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Résumé : : ‘

Notre étude porte sur fa recherche des nouvelles souches
de Bacillus entomopathogénes susceptibles d'dtre utilisées dans
a lutte contre les insectes vecteurs du paludisme au Sénégal .

194 souches de Bacillus thuringiensis et 9 souches de
Bacillus sphaericus ont étd isolées de I'environnement ou
d'insectes. |.e typage flagellaire, I'analyse du profil électrophorétique
des protéines cristallines et les bioessais sur insectes ont permis
@'isoler 27 souches actives sur moustiques (Culex pipiens, Aedes
aegypti et Anopheles stephensi). Le paludisme étantun probléme
majeur de santé publique au Sénégal, fa toxicité de ces souches
a été recherchée vis & vis des 2 principaux vecteurs du paludisme
au Sénégal, Anophelas gambiae et Anopheles arabiensis. Ceci
nous a permis de mettre en dvidence panmi ces 27 souches, 20
souches ayant un niveau d'activité comparable & celui de Bacillus
thuringiensis israelenis qui est actuellement la souche la plus
active sur moustiques.Ces souches ont des DLSO0 autour de 10°
pour Anopheles gambiae et Anopheles arabiensis et 70% d'entre
ailes sont du sérotype H14 .Elles peuvent &tre retenues comme
candidates & la lutte biologique contre les vectsurs du paludisme

au Sénégal.

Mots-cids:  Bacillus thuringiensis, Bacillus sphaericus, Delta
endotoxine, Bioessais, Paludisme, Sénégal .

INTRODUCTION

En rabsence de vaccin efficace et compte
tenu de l'apparition de phénoménes de résistance
aux médicaments chez de nombreux agents
infectieux, la lutte anti-vectorielle est un complement
intéressant pour combattre certaines maladies
tropicales telles que le paludisme. La lutte biologique
contre les insectes vecteurs de maladies présente de
nombreux avantages par rapport aux insecticides
chimiques parmi lesquels on peut citer 'absence de
toxicité pour les organismes non cibles et pour
I'environnement et'apparition tardive voire I'absence
de phénoménes de résistance.

Parmi les bactéries entomopathogénes,
Bacillus thuringiensis (B.t.) et Bacillus sphaericus
(B.s.) ont été les espéces les plus largement utlisées
comme biopesticides. La souche de référence pour
Pactivité entomopathogéne sur moustiques est
Bacillus thuringiensis israelensis [10] dont I'activité
insecticide repose sur la présence d'une inclusion
cristalline appeiée delta endotoxine ou «cristal» qui
comprend 4 polypeptides majeurs : Cry4A, Cry4B,
Cryt1A et 1A ayant des poids moléculaires
respectifs de 125, 135, 68-et-28-kDa [5].
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Summary :

A screening program developped in Senagal to isolate
new strains of entomopathogenic Bacilus has led to the isolation
of 194 strains of Bacillus thuringiensis and 9 strains of Bacillus
sphaericus from various sites and insect sampies. The
characterization of these strains regarding their H serotype, their
crystal composition and their toxicity against mosquitoes (Culex
pipiens, Aedes aegypli and Anophelas staphensi ) has led to the
isolation of 27 mosquitocidal strains. As malaria is an important
public health problem in Senegal, these strains were more
completely characterized looking for their toxicity against the two
major malaria vectors in Senegal : Anopheles gambiag and
Anopheles arabiensis.

Bacillus thuringiensis, Bacillus sphaericus , delta

Key-words :
andotoxin, bioassays, malaria, Senegal.

Le but de notre travail est de rechercher des
souches de Bacillus entomopathogénes autochtones
susceptibles d'atre utilisées dans la lutte biologique
contrales insectes vecteurs du paludisme au Sénégal.
Les souches ont étéisolées & partirdu soletd'insectes
morts puis elles ont fait 'objet d'une caractérisation
compldte comprenant I'étude des protéines
cristallines, le typage flagellaire et les bioessais sur
moustiques .

MATERIEL ET METHODES
1. ISOLEMENT DES SOUCHES

Les échantillons de sol proviennent de
différentes régions écologiques et géographiques du
Sénégal. Les insectes ont été capturés au pigge
lumineux et proviennent essentiellement de la
région du Sénégal Onental et de Barkedji (zone
sahélienne : 15° 17’ Nord, 14° 53" Ouest)
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a. Isolement des Bacillus entomopathogénes
8 partir d’ insectes

Les insectes sont répartis par lots homogénes
(Scarabaeidae, Staphilinidae, Scolytidas,
Hymenoptera, Mordeilidae, Microlépidoptéres)
d’environ 10 grammes. Le nombre d'insectes par lot
est variable et dépend de !a taille des insectes. Les
lots sont séchés puis écrasés avec du sable stérile.
Environ 3g de cette mixture sont suspendus dans 5
ml d'eau distillée stérile, incubés a température
ambiante pendant au moins deux heures et filtrés sur
une fine couche de coton hydrophile. Le filtrat est
chauffé & 85°C pendant 10 minutes, étalé sur deux
boites de milieu HCT (Hcydrolysat de Caséine
Tryptone) pour I isolement de Bacillus thuringiensis
[12] et deux boites de milleu MBS 5Mmeu acillus
sphaericus ) pour I'isolement de Bacillus sphaericus
Lﬂ] qui sont ensuite incubdes a 30°C pendant 48

eures. :

b. Isolement de Bacillus mtomaMbgénn a
- partir du sol : -

Pour isoler B.t. du sol qui est un produit
plurimicrobien, nous utilisons la méthode sélective
de Travers et al. 19‘]. 1g du prélévement est ajouté a
10 mi de milleu HCT tamponné avec de I' acétate de
sodium A la concentration finale 0,25 M, puis incubé
430°C sous agitation. L’ addition d’acétate de sodium
a cette concentration empéche la germination des
spores de B.t. contenues dans !’ échantilion etfavorise
la germination des autres spores. Aprés décantation,
la phase supérieure de la suspension est transférée
dans un tube A essai, chauffée a 85°C pendant 10
minutes et ensemencée sur boltes de milieu HCT
gélosé. Une incubation pendant au moins 48 heures
permet la germination des spores de B.1., la plupart

‘des espéces indésirables.ayant 6té éliminges.

Pour la recherche de Bacillus sphaericus , la
sélection par!’ acétate de sodiumn'est pas nécessaire,
lﬁ élgrat chautfé est étalé sur deux boites de milieu

]

2. CARACTERISATION DES SOUCHES

Apras les observations microscopiques, seules
les souches renfermant des inclusions cristallines
sont retenues pour la suite des essais : détermination
dusérotype, duprofil électrophorétique des protéines
et bioessais sur moustiques.

a. Observations microscopiques

L' aspect morphologique des bactéries, des
spores et des cristaux est observé avec un microscope
4 contraste de phase.

Nous avons également utilisé la technique de
coloration décrite par Sharif et al. [17] pour mettreen
dvidence les cristaux. Les frottis sont colorés avec
une solution de bleu de Coomassie (0,25% bleu de
Coomassie, 50% éthanol, 7% acide acétique) pendant
3 minutes, lavés a l'eau distillée, séchés et observés
au microscope. Avec cette méthode, les cristaux
libérés sont colorés en violet et se distinguent
tacilement des spores qui sont incolores et de forme
ovale ou ronde selon I' espéce en cause, les cellules
végétatives apparaissent comme des batonnets
colorés en violet.
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b. Tests sérologiques

Les antisera nécessaires pour le typage
flagellaire ont été aimablement fournis par!' unité des
bactéries entomopathogénes de ' Institut Pasteur de
Paris. lls ont été préparés selon la méthode décrite
par de Barjac [1] et permettent d' identitier les
séerovars de B.1. selon la classification de de Barjac
et Franchon [3]. Des bactéries trés mobiles,
sélectionnées par passa?e en tubes de Craigie sont
utilisées pour le typage flagellaire.

L'identification des antiganes H se fait par
agglutination en tubes, ou en plaques ELISA pour la
microméthode, en utifisant un bouiflon de culture de
42 5 heures das bactéries sélectionnées en tubes de
Craigie. 34 sérotyes de Bacillus thuringienis et 48
sérotypes de Bacillus sphaericus sont recherchés.

c. Caractérisation des protdines cristallines par
dlectrophordse -

Les souches de B.t. sont cultivées sur milieu
HCT additionné de glucose a la concentration finale
de 0,3%, et incubées pendant 3 & 4 jours sous
agitation. Les cultures sont centrifugées & 10000 g
pendant 15 minutes pour recueillir les spores et les
cristaux. Les préparations spores + cristaux sont
lavées avec du NaCl 0,5 M puis deux fois avec de
{'eau distiliée additionnée de phénylmethyl suifonyl
fluoride (PMSF) & la concentration finale 10° M afin
d'éliminer les débris cellulaires et d'inactiver les
protéases adsorbées [13). S o

La caractérisation des cristaux se fait par
électrophorése en gel de polyacrylamide en présence
de dodécyl sulfate de sodium (SDS-PAGE) en utilisant
un gela 10% de polyacrylamide de 1,5 mmd'épaisseur
selon la technique de Thomas et Ellar {18]. On inclut
dans le gel des protéines de poids moléculaires
connus. Les profils obtenus sontcomparés a ceux de
souches entomopathogénes connues

d. §locmlq sur moustiques

Les premiers essais detoxicité surmoustlc?ues
ontété réalisés sur Culex pipiens (souche Montpeliler),
Aedes aegypti (souche Bora Bora) et Anopheles
stephensi éouche ST15).

Nous avons ensuite réallsé avec les souches
ayant montré une activité significative sur ces trois
espdces, des bioessais sur An. gambiae, (souche
Bobo Dioulasso) et An. arabiensis (souche Dakar) .

Les bioessais ont été réalisés avec la culture
totale aprés libération des spores et des cristaux. 25
larves de moustiques sont introduites dans 150 mide
la dilution & tester selon la méthode décrite par de
Barjac et Thlery [2] . Aedes aegypli et Culex pipiens
sont pris au stade L4 ; Anopheles stephensi ,
Anopheles gambiae et Anopheles arabiensis sont
pris au stade L3. Chaque dilution est testée en
double, ce qui permet d'avoir la mortalité sur 50
larves. Nous faisons une présélection en testant les
dilutions 102 et 104 ; si on obtient 100% dea mortalité
a 109, on continue les dilutions jusqu’ 4 107. Un
contrdle est réalisé avec de I’ eau distillée. Les DLSO
et DL90 (doses iéthales entralnant respectivernent la
mort de 50% et 90% des larves initialement présentes)
sont déterminées a l'aide d’un programme
informatique. Elles sont comparées 4 celles de B.t.i.
(souche 1884) qui est actuellement la souche la plus
active sur moustiques.
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.RESULTATS

242 prelévements de sol et 154 lots d' insectes
ont ét§ analysés et ont permis d’obtenir 203 isolats
de Bacillus entomopathogénes. Les échantilions de
sol ont permis d'obtenir 136 isolats de B. thuringiensis
et 9 isolats de B. sphaericus. 58 isolats de B.
thuringiensis ont été obtenus & partir d' insectes.

. Sur les milieux utilisés B.thuringiensis - se
présente sous forme de la:%es colonies blanches au
centre déprimé, de type piutdt rugueux. B. sphaericus
se présente sous. forme.de petites colonies beiges
ayant lendance & la.confiuence., ., - ...;m .
L'observation des souches de B.t. au microscope &
contraste de phase montre des chalnettes de 2, 4 ou
parfois 8 bactéries; chaque bactérie contenant a{ un
des pdles une spore réfringente, ovale, non
déformante et, éventuellement, a I’ autre pdle une ou
plusieurs inclusions présentant une réfringencs plus
discréte. Les cristaux observés sont le plus souvent
losangiques, rarement sous d'autres formes :
cubiques, rectangulaires, parallélépipédiques voire
arrondis, Dans certains cas, nous avons observé une
inclusion cristalline accolée a la spore et apparemment
indissoclable de celle- ci. Bacillus sphaericus
renferme quant & lui une spore ronde subterminale
déformante; certaines de nos souches renferment
une ou plusieurs inclusions cristallines parasporales.

. Aprds coloration, nous.avons observé des
cristaux colorés en violet aussi bien a l'intérieur.qut &
I'extérieur des bactéries mais la forme des cristaux
ast moins nette qu'en contraste.de phase.

Le typage flfgellalre a.pu é&tre effectus pour
142 souches. La repartition. de ces souches par
sérggf:, sérovar et source d'lsolement est donnée
au aul. .. ..

La détermination de I'antigéne H n'a pu étre
réaliséa pour 52 souches sur 194 ; parmi ces souches
36 sont autoagglutinables et 16 sont immabiles.

Au total 27 souches ont montré une activité
si?tnificative sur moustiques mais. a des niveaux
différents. Les souches ayant une activité significative
gtableau‘ I} sur moustiques (DL50.comprise entre

0 ot 10*) appartiennent le pius souvent au sérotype
H14 (16/20), et plus rarement aux sérotypes H12
(1/20), H10a10b (1/20) et H7 (1/20). D’ autres
sérotypes ont montré une activiteé significative sur
Culex pipiens et une activité moyenne a faible-sur
Aedes. aagypti et Anopheles stephensi (DL50
comprise entre 10 et. 1073) ; il s'agit des sérotypes
H8a8b (n=2), H12 (n=2) et H10a10b (n=1). Notons
‘que trois souches autoagglutinables se sontrévélées
trés actives (n=1) ou moyennement actives (n=2) sur
moustiques. - oy o

.. Les 9 souches de Bacillus sphaericus isolées
appartiennent aux serotypes H1 (n=6) et H5 (n=3).
N'ayant pas présenté une activité vraiment
significative sur moustiques malgré la présence
d'inclusions, elles n’ ont pas fait I'objet d' 6tudes plus
pOUSSéSS. LTy e A} co S g '
L'étude du profil électrophorétique. des

protéines cristallines par SDS-PAGE montre queles.

souches trés actives sur moustiques ont un cristal
composé des 4 polypeptides de 135, 125, 65 at 28
kDa déja décrits chez Bacillus thuringiensis
israsiensis. Les souches moyennement actives ont
seulement soit les polypeptides de 135 et 65 kDa soit
les polypeptides de 125 et 28 kDa ou encore des
constituants nouveaux. Les souches inactives ou
faiblement actives ont un profil atypique avec des
bandes multiples.
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Tableaul:
Sérotypes, sérovars et source d'lsclement des souches de
Bacillus thunngisnsis sérotypables

sdrotypa/sdrovar sol insectes total
H7 / alzawai 18 7 26

H14 / [sraelensis 18 9 25
H12/ i 15 7 22
H17 / tohokuensia 12 4 16
H3a3b3c / kurstaki 10 2 12
H8a8b / morrisoni 4 8 12
H24 / neoneoiensis 7 4 1
H10a10b / darmstadiensis 4 4 8
H1 / thuringiensis . 1 | 2
Httatic/k ensis 2 0 2
H13/ 2 0 . 2

- H168 / dakota 1 1 2
H28 / monternry 1 0 1
H20a20b / yunnanensis 1 o 1
Total souches sérotypables 95 47 142

Tableau Il ;
résultats des bicessals sur moustiquas des souches montrant
une activité .

Sioipe  Seorw  Crpihme  Avsapl  Ausiphesl  An gabise A aabisal My
Wi Sasenss B H + H + 1%
R suang o H “ ) “ ?
Hi2 horpy + # I " “ |
Ht2 bt 4 # o #* - 2
Hiomild  cooiiomis 14 H # # " !
Ridaild  demssdwnss m o . 1
W une m H “ T * i
e momen H H - W + 2
LTy EE Y [} oo, B . B i
wo. “ “ W t W H

++ 108 < D50 <10-5 {DL30 axpnmées an alugon ue culture)
++  ~10-3 < PL50 <5104
- :5.10-5 <« DLS0 <104
‘  Auto-aggitinable - o

DISCUSSION

La lutte biologique contre les insectes a d'abord
été appliquée au domaine agricole avec la lutte
contre les insectes ravageurs des cultures. Ce n'est
qu'avec la découvente, en lsraél par Goldberg et
Margalit {10], de Bacillus thuringlensis israelensis
actif sur moustiques et simulies que cette bactérie a
commencé & susciter de lintérét pour le domaine
médical. L'utilisation la plus importante & grande
échelle de B.L.i. pour la lutte anti-vectorielle a sans
doute été celle faite dans le cadre du programme de
lutte contre 'onchocercose en Afric?ue e I'Est. En
effet, & partir de 1975, B.t.i. a été utilisé pendant une
dizaine d'années pour la destruction de populations
larvaires de simulies impliquées dans la transmission
de la maladie. Bacillus sphasricus est peu actif sur
Anopheles et Aedes, mais il a é&té utilisé au
Cameroun pour la destruction de larves de Culex
quinquefasciatus vectrices de la fllariose.

" Au Sénégal des travaux antérieurs ont permis
d'étudier les espéces d'anophéles distribuées dans
Pensemble du pays et de déterminer celles d'entre
elles qui ont une importance épidémiologique dans
certaines maladies telles que le paludisme ou la
filariose de Bancroft [7]. :

_ <+ Aprésde nombreuses missions de prospection
et'de suivi des populations d'Anopheles du complexe
gambiae dans plusieurs régions du Sénégal, la

etermination des espéces a été faite parlatechnique
de PCR; le comportement trophique et les taux
d'infestation par des Plasmodium ont également été
étudiés partest ELISA [8, 14]. Si on veut préconiser
des méthodes de lutte, éventuellement par des
bactéries entomopathogénes, ces données sont
nécessaires pour connaitre I'importance vectorielle
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de chaque espéce dans un contexte donné. Ces
travaux ont montré que les principaux vecteurs du
paludisme au Sénegal sont Anopheles gambiae et
Anopheles arabiensis .

Notre étude a montré, A l'instard’ autres[6,15],
qu'iln'ya pas de corrélation absolue entre le sérotype
et le pathotype [16] bien que le sérotype H14 soit le
sérotype le plus souvent associé & une toxicité sur
moustiques. Un certain nombre de nos souches
(n=20) se révalent étre de bons candidats a la lutte
biologique contre les 2 espeéces d’Anopheles du
complexe gamblae qui.sont , impliquees dans la
transmission du paludisnie au Sénégal & savoir An.
gambiae et An. arabiensis. - - :

Le clonage et I'expression des génes codant
pour les 4 polypeptides de B.t.I.; séparément ou en
combinaison ont montré que ces polypeptides
agissent en synergie [4,5g et que le délai d’ apparition
des phénoménes de resistance est inversement
proportionnel au nombre de polypeptides entrant
dans la composition de la delta endotoxine [9]. La
découverte de nouvelles souches . de Bacillus
thuringiensisentomopathogénes renfermant d'autres
protsines cristallines permettrait par conséquent de
lutter contre I'apparition de ces phénomeénes de
résistance aux biopesticides en «fabriquant» de
nouvelles bactéries ayant dans leur génome tout un
ensemble de génes codant pourles diftérentes toxines
et/ou en réalisant différentes combinaisons de ces
toxines: C'est précisément le cas de certaines de nos
souches qui, bien que faiblement ou moyennement
actives, renfermentdans leurcristal des polypeptides
différents de ceux de la delta endotoxine de Bacillus
thuringiensis israslensis . |l serait interessant de voir
si I’ expression de ces polypeptides dans une souche
recombinante produisant des polypeptides de Bacillus
thuringiensis israelensis renforcerait I'action de ces
demiers en particuller vis & vis d’An. gambiae et/ou
d'An. arablensis ou, ce qulestégalement intéressant,
allongerait le délai d'apparition des phénomeénes de
résistance. - - - .

CONCLUSION

Cette étude montre toutl'interét de la recherche
de nouvelles souches de Baciflus entomopathogénes
apartirdu soletdes insectes morts. ll serait également
intéressant d'envisager la recherche de Bacillus
candidats alalutte contre les moustiques vecteurs du
paludisme au Sénégal a pattir de cadavres
d’Anopheles arabiensis et An. gambiae .
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