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Dans la région de Bouaké, en Côte d ‘Ivoire, le traitement des gîtes larvaires à Culex quinquefasciatus par la souche 
1593-4 de Bacillus sphaericus a mis en évidence, au vu des résultats entomologiques et bactériologiques, les faits suivants : 

- la CI rémanente JJ de la bactérie dans le milieu varie avec la concentration utilisée ; 
- Bacillus sphaericus 1593-4 semble se recycler dans les larves mortes de Culex quinquefasciatus. Toutefois, ce recyclage 
ne se produit pas dans tous les gîtes et n’est pas assez important pour assurer un contrôle efficace de la population préimaginale. 

Mots-clés : Bacillus sphaericus - Culex quinquefaciatus - Eau polluée - Évaluation sur le terrain - Recyclage 
- Afrique de l’Ouest. 

Summary 

FIELD EVALUATION OF WRVICIDAL ACTIVITY OF Bacillus sphaericus NEIDE, 1904 ~TRAIN 1593-4 AGAINST Culex quin- 
quefasciatus SAY, 1823 IN WEST AFRICA. At Bouaké (Ivory CoasQ treatment of Culex quinquefasciatus breeding sites by 
Bacillus sphaericus strain 1593-4 has given, after entomological and preliminary bacteriological studies, the following results : 

- the used concentration modgies the residual activig of the bactertà (16 days at 1 g/m2, over 1 month at 50 g/m2) ; 
- recolonization of the breeding sites occurs when Bacillus sphaericus spores are accumulated in bottom mud. 
- Bacillus sphaericus seems to recycle in dead Culex quinquefasciatus larvae but on& in a few breeding sites and not at a 
level high enough to suppress mosquito larval population. 

Key words : Bacillus sphaericus - Culex quinquefasciatus - Polluted water - Field trials - Recycling potential - 
West Africa. 
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1. Introduction 

Isolé en 1965 par Kellen et al. à partir de larves 
moribondes de Culiseta incidens, Bacillus sphaericus 
Neide, 1904 suscite depuis ces dernières années un 
intérêt croissant : la découverte de souches de plus 
en plus toxiques et les possibilités de recyclage envi- 
sagées dès 1979 par Hertlein et al. font de cet insecti- 
cide biologique un agent de lutte prometteur pour le 
contrôle de certains Culicidae. 

Nous avons évalué l’efficacité de cette bactérie 
dans les réservoirs d’eau polluée (puisards, fosses 
septiques) à Bouaké en Côte d’ivoire. Ces réservoirs 
constituent la plupart des gîtes préimaginaux à Culex 
quinquefasciutus Say, 1823 en milieu urbain. Ce mous- 
tique représente une cible de choix pour une telle 
expérimentation : 

- c’est un vecteur majeur de la fïlariose de Bancroft 
dans de nombreux pays ; 
- les larves sont résistantes à de nombreux larvici- 
des chimiques ; 
- les femelles adultes, par leur piqûres, représentent 
une nuisance non négligeable ; 
- les gîtes préimaginaux sont faciles à localiser, 
bien délimités et par conséquent faciles à traiter. 

Le travail que nous avons réalisé repose essen- 
tiellement sur une étude de la dynamique de la 
population préimaginale de Culex quinquefasciatus trai- 
tée par ce bacille. A ce volet entomologique, nous 
avons adjoint une étude préliminaire bactériologique 
pour éclaircir les phénomènes observés sur le terrain 
par des analyses bactériologiques de l’eau des gîtes 
traités. 

2. Matériel et méthodes 

2.1. VOLET ENTOMOLOGIQUE 

2.1.1. Bacillus sphaericus souche 1593-4 

La souche 1593-4 de Bac&s sphaericus a été iso- 
lée en 1974 en Indonésie à partir de larves moribon- 
des de Culex quinquefàsciatus. Malgré la découverte 
récente de nouvelles souches très pathogènes pour les 
larves de moustiques (2362, 2297...), cette souche 
n’en reste pas moins l’une des plus toxiques isolées 
jusqu’à ce jour. 

Nous disposions pour cette expérimentation de 
700 grammes d’une poudre primaire de spores de 

Bacillus sphaericus 1593-4 fournie par la firme Solvay. 
Cette poudre présente une grande stabilité dans les 
conditions ordinaires de stockage (5% - obscurité) : 
nous n’avons constaté aucune altération de sa toxicité 
(déterminée par la méthode OMS de titrage biologi- 
que sur une souche locale de Culex quinquefasciatus) 
après plus d’un an de conservation. 

2.1.2. Prospection, choix et Echantillonnage des gîtes 

Si en Afrique de l’Est et dans différentes îles de 
l’Océan Indien, Culex quinquefasciatus s’est également 
implanté en milieu rural, il reste en Afrique de 
l’Ouest un moustique principalement urbain qui se 
développe dans les eaux polluées des caniveaux, pui- 
sards et latrines. Dans la ville de Bouaké, les gîtes 
préimaginaux à Culex quinquefasciatus sont constitués 
essentiellement par les puisards et fosses septiques et 
plus rarement par les fossés et caniveaux : contraire- 
ment à certaines grandes villes africaines, notamment 
celles situées en bordure de mer, le drainage des 
eaux de pluies et des eaux usées est ici suffisant pour 
éviter un engorgement de tout le réseau d’égoûts et 
par conséquent l’apparition dans ces caniveaux de 
gîtes larvaires (cf. photos 1 et 2 des différents types 
de puisards prospectés à Bouakéj. 

L’échantillonnge dans les gîtes consiste en une 
mesure relative de la densité en stades préimaginaux : 
les prélèvements se font à l’aide d’une louche 
(méthode du « dipping ,)) ; seules les larves stades 
III/IV et les nymphes sont prises en compte. 

Parmi les -différents puisards recensés à Bouaké, 
nous en avons sélectionné dix, riches en larves de 
Culex quinquefasciatus et d’un accès aisé. Notons égale- 
ment que nous avons informé les propriétaires de 
chaque puisard des raisons de notre passage, afin 
d’éviter tout traitement ou vidange des gîtes durant 
l’expérimentation. 

2.1.3. Traitement, contrile de la mortalité, persistance de 
1 ‘insecticide 

Pour des raisons de commodité, nous avons cal- 
culé les dosages en fonction de la surface et non du 
volume d’eau. Nous avons choisi trois concentrations : 
1, 10 et 50 g/m’ à raison de trois puisards par con- 
centration et un témoin, soit un total de dix puisards 
mis en observation. 

Nous avons suivi l’évolution de la population 
préimaginale pendant quatre mois environ après le 
traitement. Ce contrôle s’est effectué toutes les 48 
heures et s’est prolongé même après un retour de la 
population larvaire et nymphale à son niveau initial 
(avant traitement). 
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PHOTO 1. - Puisard creusé à même le sol, collectant les eaux de toilette et de faibles quanti& d’eaux de 
pluies 

PHOTC) 2. - Puisard limité par une paroi en parpaings et collectant essentiellement les eaux de milette 
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2.2. VOLET BAcTkRIOLOGIQUE L’identification se fait après incubation par examen 
des colonies. 

Parallèlement aux observations entomologiques, 
nous avons réalisé au cours de ces quatre mois 
d’expérimentation des analyses bactériologiques qua- 
litatives de l’eau dans deux des puisards traités. Ce 
travail avait pour but de donner un aperçu du deve- 
nir des spores de Bac&s sphaericus après le traite- 
ment. Cette étude préliminaire a permis de mettre 
sur pied un programme plus élaboré d’analyses bac- 
tériologiques qui nous permettra de préciser et 
d’approfondir les données acquises lors de cette 
étude. 

Cette technique ne permet pas cependant de dif- 
férencier les souches saprophytes de sphaericus pou- 
vant exister naturellement dans le gîte et les résultats 
devront être interprétés avec prudence. C’est pour- 
quoi nous aurons désormais recours à la technique 
sérologique d’agglutination flagellaire (de Barjac et 
al., 1980) pour avoir à l’avenir la quasi-certitude 
d’avoir isolé la souche recherchée. 

3. Résultats 

2.2.1. P&vement des échantillons 3.1. MORTALITÉ LARVAIRE ET PERSISTANCE DE Bacillus 

Les échantillons ont été collectés dans deux des 
puisards traités à 1 g/mL. L’appareil de prélèvement 
consiste en une seringue en verre de 50 ml sur 
laquelle est adapté un tuyau en plastique de 2 mètres 
de long lesté à son extrémité. Ce dispositif permet 
d’effectuer des prélèvements en surface, en profon- 
deur, mais aussi dans le substrat meuble du puisard. 
Les cadavres de larves de Culex quinquefasciatus collec- 
tés lors du dipping font également l’objet d’analyses 
bactériologiques. 

sphaertcus DANS LE MILIEU 

Ces échantillons étaient conservés au réfrigéra- 
teur à 4’C pour éviter la germination des spores, 
puis expédiés à un laboratoire de microbiologie 
d’Abidjan pour analyses. 

Un premier contrôle 48 heures après le traite- 
ment montre que la mortalité larvaire est totale dans 
tous les puisards traités, même à la plus faible dose. 
La population préimaginale se reconstitue ensuite 
progressivement suivant la concentration utilisée 
(tabl. 1) : les larves stades III/IV réapparaissent entre 
le 8e et 16e jour après le traitement à 1 g/m2, entre le 
208 et 26= jour à 10 g/m* et entre le 32’ et 36” jour à 
50 g/m-. Notons également que cette réapparition de 
la population larvaire précède tout naturellement de 
quelques jours la réapparition de la population 
nymphale. 

3.2. EFFET SECONDAIRE DE Bacilles sphaericus DANS LES 

2.2.2. Friquence des pr&vemen ts PUISARDS 

Un premier prélèvement, réalisé pour chacun 
des puisards avant le traitement, permet de mettre 
en évidence la présence éventuelle de Bacillus sphaeri- 
tus a l’état naturel dans le puisard. Les prélèvements 
ultérieurs sont effectués dès qu’un changement nota- 
ble apparaît dans la dynamique de la population 
préimaginale. 

Nous avons poursuivi l’échantillonnage de la 
population préimaginale et avons établi pour chacun 
des puisards un graphique sur la dynamique de la 
population de Culex quinquefasciatus pour une période 
de quatre mois après le traitement. 

3.2.1. Puisard non traiti (fig. 1, graphe 1) 

2,2.3. Analyse des échantillons 

Les échantillons prélevés subissent tout d’abord 
un choc thermique (65% pendant 30 mn) pour éli- 
miner les formes végétatives des diverses bactéries et 
champignons et ne conserver que les spores. Ils sont 
ensuite ensemencés par étalement sur milieu MP 
gélosé de composition suivante : peptone (5 g/l), 
extrait de levure (10 g/l), extrait de viande (5 g/l), 
glucose (10 g/l) et NaCl (3 g/l). On ajoute alors 
dans le milieu de culture 5 mg/1 d’oxacilline (qui 
inhibe la multiplication de certaines bactéries) et 
10 mg/1 de nystatine (qui élimine les moisissures). 

Les densités larvaires et nymphales passent par 
une série de minimums et de maximums très mar- 
qués. Des observations effectuées sur le terrain et au 
laboratoire par Subra en 1971 montrent que l’allure 
de cette courbe est généralisable à l’ensemble des 
puisards non traités et qu’un grand nombre de fac- 
teurs conditionne, à des degrés divers, la dynamique 
de la population préimaginale de Culex quinquefascia- 
tus. 

3.2.2. Puisards traités (fig. 1 et 2, graphes 2 à 8) 

Sur les neuf puisards traités, et malgré les pré- 
cautions que nous avons prises, deux d’entre eux 
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TABLEAU 1 

Persistance de Bacilltrs sphac&us souche 1593-4 dans les eaux polluées en fonction de la concentration ; évolution dans 
le temps de la population larvaire de Culx quinqueJmistus ( + : présence de larves stades III/IV ; - : absence de 

larves stades IIMV) 

NOMBRE DE JOURS APRES TlL’.ITEFlENT 

PUISARD No 0 1 10 14 18 22 26 78 34 36 38 40 

1 (Témoin) + + + + + + + + + + + + 

2 (1 g /IA + + + + + + + + + + 

3 (1 g /m> + - + + + + + + + + + + 

4 (1 g /m, + + + + + + + * + 

5 (10 g /m2) + + + * + + + 

6 (10 g /m2> + - - - - + + + + + c + 

, (10 g f,Z) + - - - - - - + + + + + 

8 (50 g /,,,‘) + - - - - - - - - - + + 

9 (50 g /$) + - - - - - - - + + 4. + 

10 (50 g /m2) + - -8 - - - - - - * + + 

n’ont pu faire l’objet d’une étude prolongée : l’un de 
ces puisards a été vidangé peu après sa recolonisation 
tandis que l’autre s’est asséché suite à un arrêt de 
l’alimentation en eau. 

Après recolonisation des gîtes, la population 
préimaginale des sept puisards traités passe, comme 
pour le témoin, par une série de minimums et de 
maximums et les courbes prennent alors la même 
allure que la courbe du puisard non traité. Notons 
toutefois pour un des puisards traité à 1 g/m2 (fig. 1, 
graphe 2) une disparition de la population préimagi- 
nale consécutive à un assèchement temporaire de ce 
gîte. 

Dans un puisard traité à 1 g/m2 (fig. 1, graphe 
4), nous avons constaté, 12 jours après la recolonisa- 
tion du gîte, la présence de larves mortes pendant 
pratiquement toute la durée de nos observations. Ce 
même phenomène se retrouve, mais de façon épisodi- 
que, dans deux autres puisards traités à 1 et 50 g/m2 
(fig. 1, graphe 3 ; fig. 2, graphe 6). D’une façon 
générale, ces cadavres sont disséminés sur toute la 

surface de l’eau du puisard et côtoient les larves 
vivantes présentes en beaucoup plus grande quantité. 

L’apparition de cette mortalité larvaire ne sem- 
bl e pas modifier la dynamique de la population pré- 
imaginale. 

3.3. RÉSULTATS DES ANALYSES BACL~RIOLOGIQUES 

L’analyse bactériologique des prélèvements, 
pour les deux puisards, avant le traitement s’est 
révélée négative, tant en surface qu’en profondeur 
ou dans le substrat : il ne semble donc pas y avoir 
dans ces deux puisards de Bacillus s~haericus à l’état 
naturel. 

Nous avons ensuite effectué pour chacun des 
deux puisards trois séries de prélèvements, 10, 20 et 
40 jours après le traitement pour l’un des puisards 
(puisard no 1) et 10, 20 et 98 jours pour le second 
(puisard no 2). 

Les résultats de ces analyses, ainsi que l’état de 
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la population préimaginale lors des prélèvements sont larves et de nymphes, soit par la présence de larves 
consignés dans le tableau II. mortes. 

Ces résultats semblent indiquer d’une part que 
la présence de Bacillus sphaericus dans le substrat 
n’affecte pas la dynamique de la population préima- 
ginale, d’autre part que les spores présentes à la sur- 
face de l’eau du gîte entraînent des modifications 
notables qui se traduisent soit par l’absence totale de 

L’analyse de ces cadavres, préalablement rincés 
à l’eau distillé, a montré qu’ils étaient infectés par 
des spores de Bacillus sphaericus. Des études plus fines 
(réalisées à l’Institut Pasteur de Paris) ont précise 
l’appartenance de ces spores au sérotype H5 auquel 
appartient notamment la souche 1593-4. 

TABLEAU II 

Analysç bactériologique des Echantillons prélevts et paralltle avec les observations entomologiques (+ : présence de 
spnrm de Bacilles sphaerim ; - : absence de spores de Bacilles sphaerirus) ; * pour plus de précisions, se reporter 

au graphe 4 pour le puisard no 1 et au graphe 3 pour le puisard no 2 (fig. 1) 

I Population préimaginale abondante I 
T 
s 1(1 * Absence de larves et de nymphes 
A 
R '0 . . + Gite en voie de recolonisation 

NO 1 Population préimaginale abondante 
4rJ + + Présence de larves mortes 

P 
1, « Population prEimaginale abondante 

1 
:: 10 + Gîte en voie de recolonisation 

A 
R 211 + Gîte en voie de recolonisation 
D 

11’2 98 + Population prSimaginale abondante 

4. Discussion 

4.1. PERSISTANCE DE Bacillus sphaericus DANS LE MILIEU 

La recolonisation des gîtes larvaires à Culex quin- 
quefasciatus traités par Bacillus sphaericus semble dépen- 
dre de la concentration utilisée : la persistance de 
l’effet larvicide ne dépasse pas 16 jours à 1 g/m2 
alors qu’elle atteint plus d’un mois à 50 g/m”. Ces 
résultats confirment les travaux de Mulligan et al. 
(1980). Par contre, en ce qui concerne Bacillus thurin- 
giensis H-14, la concentration ne semble pas avoir 
d’action sur la rémanente (Hougard et al., 1983 ; 
Sudomo et al., 1981). 

Des expérimentations menées en Inde n’ont per- 
mis d’observer aucun effet résiduel d’une poudre pri- 
maire de la souche 1593 sur Culex quinquefasciatus 
(Indian Council of Medical Research, 1977). Karch 

(1984) obtient quant à lui 20 jours de rémanente en 
eau polluée à 160 mg/m’ avec la même souche. Ces 
différents résultats s’expliquent sans doute par les dif- 
férentes conditions physico-chimiques rencontrées lors 
de ces expérimentations : il existe notamment une 
corrélation négative entre l’efficacité de la souche 
1593 et le degré de pollution de l’eau (Mian et 
Mulla, 1983 ; Mulligan et al., OP. cit.) ainsi que le 
degré de luminosité (Mulligan et al., OP. cit.). Bien 
que nous n’ayons pas ce problème en zone tropicale, 
notons toutefois qu’au laboratoire, les basses tempé- 
ratures réduisent l’efficacité de Bacillus sphaericus 
(Wraight et al., 1981). 

Les analyses bactériologiques semblent indiquer 
que les gîtes redeviennent positifs quand les spores 
ne se retrouvent plus que dans le substrat (§ 3.4.). 
Ceci confirme l’hypothèse de Davidsc et 01 (1984), 
Mulla et al. (1984), Mulligan it al. (OP. cd.) et Sinè- 
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gre et al. (1981) selon laquelle la matière active 
s’enlise dans le substrat et devient hors d’atteinte des 
larves. Ce substrat est un milieu favorable pour les 
spores puisque Hertlein et al. (1979) et Singer (1980) 
ont montré que les spores pouvaient rester viables et 
toxiques pendant neuf mois. La pollution de l’eau est 
également un facteur qui protègerait les spores de la 
desruction par les ultra-violets notamment (Hornby et 
al., 1981). 

4:2. RECYCLAGE DE Bacillus sphaericus DANS LE MILIEU 

Les résultats des analyses bactériologiques mon- 
trent que les cadavres de larves retrouvés dans trois 
des puisards, après recolonisation des gîtes, sont con- 
tamines par des spores de Bacillus sphasricus. Les tra- 
vaux de Davidson et al. (OP. cit.), Des Rochers et 
Garcia (1984) et Silapanuntakul et al. (1983) mon- 
trent que Bacillus sphaericus se multiplie dans les lar- 
ves de Culex et que les spores sont relâchées dans le 
milieu environnant lors de la désintégration des cada- 
vres. 

Nos observations ainsi que celles de ces diffé- 
rents auteurs laissent supposer que ce recyclage se 
produit également dans les puisards de Bouaké. 
Cependant il ne suffit pas à assurer une suppression 
compl?te de la population préimaginale, ce qui con- 
firme les résultats de Hoti et Balaraman (1984). 
D’autre part, ce phénomène n’est pas général (pré- 
sence de cadavres dans seulement trois des puisards 
traités) et ne semble pas dépendre de la quantité ini- 
tiale de spores déversée lors du traitement (deux des 
puisards sont traités à 1 g/m’ et le troisième à 
50 g/m?). 

5. Conclusion 

En eaux polluées, la persistance de la souche 
1593-4 de Bacillus sphaericus dans les gîtes larvaires à 

Culex quinquefmciatus n’est pas suffisamment durable 
pour concurrencer efficacement les insecticides chimi- 
ques ou certains régulateurs de croissance récemment 
apparus sur le marché : nous avons en effet obtenu 
dans les mêmes types de gîtes, avec des mimétiques 
d’hormone juvénile à doses équivalentes des réma- 
nences au moins huit fois supérieures à celles enre- 
gistrées dans cette étude (Hougard et al., 1984). 

Cependant, les possibilités de recyclage de cette 
bactérie ainsi que la découverte de souches de plus 
en plus toxiques pour les larves de moustiques (2297, 
2362.. .) nous encouragent à poursuivre nos recher- 
ches dans ce domaine. C’est ainsi que nous allons 
entreprendre une étude biologique et physico- 
chimique plus détaillée de ce biotope particulier que 
représentent les puisards et fosses septiques en milieu 
tropical. 

Ce travail devrait nous permettre de mieux cer- 
ner les conditions favorables à un développement 
optimum de Bacillus sphaericus dans les eaux pollu&es 
en Afrique de l’Ouest et d’envisager par la suite un 
contrôle biologique efficace de Culex quinquefasciatus. 

Dans cette hypothèse, soulignons que cette bac- 
térie peut être produite localement et à bon marché 
par utilisation de milieu de culture à base de déchets 
animaux ou végétaux disponibles sur place, notam- 
ment en Afrique de l’Ouest (Obeta et Okafor, 1983 ; 
Hertlein et al., 1981). 
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