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Identification d’opiacés sur les pupes vides:
contribution expérimentale:

F. INTRONA? Jx., G. DI VELLA?, R. GAGLIANO CANDELA?

RESUME

Les auteurs ont réalisé une étude expérimentale qui vise & vérifier I'utilité de I’analyse toxicologique exécutée
sur les pupes vides de diptéres cadavériques (Calliphora Eritrocephala). Trente terrains de culture (foie bovin) ont
ét6 additionnés & la morphine en concentrations connues et exposés a la colonisation des dipteres cadavériques.
La recherche d’opiacés dans les pupes vides prélevées, a été réalisée a travers le systeéme Abbot ADX Analyzer.
Les résultats ont été positifs dans les échantillons prélevés des terrains de culture & tres hautes concentrations de
morphine. L’emploi de I’analyse toxicologique sur les pupes vides se propose, donc, comme un moyen pour éta-
blir les causes de la mort de cadavres d’intérét historique, en cas de soupgon d’une intoxication mortelle.

Mots-clés: Entomotoxicologie cadavérique, Pupes vides, Morphine.

SUMMARY
0piafe Analysis on Empty Puparia: Experimental Resulls

The authors have set up an experimental research to reveal if toxicological analysis can be performed with suc-

cess on empty puparia. Empty cases of Calliphora Erythrocephala have been obtained from 30 experimental liver

specimens with known different morphine concentrations. Opiate quantitative and qualitative analysis was then
performed using Fluorescence Polarization ImmunoAssay (FPIA — Abbot ADX Analyzer). The results reveal an
opiate positive qualitative analysis for empty cases obtained from the specimens with high morphine concentra-
tions. This evidence allows the use in extreme forensic cases of even empty puparia of cadaveric blowflies as use-
ful specimens for toxicological analysis; that seems really interesting in solving ancient historical suspected drug-
related deaths.

Key-words: Cadaveric entomotoxicology, Empty puparia, Morphine.
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I. INTRODUCTION

Les études toxicologiques conduites sur la micro-
faune des cadavres ont démontré, il y a quelque temps,
la possibilité de mettre en évidence dans les préleve-
ments entomologiques quelques substances présentes
dans un cadavre putréfié, en offrant ainsi un support
efficace pour faire des hypotheses sur I’existence d’un
empoisonnement ou d'une intoxication (par médica-
ments, stupéfiants, etc.) dans un homme au moment
de la mort [7, 10, 11, 15].

I'entomotoxicologie se propose, donc, comme un
moyen trés utile pour vérifier la présence de facteurs
qui peuvent avoir eu un rdle causal ou ayant concouru
a déterminer la mort [1, 6, 8]. Cela peut offrir en effet,
sur la base des renseignements caractéristiques des sub-
stances toxiques recueillies, des parametres sur la zone
géographique d’origine du cadavre [2, 14].

On a observé aussi que le résultat négatif de I’exa-
men toxicologique des diptéres n’admet pas d’exclure
la présence de substances toxiques dans un cadavre
putréfié en toute certitude. En effet, quelques auteurs
ont fait I’expérience que certaines substances (comme
amitriptyline, nortriptilyne, propossiphene) peuvent
étre dosées pendant les premiers stades de développe-
ment du cycle de reproduction (par exemple dans les
larves au troisieme stade). Au contraire elles ne se rele-
vent plus dans les stades suivants (pupes — adultes) en
avancant ainsi I’hypothése du métabolisme de la sub-
stance toxique de 1’insecte méme [18]. Cela semble
confirmé aussi par le fait que constamment la substance
toxique, si elle présente, peut étre dosée dans I’insecte
en concentrations qu’on ne peut pas comparer a celles
gu’on trouve dans un cadavre [16, 17].

Dans le domaine médico-1égal, donc, ’emploi de
recherches entomotoxicologiques semble étre essen-
tiel et il faut absolument en tenir compte lorsque ce
n’est pas possible de procéder & la routine toxicolo-
gique pour cause de pénurie ou défaut des substrats
cadavériques habituels (sang, urine, bile, paren-
chymes, etc.). D’autre part, on doit aussi remarquer
que la présence de substances toxiques relevées dans
les dipteres présents sur les cadavres est utile soit pour
comprendre la cause de la mort, soit pour analyser la
durée des cycles vitaux des dipteres [9]. A ce sujet en
littérature, on a rapporté les résultats d’études expéri-
mentales qui ont attesté I’existence de corrélations spé-
cifiques entre le changement des temps de développe-

ment des diptéres (surtout dans le stade larvaire et dans
la phase de pupe) et le genre de substance toxique pré-
sente dans le cadavre colonisé par les insectes [3, 4,
5]. Il s’agit d’un relief d’un trés grand intérét médico-
1égal, surtout en ce qui concerne les constatations tha-
natochronologiques: en effet ignorer ’existence d’une
intoxication dans la personne au moment de la mott,
peut induire en erreurs grossiéres lorsqu’on interpréte
les éléments acquis par I’application de |’entomologie
4 ’estimation de la datation de la mort [13].

Dans le cadre de 1a microfaune cadavérique, donc,
les dipteres se prétent facilement a un screening toxi-
cologique sérieux soit parce qu’ils sont parmi les pre-
miers organismes a attaquer le cadavre et donc & prendre
contact avec les concentrations initiales des différentes
substances toxiques éventuellement présentes dans les
tissus biologiques, soit pour la facilité relative avec
laquelle on peut les recueillir comme échantillons a
analyser. De plus, quand on demande ’examen du
médecin légiste sur les restes en phase de transforma-
tion avancée ou méme a 1’état squelettique, c’est-a-dire
quand les cycles de reproduction des diptéres sont pour
la plupart tout a fait épuisés, en ce cas il est possible
de retrouver parmi les restes, seulement des pupes vides
ayant appartenu a plusieurs familles (Sarcophagidae,
Calliphoridae, Muscidae, etc.) qui se sont chronolo-
giquement succédé sur le cadavre, quelquefois entre-
mélées aussi a des pupes d’insectes d’un autre ordre
(Lepidoptera, Hymenoptera, Coleoptera, etc.). Yoila
les circonstances dans lesquelles les seuls matériaux
entomologiques disponibles pour les estimations toxi-
cologiques sont représentés par les pupes vides; ces
structures, en plus, sont facilement découvertes pen-
dant la descente sur les lieux ou I’analyse du cadavre.

Les études expérimentales précédemment exécu-
tées ont remarqué la possibilité de relever la présence
de substances toxiques (cocaine et ses métabolites) a
travers I’emploi de pupes vides, en offrant ainsi de nou-
velles perspectives d’étude adressées au dosage de sub-
stances toxiques accumulées dans la matrice protéique
des enveloppes des pupes [12].

Sur la base de ces fondements, notre équipe a réa-
lisé une étude expérimentale qui vise a vérifier la pos-
sibilité d’exiraire les opiacés des pupes vides qui ont
fait partie de colonies de dipteres qui, a leur tour, se
sont développées sur des substrats biologiques a concen-
trations connues de morphine.
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1. MATERIELS ET METHODES

Trente échantillons, chacun de 100 g de foie bovin
qui ont été trouvés négatifs a la recherche faite précé-
demment d’opiacés ou d’autres substances toxiques
travers la routine de laboratoire (Abbot ADX Analy-
zer ; chromatographie gazeuse de masse), ont été addi-
tionnés & la morphine chlorhydrate en concentrations
prédéterminées (2,5, 5, 10 meg/g), volontairement au-
dessus de celles qu’on trouve normalement sur le sub-
strat cadavérique. De cette maniére, on a obtenu trois
séries d’échantillons, chacune avec dix unités & contenu
connu de morphine. Cing échantillons négatifs, préle-
vés séparément et testés préalablement, chacun avec
100 g de tissu hépatique, ont été employés comme série
de controle.

Chaque échantillon a été individuellement placé
dans un petit verre et exposé & la colonisation des
diptéres cadavériques de la premi&re escouade & condi-
tion de vie. Pendant le développement du.cycle de
reproduction, quelques larves au troisieme stade ont
été recueillies des terrains de culture et congelées. On
a permis aux autres larves de chaque élevage de pas-
ser & la phase de pupe; chaque terrain de culture a été
donc placé sur un substrat de terre dans un autre réci-
pient plus grand (500 ml) couvert par un filet & mailles
fines. Quand le développement a atteint une phase avan-
cée, tout le matériel entomologique obtenu de chaque
€levage (larves, pupes pleines, pupes vides, insectes
adultes qui voltigeaient) a été sacrifié en le placant dans
un réfrigérateur (T — 20 °C) pendant six heures.

On a ensuite prélevé, de chaque élevage, 0,5 g de
larves au troisieme stade et 0,1-0,2 g de pupes vides
qui, aprés un nettoyage avec de 1’eau distillée, ont été
déshydratées et gardées a basse température. Ensuite
on a encore lavé, essuyé et homogéné tous les échan-
tillons entomologiques dans 2 ml d’eau distillée par
homogéneur de Potter avant d’étre soumis & un exa-
men toxicologique. Tous les prélevements furent ensuite
soumis & la procédure suivante :

*extraction: 2 ml d’homogéné ont été mélangés
pendant quelques minutes avec 5 ml d’acétone
(solvant) et centrifugés jusqu’a réunir les protéines;

* évaporation du solvant jusqu’au séchage avec un
flux nitrogéne a +40 °C;

* recomposition du reste dans 1’acide trichloroacé-

tique (10 %) et séparation de la composante pro-
téique a travers une microcentrifugeuse.
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On a ensuite testé le sur-nageant par le systéme
Abbot ADX Analyzer, qui est une méthode enzyma-
tique habituellement employée dans les laboratoires
ordinaires pour la détermination demi-quantitative des
opiacés et de leurs métabolites dans les échantillons
d’urine humaine. On a considéré les valeurs de 0,2
mcg/g «cut off » de positivité du dosage de morphine
pour exclure les interférences de substances présentes
dans le tissu hépatique.

1. RESULTATS

Les résultats obtenus de la recherche de morphine
dans les échantillons examinés ont été reportés dans
les tableaux 1 et 2.

L’estimation toxicologique réalisée sur les larves
et sur les pupes vides a mis en évidence un résultat dif-
férent selon la concentration de morphine présente dans
I’échantillon examiné.

En ce qui concerne les larves, le test pour la mor-
phine a été positif:

*dans 8 échantillons sur 10 pris dans les substrats
ol il y avait la plus grande concentration de mor-
phine (10 mcg/g);

* dans 6 échantillons sur 10 lorsque le dosage a été
fait sur des échantillons prélevés des terrains de
culture & concentrations moyennes de morphine
(5 meglg);

* seulement dans 2 cas d’échantillons qui prove-
naient des préparations a concentrations de mor-
phine pareilles a 2,5 meg/g.

Les recherches sur les pupes vides ont mis en évi-

dence que:

* parmi celles prélevées des échantillons avec la
plus grande concentration de morphine (10 mcg/g),
seulement en 4 cas on a relevé des valeurs supé-
rieures aux limites établies (0,2 mcg/g);

*on a obtenu les mémes résultats (4 cas positifs)
pour les pupes vides échantillonnées dans les sub-
strats a concentrations moyennes de morphine
(5 meg/g);

*on n’a obtenu aucune valeur supérieure au cut off
dans I’analyse des pupes vides qui provenaient
des terrains de culture avec concentrations minimes
de morphine (2,5 mcg/g).

La recherche de morphine dans les larves et dans

les pupes vides trouvées dans les terrains de culture
préparés pour le contréle a été tout a fait négative.
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Tableau 1: Intervalles et valeurs moyennes (mcg/g) des concentrations de morphine [m] dosées
dans les larves au troisieme stade proliférées sur des substrats avec des dosages connus de morphine

[morphine] dans le foie 10 meglg 5 meg/g 2,5 meg/g
total échantillons 10 10 10
reliefs positifs [in] > 0,2 8 6 2
[morphine] min. — max. 0,151-0,670 0,110-0,711 - 0,075-0,320
[morphine] moyenne 0,205 0,173 0,093
reliefs négatifs 2 4 8

Tableau 2: Les résultats des dosages (mcg/g) de la morphine

dans les pupes vides prélévées dans les échantillons a concentrations connues de morphine [m]

[morphine] dans le foie 10 meg/g 5 meg/g 2,5 meg/g
total échantillons 10 10 10
reliefs positifs {m] > 0,2 4 4 0
[morphine] min. — max. 0,05-0,280 0,035-0,240 0,00-0,047
[morphine] moyenne 0,085 0,061 0,021
reliefs négatifs 6 6 10

I'V. DISCUSSION ET CONCLUSIONS

Le screening toxicologique fait sur les pupes vides
de dipteres cadavériques a démontré qu’il est possible
de vérifier la présence d’opiacés a partir de I'enveloppe
protéique résidu; cela confirme donc les théories sur
I’absorption par I’insecte de substances toxiques qui
se trouvent sur le cadavre.

Toutefois il en est résulté que la présence fréquente
de substances toxiques a été rigoureusement mise en
corrélation soit a la quantité de morphine présente
dans le terrain de culture, soit & la méthode de
recherche employée. On a observé que le plus grand
nombre de dosages positifs a été relevé dans les échan-
tillons qui provenaient des préparations a trés hautes
concentrations de morphine (10 meg/g). Cependant
les quantités dosées dans les pupes vides montraient
une valeur moyenne inférieure au cut off (0,085 mcg/g)
comme preuve du nombre trés haut de cas négatifs (6
sur 10) et, de toute facon, de la faible concentration
de morphine observée dans les cas positifs.

En ce qui concerne le syst®me de recherche employé
(Abbot ADX Analyzer), qui se fonde sur une méthode
enzymatique, méme si il représente une technique de
tres grande diffusion dans les laboratoires hospitaliers
ordinaires, il exige dans le substrat des concentrations
de morphine trés hautes et qui difficilement se trou-
vent dans les tissus biologiques des sujets s’adonnant

4 I’emploi voluptuaire d’opiacés ou bien victimes de
narcotisme aigu. Donc il §’ensuit que I’évaluation toxi-
cologique sur les pupes vides doit étre réalisée en se
servant de procédures d’analyse (quantitatives et qua-
litatives) plus sérieuses, douées de plus grande sensi-
bilité, en état d’identifier des concentrations de la sub-
stance toxique méme en termes de ng/g de tissu.

En définitive, donc, I’étude toxicologique effectuée
sur les pupes vides peut donner des résultats trés utiles.
Cela confirme encore d’attirer I’attention sur un autre
aspect, opérationnel, ¢’est-a-dire sur le besoin que les
recherches sur le cadavre soient bien coordonnées des
le début et surtout dans la phase de découverte et de
récolte des restes cadavériques. De tout cela il ressort
P’indispensable participation d’un médecin légiste com-
pétent et trés expert en entomologie, capable de déter-
miner et recueillir des éléments apparemment acces-
soires, tels que les pupes vides présentes sur le cadavre
ou dans les lieux limitrophes, mais d’une concréte uti-
lité a établir la cause de la mort du sujet a qui appar-
tenaient, sa vie durant, les restes examinés.

Enfin I'étude toxicologique des pupes vides pour-
rait conduire # la résolution de cas «historiques »
puisque & travers la détermination de substances éven-
tuellement accumulées et cachées dans ’enveloppe des
pupes, pourraient se dévoiler les causes ou les phases
qui ont précédé la mort de sujets qui ont vécu dans un
passé méme peu récent. [~
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