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Résumé 

L a  possibilité d’un recyclage ou d’une destruction par digestion de Bacillus sphaericus a été suivie chez des larves 
d’insectes cibles ou non : Culex pipiens, Anopheles stephensi, Culiseta annulata et Chironomus sp. Après la mise en évidence 
du recyclage de la bactérie chez les larves de Culex pipiens ainsi que chez celles d’Anopheles stephensi, le passage de cette 
bactérie dans le tube digestif d’espèces non sensibles comme Culiseta annulata et Chironomus sp.  est suivi pour déterminer le 
rôle qu’elles peuvent jouer dans l’amplification de la bactérie dans le biotope et dans sa dissémination dans le milieu. Il n’y a 
pas nécessairement de lien entre le recyclage de cette bactérie et sa spécificité toxique vis-à-vis des espèces d’insectes. 

Mots-clés : Bacillus sphaericus - Recyclage - Moustiques - Entomofaune. 

Summary 

SPHAERICUS AGAINST MOSQUITOE LARVAE. With the aim of studying the possibility of recycling or destruction of Bacillus 
sphaericus by digestion and their vole in the residual activity, we followed this phenomenon in larvae of target and non target 
species : Culex pipiens, Anopheles stephensi, Culiseta annulata and Chironomus sp. Species treated with the strain 2362 
showed progressive poisoning which is characterized by cessation of feeding. With time in target larvae, a recycling appeared 
more clearly in Culex pipiens than in Anopheles stephensi. In non target larvae, Culiseta annulata, it seems that the number 
of ingested bacteria was constant during 48 h .  The Chironomus sp. larvae may play a role in the breeding site due to the 
multiplication of the bacteria in the larval gut. These bacteria may be degraded or ingested and a part was throwed in the 
medium. This phenomenon may contribute to its persistence ; the presence of non target species in the breeding site is very 
important because there is no relationship between the specific larvicidal activity of B. sphaericus and its recycling in the body 
of insecta. It appears to be very important to improve this phenomenon in natural conditions to explain the reason of the 
diversity in the results of dfferent authors. 

Key words : Bacillus sphaericus - Recycling - Mosquitoes - Entomofauna. 

ROLE OF ENTOMOFAUNA IN RECYCLING AND POTENTIAL ACTION OF CRYSTALLINE/SPORE COMPLEX OF BACILLUS 
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1. Introduction 

L‘introduction progressive de Bacillus sphaericus 
dans les campagnes de démoustication répond non seule- 
ment à la nécessité d’une action efficace sur le plan de la 
lutte contre certaines maladies tropicales transmises par 
les moustiques mais aussi à un besoin d’assainissement de 
l’environnement. B. sphaericus est une bactérie patho- 
gène pour un grand nombre d’espèces de Culex et de cer- 
tains Anopheles. Son utilisation en lutte antilarvaire pré- 
sente les avantages de la spécificité que ne possèdent pas 
les insecticides chimiques. La précarité des équilibres bio- 
logiques incite à faire appel à des traitements non pol- 
luants. Un corps cristallin présent uniquement dans la 
forme sporulée de B. sphaericus est le support principal de 
la toxicité vis-à-vis des larves de moustiques (Kalfon et al., 
1984 ; Payne et Davidson, 1984 ; Karch et Hougard, 
1986). 

L‘intérêt que présente B. sphaericus réside dans sa 
rémanence qui-permet, dans certaines conditions, la sup- 
pression de la population préimaginale, notamment de 
Culex, pendant plus d’un mois (Des Rochers et Garcia, 
1984 ; Mulla et al., 1984 ; Hougard et al., 1985 ; Sinègre et 
al., 1986). Des travaux plus récents ont mis en évidence 
l’existence d’un effet larvicide de B. sphaericus dans un 
gîte naturel à Culex pipiens quatre ans au moins après le 
dernier épandage (Karch et al., 1988). Certains facteurs 
comme le rayonnement solaire et la composition de l’eau 
(Mulligan et al., 1980 ; Karch et al., 1986) peuvent modi- 
fier cette rémanence. 

La sédimentation des spores après épandage dans les 
gîtes naturels limite l’efficacité de B. sphaericus. Cette 
diminution d’activité peut être observée, dans certaines 
circonstances, en dépit du maintien du nombre total de 
spores viables à un niveau pratiquement constant (Karch 
et al., 1986). L‘observation ultrastructurale de ces derniè- 
res montre alors une disparition progressive des cristaux 
au cours des semaines (Karch et Charles, sous presse). La 
décroissance de la toxicité pourrait être liée à la perte du 
matériel cristallin. Les spores gardent la propriété de 
donner naissance à une nouvelle génération de cellules 
végétatives qui, en sporulant, seront à nouveau entomo- 
pathogènes. 

Il a été montré que ce recyclage pouvait se produire 
dans des larves de Culex (Davidson et al., 1984 ; Karch et 
Coz, 1986 ; Nicolas, 1987). L’ensemble de ces observa- 
tions conduit à rechercher dans les conditions naturelles 
les facteurs qui peuvent le favoriser. 

La présente étude a été conduite pour déterminer le 
rôle éventuel des espèces d’arthropodes commensales des 
larves cibles dans le maintien de la population de 
B. sphaericus et de ses caractéristiques (viabilité, toxicité) 
dans le milieu naturel. 

2. Matériel et méthodes 

2.  1. CHOIX DES ESPÈCES 

Espèces cibles : Deux espèces Culex pipiens et Ano- 
pheles stephensi présentant une sensibilité à la toxine de 
B. sphaericus ont été choisies pour illustrer le comporte- 
ment alimentaire des larves d’espèces cibles. 

Espèces non cibles : Deux espèces communément 
associées à Culex pipiens, Culiseta annulata et Chironomus 
sp., on été prélevées d’un gîte naturel situé en région tem- 
pérée (Bondy - France). Les larves de Chironomus sp. 
vivent et se nourrissent au fond du gîte. 

2.  2. SOUCHE BACTÉRIENNE 

La toxicité d’une poudre mouillable de la souche 2362 
(ABG 6184, ABBOTT) de B. sphaericus a été testée sur 
les larves de stade 3 et 4 jeune des quatre espèces d’insec- 
tes utilisées dans cette étude d’après la méthode d’évalua- 
tion des insecticides préconisée par l’OMS (OMS, 1963 ; 
OMS, 1985). 

La toxicité est variable selon l’espèce, les CL 50 
observées après 48 h de contact sont les suivantes : 
-- Culex pipiens : 0,005 mgll 
-- Anopheles stephensi : 0,013 mgll 
-- Culiseta annulata : les larves ne sont pas sensibles, à 
l’exception des jeunes stades pour lesquels on relève une fai- 
ble mortalité aux doses très fortes, 5 et 10 mgll. 
- Chironomus sp. : les larves ne manifestent aucune 
sensibilité même à forte dose, 10 mgll. 

2 .  3. TECHNIQUE DE MISE EN CONTACT 

Les larves ne sont pas nourries durant les 12 heures 
qui précèdent l’expérimentation. 

Deux protocoles de mise en contact avec B. sphaeri- 
cus ont été appliqués, pour chaque espèce : 
.- contact continu : les larves sont maintenues dans la sus- 
pension de B. sphaericus tout au long de la période d’ex- 
périmentation ; 
.- contact interrompu : au bout d’un temps donné, les lar- 
ves sont rincées et placées en eau bipermutée. 

Selon le comportement alimentaire (observation 
préalable) et la sensibilité de l’espèce, les temps ont été 
différents : deux heures pour Cx. pipiens et A .  stephensi, 
une heure pour Cu. annulata et 24 heures pour Chirono- 
mus sp. Les concentrations utilisées sont 0 , l  mgll pour 
Cx. pipiens et A. stephensi et 1 mg/l pour Cu. annulata et 
Chironomus sp. 
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2. 4. ANALYSES BACTÉRIOLOGIQUES 

L‘étude du stade bactérien (cellules végétatives ou 
spores) à l’intérieur du tube digestif de chaque espèce a 
été effectué selon la technique suivante : 

A différents moments, après contact continu ou inter- 
rompu, dix larves sont prélevées, rincées à l’eau bipermu- 
tée, broyées. L’échantillon dilué est partagé en deux ali- 
quots ; l’un deux est placé en attente dans la glace fondan- 
te, le second aliquot est passé au bain-marie à 80 O C  pen- 
dant 12 minutes. Le passage à la chaleur détruit les cellu- 
les végétatives et permet de compter le nombre de spores 
présentes dans l’échantillon. Des boîtes de Pétri contenant 
un milieu sélectif pour’B. sphaericus (Kalfon et al., 1983) 
sont ensemencées avec 0, l  ml de chaque aliquot. L’ense- 
mencement a lieu immédiatement après le traitement 
thermique pour éviter toute variation incontrôlable (proli- 
fération, même à + 4 OC, ou mort des cellules végétatives 
par congélation). 

Les boîtes de Pétri ensemencées sont placées à 
35 OC ; le comptage des colonies est réalisé après 24 heu- 
res d’incubation. 

3. Résultats 

3. 1. LE RECYCLAGE CHEZ CULEX PIPZENS 

Les observations sur l’évolution du nombre de bacté- 
ries dans les larves de Cx. pipiens montrent (fig. 1) que 
quelle que soit la durée du contact, la proportion de spores 
dans le total des cellules présentes diminue dès les premiè- 
res évaluations indiquant une germination rapide de la 
bactérie dans un milieu qui lui est favorable. Ear contre 
dès la mort des larves (24 heures après le premier 
contact), on assiste à une nouvelle sporulation qui s’étend 
à l’ensemble des cellules présentes dans le tube digestif. 
L‘augmentation de la population bactérienne sans apport 
supplémentaire par ingestion (contact interrompu) met en 
évidence la multiplication des cellules végétatives qui 
entraîne une amplification de l’ordre de quatre fois en 
24 heures. En fait, le recyclage est sous la dépendance de 
deux phénomènes : le premier, la germination, permet au 
second, la multiplication, d’avoir lieu. 

3. 2. ÉVOLUTION DU NOMBRE DE BACTÉRIES CHEZ 
ANOPHELES STEPHENSI 

Une quantité importante de bactéries est ingérée par 
les larves d’ Anopheles stephensi dès les deux premières 
heures de contact (fig. 2). Chez cette espèce comme chez 
Cx. pipiens, le comptage des cellules de B. sphaericus pré- 
sentes dans le tube digestif révèle une augmentation du 
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F I ~ .  1 .  - Cinétique de l’évolution de B. sphaericus 2362 (0,l mg/i) 
dans le tube digestif des larves de Culex pipiens. 

Kinetic of ingestion by Culex pipiens of spores of Bacillus 
sphaericus. 

(Log. no bacteriallarva, 0 total cells, - spores, 
- continuous contact, - - - interrupted contact). 
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FIG. 2. - Cinétique de l’évolution de B. sphaericus 2362 (0,l mg/i) 
dans le tube digestif des larves d’Anopheles stephensi. 

Kinetic of ingestion by Anopheles stephensi of spores of Bacillus 
sphaencus. 

(Log. no  bacteriallarva, 0 total cells, spores, 
- continuous contact, - - - interrupted contact). 

nombre due à une prolifération bactérienne. Le facteur 
d’amplification est ici d’environ dix en 48 heures. Anophe- 
les stephensi étant peu sensible, toutes les larves ne meu- 
rent pas à la concentration que nous avons utilisée. La 
sporulation, dans ces conditions, intéresse moins de 10 % 
de la totalité des cellules présentes. 
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3. 3. ÉVOLUTION DU NOMBRE DE BACTÉRIES CHEZ CULI- 
SETA ANNULATA 
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Dès la première heure de contact, Cu. annulata 
ingère une grande quantité de bactéries (fig. 3). Ce nom- 
bre reste ensuite sensiblement constant, même si la larve 
a la possibilité d’en ingérer davantage. Ceci suggère 
qu’elle se nourrit de manière intermittente, ce qui n’a pas 
été observé chez les trois autres espèces étudiées. La ger- 
mination des spores se produit pour environ la moitié 
d’entre elles dans les premières heures ; cette proportion 
augmente au cours. du temps mais elle est accompagnée 
d’une diminution progressive de la quantité globale de cel- 
lules, indiquant soit une déjection, soit une dégradation à 
l’intérieur du tube digestif. 

- 4  4 .  

1 2 3 4 5 6  24 

3. 4. DEVENIR ET ÉVOLUTION DE LA BACTÉRIE CHEZ 
CHIRONOMUS SP. 

Lorsque les larves sont maintenues en continu dans la 
suspension de B. sphaericus (fig. 4), une quantité impor- 
tante de bactéries est absorbée dès les premières 30 minu- 
tes. L’ingestion continue pendant 24 heures environ pour 
se maintenir à une valeur relativement constante ensuite. 
La très faible proportion de spores dénombrées (moins de 
10 %) indique un milieu favorable à la germination. Dès 
que l’on prive les larves de l’apport constant de spores bac- 
tériennes, il se produit une chute brutale du nombre des 
cellules totales présentes dans le tube digestif indiquant, 
par comparaison avec ce qui précède, que les Chironornus 
sp. se nourrissent de manière continue lorsque les condi- 
tions le permettent. S’agissant essentiellement de cellules 
végétatives, la question se pose de savoir si elles sont digé- 
rées ou rejetées. Le comptage des bactéries présentes dans 
les déjections des larves va dans le sens d’un transit intesti- 
nal rapide. La larve en digère une part importante mais re- 
dissémine 2 à 3 % du nombre de spores ingérées, dans le 
milieu extérieur. 

4. Discussion 

Pour plusieurs auteurs (Davidson et al., 1984 ; Des 
Rochers et Garcia, 1984 ; Karch et Coz, 1986 ; Charles et 
Nicolas, 1986), le tractus digestif des larves de Culex sp. 
constitue un milieu favorable à la germination des spores 
de B. sphaericus. Les cellules végétatives ainsi obtenues se 
multiplient. Elles redonnent des spores, viables et toxi- 
ques, qui sont libérées et disséminées dans le milieu lors 
de la désintégration des larves mortes. 

Cette germination des spores et la prolifération bacté- 
rienne se retrouvent sous des modalités différentes dans 
d’autres espèces d’arthropodes même si celles-ci ne sont 

- contact continu O cellules totales 
O spores ----- contaci interrompu 
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FIG. 4. - Devenir de B. sphaericus dans le tube digestif des larves 
de Chironomus sp. exposées à une dose de 1 mgil. 

Kinetic of ingestion by Chironomus sp. of spores of Bacillus 
sphaericus 

(Log. n o  bacteriallarva, 0 total cells, spores, 
- continuous contact, - - - interrupted contact). 

pas sensibles à la toxine, autrement dit, il n’y a aucun lien 
entre le recyclage de B. sphaericus et son action entomo- 
pathogène. Ces populations larvaires commensales, non 
sensibles à B. sphaericus, participent à la dynamique du 
biotope. Les espèces choisies illustrent des cypes différents 
d’intervention possible : 
-- leur rôle peut se situer au niveau du recyclage des spo- 
res résiduelles qui combine une amplification du nombre 
et une dissémination continue ; 
-- les larves qui se nourrissent sur le fond du gîte inter- 
viennent en particulier dans la remise en suspension, 
compte tenu de la sédimentation rapide de la bactérie ; 
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- le transit alimentaire peut être l’occasion de la réactiva- 
tion de spores qui auraient perdu leur inclusion toxique 
suite à un séjour prolongé au fond du biotope. 

Selon l’espèce amplificatrice (espèces carnivores ou 
nécrophages de larves ou de zooplancton), on assiste à une 
modification de l’activité larvicide résiduelle dans le bioto- 
pe. Il sera donc nécessaire de la prendre en compte lors de 
l’utilisation opérationnelle. 

En fait lorsqu’il s’agit de gîtes urbains : bouches 
d’égoût, vides sanitaires, fosse couvertes, il est courant de 
ne rencontrer que des populations monospécifiques de 
Culex. La stratégie de lutte, particulière à chaque cas, sera 
donc adaptée aux conditions locales. Par contre, en zone 
rurale et périurbaine, les gîtes sont constitués de ruisse- 

lets, de canaux de drainage ou de petites mares et sont 
densément peuplés d’une faune invertébrée. 

Les conditions naturelles favorables aux espèces com- 
mensales sont des éléments essentiels. Elles permettent le 
maintien d’une faune susceptible de contribuer à la persis- 
tance de la bactérie dans le biotope. 

Ces différents éléments interviennent dans le main- 
tien de l’effet de limitation des populations culicidiennes 
par B. sphaericus. Ils peuvent en particulier expliquer les 
observations, faites par de nombreux auteurs, sur l’action 
larvicide de cette bactérie et sa rémanence ou recyclage 
dans certains milieux. 

Manuscrit accepté par le Comité de Rédaction, le 12 janvier 1989. 
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