte : commence a la mue imaginale (adulte 0 jour). L’adulte posséde alors 2
paires d’ailes, des antennes longues et filiformes, des pattes robustes et épineuses permettant
une course rapide et des piéces buccales broyeuses (Wigglesworth, 1972). Les adultes méles
posseédent un corps mince, a abdomen effilé et un pygidium non recouvert par les ailes
(Fig. 2: C); les femelles de couleur plus sombre présentent un corps trapu et robuste avec un

abdomen arrondi recouvert par les ailes (Rust et al., 1995) (Fig. 2 : D).
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Figure 2. Morphologie des différents stades de Blattella germanica (X 6,8) d'apres

(Hutchinson, 1999).

A : Ootheque.

Bl:

B2:

B3:

B4 :

B5:

Premier stade larvaire.

Deuxiéme stade larvaire.

Troisieme stade larvaire.

Quatrieme stade larvaire.

Cinquiéme stade larvaire.

C : Male Adulte.

D : Femelle adulte.
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2.1.4. Elevage en laboratoire
Les prélévements des Blattes se font a différents endroits de la ville (h6pitaux, structures
commerciales, université et logements). L’¢élevage au laboratoire s’effectue dans des boites en
plastique aérées contenant des emballages alvéolés d’ceufs qui servent d’abris. Les Blattes
sont nourries de biscuits et abreuvées de coton imbibé d’eau. L’¢levage est maintenu a une
température de 25 & 28°C, une hygrométrie de 70 a 80% et une photopériode de 12 heures de
lumiére. (Fig. 3).

2.2. Présentation de I’insecticide

L'acide borique ou orthoboracique est un insecticide inorganique de formule chimique
H3BOj; (Fig. 4) faiblement soluble dans 1’eau et soluble dans les solvants inorganique et dans
I’eau bouillante ce qui lui confére une grande stabilité avec un effet résiduel relativement long
(Hubbard, 1998). Il est incolore, inodore, tres peu répulsif, treés peu volatile.

Cet insecticide est commercialisé sous forme de cristaux incolores ou poudre blanche(Merck),

il a un poids moléculaire de 61,83g et un point de fusion de 171°C.

2.3. Traitement

L’acide borique (2l) a été administré par injection sur la face latéro- ventrale de I’abdomen
a des adultes males et femelles de B.germanica nouvellement exuvies (Fig. 5) a I’aide d’une
micro seringue a deux doses: DL50 (77,62ug/insecte) et DL90 (194,98ug/insecte). Les

témoins regoivent une injection d’eau distillée. (Fig. 6).
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Figure 3. Elevage en laboratoire de B. germanica.

Figure 4 . La structure chimique de I’acide borique(H3BO3).

10
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Figure 5 : adulte nouvellement exuvie (Ojour) Figure 6 : injection de ’acide borique.

2.4 . Techniques histologiques

L’étude histologique a ¢été réalisée selon les indications de Martoja et Martoja
(1967).Apres microdissection sous binoculaire les différentes parties du tube digestif (intestin
antérieur ,moyen et postérieur) des individus males et femelles des séries témoins et traités
sont fixés dans le Bouin alcoolique pendant 48 heures, déshydratés dans un bain d’alcool 95°
(2x24h), puis un bain de butanol qui est a la fois un liquide d’attente et un excellent
ramollisseur. Les piéces aprés imprégnation et inclusion a la paraffine, sont débitées en
coupes de 7um d’épaisseur a 1’aide d’un microtome, étalées a 1’eau gélatinée puis séchées
dans une étuve a 37°C .Avant la coloration, les piéces subissent un déparaffinage par deux
bains de toluene (2x15min),un bain de collodion (30sec) ,deux bains d’alcool 95°C (2x3min)
et un bain d’alcool /formol (9V/1V)(1min). Les piéces sont finalement colorés a I’hémalun-
Erythrosine-Safran (H.E.S). La coloration est achevée par une déshydratation avec 2 bains

successif d’alcool 95° et 100 °(1min). Le montage des coupes se fait avec du merkoglass.

11
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2.5. Dosage enzymatique

2.5.1 Extraction et dosage de la glutathion
Le glutathion est dosé selon la méthode de Weck Berker&Cory (1988) qui repose sur la

mesure de 1’absorbance de 1’acide 2-nitro 5-mercapturique résultant de la réduction de I’acide
5-5- dithio-bis-2-nitrobenzoique (réactif d’Ellman) par les groupements thiol (-SH) du
glutathion. Les corps sans téte de B. germanica agés de 1 a 5 jours des séries témoins et
traités sont homogénéisés dans 1ml d’une solution EDTA (acide Ethylene Diamine Tetra
Acetique) a 0,02M (7,4448g EDTA et 1000ml d’cau distillée) a I’aide des ultrasons. Afin de
protéger les groupements thiols du glutathion, I’homogénat doit subir une dépolarisation par
I’acide Sulfosalicylique 0,25% (0,25g SSA, 100ml d’eau distilée) 0,8ml de I’homogénat sont
additionnées a 0,2ml d’acide Sulfosalicylique. Le mélange est vortexé et laissé pendant 15min
dans un bain de glace puis centrifugé (1000tours/min pendant 15min). Le surnageant est
utilisé pour la mesure de la concentration du glutathion selon les étapes suivantes :
-prélever 0,5ml du surnageant.
-ajouter 1ml du tampon tris EDTA (0,02M ; PH 9,6)

-63,04g Tris +7,4448g EDTA+1000ml d’eau distillée
-ajouter 0,025mI DTNB (0,01M)

-3,96g DTNB+1000ml méthanol absolus.
-laisser le mélange pendant 5 min a température ambiante.

-mesurer la densité optique par spectrophotométrie a 412nm

12
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Le taux de glutathion est estimé selon la formule suivante :

DOx1x1,525

GSH=

13,1x0,8x0,5xmg de proteine

Do . densité optique.

1 : volume total des solutions utilisée dans la déprotéinisation(0.2 ml ASS+0.8ml homogénat).
1.525: volume total des solutions utilisées dans du GSH (0.025ml DTNB+0.5ml du
surnageant+1 ml Tris EDTA).

13.1 : ceefficient d’absorbance (concernant le groupement -SH & 12nm).

0.8 : volume de I’homogénat utilis¢ en ml.

0.5 : volume du surnageant utilisé en ml.

mg de protéines : les protéines en mg.

2.5.2. Extraction et dosage de la glutathion-s- transférase (GST)

La mesure de P’activité des GSTs consiste a fournir a ’enzyme un substrat en général du
chlorodinitrobenzéne (CDNB) qui réagit facilement avec de nombreuses formes de GST et du
glutathion. La réaction de conjugaison de ces deux produits entraine la formation d’une
molécule nouvelle qui absorbe la lumiére a 340nm de longueur d’onde. La valeur de la
densité optique mesurée a 340nm est directement proportionnelle a la quantité du conjugué
formé elle méme liée a I’intensité de ’activité GST.

La méthode utilisée pour doser la GST est celle de Habig et al. (1974). Elle consiste a faire

réagir les GSTs contenues dans le cytosol sur un mélange GSH+CDNB (1mM) a 25°C et a

13



Matériels et methooes

Ph7. La variation de la densité optique due a I’apparition du complexe GSH-CDNB est
mesurée a 340nm. Les adultes males et femelles de B.germanica traités a deux
doses (DL50=77,62ug/insecte et DL90=194,98ug/insecte) sont prélevés a différents ages (1a
5 jours) décapités puis broyes dans 1ml de tampon phosphate de sodium (0,1M ; PH6) gréce a
un homogeénéisateur a ultrasons (Sonifére B-30). L’homogénat ainsi obtenu est centrifugé
(1300 tours/min a 4°C pendant 30 minutes), le surnageant récupéré servira au dosage de
I’activité des GST.

Trois répétitions sont réalisées pour chaque age, une série témoin est réalisée en paralléle.

Le dosage a été effectué comme suit: 0,2 ml du surnageant sont additionnés a 1,2 ml du
mélange (CDNB 1mM,GSH 5 mM) ;{20,26mg CDNB ;153 ,65mg GSH,1ml éthanol, 100ml
tampon phosphate (0,1M ;ph6), paralléelement un blanc est préparé avec 0,2ml d’eau distillée
remplacant la quantité du surnageant . La lecture des absorbances a été établie toutes les
minutes pendant 5 minutes dans un spectrophotométre (SHIMADZI-UV-1202) a une
longueur d’onde de 340nm et a une température ambiante.

L’activité spécifique des GSTs est exprimée en UMol/min/mg de protéine. Elle est déterminée

d’aprées la formule suivante:

ADOXVolume totale de la cuve

GST=

9,6x Ex volume du surnageantx mg de protéine

ADO : pente de la droite de régression de densités optiques obtenues a 340nm.

Volume totale de la cuve : 1,4ml {1,2ml du mélange CDNB-GSH+0,2ml du surnageant}.

9,6 Mm-'Cm-*: coefficient d’extinction du mélange GSH-CDNB (2340nm).

E : épaisseur de la cuve=1cm.

14
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Volume du surnageant en ml : 0,2ml.

mg de protéine : quantité des protéines exprimée en mg.

2 .5.3. Extraction et dosage de I’acétylcholinestérase

La méthode de dosage de I’ AchE la plus courante (Elman et al., 1961) consiste a fournir a
I’enzyme (AchE) un substrat artificiel 1’acétylcholine, dont I’hydrolyse catalysée libére la
thiocholine et de 1’acide acétique.

La quantité de thiocholine obtenue est proportionnelle a ’activité enzymatique on la révele
grace a la méthode colorimétrique faisant intervenir union le DTNB (acide 5-5 dithio-bis-2-
nitrobenzoique qui se lie avec la thiocholine pour former un complexe de couleur jaune le
DTNB (acide 5-thio-2- nitrobensoique que 1’on dose .En vue de I’estimation de I’activité
spécifique de I’AchE, les tétes de adultes méles et femelles des séries témoins et traités a
différents ages (1 & 5jours) sont homogénéisées dans 1ml de solution détérgente’et trois
répétitions sont réalisées pour chaque age. L’homogénat est centrifugé a 5000 tours/min
pendant 5 minutes et le surnageant est récupéré puis servira comme source d’enzyme.

Le dosage est réalisé comme suit :

-100p! de surnageant sont additionnés de 100ul de DTNB dans un tampon tris (0.1M ; PH7)?
et 1ml de tampon tris (0.1M ; PH7).Aprés 3a5 minutes de repos nécessaire pour épuiser la
réaction spontanée ; 100pl de substrat acétylcholine® (préparé extemporanément) sont ajoutés
.La lecture des absorbances s’effectue toutes les 4 minutes pendant 20 minutes par un

spectrophotométre & une longueur d’onde de 412 nm contre un blanc®.
1 :38.03mg éthyléne glycol tris beta aminoéthyl éther NNN’N° (EGTA) +1ml
tritonx100%+5.845g Nacl+80ml tampon tris (10MmPH?7).

2 . *39.6mg DTNB
Dilués dans10ml de tampon Tris (0.1M ; PH7).
*15mg CO3zHN

*1ml de tampon Tris (0.1M ; PH7)

3 : 118mg acétylcholine+5mleau distillée.

15
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4 : 100ul de la solution détergente+100ul DTNB+1ml tampon Tris (0.1M ; PH7) +100ul de

substrat acétylcholine.

L’activité spécifique de 1’acétylcholinestérase est exprimée en pmoliminving de protéine elle

est déterminée d’apres la formule suivante :

ADO/min
AchE = X
1.36x10*

Volume du surnageant

x mg de protéine

Volume totale de la cuve

-AchE : mole de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéine (umol/min/mg de

protéine).

-ADO : pente de la droite de régression obtenue aprés hydrolyse du substrat en fonction du

temps.

-1,36X104M0| : coefficient d’extinction molaire du DTNB.

-Volume du surnageant : 100pl.

-Volume total de la cuve : 1300ul (100ul de surnageant+100ul DTNB+1000ul tampon
tris+100ul d’ Acétylcholine).

-mg de protéine : quantité des protéines exprimé en mg.
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2.5.4. Dosage des protéines

Les protéines sont dosées selon la méthode de Bradford qui consiste a additionner une
fraction aliquote de 100l du surnageant ou de la gamme étalon, 4ml de réactif BBC
(50mg de BBC dans 25ml d’éthanol 95° .agitation 2heures).
On ajoute 50 ml d’acide ortho phosphorique a 85% et on compléte a 500ml avec de I’eau
distillée.
La présence de protéine dans I’échantillon se révele par une coloration bleue.
L’absorbance est lue au spectrophotomeétre a 595 nm.
La gamme d’étalonnage est réalisée a partir d’une solution d’albumine de beeuf BSA titrant

Img /ml.

Tableaul : dosage des protéines : réalisation de la gamme d’étalonnage.

tubes 1 2 3 4 5 6
Quantité de BSA (pl) |0 20 [40 |60 [80 |100
Eau distillée (ul) 100 |80 60 40 20 0
Réactif BBC (pl) 4 4 4 4 4 4

2.6. Analyse statistique

Les résultats obtenus sont représentés par la moyenne suivie de I’écart type (m =+ s). L’analyse
statistique a été réalisée grace au logiciel Minitab (Weinberg, 1985). Différents tests ont été
effectué tels que la régression linéaire, le test « t » de Student, et I’analyse de la variance a

deux critéres de classification.
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Chapitre2

1. Introduction

Le tube digestif est composeé de trois régions: le stomodeum, le mésentéron et le proctodeum.
Le stomodeum et le proctodeum sont tous deux bordés de cuticule et le contenu du
mésentéron est contenu dans une membrane péritrophique qui empéche le contact direct des
aliments avec la muqueuse de I’intestin moyen. L'cesophage devient un jabot, un sac élargi qui
s'étend dans lI'abdomen. La ou le jabot se rétrécit brusquement, il devient le gésier ou
proventricule qui est une courte région durcie. Le proventricule marque la jonction entre le
stomodeum et le mésentéron. La région antérieure du mésentéron est aussi indiquée par la
présence de huit excroissances tubulaires qui ce terminent en sac appelés diverticules
gastriques. Ces poches du mésentéron sont impliqués dans des fonctions digestives
spécialisées. Le mésentéron est le site principal de la sécrétion enzymatique et de I'absorption
des aliments. La partie postérieure du mésentéron débute au point de jonction avec les tubules

de Malpighi.

Aprés la jonction avec les tubules de Malpighi commence le gros intestin ou colon. Le
rectum, qui est court et qui se distingue par des striations longitudinales est localisé a

I'extrémité la plus postérieure du proctodeum. Il s'ouvre vers I'extérieur par l'anus.

Chez B. germanica, la longueur totale du tube digestif est de 3 a 4 cm. L’intestin antérieur et
I’intestin postérieur, comme chez tous les insectes, possédent une cuticule et seul I’intestin
moyen en est dépourvu. L’intestin antérieur, plus ou moins rectiligne est constitué par le
pharynx, I’cesophage, le jabot et le gésier. A D’arriere du gésier se trouve une valvule
cesophagienne qui délivre a 1’intestin moyen les aliments a un certain rythme et assure ainsi la
régulation du transit. L’intestin moyen fait une grande boucle. Il possede a la partie antérieure
une couronne de caecums dont le nombre varie de 4 & 12 chez la méme espéce. Une membrane
péritrophique empéche le contact direct des aliments avec la muqueuse de I’intestin moyen. A
la limite de I’intestin moyen et de I’intestin postérieur se trouvent les tubes de Malpighi (8 a
10). L’intestin postérieur est également rectiligne, comporte I’iléon suivi du colon et se

termine par une ampoule rectale (Fig.26).
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Figure 24. Différentes parties du tube digestif de B. germanica (x 5) (Habes et al, 2006).
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2 .Résultats

2.1. Effet de I’acide borique sur I’intestin antérieur

Chez les insectes témoins, le jabot présente un épithélium intestinal, surmonté d’un intima
cuticulaire qui est constitué de cellules épithéliales, généralement cubiques avec des noyaux
arrondis. La lame basale est peu distincte du tissu conjonctif sous-jacent qui forme avec les
muscles longitudinaux internes et les muscles circulaires externes une gaine musculo-
conjonctive (Fig 27 : A, B).

L’acide borique administré aux adultes de B. germanica, par injection provoque une dilatation
du jabot qui se manifeste, a la dissection par la présence de bulles d’air. L’intestin antérieur
(jabot) présente une altération structurale au niveau de 1’épithélium intestinal ; en effet, un
relachement de 1’épithélium est observé par rapport aux témoins. Les cellules épithéliales
s’élargissent, I’intima cuticulaire disparait. Par ailleurs, la lame basale et la gaine musculo-

conjonctive semblent intactes (Fig. 27 : C, D)

2.2. Effet de I’acide borique sur ’intestin moyen

L’observation des coupes transversales de ’intestin moyen des séries témoins agées de 3
jours montre un épithélium intestinal formé de cellules épithéliales simples pourvues d’un
noyau central. A la partie apicale, ces cellules présentent une bordure en brosse. Les cellules
de régénération sont plaquées contre la lame basale, apparaissent petites, isolées ou groupées
en nids. Dans la lumiére intestinale, se trouve une membrane péritrophique qui isole les
aliments ingérés des microvillosités. Coté milieu intérieur, I’intestin moyen est pourvu d’une
gaine musculo-conjonctive (Fig.28 : A, B).

L’acide borique administré par injection affecte la structure de I’intestin moyen. Les
cellules épitheliales deviennent plus grandes et leurs noyaux migrent, les espaces
intracellulaires sont plus importants, les cellules se désagregent, la membrane péritrophique
est altérée. L’ épaisseur de 1’épithélium est également affectée ; on observe une augmentation

de son épaisseur.
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Figure 25. Coupes histologiques de I’intestin antérieur (jabot) des adultes de B. germanica.

Témoins A :Vue d’ensemble; B :Détaillée traités a 1’acide borique a la DL90 3j ,C :Vue
d’ensemble ;D :Deétaillée (CE: cellules épithéliales; N: noyau; GMC: gaine musculo-
conjonctive; LB: lame basale).
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Figure 26. Coupes histologiques de 1’intestin moyen des adultes de B.germanica Témoin A :
Vue d’ensemble ;B: détaillé : traité a la DL90 3jours, C :Vue d’ensemble ; D :Détaillée (MP:
membrane péritrophique ; BB: bordure en brosse ; N: noyau ; CM: cellule mésentérique ; CR:
cellules de régénération ; LB : lame basale ; GMC: gaine musculo-conjonctive.
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3. Discussion

Les insecticides entrent dans le corps des insectes par divers voies et franchissent plusieurs
barrieres avant d’atteindre la cible. Ils peuvent étre réversiblement absorbés par tous les types
de tissus, détoxifiés et finalement excrétés (Ishaaya, 2001). Parmi ces barriéres, le tube
digestif parait étre la voie principale d’entrée (Cochran, 1998). L’acide borique a été d’abord
appliqué contre les blattes comme insecticide de contact sous forme de poussiére, ce n’est

qu’en1918 que Walter conclut que I’acide borique est plus efficace comme poison stomacale.

les observations réalisées sous binoculaire des coupes des différentes parties du tube digestif
des adultes de B.germanica, traités par injection par I’acide borique a une dose correspondant
a la DL90 , mettent en évidence une désorganisation de 1’épithélium de I’intestin antérieur qui
se traduit par un détachement et une séparation des cellules épithéliales les unes des autres.
Ces effets ont éteé rapporté par cochran (1995) chez les nymphes de la méme espece abreuvée
d’eau contenant 2% d’acide borique et 2% de sucre (poids/volume) ainsi que chez des
nymphes traitées par une dose de 20% d’acide borique administré sous forme de mélange
alimentaire .Nos résultats sont également en accord avec ceux observés par Habes et al(2006),
qui ont également observé une destruction de la cuticule chez des adultes de B.germanica
agés de 3 jours traités avec de I’acide borique administré par ingestion sous forme de
mélange alimentaire & la DL50 =8,20% et DL90=49,62% avec une désorganisation puis
destruction des cellules épithéliales .Cependant contrairement a nos résultats Sifi (2002) n’a
pas observé une destruction de la couche cuticulaire chez les adultes de B.germanica traités
oralement par 1’acide borique sous forme d’un mélange alimentaire a une dose de 39.67%.
Cette différence pourrait s’expliquer par le temps d’exposition la dose et surtout la voie de

pénétration de 1’acide borique.

Au niveau de I’intestin moyen, I’injection de 1’acide borique provoque une destruction de
I’épithélium intestinal, Les cellules épithéliales deviennent plus grandes, une prolifération des
cryptes de régénération, une désagrégation de la membrane péritrophique. Des résultats
similaire ont été rapportés chez les adultes de B.germanica traités a 1’acide borique par voie
orale a différentes doses ;8.20% et 49,62% (Habes 2006 ) et 39.67% (Sifi,2002).L’altération
de la structure de I’intestin moyen a été observée chez les larves du quatriéme stade de
Thaumotopeae.pityocampa traités par voie orale au Thuricide HP une formulation

commerciale & base de Bacillus thuringiensis a une dose de 1% (Habes et Soltani, 1992) ;
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chez des adultes de Locusta migratoria traités par un pyréthrinoide, administré par voie orale
a différentes doses (Acheuk ,2000).

4. Conclusion

L’étude de la structure du tube digestif chez B.germanica, montre que 1’administration de
I’acide borique par injection provoque une altération de 1’épithélium intestinal. En effet, les

cellules de I’intestin antérieur et de I’intestin moyen présentent d’importantes anomalies.
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Conclusion générale et perspectives

Le travail réalisé nous a permis d’évaluer chez B.germanica, I’effet d’un insecticide
inorganique 1’acide borique par injection a deux doses la DL50= 77,62 ug/insecte et la
DL90=194,98 pg/insecte sur I’activité de deux enzymes de détoxification ; la glutathion-S-
transférase (GST), le glutathion (GSH), I’activité d’une neuroenzyme, 1’acétylcholinestérase
(AChE) et sur la structure du tube digestif.

Les résultats montrent que ’acide borique affecte les biomarqueurs et provoque une
augmentation du taux de GSH et de I’activité spécifique de la GST a la faible dose (DL50)
chez les séries traités de B.germanica, a différents ages, indiquant ainsi la mise en place
d’un mécanisme de détoxification. A la forte dose (DL90) on observe une augmentation a 2
jours. Cependant, la diminution significative de 1’activité de 1’acétylcholinestérase chez les
adultes de B.germanica apres traitement aux différents ages pour les doses testées (DL50 et

DL90) confirme que I’acide borique est neurotoxique.

L’observation microscopique des coupes histologiques semi-fine des différentes parties du
tube digestif (intestin antérieur et moyen) présente une altération structurale de 1’épithélium
intestinal .Au niveau de I’intestin antérieur, ’acide borique affecte la structure de 1’épithélium
intestinal par un élargissement des cellules épithéliales. L’intestin moyen présente une
désorganisation trés importante, les cellules se désagregent, les espaces intracellulaires sont
prononceés, la hauteur des cellules épithéliale est trés importante, les noyaux des cellules
épithéliales migrent ou disparaissent. .L’acide borique est considéré comme un poison

stomacale.

A Tavenir il serait intéressant de compléter ce travail par une étude plus ciblée sur la
détermination de I’effet de cet insecticide sur d’autres mécanismes de résistance
essentiellement les enzymes de détoxification tels que les monoxygénases a cytochrome p450,
les estérases et les réductases. Il serait également intéressant d’utiliser des techniques de
biologie moléculaire, de réaliser un dosage des excréments et un dosage des glandes
endocrines, pour mieux comprendre la mise en place du mécanisme de résistance et le

devenir de I’acide borique
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Abstract

Cockroaches are pathogens and are also responsible for a deterioration of sanitary
conditions. In Algeria, Blattella germanica most widespread species is a pest to the urban
environment and human health. Several conventional insecticides were used to control their
infestations. However, their use has developed in populations of cockroaches resistance.
Boric acid inorganic compound, slightly harmful to the environment, was used in the control
of cockroaches for several years but its mode of action remains unknown. This study
includes:

A biochemical study was performed in order to assess the effect of the acid on glutathione
levels and different biomarkers (acetylcholinesterase and glutathione S-transferase)

Boric acid was administered by injection to adult B. germanica newly exuviae at different
doses (LD50 = 77.62 g / insect LD90 = 194.98 g/ insect) after an exposure time ranging
from 1 to 5 days. The extraction and determination of acetylcholinesterase was performed
according to the method of Ellman et al, (1961); glutathione was extracted and assayed
according to the method Weckberker & Cory (1988) and finally the glutathione S-
transferase was assayed according to the technique of Habig et al (1974)

The results show that boric acid causes depending on the dose and age, a significant increase
of glutathione (GSH) and a highly significant increase in the specific activity of glutathione-
S-transferase (GST. However there was a significant decrease in the activity of
acetylcholinesterase (AChE) for both doses and all ages

A histological study of the various fragments of the digestive tract of B. germanica aged 3
days was performed according to the technique and Martoja Martoja (1967), after
microdissection under binocular different parts of the digestive tract (foregut, midgut and
hindgut) were fixed in Bouin's alcoholic, dehydrated in an alcohol bath 95 ° and bath
butanol. Parts after impregnation and inclusion in paraffin, are cut into cut 7pm thick with a
microtome. Sections stained with Masson's trichrome, observed by light microscopy showed
that the boric acid LD90 affects the structure of the intestinal epithelium of the foregut and
midgut. Indeed, the epithelial cells are disorganized, the intra cellular spaces are important.

Keywords: B.germanica, Boric acid, injection, Structure of the intestine, Biomarkers.
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Résumé

Les blattes sont des agents pathogeénes et sont également responsables d’une détérioration des
conditions d’hygiénes. En Algérie, Blattella germanica espéce la plus répandue, est un insecte
nuisible pour [D’environnement urbain et la sant¢é humaine. Plusieurs insecticides
conventionnels ont été utilisés pour contréler leurs infestations. Cependant, leur utilisation a
développé au sein des populations des blattes une résistance. L’acide borique composé
inorganique, peu nocif pour I’environnement, a été utilis€ dans le contrdle des blattes depuis

plusieurs années mais son mode d’action reste inconnu. Cette étude comporte :

Une étude biochimique a été effectuée pour permettre d’évaluer 1’effet de cet acide
sur le taux du glutathion et les différents biomarqueurs (acétylcholinestérase et la glutathion-

S-transférase)

L’acide borique a été administré par injection aux adultes de B. germanica nouvellement
exuviés a différentes doses (DL50 = 77,62ug /insecte, DL90=194,98ug/insecte) apres un
temps d’exposition variant de 1 a 5 jours. L’extraction et le dosage de 1’acétylcholinestérase a
été réalisé selon la méthode d’Ellman et al, (1961) ; le glutathion a été extrait et dosé selon la
méthode de Weckberker& Cory (1988) et enfin la glutathion —S-transférase a été dosée selon
la technique de Habig et al, (1974).

Les résultats montrent que 1’acide borique provoque en fonction de la dose et de 1’age, une
augmentation significative du taux du glutathion (GSH) et une augmentation hautement
significative de I’activité spécifique de la glutathion-S-transférase (GST. Cependant on note
une diminution significative de ’activité de I’acéthylcholinestérase (AChE) pour les deux

doses et tous les ages

Une étude histologique des différents fragments du tube digestif de B. germanica
agés de 3jours a été réalisée selon la technique de Martoja et Martoja (1967),apres
microdissection sous binoculaire les différentes parties du tube digestif (intestin antérieur
,moyen et postérieur) sont fixé dans le Bouin alcoolique, déshydratés dans un bain d’alcool
95° puis un bain de butanol. Les pieces, apres imprégnation et inclusion a la paraffine, sont
débitées en coupe de 7um d’épaisseur a I’aide d’un microtome .les coupes colorées au
trichrome de Masson, observées au microscope photonique montrent que 1’acide borique a la

DL90 affecte la structure de 1I’épithélium intestinal de I’intestin antérieur et de I’intestin
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moyen. En effet, les cellules épithéliales sont désorganisées, les espaces intra cellulaires sont

importants.

Mots clés : B.germanica, Acide borique, injection, Structure de 1’intestin, Biomarqueurs.
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