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l#um¿ : 
Notre Btude porte sur la recherche des nouvelles souches 

de Baallus entomopathog~as susceptibles d'&e utilisbes dans 
la lutte contre les insedes vectews du paluc;tisme au Sbnegal. 

194 soudlcJs de Badllus Lfwhghsh et 9 souches de 
Bacillus sphericus ont 618 ¡solbs de l'environnement ou 
dinsectes.LetypageflagellairelI'analyseduprofil8l~6tique 
des proteines crisWines et les bioessais sur insectes ont permis 
d' isoler 27 souches actives sur mustq~es (CulexpipienS, Aedes 
aegyplf et Anophelesstephmi . Le patudime Øtant un problhme 

aBtBreche~visavisdas2pnndpauv~rsdupaludisme 
au~,AnopheesgambiaeetAnophelesarawensislced 
nous a petmis de mettre en Bvidence parmi ces 27 souches, 20 

ayantun l l h U d ' & V ¡ t b ~ e h  dui de &d/M 
thuringiensis israelenis qui est actuellement la SoUdle la plus 
active sur mar;tiques.Ces souches ont des DL50 autour de 106 
pour Anophelesgatnbme etAnqWamb¡ems et70% d'entre 
elles sont du Serotype H14 .Elles peuvent &re retenues comme 
candidates &la lutte bwlogrque corrtue les vecteurs du paludisme 
au SBnegal. 

Mots-clhs : 

I .. 

majeur de sante publique au S b @al, la toxicitØ de ces souches 

Becillus thuringiensis, BebllussphaericW , Detta 
endotoxine, Bioesseia, Paludisme, SWgal .  

INTRODUCTION 

En l'absence de vaccin efficace et compte 
tenu de l'apparition de phdnombnes de &¡stance 
aux medicaments chez de nombreux a ents 

interessant pour combattre certaines maladies 
tropicales telles que le paludisme. La lutte biologique 
contre les insectes vecteurs de maladies prØsente de 
nombreux avantages par rapport aux insecticides 
chimiques parmi lesquels on peut citer l'absence de 
toxicit6 pour les organismes non cibles et pour 
l'environnement et l'apparition tardivevoire l'absence 
de phdnomenes de resistance. 

Parmi los bacteries entomopathogbnes, 
Bacillus thuringiensis (0.t.) et Bacillus sphaericus 
(B.S.) ont ØtØ les esphes les plus largement utlisØes 
comme biopesticides. La souche de r4fØrence pour 
I'activit6 entomopathoghne sur moustiques est 
Bacillus thuringiensis ismelensis 11 O] dont I'activith 
insecticide repose sur la pdsence d'une inclusion 
cristalline appelde delta endotoxine ou mistab qui 

eptides majeurs : Cry4A, Cry48, 

rès-%¿%fSde 125, 135, GB-etPSkDa [5]. 

infectieux, la lutte anti-vectorielle est un compl t! ment 

ayant des poids molØculaires 
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summa/y : 
A screening program developped in Senegal to isdate 

new strains of entartopathogenic Ba& has led to the isolation 
of 194 s&ains of Bacih.~~ ururingiisnsis and 9 strains of BaauuS 
sphaericus from various sites and insect samples. The 
characterization of these stra¡ns regarding their H serotype, their 
crystal composition and their toxidty agrunst mosquitoes (Culex 
pipiens, Aedes aegypb' and hophelas stephem') has led to the 
i d a h  of 27 mosquitocidal strains. As malaria is an important 
public health problem in Senegal, these smns were more 
completely characterized looking for their toxicity ayainst the two 
major malaria vectors in Senegal : Anopheles @he and 
h O p h 8 h  arabiensis 

I 

A: 

Kay-words : Beclllus IhuringienSiS, Bed/w sphaeffcus , delta 
endotoxin. bioassays, malaria, Senegal. 

Le but de notre travail est de rechercher des 
souches de Bacillus entomopathogbnes autochtones 
susceptibles d'&tre utilisØes dans la lutte biologique 
contre les insectes vecteursdu paludisme au SØndgal. 
Les souches ont ØtØ isol&es A partir du sol et d'insectes 
morts puis elles ont fait l'objet d'une caraetdrisation 
complete comprenant I'htude des prothines 
cristallines, le typage fiagellaire et les bioessais sur 
moustiques. 

MATERIEL ET METHODES 

1.  SOLEM MENT DES SOUCHES 

Les hchantillons de sol proviennent de 
diff &entes regions Cscologiques et geographiques du 
SØnØgal. Les insectes ont Øte captuds au p ibe  
lumineux et roviennent essentiellement de la 

sahblienne : 15" 17' Nord, 14' 53' Ouest) 
region du S B nega1 Oriental et de Barkedji (zone 



a. Isolement dos Beciilus sntomopathogdnes 

Les insectes sont repartis par lots homogenes 
(Scarabaeidae, Staphilinidae, Scolytidae. 
Hymenoptera, Mordsfiidae, MicrolBpidopthres) 
d'environ 1 O grammes. Le nombre d'insectes par lot 
est variable et depend de la taille des insectes. Les 
lots sont seches puis &rads avec du sable sterile. 
Environ 3g de cette mixture sont sus endus dans 5 

ambiante pendant au moins deux heures et filtres sur 
une fine couche de coton hydrophile. Le fittrat est 
chauffe 8 85OC pendant 10 minutes, etal6 sur deux 
boites de milieu HCT (H drolysat de Caseine 
T 
[ l y e t  deux boites de milleu MES Milieu acillus 

Ill] qui sont ensuite incubees B 30°C pendant 48 
heures. 

b. Isolement de Bacillus entonwpa#og8niM 8 

Pour isoler 6.1. du sol qui est un produit 
plurimicrobien, nous utilisons la mdthode sblective 
de Travers et al. 19 .1 g du prblbvement est ajout6 B 
sodium a la concentration finale 0,25 M, puis incube 
A30°C sous agitation. L'addition d'adtate de sodium 
B cette concentration empeche la gemination des 
spores de 6.t. contenues dans I'4chantlllon et favorise 
la germination des autres spores. A reS decantation, 

dans un tube 8 essai, chauffde B 85% pendant 10 
minutes et ensemencde sur boftes de milieu HCT 
g6los6. Une incubation endant au moins 48 heures 

des e s p h 8  indØsirabiesoayant BtB 9limintbs. 

Pour la recherche de Baclllos sphericus, la 
&Won parl' adtate de sodium n'est pas necessaire, 
le filtrat chauffe est B W  sur deux boites de milieu 
MBS. 

2. "m DES soucHEs 

c B partir d' insectes 

'CI 

ml d'eau distill6e st&ile, incubes ! temperature 

tone) pour i' isolement cy e Bacillus thurin ¡ensis 
SphaericuS) pour l'isolement de Bac I //us sphaericus 

8 

-, .. 
partir du sot 

1 O ml de milieu 4 4  C tamponne avec de I' adtate de 

la phase superieure de la suspens P on est transferee 

permet la germination I! es spores de B.t., la plupart 

Aprlts les observations microscopiques, seules 
les souches renfermant des inclusions cristallines 
sont retenues pour la suite des essais : dØtermination 
dudtotype, du profllBlectrophoretkluedesprotflines 
et bioessais sur moustiques. 

a. Observations mic"p ique8  

L' aspect morphologique des bactdnes, des 
spores et des cristaux est observe avec un microscope 
B contraste de phase. 

Nous avons bgalement utilis4 la technique de 
coloration d&rite par Shad et al. [lq pour mettre en 
&idence les cristaux. Les frottis sont color6s avec 
une solution de bleu de Coomassie (0'25% bleu de 
Coomassie,50%BUlanol, 'I%acidedtique)pendant 
3 minutes, IavØs B l'eau distillee, s&h& et observes 
au microscope. Avec cette dthode, les cristaux 
liberes sont colores en violet et se distin uent 

ovale ou ronde selon I' espeCe en cause; les cellules 
vegetatives apparaissent comme des blltonnets 
color& en violet. 

facilement des spores qui sont incolores et de ? orme 

b. Tests sdrolog/qws 

Les antisera necessaires pour le typage 
flagellaire ont 6th aimablement foumis par I' unttd des 
bactdries entomopathogbnes de I' Institart Pasteiir de 
Paris. Ils ont 4th prØpar6s selon Is tndthode d6crite 
par de Barjac 111 et permettent d' identifier les 
seerovan de 6.t. salon la classiflcatlon de de Barjac 
et Franchon [3]. Des bacteries tres mobiles, 
sdlectionnbs par passa e en tubes de Craigie sont 

L'identification des anti Bnes H se fait par 

micror&thode, en utilisant un bouillon de cutture de 
4 i3 5 heures des bacteries dlect ronnh en tubes de 
Craigie. 34 s4rotyes de Baci//tls fhuringienis et 48 
serotypes de Bacillus sphaerkus sont recherches. 

c; CareCWhation dss ptvWmw cr&tal/lms par 

Les souches de B.1. sont cultivees sur milleu 
HCT additionne de glucase & la concentration finale 
de 0,3%, et incubtbs pendant 3 B 4 jours sous 
agitation. Les cultures sont centrifugbes B 10000 g 
pendant 15 minutes pour recueillir les spores et les 
cristaux. Les pr6parations spores + cristaux sont 
l a v b  avec du NaCl 0,5 M puis deux fois avec de 
l'eau distill& addMonn6e de phdnylmethyl sulfonyl 
fluoride (PMSF) B la concentration finale 10.3 M afin 
d'bllminer les debris cellulaires et d'inacthrer les 
p ro thes  adsort>t5es (131. ' ' 

La caractMsatlon des cristaux se fait par 

utilisØes pour le typage f ? agellaire. 

agglutination en tubes, ou en p B aques ELISA pour la 

t#uctrvpho&- - 

Blectrophorbse 

dans le gel des proteines de poids molhulaires 
connus. Les profils obtenus sont compares &ceux de 
souches entomopathog6nes connues 

d. Bioeasalr sur moustlqu88 . . I I '  I 

Les remiers essais de toxkit6 sur moustl ues 

Aedes aeg pH (souche Bora ora) et Anopheles 
stephensi bouche ST1 5). 

Nous avons ensuite reallsd avec les souches 
ayant mtd une EIctivitd significative sur ces trois 
espbs ,  dea bioessais sur  An. gambiae, souche 

Les bioessais ont BtØ rØalis6s avec la culture 
totale aprbs libdration des spores et des cristaux. 25 
larves de musthues sont introduites dans 150 ml de 
la dilution 8 tester selon la rnØthode dtscrite par de 
6arjac et Thlery [2] . Aedes aegypt/ et Culax pipiens 
sont pris au stade L4 ; Anopheles stephensi , 
Anopheles gambiae et Anopheles arabiensis sont 
pris au stade U. Chaque dilution est testde en 
double, ce qui permet d'avoir la mortalit6 sur 50 
larves. Nous faisons une pnh%ction en testant les 
dilutions 10-a et 106 ; si on obtient 100% de mortalit6 
B lad, on continue les dilutions jusqu' & 10'. Un 
contri% est dalise avec de I' eau distillk. Les DL50 
et DL90 (doses idthales entrafnant respectivement la 
mortdefjO%et 90%deslarvesinitialement prtbntes) 
sont determinees B l'aide d'un programme 
informatique. Elles sont compar&& &celles de B.ti. 
(souche 1884) qui est actuellement la souche la plus 
active sur moustiques. 

4 ontetMa1 P &surCubrpipiens soucheMontpel ler), 

Bobo Dioulasso) et An. arabiensis {souche 6 akar) . 

'B 
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,RESULTATS 

242 prhlbvements de sol et 154 lots d' insectes 
ont 6taanalysØs et ont permis d'obtenir 203 isolats 
de Bacillus entomopathogbnes. Les 4chantillons de 
sol ont permis d'obtenir 136 isolats de B. thuringiensis 
et 9 isolats de B. sphaeticus. 58 isolats de B. 
fhuringmnsk ont 6t6 obtenus B partir d' insectes. 

Sur h. milieux utilises B.thuringiensis . se 
presente sou9 forme de I es colonies blanches au 
centreddprim6, de type plut "% t rugueux. 8. sphaericus 
se p&ente sous forme. de peotes colonies beiges 
ayant tendance B la"., '.., , I ji'l~ ,. 
L observation des souches de B.L. au microscope B 
contras& de phase montre des chatnettes de 2'4 ou 
parfois 8 bacteries; chaque bacterie contenant 8 1' un 
des pdles une spore rdfrin ente, ovale, non 
defomynteet, dventuellemenf, 1 I' autre @le une ou 
plusieurs inclusions prhentant une rtSfringence plus 
dlscrbte. Les cristaux obsetvb sont le plus soyvent 
losangiques, rarement sous d'autres formes : 
cubiques,. rectangulaires, parall4l@ipedlques volre 
artondis. Dans certains cas, nous avons observe une 
inclusionctistallineaccol&Bla met apparemment 
indissociable de celle- ci. Y acillus spheericus 
renferme quant A lui une spore ronde subteminale 
deformante; certaine de nos souches renferment 
une ou plusieurs inclusions cristallines parasporales. 

A p h  coloration, nous:avons obse& des 
cristaux color& en violet aussi blen B I'lnterieur,qu! & 
I'extdrieur des bacteries mais la forme des cristaux 
est moins nem qu'en contrastq.de phase. 

Le typage fla ellaire &pu &re effectue pour 
142 souches. La 4 partition. de ces souches par 
sØm. serovar et source @isolement est don* 
a u d r i u l .  , i. I , ... , , . . j  

' 

La d6termination de l'a&& H n'a pu etre 
rdaliseapour52souchessurlM; parmicessouches 
38 sont autoagglutinables et 16,sont immobiles. 

Au total 27 souches ont montrd une actlvitd 
si nificative sur moustiques maia B des niveaux 
di w Brents. Les souches ayant une activitdslgnificatfve 
tableau. II) sur moustiques (DL50. comprise entre \ od et 1 W) appartiennent le plus s g w n t  au s6rotype 
H14 (16/20), et plus rarement aux Sero pes.Hl2 
(1/20), HlOalOb (1120) et H7 1/20). % ' autres 
serotypes ont montra une activit B significative sur 
Culex pipiens &,une actkit4 moyenne B faiblemir 
Aedes. aegypti et. Anopheles stephensi (DL50 
comprise entre lo4 eta 103) : il s'agit des sdrotypes 
H8a8b (n=2), H12 (n=2) et H10a10b (n=l). Notons 
.que troissouches autoagglutinables sesont I.evel&s 
treS actives (n=1) ou moyennement actives (n=2) sur, 
moustiques. . ... 

Les 9 souches de Bacillus sphaericus &Mes. 
appahiennent aux serotypes H1 (n&) et H5 (M). 
N'ayant pas presente une activitd vraiment 
significative sur moustiques malgrØ la presence 
d'inclusions, elles n' ont pas fait l'objet d' dtudes plus 
pouss8es. . ,,, - :?!:,. 

L'Btude du profil Olectrophorbtique. desl 
proteines cristallines par SOS-PAGE montre que les- 
souches t& actives sur moustiques ont un cristal 
compos6 des 4 polypeptides de 135,125,65 et 28 
kDa deja d6crits chez Bacillus thuringiensis 
ismelensis. 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. 

, .,, . . . I. . . 

Tablomu I : 
Shtypea. sbrovars et source dlsdement des souches de 

Bacluus thunngrensis sbrotypables 

riroiygvLdronar MI inuct#  tob1 

H7 ! alzawai 19 7 26 
H14 I kraelensls 16 9 25 
H12 I thompsoni 15 7 22 

H17/t~hd~~ensis 12 4 16 
H3aw&IkurStaw 10 2 12 
HBeBb I mortlsoni 4 8 12 
H24 / neondensis 7 4 11 

H10e10b I damrstadiensk, 4 4 8 
1 - 1  2 
2 O 2 
2 O 2 
1 ' 1  2 

H28/monteny 1 ' 0  1 
-1yUmenensb 1 o 1 

T o o l ~ r J r o t y p . M . r ,  95 47 142 

Tableau II : 

DISCUSSION 

La lutte biologiquecontre les Insectes a d'abord 
Øt6 ap liquee au domaine a ricole avec la lutte 

qu'avec la d6couverteI en lsra(il par Goldberg et 
Margalit [l O], de Bacillus tburinglensis isfaelensis 
actif sur moustiques et simulies que cette bacterie a 
commence B susciter de l'inter& pour le domaine 
medical. L'utilisation la plus Importante $i grande 
Bchelle de I3.t.i. pour la lutte anti-vectorielle a sans 

contre P es Insectes ravageurs 8 es cultures. Ce n'est 

effet, A partir de 1975, B.t.i. a 
dizaine d'annees pour la 
larvaires de simulies impliquees dans la transmission 
de la maladie. Bacillus sphaedcus est peu actif sur 
Anopheles et Aedes, mais il a BtB utillsd au 
Cameroun pour la destructlon de larves de Culex 
quinquefasciatus vectrices de la fllariose. 

Au SBnBgal des travaux anterieurs ont permis 
d'6tudier les espbces danophdes distribuBes dans 
l'ensemble du pays et de determiner celles d'entre 
elles qui ont une importance Bpidemiologique dans 
certaines maladies telles que le paludisme ou la 
filariose de Bancroft [71. 

Aprbs de nombreuses missions de prospection 
et'de suivi des populations d'Anopheles du complexe 
ambiae dans plusieurs regions du SBnBgal, la 

!et erminat ion desespbces a BtB faite par la technique 
de PCR; le comportement trophique et les taux 
d'infestation par des Plasmodium ont 6gaiement Bt6 
6tudiBs par test ELISA [8,14]. Si on veut prtkoniser 
des methodes de lutte, Bventuellement par des 
bactenes entomopathogbnes, ces donnees sont 
necessaires pour connaitre l'importance vectorielle 

' 
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de chaque espècd jans un contexte donnd. Ces 
travaux ont montre que les principaux vecteurs du 

*r paludisme au Senegal sont Anopheles gambiae et 
Anopheles arabiensis . 

Notre etude a montre, A l'instar d' autres [6,15], 
qu'il n'ya pasdecorrØlation absolue entre IesØroWe 
et le pathotype [I 61 bien que le serotype HI4 soa le 
serotype le plus souvent associe A une toxicite sur 
moustiques. Un certain nombre de nos souches 
(n=20) se revblent atre de bons candidats A la lutte 
biologique contre les 2 esphes &Anopheles du 
complexe gamblae . ui,sont : impliqp&s dans la 

gambiae et An. arabiensis. 
Le clonage et l'expression des genes codant 

pour les 4 polypeptldes de B.t.L; sdpadment ou en 
combinaison ont montre que ces polypeptides 
agissent en synergie [4,5 et que le delai d' apparition 

proportionnel au nombre de polypeptides entrant 
dans la composition de la delta endotoxine [9]. La 
ddcouverte de nouvelles souches. de Bacll/us 
thuringiensis en tomo pathogenes renfermant d'autres 
prothines cristallines permettrait par consequent de 
lutter contre l'apparition de ces phenombnes de 
resistance aux biopestiddes en afabdquantw de 
nouvelles baddries ayant dans leur h o m e  tout un 

toxinesi C'est pr&Wment lecas de certalnes de nos 
souches qui, bien que faiblement ou moyennement 
actives, renferment dans leur cristal des polypeptides 
diff Brents de ceux de la delta endotoxine de Bacillus 
thuringlensis israelemis. I I  serait Interessant de voir 
si I' expression de ces polypeptides dans une souche 
recombinante produisant des potypeptkles de Bacillus 
rhuringiensk ismelensis renforcerait l'action de ces 
demiers en pertlculier vls & vis d'An. gamWae et/ou 
d'An. arabiensis ou, ce qul est halernent Int6ressant, 
allongerait le delai d'apparition des phhoMnes de 
r8sistance. ' ' - '  

CONCLUSION 

Cette etude montre tout l'Inter& de la mherche 
de nouvelles souches de Bacillusentomopathogbnes 
ii partir du solet des insectes morts. II serait Bgalement 
interessant d'envisager la recherche de Bacillus 
candidats A la lutte contre les moustiques vecteurs du 
paludisme au SBnØgal & partir de cadavres 
&Anopheles arabiensis et An. gambiae . 
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