RESUME

Le Centre Pasteur du Cameroun collabore avec I'Orga-
nisation Mondiale de la Santé pour la recherche, l'isolement
et I'identification en Afrique Centraled'agents potentiels de
lutte biologique pathogénes de larves aquatiques d'insectes
d'intérét médical. Aprés avoir exposé les technigues de
prélévements et d’analyses des échantillons, les auteurs font
état des premiers résultats obtenus apreés seulement une
année de véritable existence. 350 bactéries sporogénes, dont
six Bacillus sphaericus présentant une forte toxicité vis a
visdes larves de C. quinquefasciatus etd’A. gambiae s.1.
ont déja été mis en évidence. Dans les prochaines années, le
centre collaborateur a l'intention d'intensifier la récolte des
prélévements et d'élargirsonaire d'interventionauxpays de
la sous-région de ' OCEAC. Des contacts vont étre pris en
cesens et unecollaborationavec des laboratoires derecherche
possédant les conditions requises est envisagée.

Mots clés : Agents entomopathogenes - lutte biologique
- Afrique Centrale ‘

1. INTRODUCTION

- Al’issued’uneréunioninformelledel’Organisation
Mondiale de la Santé, tenue & Genéve les 2, 3 et 4
septembre 1987, le comité d’orientation sur la lutte
biologique du Programme Spécial pour la Recherche
et la Formation sur les Maladies Tropicales (OMS/
TDR/BCV) proposaitau Centre Pasteur du Cameroun
de devenir centre collaborateur de 'OMS en Afrique
Centrale pour la recherche, I'isolement et I'identifica-
tion d'agents de lutte biologique entomopathogénes.
Le choix du Cameroun résulte de sa situation géo-
graphique exceptionnelle lui conférant d'une part une
remarquable diversité de biotopes (depuis la forét
humide au sud jusqu/au sahel au nord en passant par
les zones montagneuses de I'ouest et du centre) et
d’autre part une position privilégiée d'un pays possé-
dant des frontieres qommunes avec six autres états
d’Afrique Centrale (Gpinée équatoriale, Gabon, Congo,
Tchad, République Centrafricaine et Nigéria). Le Cen-
tre Pasteur de Yaoundé a été sélectionné car il posséde
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des laboratoires d'analyses déja existants et bien équi-
pés, une équipe d’entomologistes médicaux spéciali-
sée dans la lutte biologique contre les vecteurs
d’endémies tropicales ainsi que des équipes
performantes dans tous les domaines nécessaires & la
réalisation de cette étude (bactériologie, mycologie,
virologie et parasitologie).

Trois années aprés 1'adoption du projet, le centre
collaborateur de I’'OMS sur la recherche de nouveaux
agentsdelutte biologique est pleinement opérationnel.
Les deux premieres années ont été consacrées a lamise
au point de techniques d’études appropriéesainsi qu’a
Iinitiation des médecins et biologistes du Centre
Pasteur aux techniques d’isolement et d"identification
de micro-organismes pathogenes d’insectes. La troi-
sitmeannée a permisd’isoler etd’identifier, a partir de
préleévements réalisés sur le territoire camerounais, les
premiers agents entomopathogenes.

2. APPROCHE METHODOLOGIQUE

2.1. Récolte des échantillons
Le centre collaborateur s'intéresse essentiellement
aux agents pathogénes de stades préimaginaux
aquatiques d'insectes d’intérét médical. Trois especes
sont particulierement concernées en raison de leur
abondance en Afrique Centrale et de la variété de leur
habitatlarvaire. Il s’agit de Culexquinquefasciatus (eaux
usées), Anopheles gambiae s.1. (eaux non polluées en-
soleillées), Aedes sp. (petites collections d’eaux claires)
et Simulium damnosum s.1. (eau courante). Quelle que
soitlanature desprospections, touslesgiteshébergeant
desstades préimaginauxde oudesespeécesrecherchées
(gites positifs) font systématiquement I'objet d"un
prélevement, dans les limites toutefois des capacités
d’analyse du centre collaborateur.
2.1.1. Bactéries
Pour chaque gite, les larves vivantes sont réparties
en autant de lots que d’espéces dans des tubes stériles
de5ml contenant un peud’eau du gite. L’opération est
répétée avec les larves mortes et (ou) moribondes,
méme si celles-ci sont présentes en trés faible quantité.
Les échantillons sont conservés temporairement, le
temps de la prospection, a environ4°C puis congelésa
-18°C en attendant d'étre analysés.
2.1.2, Champignons
La recherche de champignons pathogénes n’est
possible que si les prélévements ont lieu dans les 72
heures précédant le retour au laboratoire car les
échantillons ne doivent pas étre réfrigérés. Par contre,
lorsque le lieu de prospection est peu éloigné du
laboratoire, la récolte consiste a prélever un litre d’eau
(avecou sans larve morte) dans tous les gites positifset
a le conserver a température ambiante jusqu’a I'ana-
lyse au laboratoire.
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2.1.3. Virus

Les prélevements destinés aux analyses
virologiques sont réalisés selon le méme protocole que
celui utilisé en bactériologie et sont conservés tempo-
rairement dans les mémes conditions (4°C puis -18°C)
mais ils sont conditionnés dans des tubes de Nunck et
congelés, dés le retour au laboratoire, a -70°C.

2.1.4. Nématodes

Les analyses parasitologiques ne se limitentactuel-
lement qu'a larecherche de nématodes parasites. Pour
ce faire, les larves mortes et moribondes (ou & défaut
les larves vivantes) sont conditionnées en tubes stéri-
les de 5 ml et conservées temporairement a environ
4°C jusqu’a dissection.

Autotal, etdanslemeilleur descas, quatrecatégories
deprélévements sontréalisées pourchaquegite positif.
Si les larves mortes ou moribondes sont présentes en
tréspetitequantité, la priorité seradonnéeauxanalyses
bactériologiquescarlesseulsagentsentomopathogenes
qui aient atteint véritablement le stade de I'utilisation
opérationnelle sont des bactéries. Il est important de
bien noter les caractéristiques du gite larvaire dans
lequel le prélévement a été réalisé car ces informations
peuvent revétir la plus grande importance dans
I'éventualité d'une découverte intéressante (date et
lieu du prélévement, nature et localisation du gite,
densité larvaire, taux de mortalité naturelle). Il faut
enfin veiller & ce que les échantillons soient acheminés
au laboratoired’analyse dansles plusbrefs délais etles
meilleures conditions de conservation.

2.2, Analyse des échantillons

2.2.1. Bactéries

Bien qu'une bactérie du genre Clostridium ait ré-
cemment donné des résultats prometteurs (De Barjac
etal., 1990), nous ne nous intéresserons pasa cegroupe
en raison des risques encourus par leur manipulation
et limiterons nos analyses a la recherche des Bacillus
(bacilles sporulés Gram positif) dont deux especes,
thuringiensis et sphaericus sont déja utilisées dans des
programmes de lutte antivectorielle (Guillet et al.,
1990 ; Hougard, 1990). Les larves mortes présentes
dansleséchantillons prélevéssurle terrainsontbroyées
dans l'eau du gite puis les spores thermorésistantes
sont sélectionnées par chauffage a 80°C pendant 10
minutes. Une goutte de I'échantillon est ensemencée
en boite de Petn sur gélose MBS (Kalfon et al., 1983).
Apres incubationa 30°C pendant48 heures, lesbacxlles
Gramposmf sporules sontsélectionnésetréensemencés
sur le méme milieu. Aprés 48 heures, les colonies
isolées pures a1'nsx obtenues sont mises en culture sur
bouillon llqulde MBS jusqu’a sporulation,

Le pouvoir patho gene de chaque colonie est évalué
par des bioessais sur larves de Culex quinquefasciatus
(souche Yaounde) Aedes aegypti (souche Bora-Bora),
Anopheles gambuze (souche Bobo-dioulasso) et, si les
résultats sont encourageants sur Simulium damnosum
s. Une premiére série de tests est réalisée avec des
culturesdiluéesa 1%. Siuneforte activitéinsecticide se
manifeste, on effectue un comptage des spores pré-
sentes dans le bouillon de culture en méme temps que
I'onréalise unesecondesérie de testsavecdesdilutions
supplémentaires du bouillonliquide MBS contenantla
souche pathogéne incriminée. La culture obtenue est
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ensuite examinée entre lame et lamelle au microscope
a contraste de phase pour tenter de mettre en évidence
les éventuels cristaux responsables du pouvoir
pathogene. Les isolats bactériens les plus prometteurs
sont conservés sur du papier filtre stérile dans des
tubes stériles placés a 1’obscurité dans un endroit frais
etsec puis expédiés en France au centre deréférencede
I’OMS sur les bactéries entomopathogenes (Unité des
bactéries entomopathogenes, Institut Pasteur, 25 rue
du Dr. Roux, 75724 Paris Cédex 15).
2.2.2. Champignons

Afin de prouver'origine fongique d’une infection,
des larves saines d’A. aegypti et de C. quinquefasciatus
sont introduites dans un bac contenant I'eau du gite
(susceptible de contenir les spores d’'un champignon
pathogene) et observées tous les jours pendant 72
heures. Les larves mortes ou moribondes ayant une
couleur opaque et présentant des mouvements lents
seront examinées sous le microscope afin de recher-
cher sur le tégument la présence éventuelle de points
de pénétration des spores (mélanisation de la cuticule)
et de gros filaments caractéristiques des champignons
entomopathogenes, visibles surtout dans la téte, le
siphon respiratoire et les parties situées entre les seg-
ments de I'abdomen.

Aprésavoir stérilisé lasurface deslarvessuspectées,
celles-cisontensemencéessur milieu PYG puisincubées
pendant 24 heures a température ambiante (Brey et
Remaudiere, 1985). Si une culture se développe, une
petite portion de sa périphérie est transférée sur un
tube frais de ce méme milieu. Les cultures fongiques
pures obtenues apres 3 a 4 jours d’incubation sont
misesencontactavecdeslarvessainesafindeconfirmer
leur pathogénicité. Dans 1'affirmative, elles sont ex-
pédiées en France pour identification au laboratoire
des champignons entomopathogénes de 1'Institut
Pasteur et serontensuite réexpédiéesau Centre Pasteur
du Cameroun pour des tests biologiques complé-
mentaires.

2.2.3. Virus _

Nos recherches en matiére de virus
entomopathogenes se limitent actuellement & appor-
ter la preuve de I'origine virale de I'infection car les
techniques d’études relatives a leur isolement et leur
identification demandent un matériel particulier (un
microscope électronique notamment) et des connais-
sances qui différent radicalement des techniques uti-
lisées en pathologie humaine (Federici et Lacey, 1987 ;
Federici, 1980). De plus, les virus entomopathogenes
ontun rle mineur dans la régulation des populations
d’insectes vecteurs et il est peu probable qu’ils soient
utilisés dans un avenir immédiat en tant qu’agent de
lutte biologique méme si leur utilisation n’est pas a
exclure.

Leslarves prélevées sur le terrain sontbroyées dans
un milieu PBS puis filtrées sur membrane millipore de
0,22 um. En mettant au contact le filtratavec deslarves
saines de moustiques (A. aegypti et C. quinquefasciatus
), une mortalité larvaire anormale peut signifier
ainsiqu’ily aeuréinoculationd’un virus. Sila mortalité
estinsuffisante, onbroieleslarvesissuesdel’expérience
précédente afin de réaliser un nouveau test biologique
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- Dans I'hypothése ol1 une infection virale est sus-
pectée, les larves sont conservées i 4°C dans une
solution glycérinée a 50% qui permet aux virus de
garder leur pouvoir pathogine pendant plus de dix
mois. Ce conditionnement facilite le transport des
échantillons au centre de référence sur les virus
entomopathogenes situé aux Etats-Unis (Department
of Entomology, University of California, Riverside,
California 92521). Ils seront dans un premier temps
déterminés (baculovirus, rhéovirus, iridovirus,
parvovirus...) puis éventuellement renvoyés au Cen-
tre Pasteur du Cameroun pour des tests biologiques
plus poussés. |

2.2.4, Nématodes .

Quelques heures aprés la récolte des échantillons, 4
ou 5 larves vivantes de chaque gite sont disséquées
sous microscope stéréoscopique afin de rechercher la

présence denématodes parasites. Si un parasite estmis

en évidence, on tentera une premiére identification
afin de déterminer les ‘conditions de son maintien en
survie puis on colorera et fixera une partie du matériel
pour une identification plus poussée aupres des spé-
cialistes. !

3. PREMIERS RESULTATS

Présde 250 gitesa moustiquesontété échantillonnés
sur le territoire camerounais depuis la création du
centre collaborateur. Jusqu’a présent, les prospections
onteulieu principalement enmilieu urbain o1 les gites
préimaginaux sont constitués pour I'essentiel par des
réservoirs d'eaux polluées riches en larves de C.
quinguefasciatus (puisards, caniveaux, flaques et puits
souillés) et dans une moindre mesure par des collec-
tions d’eaux claires renfermant, selon le type de gites
(pneus, jarres, mares, fontaines), d’autres especes ap-
partenant aux genres Culex, Aedes, Anopheles et
Toxorynchites. En ce qui concerne les simulies, nos
premiéres prospections onteulieusurlefleuve Sanaga
olt une dizaine de prélevements a été effectuée au
niveau d’un important gite larvaire situé a3 moins
d’une centaine de kilometres de Yaoundé.

Aucun champignon, virusetnématode parasiten’a
été découvert & ce jour mais 350 bactéries sporogénes
ont été isolées. Six d’entre elles, prélevées dans des
collections d’eaux usées, présentent une forte toxicité
visavisdeslarvesdeC. quinquefasciatus etd’ A.gambiae
et une faible toxicité vis a vis des larves d’A. aegypti.
L’observation microscopique, aprés coloration de ces
6 souches, a montré qu’elles étaient toutes constituées
de bacilles Gram positif possédant une spore
subterminale, ronde et déformante. Le microscope 2
contraste de phase a permis de mettre en évidence
pour chacune d’entre elles la présence d’inclusions
cristallines, li€es aux spores, caractéristiques des sou-
ches de B. sphaericus. Une analyse plus poussée, réali-
séepar L. Thiéry et collaborateursa I'Institut Pasteur de
Paris, a montré que toutes ces souches appartenaient
ausérotype H5 (taux d’agglutination flagellaire : 25600)
et que deux d’entre elles présentaient, vis 3 vis des
larves de Culex pipiens, une toxicité supérieure a la
souche 2362, autre souche du sérotype H5 qui a déja
atteint le stade de I'utilisation opérationnelle,
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4. DISCUSSION

Bien que la toxicité des deux souches isolées soit
supérieure a la souche 2362, la différence constatée
n’est pas suffisante pour justifier un investissement de
la part des firmes industrielles qui désireraient pour-
suivre des recherches en vue de leur formulation.
Cependant, l'isolement de six souches toxiques de B.
sphaericus  confirme lintérét porté aux bactéries
sporogénes en tant qu‘agents potentiels de lutte bio-
logique et le bien-fondé de la création du centre col-
laborateur qui, aprés seulement un an de véritable
existence, est en mesure de fournir des résultats
encourageanfs avec un rendement qui est en passe
d’égaler celui du “Vector Control Research Centre» de
Pondichery en Inde. Le fait que nous n’ayons pas
encore isolé d’autres groupes pathogénes ne veut pas
dire que ces agents soient inexistants mais qu’il sont
plus rares dans la nature ou encore que les méthodes
de prospection ne sont pas optimales. C’est pourquoi,
plutdt que d’abandonner ce type de recherches, nous
devons intensifier la récolte des prélévements, afin
d’augmenter les chances de leur découverte.

5. CONCLUSIONS

Jusqu'a une époque récente, les agents de lutte
biologique n’étaient découverts qu’accidentellement,
tels le sérotype H-14 de B. thuringiensis, isolé en israél
a partir de larves mortes de moustiques (Margalit,
1990) ou encorela souche 2362 de B. sphaericus, isolé au
Nigéria a partir d"une simulieadulte (Weiser, 1984). La
miseen place de centres de recherche situés en régions
endémiques et se consacrant spécifiquement a ce type
d’activités devenait par conséquent une nécessité
compte-tenu de l'intérét croissant que manifeste la
communauté scientifique pour la lutte biologique. En
Afrique intertropicale, quatre autres projets portant
sur la recherche et I'identification de nouveaux agents
entomopathoggnes sont financés par 'OMS (Niggéria,
Ghana, Ouganda et Cote d’Ivoire). De notre coté, nous
allons tenter dés cette année d’établir des premiers
contacts avec les centres de recherche ou (et) de santé
dela sousrégion de 'OCEAC (Gabon, Congo, Guinée
Equatoriale, Centrafrique et Tchad) qui manifesteront
del'intérét pour ce projet et posséderont un personnel
qualifié et un minimum d'équipement adapté au tra-
vail demandé.

" C’est A cette condition que le centre collaborateur
del’'OMSsurlarecherche, I'isolement et I'identification
d’agents de lutte biologiques entomopathogenes en
Afrique Centrale méritera véritablement son appella-
tion. Pour chaque pays, la récolte des échantillons
s'effectuera en collaboration avec une équipe locale et
une premiére sélection sera réalisée dans le laboratoire
d’accueil avant de faire des analyses plus poussées a
Yaoundé. Les préleévements destinés 4 la recherche de
champignons et de virus entomopathogénes ne seront
ramenés au centre collaborateur que si Yon possede
lapreuve de I'origine fongique ou virale de I'infection
(les larves nécessaires a Vinoculation peuvent étre
obtenues a partir de pontes sauvages). La dissection
des larves pour la recherche de nématodes parasites
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pourra étre réalisée sur place pourvuquelelaboratoire
soit équipé d’un microscope stéréoscopique. Les
échantillons destinés & la recherche de bactéries
pathogeénes seront les seuls & &tre ramenés a Yaoundé
car ils sont faciles & conditionner etle temps nécessaire
aleur analyse dépasserait sans doute trés largement la
durée de la mission.

Iln"y anuldoute qu’il existe dans la nature d’autres
agents entomopathogénes que ceux actuellement uti-
lisés ou en passe de devenir opérationnels (B.
thuringiensis, B. sphaericus, Metarhizium anisopliae,
Lagenidium giganteum ...). La recherche de nouveaux
agents delutte biologique doit par conséquent s'inten-
sifier et on ne peut que féliciter toutes initiatives visant
a créer des centres de recherche spécialisés dans ce
typed'étude. Cen’est qu'au prix de cet effort que nous
pourrons enrichir I'arsenal des micro-organismes
entomopathogenes et contribuer a 'essor de la lutte
biologique.
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