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TB^IDJIQUE DE COLORATION DES HCLOSIONS DU VIROS DE LA GRANULOSIS 

L'etalonnage de la concentration 

des inclusions dans les suspensions 

virales a et6 effectue au moyen d'une 

mSthode de comptage a sec qui consiste a 

etaler un volume connu de suspension 

virale sur une surface connue d'une lame 

de microscope coloree au noir de naphta-

line. On denombre les inclusions dans le 

frottis a I1aide d'une grille oculaire 

{Wigley, 1980). Cette technique s'est 

revelee satisfaisante pour denombrer les 

inclusions presentes dans des suspensions 

jxirifiees ou impures de la plupart des 

virus occlus, mais les auteurs ont eprouve 

certaines difficulty's a compter les sus 

pensions de virus de la granulosis en 

raison de leur petite taille et du manque 

de contraste entre les capsules colorees, 

le fond et les tissus provenant de 

l'insecte. La presents note fait etat 

d'une technique de coloration qui permet 

de deceler facilement et done de denombrer 

les inclusions dans des suspensions de 

virus de la granulosis. 

Des larves de tordeuse des bour 

geons de l'epinette, Oioristoneura 

fumiferana, ont ete triturees dans un 

homogeneisateur pour tissus steriles 

contenant 5 mL d'eau distillee. 

L'homogeneisateur a ete rince avec 10 mL 

d'eau distillee que 1'on a egalement 

ajoutes 5 l'homogenat initial, puis on a 

complete jusqu'a 25 mL par addition 

d'eau. On a preleve de ces homogenats une 

portion de 1 mL que l'on a ajoutee a 19 mL 

d'eau distillee. Apres avoir bien 

melange, on a combine 500 |i L de cette 

dilution a 500 uL d1albumen d'oeuf a 50% 

dans de l'eau distillee, puis on a etale 5 

iiL de ce n^lange sur un cercle de 15 mm de 

diametre sur une lame de microscope, de la 

maniere decrite pour le comptage a sec 

(Wigley, 1980). Les frottis ont ete seches 

a l'air et places dans le fixatif de Bouin 

pendant 24 h. Les lames ont ensuite ete 

retirees du fixatif, rincees a l'eau 

distillee et soumises a 1'action d'un 

mordant dans une solution aqueuse contenant 

2,5 % (m/v) de sulfate de fer et d1ammonium 

pendant 2 h. Apres avoir ete rincees dans 

de l'eau distillee pendant 30 secondes, les 

lames ont ete placees dans une solution a 

0,4 (m/v) d'eosins Y dans de 1'ethanol a 

45% pendant 3 min. Elles ont alors ete 

rincees dans de l'ethanol a 95 ?3 pendant 1 

min puis plongees dans une solution a 1,5 % 

(m/v) de noir de naphtaline 12 B dans de 

l'acide acetique cristallise a 35 i (dans 

de l'eau distillee), a une temperature de 

40 °C pendant 5 min. Les frottis ont ete 

laves a l'eau distillee, seches a l'air et 

examines a travers un filtre rouge avec un 

microscope a contraste de phase muni 

d'objectifs a immersion dans l'huile. Le 

nombre d'inclusions du virus de la granulo 

sis a ete determine en utilisant le precede 

de comptage decrit par Wigley (1980). 

Cette technique de coloration et 

l'eclairage du microscope font apparaltre 

les inclusions du virus de la granulosis 

comme des objets noirs et brtllants en 

forme de saucisson sur un fond rouge mat 

(Fig. 1). Par cette methode, il est facile 

de denombrer les inclusions colorees. 

Lorsgue l'on a extrapole Les resultats pour 

determiner le nombre de capsules produites 

par une seule larve attaquee par le virus, 

on a observe qu'en moyenne les larves de 

C. occidentalis au sixieme stade larvaire 

avaient produit 3,3 x 1011 (±1,08 x 1011) 

inclusions. Cette technique de coloration 

permet de realiser plus facilement 

l'etalonnage physique des suspensions de 

virus de la granulosis, par comptage a 
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sec. L1 application de ce proc§de devrait 

permettre rle faire de meilleures cotnparai-

sons des quantites de virus de La granulo-

sis produits dans les larves d'insectes et 

des determinations plus sures de caractere 

pathogene de ce baccillovirus. 
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Micrographies de frottis de tissus de C. occidentalis attaqties par le virus de la granalo-

sis et colores selon la methode mentionnee ci-dessus qui Eait ressortir les capsules 

virales- La colonne de gauchs montre les frottis colores, observes avec un eclairage 

intense du champ, tandis que la colonne de droite illustre le fait que les capsules 

vtrales ressortent mieux dans le meme Crottis si on les observe sous contrasts de phase 

avec un eclairage rouge. 

(Grossissement x 1500) 
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