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I. INTRODUCTION

Connu pour ses infestations a travers le monde et les époques, Pediculus humanus var.
capitis, mieux connu sous le nom de pou de téte, persiste toujours. C’est un parasite, tout
comme ses semblables moins médiatisés aupres du grand public que sont le pou de corps

(Pediculus humanus var. humanus) et le pou du pubis appelé morpion (Phtirus pubis).

Afin de mettre fin aux contaminations, le renouvellement de 'offre des produits anti-
poux est possible avec la perpétuelle recherche d’agents parasiticides. Cette nécessité
d’innovation est entre autres liée aux résistances acquises par le pou.

L’efficacité de nouvelles formulations est testée par I'équipe BioMédicaments Anti-
Parasitaire (BioMAP - UMR 1282 ISP) de la faculté de pharmacie de Tours. Bien que le
fléau du grand public soit les poux de téte, les tests sont réalisés sur des poux de corps
d'un élevage se trouvant au laboratoire et bien que I'hote originel de ces insectes
hématophages soit 'Homme, les poux d’élevage peuvent étre maintenus en vie par un
nourrissage sur des lapins vivants.

Idéalement, un élevage de poux de téte serait préférable. Toutefois, ce dernier n’est
pas réalisable, car actuellement, aucun moyen n’a été trouvé pour maintenir un
quelconque élevage de poux de téte dans des conditions de laboratoire, notamment en
raison de leur besoin de se nourrir tres régulierement, contrairement aux poux de corps
qui peuvent rester quelques jours a jeun.

Le but de cette these est de réaliser des essais afin d’obtenir une méthode de
nourrissage pour les poux de corps sans avoir recours a un animal vivant.

Les poux ne sont pas les seuls insectes concernés par cette problématique. De ce fait,
des travaux ont également été réalisés sur d’autres insectes hématophages (moustiques
et tiques) afin de les maintenir en vie in vitro. L'article “Artificial blood feeders for
mosquitoes and ticks — Where from, where to 7 de ROMANO et al. regroupe plusieurs de
ces techniques (1). Dans les différentes méthodes citées, des éléments communs aux
expériences sont mis en évidence comme I'absence de contact direct des insectes avec le
sang, donc la présence d'une barriere, ainsi qu'un systéme permettant d’apporter de la

chaleur. Ces parametres sont appliqués dans les multiples essais faits lors de cette thése.
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Pour cela, diverses techniques ont été mises en pratique a l'aide de différents
matériaux afin d’essayer de reconstituer les conditions physiologiques de nourrissage des
poux. L'ultime objectif est de pouvoir permettre a la colonie de poux de corps de vivre en
autonomie sans l'intervention humaine (ou bien de maniére tres réduite). Pour cela, un
montage fonctionnel, pratique et durable est recherché.

La finalité est d’arriver a appliquer cette méthode sur les deux variétés de poux:
Pediculus humanus var. humanus et Pediculus humanus var. capitis, afin d’également
obtenir un élevage de poux de téte par la suite. La recherche sur cette variété en serait

ainsi facilitée.

Dans une premiere partie, la classification, la morphologie, le mode de vie ainsi que le
cycle de vie des différents poux ont été détaillés. La compréhension de leur écosysteme
permet une meilleure appréhension des remedes a utiliser pour les éliminer.

Ainsi, dans une deuxiéme partie, 'exposition a ces infestations, les conséquences de
celles-ci et leurs remédes sont expliqués.

Ensuite, la méthode actuelle de nourrissage de 1’élevage dans le laboratoire de Tours
est détaillée.

Enfin, les techniques élaborées et testées dans le but de mettre en place un nouveau

systéeme de nourrissage, sont présentées, discutées et comparées a la littérature.
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II. GENERALITES SUR LES POUX

A. CLASSIFICATION & MORPHOLOGIE

Deux variétés parasites strictes de 'Homme sont distinguées : Pediculus humanus var.
capitis et Pediculus humanus var. humanus, respectivement appelées pou de téte et pou de

corps (Figure 1). A noter que le génome de ces deux variétés est identique (2).
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Figure 1 : Classification phylogénétique des poux.
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La détermination de la classification phylogénétique (3) des poux de corps et poux de

téte permet d’apprécier leurs caractéristiques morphologiques.

Ces derniers sont des eucaryotes appartenant au regne animal. Ce nceud de la
classification est vaste et regroupe beaucoup d’organismes vivants.

L’embranchement est celui des arthropodes, indiquant un exosquelette composé d'un
corps et de pattes segmentées ainsi que la présence au minimum d’une paire d’yeux
latéraux. Le développement jusqu’a la forme adulte passe par différents stades larvaires.
Leur locomotion est remarquable par des mouvements coordonnés (3).

Le sous-embranchement des hexapodes identifie ceux possédant trois paires de
pattes. Une seule paire d’antennes est présente dans cette catégorie (3).

La classe des insectes regroupe plusieurs millions d’especes. Les attributs distincts de
cette classe sont la téte, le thorax et '|abdomen. Les paires de pattes au nombre de trois
s’'inserent au niveau de la face ventrale du thorax (3).

La sous-classe des ptérygotes rassemble les insectes normalement ailés. Pourtant, le
pou est aptere. La perte de cet appendice est certainement le résultat d'une adaptation au
cours de I'évolution, en raison d’une localisation exclusivement dans les cheveux.

L’ordre des phthiraptéres réunit les différentes espéces de poux (4). Quatre sous-
ordres sont distingués, dissociés par deux grandes caractéristiques :

- Les poux broyeurs: les amblyceres, les ischnocéres et les rhyncophthirines

anciennement regroupés sous le terme de mallophages (5).

- Les poux suceurs : les anoploures.

Le sous-ordre des anoploures englobe plusieurs familles dont deux en particulier :

- Lafamille des pédiculidés avec les deux variétés étudiées : Pediculus humanus var.
capitis (Linné, 1758) et Pediculus humanus var. humanus (De Geer, 1767).

- Lafamille des phthiridés avec le Phtirus pubis (Linné, 1758) communément appelé
pou de pubis ou morpion. Parasite strict de 'Homme également, il ne sera pas

mentionné davantage, car il ne fait pas I'objet de notre étude.
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Les poux adultes ont une taille de quelques millimetres (6). Les femelles sont
généralement plus grandes que les males (Figure 2, A et B). Le pou de corps est
sensiblement plus grand, les deux sexes confondus (Figure 2, C et D). Ces pédiculidés sont
aplatis dorso-ventralement a jeun (7). Le corps du pou s’élargit de plus en plus jusqu’a la
moitié de son abdomen puis rétrécit de nouveau. Sa téte est plus étroite que son thorax.
Entre le thorax et 'abdomen du Pediculus humanus var. capitis, un léger rétrécissement
est présent (apparenté a une taille cintrée), contrairement au Pediculus humanus var.
humanus (8). L’abdomen des males se termine en pointe alors que celui des femelles

forme un creux (Figure 2).

Figure 2 : Photos de poux (© BioMAP). (A) Pou de téte male. (B) Pou de téte femelle. (C)
Pou de corps male. (D) Pou de corps femelle. La barre représente 1 mm.

Malgré les croyances communes, un pou ne peut pas sauter pour se déplacer. Cette
incapacité s’explique par linsertion horizontale des pattes au niveau du thorax.
L’extrémité des pattes forme un crochet qui lui permet de s’accrocher aux cheveux et poils

(9). Sa vitesse de déplacement peut atteindre 23 cm/min (10).
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La couleur que prennent ces insectes est influencée par leur environnement proche,
autrement dit par la couleur de la peau, des cheveux et des poils de leur hote (11). Une
fois gorgés de sang apres leur repas, les poux prennent une couleur brun foncé 1égerement

rougeatre.

B. BIOLOGIE

1. MODE DE VIE / PLACE DANS L’ENVIRONNEMENT

Différentes interactions biologiques se distinguent dans I’environnement, dont la
symbiose. Celle-ci représente une association bénéfique, voire indispensable pour chacun
des organismes impliqués (12). A I'opposé, se trouve le parasitisme. Le parasite est un
organisme vivant aux dépens d’un tiers d’'une autre espece, appelé hote (13). Ce dernier
ne retire aucun bénéfice de cette relation. Pour étre précis, les poux sont des ectoparasites
de 'Homme, et plus généralement, des mammiferes et des oiseaux. Un ectoparasite est un

parasite vivant sur la peau de son hote (14).

La pathologie associée au parasitisme des poux prend le nom de pédiculose, que ce
soit pour le pou de téte ou le pou de corps (15). En revanche, leur mode de parasitisme
difféere puisque I'un est permanent alors que I'autre est temporaire :

- Le poude téte a un tropisme préférentiel pour la téte et y sera présent de maniere

permanente.

- Le pou de corps a un tropisme préférentiel pour le corps, mais y sera présent de

maniére interrompue; son existence, dont sa reproduction, se réalise sur les
vétements de ’'Homme. Sa migration sur le corps est motivée par la prise d'un

repas sanguin (16).
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2. CYCLEDEVIE

Le développement chez les hexapodes consiste en une succession de mues qualifiées

de métamorphoses selon trois types d’évolution (3).

CLASSIFICATION | METAMORPHOSES | STADES JUVENILES STADE ADULTE
AMETABOLES Y @ changement de forme

Incompléte NYMPHES (LARVES) IMAGO
HEMIMETABOLES = . Ressemblance tres forte entre les deux stades

Imparfaite # de tailles

Compléte LARVES PUPE IMAGO
HOLOMETABOLES =

Parfaite # morphologiques, comportementales, d’habitat

Tableau I : Types de métamorphoses existant chez les hexapodes.

Les insectes amétaboles ne subissent aucune transformation. Aucune différenciation
ne se fait entre les stades juvéniles et le stade adulte (Tableau I).

Pour les insectes holométaboles, la métamorphose est appelée complete ou encore
parfaite. Une distinction des stades juvéniles et adultes est tres caractéristique : les larves
et I'imago (stade completement développé = adulte) ne se ressemblent pas. Un stade
intermédiaire, la pupe, est méme identifié juste avant le passage a la forme adulte (17). La
différence réside également dans le changement de comportement, de territoire et
d’habitat (Tableau I).

Pour les poux, la succession de mues est incompléte ou imparfaite. C’est pourquoi, ce
sont des insectes hémimétaboles. A la sortie de I'ceuf, la nymphe (ou larve) ressemble trés

fortement a I'imago. La différence notable entre les deux est la taille croissante (Tableau

)
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Le cycle de vie de Pediculus humanus est le méme pour les deux variétés. Trois stades

distincts composent ses étapes de vie (Figure 3).

............

mago ... .
2 jours |
‘Durée d'un cyc]c"',
45 a4 55 jours | dealic
MUES Nymphe 2 ’ Lentes
SUCCESIVES ™\  Treeeee- A :
17210 jours !
Nymphe 1
ECLOSION

Figure 3 : Cycle de vie de Pediculus humanus.

La femelle adulte pond ses ceufs appelés lentes. Celles-ci vont éclore aprés 7 a 10 jours
en moyenne. L’éclosion laisse apparaitre une premiére nymphe. Un total de trois mues

s’enchaine avec un intervalle de 3 a 5 jours entre chaque mue pour donner I'imago.

Les différentes nymphes sont immatures sexuellement et le pou devient mature
environ 10 heures apres avoir atteint le stade adulte. Apres I'accouplement, la ponte
(appelée oviposition chez les insectes) des ceufs se fait dans les 36 a 48 heures, soit
approximativement 2 jours (18). Lors de la ponte, une dizaine de lentes est dénombrée
par jour. Cette fréquence diminue avec ’age. Au total, la femelle peut pondre jusqu’a 300

lentes dans sa vie (19).
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Une lente, souvent comparée a des pellicules, mesure 0,8 mm (6) et a une couleur
blanchéatre luisante ou encore nacrée (Figure 4). Cet ceuf est fixement attaché a son
support, le cheveu ou un textile, a 'aide d’'une substance hautement collante produite par
la femelle : le cément (7). Lorsque la nymphe sort de la lente, 1a coque vide, communément
appelée lente morte, reste collée plusieurs mois en raison du cément et apparait d’'un
blanc cristallin (20). La distance entre la lente et le cuir chevelu permet de différencier
une lente morte, d'une lente vivante. Au-dela de 7 mm, ce sont majoritairement des lentes

mortes (6).
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Figure 4 : Photos montrant une larve de pou sortant de son ceuf (© BioMAP). La barre
représente 0,2 mm.

Les lentes se trouvent au niveau de la racine du cheveu a 1 ou 2 mm du cuir chevelu
pour les poux de téte (6). Alors que les lentes des poux de corps se situent au niveau des

coutures des textiles (16).

Un pou adulte vit en moyenne pendant 30 a 40 jours. Toutefois, lorsque I'adulte se
trouve séparé de son environnement et de sa source unique de nourriture, il meurt dans

les deux a trois jours (6).

Pour se développer, les poux ont besoin de conditions environnementales qui leur
sont propres. Une humidité entre 70 et 90 % est nécessaire a leur survie, tandis qu’en
dessous de 40 %, les poux ne survivent pas. La température optimale se situe entre 29 et
32 °C pour le pou de corps et entre 33 et 36 °C pour le pou de téte (observations de B.
TOUBATE). Le pou est tres résistant et meurt seulement a une température supérieure a

50 °C (19) et plutot proche de 60 °C.
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Le cycle de vie des poux est influencé par les variations de températures, d’humidité
et notamment des durées écoulées entre chaque stade de développement. A noter que le

pou de corps est plus enclin a supporter ces variations.

C. ALIMENTATION

Les poux sont des insectes hématophages, c’est-a-dire se nourrissant du sang de leur
hote, soit celui des humains pour les deux variétés (21). Le sang humain est leur unique

source d’apports nutritifs (22).

Les poux rassemblés sous le lignage des anoploures (Figure 1) ont des piéces buccales
spécifiques du type piqueur-suceur avec une trompe rétractile (23). Pour faciliter sa prise
de repas, le pou suce le sang et simultanément injecte sa salive ayant des propriétés

vasodilatatrices et anticoagulantes (18).

La durée d’un repas sanguin est variable, mais dure en moyenne 30 a 40 minutes. La
prise de repas se répéete toutes les 3 a 6 heures pour les poux de téte qui supportent tres
mal le manque de nourriture en raison des faibles quantités qu’ils prélevent a chaque
repas (22). Les poux de corps peuvent se nourrir moins fréquemment car ils prennent des

repas plus conséquents.

22



IIl. SANTE PUBLIQUE

Les deux variétés étudiées peuvent donner deux types de pédiculoses : la pédiculose

du cuir chevelu et la pédiculose corporelle.

A. PEDICULOSE DU CUIR CHEVELU

1. EPIDEMIOLOGIE

Pediculus humanus var. capitis est responsable de la pédiculose du cuir chevelu ; elle
estla plus connue du grand public. Selon la société francaise de dermatologie, environ 300
millions d’individus seraient concernés dans le monde par cette pédiculose (24).
L’infestation par des poux de téte est un probleme de santé publique mondiale qui ne fait
pas de distinction entre les différents milieux socio-économiques (25). Aucune relation
de causalité n’a été démontrée entre la présence de poux de téte et un manque d’hygiene

(24).

Ce parasitisme est tres répandu chez les jeunes enfants entre 5 et 11 ans (26).
Toutefois, la pédiculose du cuir chevelu n’est pas réservée a cette tranche d’age et peut
étre retrouvée dans l'ensemble de la population. La forte prévalence présente chez les
enfants est expliquée par leur grande promiscuité, notamment dans le cadre scolaire. La
prévalence des pédiculoses du cuir chevelu n’a pas de caractere saisonnier. Certaines
périodes clés comme les rentrées scolaires sont cependant plus a méme d’engendrer une

hausse de celle-ci (27).

Comme mentionné précédemment, les poux ne peuvent ni voler, ni sauter. De ce fait,
leur transmission se réalise, pour la plus grande majorité, par contact direct de téte a téte
(28). Toutefois, une transmission par contact indirect via des objets infestés par le
parasite (brosse a cheveux, bonnet, etc.) peut également se faire (10). A noter que les deux
premiers stades nymphaux ne peuvent pas se déplacer aussi vite qu’'un pou adulte et qu'’ils
s’éloignent peu du cuir chevelu (source de nourriture). Par conséquent, ils sont tres

rarement responsables d'une infestation (6).
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Les animaux présents au contact des humains ne sont pas porteurs de Pediculus

humanus var. capitis (28).

Cette parasitose est trés contagieuse, mais elle est bénigne. Pediculus humanus var.

capitis n’est pas un vecteur de pathogenes a ce jour (29).

2. DIAGNOSTIC & SYMPTOMES

Le diagnostic de la pédiculose du cuir chevelu se fait par la visualisation de poux
adultes, de nymphes ou bien encore de lentes vivantes. Autrement dit, les poux et les
nymphes doivent étre mobiles et les lentes doivent étre fixées fermement sur le cheveu
trés proche du scalp (26).

Une infestation active par Pediculus humanus var. capitis n’est pas reflétée par la
présence seule de lentes, d’autant plus si celles-ci sont situées loin du cuir chevelu. Par

contre, cela démontre de maniéere certaine une infestation passée ou en cours (28).

Un diagnostic différentiel doit étre fait : une confusion entre une pédiculose avérée et
la présence de pellicules est fréquente. Il faut éliminer également la possibilité que ce soit
du sable, notamment chez les jeunes enfants, ou bien des résidus de produits cosmétiques
pour cheveux (26).

Ce diagnostic n’est pas simple, car la visualisation du pou n’est pas facile ; il se déplace
rapidement et a tendance a fuir la lumiére (6). La recherche doit étre effectuée au niveau
des zones chaudes du crane ; c’est-a-dire derriére les oreilles et au niveau de la nuque
(18). L'utilisation d’'un peigne spécifique a dents serrées permettant de piéger les poux

est vivement recommandée pour aider dans la démarche (26).

La validation du diagnostic est confortée par la symptomatologie : un prurit plus ou
moins intense qui peut parfois engendrer des surinfections avec présence de ganglions
enflés (24). Cette sensation de démangeaison est due a une réaction aux antigenes

salivaires ou fécaux des poux (26).
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3. TRAITEMENTS

La pédiculose du cuir chevelu ne connait pas d’évolution favorable avec une guérison
spontanée, un traitement est donc nécessaire (29). Le remede de la pédiculose du cuir
chevelu consiste en I'éradication des poux et des lentes vivants (30). Cette opération n’est

pas simple puisque les poux résistent a I'eau et au shampoing d’usage classique (31).

La technique la plus ancienne consiste a les enlever un a un avec les doigts (épouillage)
ou bien a I'aide d’un peigne adapté (19). C’est une technique fastidieuse dont |'efficacité
n’est pas optimale lorsqu’elle est utilisée seule. Elle est vivement conseillée en association

avec un traitement (30).

Les premiers traitements étaient composés d’insecticides ayant pour cible le systéme
nerveux des poux (32). Des molécules telles que le dichlorodiphényltrichloroéthane
(DDT), le lindane, le malathion et la perméthrine ont montré une efficacité certaine (19).
Cependant, des résistances a ces produits ont émergé chez le pou et des toxicités pour
I'Homme et I'environnement ont été démontrées (31,32).

Actuellement, les traitements a base de produits huileux, comme le diméticone,
'oxyphthrine, I'huile de paraffine, etc., avec une action asphyxiante sont privilégiés (33).
Ces substances agissent en bouchant les orifices respiratoires des poux et des lentes (34).

Enfin, des produits a base d’huiles essentielles et végétales peuvent étre également
trouvés sur le marché. Ils ont des propriétés anti-infectieuses, cicatrisantes et apaisantes.
Ces thérapies dites naturelles ne contiennent pas d’'insecticides (35).

Pour assurer une efficacité maximale des traitements, et afin de rompre le cycle de vie
du pou, deux a trois applications a une semaine d’intervalle sont nécessaires quelle que

soit la forme galénique utilisée (34).
Les «remedes de grands-meéres» comme l'utilisation d’'une coloration pour les

cheveux, de la laque, du vinaigre blanc, du miel ou bien encore de la mayonnaise ne

fonctionnent pas (36).
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Une thérapeutique par voie orale a base d’ivermectine a été testée pour lutter contre
la pédiculose du cuir chevelu. Une dose de 200 pg/Kg, répétée 10 jours apres, serait
efficace contre les poux de téte (37) ou bien une dose de 400 pg/Kg répétée 7 jours apres
(38). Un second traitement par voie orale est également retrouvé dans la littérature, avec
la molécule cotrimoxazole (39,40).

Toutefois, ces deux molécules n’ont pas d’autorisation de mise sur le marché (AMM)
pour cette indication en France. Le recours a ces thérapeutiques est uniquement justifié

lors d’infestation sévere ou les traitements topiques n’ont pas été efficaces (28).

Afin d’éviter les ré-infestations, des mesures simples concernant le milieu de vie
(nettoyage de la literie, des objets capillaires, etc.) doivent étre systématiquement
appliquées en complément des traitements topiques utilisés directement sur le cuir
chevelu (34).

Dans le cas d’une infestation massive, des produits pour traiter I'environnement sont

parfois nécessaires.

B. PEDICULOSE DU CORPS

1. EPIDEMIOLOGIE

A Tl'inverse de la pédiculose du cuir chevelu, la pédiculose du corps est moins connue
du grand public, car plus rare (24).

Cette pédiculose est associée a une hygiéne de vie précaire, non-saine ou bien négligée.
Les personnes concernées par ce parasitisme sont les sans-abris, les personnes ayant des
difficultés a accéder a une structure pouvant assurer une hygiéne quotidienne pour eux-

mémes et leurs affaires personnelles (30).
La transmission des poux de corps se fait par contact direct avec des personnes

infestées (41). Historiquement, la guerre des tranchées a été un haut lieu de transmission

de cette pédiculose (16).
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Pour rappel, les poux de corps sont plus résistants que les poux de téte face aux
conditions climatiques défavorables. IIs peuvent également survivre loin de leur héte plus
longtemps. De ce fait, la transmission indirecte peut également se faire par contact

prolongée avec des tissus infestés (16).

Par contraste avec les poux de téte, les poux de corps peuvent étre vecteur de bactéries
pathogeénes (30) :

- Bartonella quintana, responsable de la fievre des tranchées!

- Borrelia recurrentis, responsable de la fievre récurrente a poux?

- Rickettsia prowazekii, responsable du typhus exanthématique?3.

2. DIAGNOSTIC & SYMPTOMES

Le diagnostic se fait par la visualisation de lentes au niveau de la face interne des
vétements, trés souvent dans les coutures, a des endroits associés a des zones chaudes du

corps (43).

De méme que pour la pédiculose du cuir chevelu, le prurit est le symptome
prédominant. Des 1ésions peuvent également étre retrouvées avec de I'eczéma ou des
papules similaires a de l'urticaire (30). Lors d’infestations chroniques et généralisées, la
peau peut étre plus épaisse et hyper-pigmentée (43). Des surinfections peuvent aussi

apparaitre a cause des lésions de grattage (44).

3. TRAITEMENTS

Actuellement, le traitement d'une pédiculose du corps consiste en des regles
hygiéniques. Les vétements et la literie doivent étre lavés a au moins 60 °C (32). Le pou
de corps ne vivant pas sur 'Homme, un traitement médicamenteux est normalement non

nécessaire (45).

1 Fievre élevée, céphalées, vertiges, douleurs caractéristiques au niveau des tibias. (42)
2 Fievre élevée d’apparition brutale, douleurs et fatigue avec des récurrences moins séveres. (42)
3 Potentiellement mortelle avec fievre, éruptions cutanées et de multiples symptomes. (42)

27



IV. ELEVAGE DE POUX EN LABORATOIRE

Pour rappel, le parasitisme réalisé par les poux est cosmopolite. De plus, leur
adaptation et résistance émergentes face aux thérapies actuelles obligent a
perpétuellement rechercher de nouveaux traitements agissant a la fois sur I'imago et la
lente.

Les poux de téte survivant peu de temps hors de la téte de leur hote, il est plus facile
de tester l'efficacité de ces produits sur des poux d’élevage. Pour nos deux variétés
étudiées, 'Homme est le seul hote possible. Malheureusement, un élevage de poux de téte,
in vitro, n’a pas jusqu’alors été couronné de succes. Toutefois, en 1945, un chercheur
américain nommé G. H. CULPEPPER a réussi a maintenir en vie, sur plusieurs générations,

des poux de corps se nourrissant sur un lapin (46).

A ce jour, 4 laboratoires ayant un élevage de poux sont recensés dans le monde, dont
un seul en France :

- Buenos Aires, Argentine : Université Nationale du Général San Martin ;

- Berlin, Allemagne : Agence Fédérale de I'Environnement (Umweltbundesamt) ;

- Jérusalem, Israél : Unité de Parasitologie de I'Université Hébraique ;

- Tours, France: UMR Universit¢é de Tours-INRAE 1282 ISP / Equipe

BioMédicaments Anti-Parasitaires (BioMAP).

Les résultats découverts sur les poux de corps peuvent s’appliquer sur les poux de
téte. En effet, si un produit peut éliminer les poux de corps, connus pour étre les moins
fragiles des deux en termes de survie, alors son efficacité peut étre transposée sur les poux
de téte, sauf s’ils ont développé une résistance a la suite d’'un contact répété avec une
molécule donnée. Les deux variétés ayant le méme génome, il y a une grande probabilité

que les cibles soient identiques.
Des tests sont également réalisés par I'’équipe BioMAP sur des poux de téte, a partir de

spécimens récoltés sur les enfants infestés grace a des partenariats avec des écoles (47).

Seulement, les poux de téte mis a disposition ne survivront pas plus de 48 heures.
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Dans le laboratoire de l'université de Tours, les poux sont contenus dans des pots en
verre avec des morceaux de tissus de couleur bleu afin qu’ils puissent se mouvoir et
également pondre leurs ceufs.

Les stades des poux sont différenciés et classés séparément. Autrement dit, toutes les
larves 1 sont ensemble, de méme pour les larves 2 et 3 et enfin les adultes. Pour ce faire,
les ceufs sont retirés régulierement du pot des adultes et mis dans un autre contenant.

Ainsi, les lentes pondues sur un intervalle de 2 a 3 jours, évolueront toutes ensembles.

A la différence de leur écosystéme naturel, les poux d’élevage sont nourris une seule
fois par jour, 4 jours sur 7, directement sur le lapin. Entretemps, placés dans leurs pots,
les poux sont mis dans une étuve a 30 - 31 °C a 50 - 70 % d’humidité relative. Afin de ne
pas les faire mourir de faim, lorsqu’un repas sanguin n’est pas prévu le lendemain, les
poux sont placés dans une seconde étuve a 24 °C, avec le méme taux d’humidité. Ainsi,
'activité du pou est réduite et par conséquent moins d’énergie est consommée. Cette

technique permet de les faire patienter jusqu’au prochain repas.

Le protocole utilisé pour le nourrissage des poux se fait actuellement de la maniere
suivante pour chaque stade parasitaire :

1. Maintien du lapin en position de décubitus dorsal, dans un demi-cylindre, attaché
par les pattes avec du tissu ;
Exposition de la peau du lapin apres tonte des poils;
Dépot des poux (de méme stade) sur le lapin (Figure 5) ;
Aspiration du sang par les poux ;

Retrait des poux du ventre du lapin ;

o 1ok W

Dépot des poux dans des pots propres avec de nouveaux morceaux de tissus.

Au total, jusqu’a deux heures sont nécessaires pour réaliser cette tache en fonction du

nombre de poux dans I'élevage.
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Figure 5 : Nourrissage de poux de corps sur lapin (© CAO).

Cette méthode est contraignante, longue et peux poser des questions éthiques. C’est
pourquoi une méthode permettant de nourrir cet élevage de poux avec du sang de lapin,
mais sans la présence d'un lapin a été recherchée.

Pour répondre a cette problématique aux multiples aspects, trouver un dispositif ne
nécessitant pas la présence de 'Homme en continu et permettant un nourrissage quasi-
permanent (a la volonté et au besoin des poux) serait un gain de temps considérable.

La mise en place d'un tel systéeme serait bénéfique pour le maintien d’un potentiel
élevage de poux de téte. En effet, une fois le procédé effectif, il pourrait suffire de

remplacer le sang de lapin par du sang humain.
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V. EXPERIENCES

Le chercheur G.H. CULPEPPER a permis une grande avancée dans la recherche des
insecticides contre les poux grace a son application permettant de maintenir en vie un
élevage a 'aide d’un lapin vivant. Toutefois, ce systeme, bien qu’efficace, a montré ses
propres limites (besoin de personnel compétent, inconfort probable de 'animal sur un
temps long).

Afin de trouver un systéme plus fonctionnel, différents essais de nourrissage des poux

ont été réalisés in vitro.

A. PREPARATION

Pour ces manipulations, les poux de corps adultes provenant de I'élevage du
laboratoire de Tours ont été utilisés. Le sang de lapin provient du laboratoire Charles
River Laboratories (Saint-Germain-Nuelles). Il est prélevé dans des tubes contenant un
anticoagulant, 'EDTA®* En raison d’un coiit de transport élevé, un volume de 10 a 15 mL
de sang est commandé et distribué dans des tubes Eppendorf de 1,5 mL en conditions

stériles des sa réception pour étre utilisés sur plusieurs jours.

Dans le but de se rapprocher au plus pres des conditions physiologiques de
nourrissage des poux de corps, ’élimination de 'anticoagulant était souhaitée.

Pour ce faire, le sang de lapin est lavé a I'aide d'un tampon PBS?, selon le protocole
suivant:

1. Prendre un tube Eppendorf contenant 700 pL de sang ;
Ajouter 700 pL de PBS;
Mélanger par retournement a la main ;
Centrifuger 1 mina 4 000 g;

Retirer le surnageant ;

o 1ok W N

Renouveler les étapes 2 a 5.

4 EthyleneDiamineTétraAcétique
5 Phosphate Buffer Saline
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B. ESSAIS DE NOURRISSAGE

Plusieurs séries d’essais ont été réalisées. Lors de ce travail, beaucoup de questions se
sont posées, des avancées et des retours en arriere ont été effectués. Afin de permettre
une compréhension plus simple, le choix de les regrouper par catégorie a été fait.

Deux types d’expériences se distinguent : celles avec une mise en contact direct des

poux avec le sang et celles ou le sang est séparé des poux par une barriere physique.
Tous les tests suivants sont systématiquement faits sur le bloc chauffant a 36 °C;

température assez proche de celle de la surface du corps du lapin mais pas trop élevée

pour éviter que le sang séche completement.

1. TESTS EN CONTACT DIRECT AVEC DU SANG

a. TEST AVEC DES GOUTTES DE SANG

Le premier test est simple. Il consiste a mettre en contact les poux directement avec le
sang. Pour cela, le sang est disposé en gouttelettes a l'intérieur d’'une boite de Pétri
ouverte. Une fois placés dans I'’enceinte de la boite, les poux peuvent se déplacer sans
restriction. Avec la chaleur fournie par le bloc chauffant, la surface de la goutte de sang

seche ; créant une fine pellicule a travers laquelle les poux peuvent piquer (Figure 6).

Figure 6 : Essai de nourrissage de poux dans une boite de Pétri avec du sang en
gouttelettes. La formation d’une pellicule est visible sur la photo de droite (© CAO).
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Avec cette technique, la pellicule formée en surface des gouttes de sang n’est pas
suffisamment solide et le sang s’écoule lorsque les poux piquent. IIs finissent par s’engluer

dans le sang.

b. TESTS SUR UNE GELOSE

Pour le test suivant (Tableau II), un support est ajouté pour éviter que le sang
s’écoule : de la gélose. De plus, les poux et le sang ne sont plus en contact aussi rapprochés

avec la source de chaleur et le sang se fige moins vite.

TEST GELOSE N°1 N°2
CONTENANT Boite de Pétri Boite de Pétri
SUPPORT DU SANG Gélose LB agar Gélose agar
DEPOT DU SANG Al'intérieur d’un sillon Etalé sur la gélose

PHOTO DE L’ESSAI
DE NOURRISSAGE

Tableau II : Tests sur gélose (© CAO).

Pour le test n°1, une gélose LB agar (35 g/L H20, Sigma) contenue dans une boite
de Pétri est employée. Un sillon moyennement profond est tracé dans la gélose. Le sang
est inséré a l'aide d’'une micropipette a l'intérieur du sillon et les poux sont ensuite
déposés sur la gélose. Avec cette disposition, les poux ne semblent pas se placer de facon
a se nourrir dans le sillon, mais plutdt sur des gouttes étalées ayant débordé du sillon. Afin
de prendre en compte cette constatation, le sang est étalé sur une gélose d’agar seul (20
g/L H20, Fluka) en raison de son cofit plus faible (test n°2).

Toutefois, le sang seéche encore trop rapidement et les poux ne parviennent pas a

Se nourrir.
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c. TESTS AVEC SUPPORTS

Afin que le sang seche moins vite, différentes matieres en sont imprégnées: de la
mousse polyuréthane (MATinter®), du coton hydrophile (Stérilux®), une compresse non
tissée a usage médical (Nessicare) ou un morceau d’éponge de ménage rincée a '’eau au

préalable. Enfin, les poux sont placés dans la boite (exemple du coton en Figure 7).

Figure 7 : Essai de nourrissage de poux sur du coton hydrophile imbibé de sang, disposé
dans une boite de Pétri (© CAO).

L’utilisation de la boite de Pétri permet une manipulation aisée. Cependant, le fait que
les différents supports soient juste placés sur le méme plan que les poux, donne une

configuration tres éloignée des conditions physiologiques.

Quel que soit le support utilisé lors des expériences en boite de Pétri, les poux peuvent
déambuler sur toute la surface et essaient de fuir au lieu de se nourrir. Dans les tests
suivants, d’autres contenants sont choisis pour essayer de restreindre le périmeétre des
poux.

Dans un premier temps, la boite de Pétri est remplacée par une plaque de 24 puits
pour culture cellulaire (Figure 8A). Dans un des puits de la plaque, un morceau de mousse
rincée a I'eau est déposé et du sang y est ajouté. Enfin, des poux sont disposés sur la
mousse (Figure 8B).

Les poux sont collés et entravés par le sang, car ils ont tendance a aller vers le fond du

puits ou le sang n’est pas dans la mousse.
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Figure 8 : (A) Plaque 24 puits (Thermo Fisher Scientific®) (© CAO). (B) Essai de
nourrissage de poux sur un morceau de mousse MATinter® dans un puits contenant du
sang (© CAO).

Dans un second temps, afin de permettre une manipulation plus simple, un bouchon
provenant d’un tube de 15 mL (Greiner) est utilisé. Un morceau de coton hydrophile est
placé al'intérieur du bouchon et le sang est déposé sur celui-ci afin d’en étre imbibé. Enfin,

les poux sont placés sur le morceau de coton (Figure 9).

Figure 9 : Essai de nourrissage de poux sur du coton hydrophile imbibé de sang dans un
bouchon (© CAO).

La méme problématique que le test précédent est retrouvée: plusieurs poux

s’enfoncent dans le bouchon ne permettant pas une visualisation et un suivi corrects.
La conclusion de cette premiere partie est que, méme lorsqu’il imbibe différents

matériaux, les poux ne peuvent pas se nourrir de sang libre. L’installation d’'une barriere

entre les poux et le sang semble nécessaire pour mimer la peau.
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2. TESTS EN CONTACT INDIRECT AVEC DU SANG : MISE EN PLACE D’UNE BARRIERE

Lors de cette partie, les tests décrits ont pour particularité de mettre en place une
barriere entre le sang et les poux. Autrement dit, afin de prendre leur repas sanguin, les
poux doivent percer a travers quelque chose pour accéder au sang, comme c’est le cas

lorsqu’ils piquent la peau.

Dans la méme idée que les premiers tests (c’est-a-dire ou le sang est libre et non
imbibé sur un support), le test suivant est réalisé de maniere tres simple.

Dans une boite de Pétri, du sang est déposé et est recouvert par un morceau de
gélatine a base de porc bio de la marque SOBO Naturkost (Figure 10).

Cette barriere n’est pas adaptée puisqu’une fois les poux déposés sur la gélatine, ils

sont collés et leur déplacement n’est plus possible.

Figure 10 : Essai de nourrissage de poux avec du sang recouvert de gélatine (© CAO).
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La mousse MATinter® est a nouveau testée dans un puits, recouverte d'un morceau

de Parafilm™ M (Bemis™). Les poux sont placés sur ce dernier (Figure 11).

Figure 11 : Essai de nourrissage de poux sur de la mousse imbibée de sang, placée dans
un puits d'une plaque de culture cellulaire avec du parafilm comme barriéere (© CAO).

Le parafilm est placé a I'intérieur du puits pour étre en contact avec I'éponge et il n’y
a donc aucun scellement du puits. Pour cette raison, les poux ont réussi a passer sous cet
obstacle par les cOtés. La problématique n’est donc pas résolue avec cette méthode. Pour

cela, il est nécessaire de completement sceller I'acces au sang.

En lien avec ce qui a déja été fait dans la premiere partie des expériences, les
techniques utilisées sont reprises, mais cette fois-ci avec une barriére en plus (Tableau

11).

TEST N°1 N°2 N°3 N°4 N°5
Bouchon Bouchon Bouchon Bouchon Bouchon
CONTENANT
tube 15 mL | tube15mL | tube15mL | tube 15mL | tube 15 mL
SUPPORT DU Mousse Epongede | Eponge de Coton Coton
SANG MATinter® ménage ménage hydrophile | hydrophile
BARRIERE Parafilm™ M | Parafilm™ M | Cellophane | Parafilm™ M | Cellophane

Tableau III : Tests avec différents supports imbibés de sang et recouverts de Parafilm™
M ou de cellophane.

Pour le test n°1, la mousse est placée a l'intérieur du bouchon et le parafilm est étiré

et placé de maniere a recouvrir le bouchon. Les poux sont ensuite déposés sur le parafilm.
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Pour le test n°2, un morceau d’éponge est utilisé. Le sang est ajouté et absorbé par le
support puis le parafilm est appliqué de maniére a recouvrir entierement le bouchon.
Pour le test n°3, les mémes conditions sont gardées, mais le matériel mimant la

barriere est changé pour de la cellophane (Figure 12).

Figure 12 : Nourrissage de poux sur éponge imbibée de sang, contenu dans un bouchon et
de la cellophane étirée en guise de barriere (© CAO).

Pour les tests n°4 et 5, le coton hydrophile est utilisé pour absorber le sang. Les
manipulations sont identiques aux tests précédents, c’est-a-dire avec du parafilm ou de la

cellophane.

Malheureusement, aucun de ces montages n'a permis aux poux de se nourrir
correctement. Lorsque de petits trous sont percés dans le parafilm ou la cellophane,

aucune amélioration dans la prise du repas n’est observée.

Dans une derniére série de tests sur le méme modéle, un bouchon d’une hauteur
plus petite est utilisé et la barriere employée est du boyau de porc fourni par une
charcuterie artisanale (Tableau IV). Ce boyau est un produit naturel qui peut étre
assimiler a une peau. La différence entre les tests n°l et n°2 est respectivement la

présence d’un support ou non pour le sang. Le support utilisé étant une compresse.
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TEST BOYAU DE PORC N°1 N°2

CONTENANT Bouchon Bouchon

SUPPORT DU SANG Compresse -
Boyau Boyau

BARRIERE

PHOTO DE L’ESSAI DE

NOURRISSAGE

Tableau IV : Test avec du boyau de porc comme barriére (© CAO).

La difficulté lors de cette manipulation est qu’il faut réussir a étirer le boyau de
maniere suffisante pour qu’il ne soit pas trop épais. La mobilité des poux n’est pas
entravée, mais réduite sur le boyau. Le nourrissage de poux n’est pas optimal avec cette

barriere et la bonne conservation du boyau peut étre mise en question.

Afin d’améliorer la technique avec la barriere, la plaque de culture cellulaire est a
nouveau utilisée avec trois barrieres différentes (Tableau V) :

- Du parafilm étiré et scellant completement les puits ;

- Une membrane Strat-M® (Transdermal Diffusion test Model, 25 mm, Merck
Millipore Ltd) ;

- Le dispositif d’épiderme humain Episkin™ Large Model (1,07 cm?, Episkin)
constitué d’'une matrice de collagene de type I représentant le derme, recouverte
d’un film de collagene de type IV, recouvert d'un épiderme stratifié dérivé de

kératinocytes.
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Le sang se trouve directement dans le puits et aucun support imbibant n’a été utilisé.
Pour le parafilm étiré et la membrane, le sang affleure la surface du puits de facon a étre
en contact avec la barriére et faciliter la prise de repas par les poux. Pour prévenir la chute
des poux dans les puits attenants, ils sont recouverts d’adhésif. Afin de garder les poux
concentrés dans la zone avec le sang, un ramequin a été placé a 'envers pour limiter leur

périmetre de déplacement.

TEST
i N°1 N°2 N°3
BARRIERE
' i 1 Pui 1
CONTENANT Puits pour .culture Puits pour .cu ture uits pour f:u ture
cellulaire cellulaire cellulaire
Episkin™ Large
Strat-M® Membrane model
BARRIERE Parafilm™ M étiré
E‘;
PHOTO DE 5
L’ESSAI DE =
NOURRISSAGE |
A

Tableau V : Tests avec différentes barrieres sur le sang contenu dans une plaque de
culture cellulaire (© CAO).

Avec la méthode du test n°1, il y a un risque que le parafilm se perce et laisse le sang
remonter a la surface ; cette éventualité s’est avérée exacte.

Pour le test n°2, la membrane synthétique utilisée pour reproduire les différentes
couches de la peau semble trop épaisse. Une remontée de sang a la surface de la
membrane par capillarité était attendue, mais elle n’a pas eu lieu.

Pour le test n°3, le dispositif Episkin™ reproduisant un épiderme humain a été
introduit dans le puits. La quantité de sang est suffisante pour permettre le contact avec

la membrane sans I'immerger totalement. Les poux sont placés a l'intérieur de I’Episkin™.
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L’avantage de cette méthode contrairement aux deux premieres est qu'une moindre
quantité de sang est utilisée. Il n’y a également aucun risque pour que le sang entre en

contact avec les poux.

3. SUIVI DES POUX

Le suivi des poux lors des expériences s’est réalisé de maniere quantitative. En effet,
le nombre de poux nourris ou non nourris a été dénombrés ainsi que le nombre de poux
morts d’'un jour a l'autre (Figure 13). Toutefois, les poux n’ayant pas été marqués de
maniere individuelle, il est impossible de savoir si un méme pou a pris un repas a chaque
fois, mais est mort par la suite ou bien s’il n’a pris aucun repas, mais a réussi a survivre le

temps de I'expérience.

Taux de survie en % en fonction des jours
120
100

80
60
40
20

J1 J2 J3 J4 J5

==@— Sang libre + boyau
Sang imbibé sur compresse + boyau
=—@=Sang libre + parafilm
Sang imbibé sur compresse + parafilm
==@=Sang libre + dispositif d'épiderme humain EpiskinTM

==@="T¢émoin in vivo

Figure 13 : Graphique du taux de survie des poux en fonction des jours. Réalisés lors des
expériences avec du sang libre ou bien imbibé sur une compresse avec la présence de
boyau, de parafilm ou du dispositif Episkin™ comme barriere.

Lors des expériences, 33 poux adultes sont sélectionnés pour chaque test. Le témoin
est constitué de poux nourris in vivo sur le lapin. Pour rappel, un pou adulte a une durée
de vie moyenne de 30 a 40 jours. Ce graphique permet de se rendre compte de la rapide

mortalité des poux nourris in vitro.
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Le lavage du sang au PBS pourrait étre une des raisons pour laquelle les poux ne le
digérent pas correctement. Cependant, des essais avec du sang non lavé (compresse
imbibée en boite de Pétri ou sang en puits recouverts de parafilm) n’ont pas conduit a un

meilleur résultat.
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VI. DISCUSSION

En 2003, un premier article de TAKANO-LEE et al. (48) décrit une méthode de
nourrissage in vitro avec un dispositif essayant de reproduire les conditions
physiologiques.

Partant du postulat que les poux de téte adultes ne pourraient pas se nourrir in vitro
a moins d’avoir été entrainés depuis le début de leur vie, seuls les poux au premier stade

ont été utilisés.

L’équipe américaine a mis en place un systéme composé de deux parties (Figure 14) :

- Une premiere partie contenant le sang humain. Ce dernier est contenu dans un
tube de centrifugation de 15 mL tronqué en son milieu et seule la partie avec le
bouchon est utilisé a I'envers. A I'intérieur, un barreau aimanté a été placé afin de
mettre en mouvement 1 mL de sang contenant des antibiotiques (pénicilline et
streptomycine).

- Une seconde partie contenant les poux de téte. Un embout de pipette de 5 mL a été
coupé en deux ; au niveau de la coupure, une membrane composée de silicone et
de parafilm a été placée et scellée. Dans ce compartiment, les poux sont placés avec

une touffe de cheveux.

Les deux réservoirs s’encastrent et sont maintenus avec un fil en métal. Ce dispositif
est entouré d'un tuyau dans lequel circule de I'eau tiede a 'aide d’'une pompe afin de

maintenir une température entre 36 et 39 °C. Le montage est changé toutes les 24 h.

c Feeding Arena

Io —=

' Parafilm-silicone
=

. / / Membrane
,’// Magnetic Stirrer
/ /

Feeding Reservoir Wrapped with
15 mi Centrifuge Tube  Silicone Tubing, Circulating 5 ml Pipet Tip
Warmed Water (Not Shown)

Figure 14 : Illustrations provenant de l'article de TAKANO-LEE et al. (48) (C) Systeme
d’élevage in vitro des poux de téte (D) Photographie de I'aire d’alimentation des poux de
téte.
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Un second article a été publié dans la continuité du premier (49), dans lequel les
chercheurs ont automatisé le montage par une combinaison de trois parties distinctes
(Figure 15) :

- Le systeme de relargage des fluides. Ce dernier est composé d'un petit
réfrigérateur (tempéré entre 2 et 4 °C) a l'intérieur duquel se trouve deux
réservoirs : I'un pour le sang humain et I'autre pour le PBS (permettant de diluer
le sang). Ces deux réservoirs sont connectés entre eux puis a la partie concernant
le nourrissage via un tube en silicone. Les flux sont contr6lés par deux valves
reliées a un minuteur.

- Le systeme d’alimentation. Celui-ci regoit le sang dans une boite grace au tube de
silicone. A I'intérieur, une plaque de plexiglas trouée est déposée. Les supports des
poux, a savoir des embouts de pipette de 5 mL coupés en deux avec un morceau de
membrane a base de silicone et de parafilm étiré placée sur la partie inférieure,
sont mis dans les trous et immergés dans le sang. Un agitateur a hélice est plongé
dans le sang afin qu'il soit toujours en mouvement. Le tout est placé sur une plaque
chauffante entre 30 et 31 °C. Le systéme d’alimentation a été scellé dans une boite
en plexiglas afin de maintenir la température constante ainsi qu’'une humidité
relative de 60 a 75 %.

- Le systéme de drainage. Une pompe péristaltique permet d’enlever le sang usagé
et le PBS a l'aide d’'un minuteur. Les liquides ainsi drainés sont récoltés dans un

récipient de 4 L.
Les différents composants formant le systéme d’alimentation sont changés tous les

sept jours. Cela implique une période d’'une heure environ ou les insectes ne sont plus en

contact avec du sang.
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Figure 15 : Dessin schématique du systeme automatisé d’alimentation in vitro des poux
de téte (49) : (A) systeme de libération des fluides, (B) systeme d’alimentation, (C)
systéeme de drainage.

Dans le premier article, les résultats indiquent que les poux males ou femelles vivent

plus longtemps lorsqu'’ils sont nourris in vivo (Figure 16).
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Figure 16 : Graphique exprimant la longévité des poux (en jours) en fonction de leur genre
(méale ou femelle) lors des expériences réalisées par TAKANO-LEE et al. (48).
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Dans le second article, le pourcentage de poux de téte et de poux de corps ayant réussi
a se nourrir apres 24 h dans 'automate atteint respectivement 87,7 £ 6,2 % et 91,9 + 3,8
% (49).

Le temps de développement des différents stades larvaires a également été observé
dans les deux articles. Les poux nourris in vivo se développement 10 a 20 % plus vite que

les poux nourris in vitro (48,49).

Il est admis qu’une fois les poux adaptés a étre nourris avec du sang de lapin, ils ne
peuvent plus se nourrir de sang humain de maniere répétée et suffisante pour survivre
(50). Cela est d’ailleurs une des raisons de la difficulté a maintenir des colonies de poux in
vitro. Le passage du sang humain au sang de lapin n’a pas été réalisé de maniere simple et
rapide.

Or, lors de 'utilisation de 'automate par TAKANO-LEE et al. (49), des poux de corps
ont été ajoutés a 'expérience en plus des poux de téte déja utilisés lors de leurs premiers
essais (48). Les poux de corps utilisés proviennent d’'une colonie nourrie sur un lapin
vivant. Dans I'article, aucune notion d’utilisation de sang de lapin n’est mentionnée, mais
uniquement du sang humain fourni par une banque de sang locale. Afin de permettre une
meilleure comparaison concernant la survie, l'utilisation de sang de lapin aurait été

préférable.

Depuis, plusieurs autres essais de nourrissage in vitro ont été menés avec plus ou

moins de succes.

En 2006, Yoon et al. proposent un montage amélioré de nourrissage in vitro du modele
manuel (51). Au lieu d’utiliser deux compartiments distincts pour le réservoir des poux
et de sang, seul un demi-tube de centrifugation de 50 mL avec son bouchon est utilisé. La
partie principale du tube est scellée avec le méme type de barriére composée de silicone
et de parafilm, du c6té ou le bouchon se visse. Dans le bouchon, un barreau aimanté est
placé avec le sang. Les deux parties sont assemblées a I'envers. Le tout est placé sur un

plateau avec de I'eau circulante, lui-méme posé sur un agitateur magnétique (Figure 17).
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Figure 17 : Schéma du montage du systéme de nourrissage in vitro (51).

Le tube de centrifugation ayant une contenance plus grande que celui utilisé dans les
travaux de TAKANO-LEE et al. (48,49), plus de poux peuvent étre placés dans le réservoir.
Le tube enroulé avec I'eau circulante étant remplacé par un plateau contenant de I'eau,
la manipulation est plus aisée. Avec les modifications apportées, le sang a pu étre changé
toutes les 72 h contre 12 - 24 h auparavant. Trois colonies de poux différentes ont été
utilisées pour ces expériences. La différence de longévité entre elles n’est pas significative,

avec une moyenne de 10 jours pour les poux males et de 8 jours pour les poux femelles.

En 2011, MUMCUOGLU et al. (50) utilisent une chambre en verre contenant 2 mL de
sang et chauffée a 37 °C par une circulation externe d’eau. Les poux sont placés sur une
membrane constituée de parafilm étiré recouvert de gaze pour éviter son percement par
les griffes des poux. Par cette méthode, entre 34 et 92 % de poux prennent un repas

complet mais leur longévité n’atteint pas 6 jours.
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En 2020, PIETRI et RAY décrivent l'utilisation d’un protocole de nourrissage in vitro
de poux de corps avec le systtme de membrane de nourrissage Hemotek® (52). A noter
que ce dispositif est onéreux (a partir de 2300 €9).

Dans ce montage, le sang se trouve dans un réservoir métallique de 2 mL placé sur une
unité d’alimentation au-dessus d'un support de tube conique en plastique chauffé a une
température de 37 °C. Du parafilm recouvre le sang (Figure 18, A et B). Une coupelle de
pesée en plastique jetable avec un trou découpé en son centre est placée par-dessus le
réservoir afin de créer une barriere : les poux ne peuvent pas se déplacer hors de la
surface comportant le sang. De I'adhésif est placé sur le pourtour du trou pour recouvrir

le bord tranchant (Figure 18C).

Figure 18 : Systeme de nourrissage utilisant le systeme de membrane de nourrissage
Hemotek® (52) : (A) Réservoir et bouchons métalliques, joint en caoutchouc, Parafilm™
M, (B) Réservoir rempli de sang placé sur I'unité d’alimentation, (C) Ajout d’'une coupelle
de pesée en plastique, (D) Placement des poux sur le systéeme de nourrissage a I'laide d’'un
support, (E) Nourrissage des poux de corps.

6 http://hemotek.co.uk/price-list-2018/
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Lors de cette expérience, les parasites introduits sont des larves nouvellement nées.
Elles sont nourries pendant 30 minutes, 5 jours sur 7. Le réservoir de sang est changé
chaque semaine.

Avec ce montage et sur une période de 11 jours, 90 % des poux se nourrissent chaque
jour et la survie des poux est de 100 %. Apres 12 jours, la mortalité commence a
apparaitre et augmente avec le temps, d’autant plus lorsque les larves deviennent adultes.
Les tests ont été menés sur une période de 30 jours, a la fin, 37 % de la population de poux

de départ est encore en vie.

Pour rappel, I'objectif de cette thése est de trouver un systeme de nourrissage efficace
pour des poux de corps. Un succes se traduit par la présence de poux gorgés apres la prise
d’un repas sanguin. Un second parametre de succes est la survie du pou apres son repas.

Le travail achevé, englobant de multiples séries de tests réalisés avec divers
matériaux, techniques et stratégies, n’a pas montré de succeés probant. En effet, il y a eu
des résultats prometteurs avec des poux nourris, mais trop rarement gorgés pour appeler
cela un succes total. Lors de la mise en pratique, certains tests ont donné des résultats
négatifs, mais en changeant une variable, ces tests montrent des formes plus

encourageantes.

A. EVALUATION DES TESTS EN CONTACT DIRECT AVEC DU SANG

Tout d’abord, il a été mis en évidence que la mise en place d’'un systeme permettant
de mimer les conditions réelles de nourrissage est primordiale. La simple mise en contact
des poux avec du sang ne permet pas de reconstituer le phénomene de nourrissage
physiologique. En effet, le premier test effectué (avec les gouttelettes de sang) dans cette
optique n’a pas fonctionné. La taille des gouttelettes en est la cause principale. En effet, si
elles sont trop petites, le sang seche trop vite avec la chaleur ; si elles sont trop grandes,
une pellicule est bien créée, mais une fois percée, le sang contenu s’écoule et les poux
pataugent dedans.

Lorsque les gouttelettes sont de tailles permettant d’éviter ces deux problemes, il
faudrait que le pou prenne son repas dans 'immédiat. Dans le cas contraire, la chaleur fait

son ceuvre et la premiére problématique est a nouveau d’actualité.
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Or, le pou déambule énormément et ne prend pas son repas dans le temps imparti
pour éviter un assechement. Ce test n’est donc pas réalisable sur du long terme et en

autonomie.

Lors des tests a base de gélose, que ce soit avec le sillon rempli de sang ou bien
’étalement du sang, aucun n’a montré un résultat positif. Les conditions physiologiques
ne sont pas mimées de maniere artificielle avec ces deux essais. De plus, 'entretien et la
manipulation avec I'intervention de 'Homme sont également bien trop importants pour

permettre une utilisation autonome a long terme.

Afin que le sang ne soit plus sous forme liquide, différents matériaux ont été utilisés
pour en étre imbibé. La mousse MATinter® n’est pas assez absorbante et nécessite une
grande quantité de sang. Le coton hydrophile, la compresse et 'éponge ménagere
semblent mieux correspondre pour l'absorption du sang et n’entrainent aucune
restriction au niveau de la mobilité des poux.

Cette étape dans la réalisation des expériences n’est pas retrouvée dans les travaux de
la littérature (45-48). En effet, dans les dispositifs décrits dans les articles, le sang est
toujours libre. Il n’est pas absorbé par un quelconque matériel. A l'inverse, un systéme
permettant la mobilisation du sang est toujours présent dans leur montage alors que dans

les tests décrits ici, ce n’est pas le cas.

B. EVALUATION DES CONTENANTS

L’utilisation de la plaque de puits et des bouchons présente un inconvénient commun :
la hauteur.

Dans le cas du bouchon, il s’agit plus d’une limite pour I'utilisation a long terme. A force
de déambuler dans un espace relativement restreint, les poux tombent de la hauteur du
bouchon et ne peuvent donc pas remonter. L'intervention perpétuelle de 'Homme est
nécessaire pour permettre aux poux de continuer a se nourrir.

Dans le cas de la plaque de puits, les poux ont plus de surface pour déambuler, mais
peuvent également tomber aux extrémités de la plaque. Afin de contrer cette finalité, un
ramequin a été placé sur les puits afin d’éviter que les poux se déplacent trop loin et

tombent.
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Toutefois, il est arrivé une fois que les poux sécretent un liquide clair en grande
quantité apres avoir peut-étre été enfermé « sous cloche » trop longtemps. La nécessité
de les contenir reste entiere, mais le choix doit se porter sur un matériel permettant une
respiration plus aisée.

Ce probléme n’est pas rencontré lors des expériences de TAKANO-LEE et al. (48) . En
effet, les poux sont placés dans un contenant dont la surface inférieure est en contact avec
le sang. Alors que dans le cas des travaux effectué lors de cette these, les poux sont mis en

contact avec le sang, mais c’est au niveau de la partie supérieure du contenant.

Dans une boite de Pétri, le sang se retrouve au plus prés de la chaleur fournie par le
bloc chauffant. Cela entraine un assechement trés rapide du sang et demande une
nouvelle fois l'intervention de 'Homme pour réinjecter du sang frais sur le coton
hydrophile, la compresse ou bien I'éponge ménagere.

Dans les différents essais avec des contenants de formes différentes, une mobilisation
des poux a toujours été possible. Cette variable n’est pas retrouvée dans les travaux de la
littérature (45-48). En effet, a chaque fois, les poux sont enfermés et ne peuvent pas se
déplacer a leur guise. L’omission d’un tel espace rend la projection a long terme difficile.
En effet, une fois la survie des poux assurée, il faut leur permettre de vivre et de se
reproduire correctement. Un espace plus grand semble donc étre une variable non

négligeable.

C. EVALUATION DES BARRIERES

Lorsqu'un pou pique a travers la peau pour se nourrir, plusieurs couches sont
traversées. Ce phénomene est mimé avec I'ajout d'une barriére. Ainsi, les conditions
physiologiques sont plus respectées. De plus, I'utilisation d’'une barriere évite la mise en
contact directe des poux avec du sang.

Cette situation est également retrouvée dans les travaux de TAKANO-LEE et al
(48,49). En effet, lorsque leur membrane a base de parafilm et de silicone n’est pas scellée

de maniére hermétique, le sang fuit et recouvre les poux.
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Dans les montages décrits dans les articles de TAKANO-LEE et al. (48,49), un seul type
de barriére a été mis en place a base de silicone et de parafilm. A I'inverse, plusieurs
matériaux ont été testés lors des expériences décrites ici : gélatine, parafilm, cellophane,
boyau de porc, membrane Strat-M®, et épiderme reconstitué Episkin™.

Les poux ne peuvent pas se déplacer sur la gélatine.

Le boyau de porc semble prometteur, mais comme cette barriere est constituée a
partir du vivant, une colonisation bactérienne est plausible. L'utilisation d’antibiotiques
doit alors étre envisagée. A noter que lors des expériences décrites dans la littérature
(48,49), des antibiotiques ont été ajoutés au sang. Cela n’a pas semblé étre une géne
supplémentaire a la prise alimentaire des poux ainsi qu’a leur survie.

Le parafilm et la cellophane ont montré des résultats mitigés. En effet, certains poux
ont réussi a se nourrir, mais rarement gorgés. De ce fait, lors de certaines expériences, des
trous ont été percés. Ce choix a été conforté dans l'idée de permettre au pou de sentir
I'odeur du sang de maniere plus intense et ainsi les inciter davantage a prendre un repas.
Cette manipulation supplémentaire a sa limite : les poux s’enfoncent par les trous, malgré

un faible diametre, rendant 'utilisation de la barriére obsoléte.

De plus, lors de I'application de la barriere, il faut veiller a ce que le sang ou le support
imbibé de sang soit suffisamment en contact avec la surface de celle-ci pour permettre
aux poux de prendre leur repas.

Ce dernier phénomeéne n’est pas une problématique soulevée dans les travaux de
TAKANO-LEE et al. (48,49), car dans leur assemblage, la membrane est plongée dans le
sang. La mise en contact entre les deux se fait donc parfaitement bien et facilement. Une
situation similaire est retrouvée avec le test utilisant le dispositif Episkin™. C’est la
méthode qui a montré les résultats les plus encourageants. Cependant, le diameétre reste
relativement restreint. Une utilisation a long terme semble compliquée, d’autant plus que

ce dispositif est assez coliteux (60 euros piece).
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D. QUESTIONNEMENT DU LAVAGE DU SANG

Les expériences mettant en opposition le sang lavé avec le PBS et le sang non lavé n’ont
pas montré de résultats significativement différents. De ce fait, elles n'ont pas été
poursuivies de maniere plus approfondie. Toutefois, il serait intéressant de se pencher
plus amplement sur la question, car cela pourrait éventuellement expliquer la mortalité
des poux qui ont réussi a se nourrir méme partiellement. En effet, dans l'article de
MUMCUOGLU et al. (50), il est mentionné qu’une plus grande proportion de poux femelles
se sont compleétement gorgés avec du sang contenant de I'EDTA plutdt que de I’héparine
ou du citrate mais que ces poux vivent moins longtemps (médiane de 2,81 jours contre
plus de 4 jours) et pondent moins d’ceufs (médiane de 2,67 contre plus de 3,4). De ce fait,
le lavage du sang est une bonne alternative, mais son efficacité reste a déterminer puisque

la proportion d’EDTA restante est inconnue.

E. PARAMETRES ETUDIES

Plusieurs parametres ont été sélectionnés afin de permettre une évaluation de la
réussite des expériences. Le principal caractere étudié est celui de la prise de repas : non

nourris, plus ou moins nourris ou bien gorgés.

Une différence notable dans le comportement est observée entre les poux nourris sur
un lapin et les poux nourris in vitro. En effet, les poux in vivo se nourrissent tres
rapidement alors que les poux in vitro mettent beaucoup plus de temps a prendre leur
repas sanguin. Notamment, ils déambulent énormément. Ce constat est également
retrouvé dans les travaux de TAKANO-LEE et al. (45). Les chercheurs américains ont
catégorisé le comportement des poux de la maniere suivante : recherche, nourrissage et
repos. Toutefois, le comportement de recherche des poux semble difficilement réalisable
au vu de la taille du compartiment dans lequel ils se trouvent.

Pour rappel, les poux utilisés dans les expériences de TAKANO-LEE et al. (48,49) sont
les premiers stades larvaires des poux. Ainsi, le développement a pu étre observé. Les
poux nourris in vitro se développent plus lentement que les poux nourris in vivo. Cette
observation n’a pas pu étre faite lors des expériences du laboratoire de Tours, car seuls

des poux adultes ont été sélectionnés pour les expériences.
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La mortalité a été étudiée dans les différentes expériences avec comme témoin les

poux nourris sur le lapin vivant.

Dans l'optique de permettre une technique de nourrissage durable pour un élevage
qui se reproduit, le nombre de lentes pondues a été regardé. Cependant, comme ce sont
de jeunes adultes qui ont été sélectionnés, donc d’abord nourris sur le lapin vivant, les
lentes pondues ne peuvent pas complétement étre attribuées a la réussite de la prise des

repas sanguins in vitro.

Ces parameétres méritent d’étre étudiés plus précisément, car le but est de pouvoir
nourrir des poux, mais avant tout de permettre une survie de la lignée avec une
reproduction pour avoir différentes générations. Ce qui a été réalisé lors de ce travail est
donc une premiére phase d’expérimentation et de tatonnement afin de voir ce qui est
possible de faire, a éviter ou nécessaire de faire avec précaution.

Certaines variantes auraient pu bénéficier de plus d’exploration, car elles montraient
un potentiel intéressant, toutefois le temps pour réaliser ces expériences était également
un facteur limitant. Le travail effectué et détaillé lors de cette these peut cependant servir

de prémices a d’autres expériences futures.

TAKANO-LEE et al. (48,49) constatent que leur systéme ne permet pas de mener des
recherches approfondies sur la biologie, le comportement et la réponse aux pédiculicides.

A noter qu’actuellement, les quatre colonies de poux de corps dans le monde sont
nourries sur un lapin vivant. L’automatisation d’'un systeme de nourrissage n’est pas
répandue. Quel que soit le systeme artificiel mis en place, il ne parviendra jamais a
reproduire les conditions in vivo. La présence d’anticoagulant et d’antibiotiques peut
avoir des effets indésirables et des parameétres qui n’ont pas encore été mis en évidence
et qui n’ont donc pas été pris en compte dans la mise au point d’'un systéme de nourrissage
in vitro peuvent jouer un role essentiel dans I'évolution de la colonie de poux maintenue

en élevage.
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VIl. CONCLUSION

Lors de cette these, il a été rappelé que les poux sont des ectoparasites de 'Homme.
Deux variétés de poux sont concernées : Pediculus humanus var. humanus et Pediculus
humanus var. capitis. Avec un tropisme différent, ces insectes sont responsables de deux

pédiculoses qui sont aujourd’hui des problemes de santé publique.

Afin de les étudier et mieux les appréhender, un élevage de poux de corps est maintenu
en vie au sein du laboratoire de Tours. La technique de nourrissage actuelle n’étant pas
pleinement satisfaisante pour des raisons éthiques et pratiques, le travail de cette these a

été de chercher un nouveau procédé.

Aucune technique parmi celles expliquées précédemment, n’a pu obtenir un résultat
suffisamment satisfaisant pour permettre de développer un systeme durable pour le
nourrissage de toute une colonie de poux sans 'intervention d’un lapin vivant, ni la main
de ’'Homme en tant que manipulateur. Toutefois, cela ne condamne pas le projet. Le non-
résultat est un résultat en lui-méme. En effet, ce qui a été testé lors de ce travail, a permis

une ébauche pour les futures explorations de recherche.

Les essais effectués ont été réalisés a petite échelle, il est nécessaire de réfléchir a plus
grande échelle si I'élevage entier doit passer a une méthode de nourrissage in vitro

autonome.

Les problémes éthiques posés par 'utilisation d’un lapin vivant sont liés au fait qu'il
doit rester en décubitus dorsal pendant environ deux heures et subir la piqilire de
centaines de poux. Il est a noter que tout est fait pour que le bien-étre de I'animal soit
respecté (un seul nourrissage par semaine, aucune lésion de piqure observée,
récompense alimentaire...). Le développement d’'un systeme de nourrissage in vitro
demanderait de grandes quantités de sang de lapin, impliquant de continuer a utiliser des
animaux vivants. Le préléevement de sang est considéré comme une procédure entrainant
une douleur modérée supérieure a celle engendrée par la piqiire des poux. L’amélioration

du bien-étre animal serait donc relativement limitée.
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L’automatisation du nourrissage des poux permettrait de s’affranchir des contraintes
liées a une intervention humaine indispensable tout au long de 'année sous peine de
perdre I'élevage. Nos essais corroborent les résultats de la littérature dans ce domaine,
qui montrent que les systémes artificiels ne permettent pas aux poux ainsi nourris d’étre

maintenus en vie assez longtemps pour la pérennité de I'élevage.
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Essais de nourrissage de poux de corps (Pediculus humanus humanus)
sur du sang de lapin in vitro.

RESUME DE LA THESE

Les insectes parasites Pediculus humanus var. capitis (ou pou de téte) et Pediculus humanus var. humanus (ou
pou de corps), responsables des pédiculoses du cuir chevelu ou du corps, représentent un probléme de santé
publique avec des centaines de millions de personnes infestées dans le monde, de tout age et de toute classe
socio-économique. Bien que des traitements soient commercialisés, il est difficile de bloquer la transmission et
ces parasitoses persistent. Il est donc important de poursuivre la recherche de nouveaux traitements et
répulsifs. Pour cela, il est nécessaire de maintenir une colonie de poux au laboratoire.

Dans cet objectif, des essais de nourrissage de poux de corps ont été réalisés in vitro avec du sang de lapin.
Différents supports et différents matériaux ont été testés au cours de ce travail afin d’essayer de reproduire le
nourrissage physiologique des poux de maniére totalement artificielle. La réussite des expériences doit se
traduire par des poux gorgés de sang apres leur repas. Pour un succes total, les poux doivent survivre plusieurs
semaines et se reproduire.

Toutefois, nos essais n"ont pas permis d’atteindre ces objectifs, ce qui suggére que, contrairement a d’autres
parasites piqueurs tels que moustiques, punaises et tiques, les poux ne se nourrissent pas correctement en-
dehors de leur hote. Ces résultats sont en accord avec les données de la littérature.
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