
ORSAY
nt., d'ordre:

UNIVERSITË DE PARIS-SUD

C E N T RED' 0 R S A y

THESE

présentée

Pour obtenir

Le grade de Docteur esSciences Naturelles

par

Pierre GUILLET

Sujet:

LA LUTTE CONTRE LES VECTEURS DE L'ONCHOCERCOSE EN AFRIQUE DE L'OUEST:

ËTUDE DE LA RËSISTANCE ET RECHERCHE DE NOUVEAUX LARVICIDES.

Soutenue le 22 Octobre 1985

MM. J. BERGERARD

J. MOUCHET

F. RAMADE

B. PHI L1PPON

J.COZ

devant la Commission d'examen

Président

Rapporteur

Examinateurs





NOM

PRENOM

TITRE

RESUME

GUILLET

Pierre

LA LUTTE CONTRE LES v~CTEURS DE L'ONCHOCERCOSE

EN AFRIQUE DE L'OUEST

ETUDE DE LA RESISTfu~CE ET RECHERCHE DE NOuVEAUX LARVICIDES.

Des méthodes ont été mises au point pour évaluer l'efficacité
de différentes classes d'insecticides utilisables contre les larves des
vecteurs de l'onchocercose dans le cadre d'un vaste Programme d8 lutte en
Afrique de l'Ouest.

Une résistance au téméphos a été mise en évidence, SUlVle
d'une résistance aux autres composés organophosphorés. Compte-tenu des
perspectives limitées offertes par les insecticides conventionnels, on a
évalué l'efficacité de nouvelles classes d'insecticides, en particulier
les régulateurs de croissance et les agents de lutte biologique.

Les résultats limités obtenus avec les premiers n'ont pas en
core permis d'envisager leur utilisation. Les facteurs qui conditionnent
l'efficacité du Bac.U.e.u-1 :thUll.-<..n.g-<..e.n.-6-W H14 ont été étudiés; un type de
formulation adapté à l'utilisation sur le terrain a été sélectionné.

Cet entomopathogène peut être produit industriellement en
très grandes quantités ; son utilisation a rapidement atteint le stade
opérationnel pour le traitement des larves résistantes aux insecticides.
Les risques de développement d'une résistance à la toxine bactérienne sont
très faibles mais ont toutefois été pris en compte. L'amélioration des
formulations 'la permettre d'étendre sensiblement lsurs possibilités
d'utilisation.

MOTS CLES Onchocercose, lutte antivectorielle, larvicides, résistance,
Bac.U.e.u-1 :thUll.-<..n.g-<..e.M-l-1 H14 (formulations).
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AVANT-PROPOS

Le Programme de lutte contre l'onchocercose en Afrique

de l'Ouest (OCP)*, mis en place par l'Organisation mondiale de la Santé

en 1974, couvre actuellement sept états soit 764 000 krn
2 d'un seul tenant.

Il est prévu pour durer environ 20 ans compte-tenu de la longévité du

parasite chez l'homme. Chaque semaine, selon la saison, de 6 000 à 23 000

km de rivières sont surveillés et au besoin traités.

Il s'agit là de la plus importante opération de lutte

antivectorielle actuellement en cours. Lors de sa mise en place en 1974,

le Programme de lutte reposait sur une seule méthode : la lutte antivec

torielle, et disposait d'un seul insecticide : le téméphos.

La recherche de nouveaux insecticides utilisables à

grande échelle était et demeure une des priorités du Programme :

- pour faire face aux problèmes posés par la résistance aux insec

ticides,

- pour limiter l'impact des traitements sur l'environnement en

recherchant des larvicides aussi sélectifs que possible,

- pour limiter également le coût des traitements qui représentent

une part importante des fonds consacrés à cette opération.

C'est dans ce contexte que se sont déroulés nos travaux.

Plusieurs contrats de recherches (15 au total de 1976 à 1984) ont été

passés entre l'OCCGE ** et l'OMS, et plus précisemment :

- le Programme de lutte OCP,

- la division vac (biologie des vecteurs et lutte antivectorielle)

- et le Programme spécial TDR PNUD/OMS/Banque mondiale/FAO de

recherches et de formation concernant les maladies tropicales.

* OCP : Onchocerciasis Contl~l Project.

** OCCGE : Organisation de Coopération et de Coordination pour la lutte
contre les Grandes Endémies.
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Les objectifs successifs de ces recherches ont été :

- La mise au point de méthodologies permettant de tester l'effica

cité des larvicides antisimulidiens contre les larves du complexe SLmutLum

damno~um.

- L'évaluation de tous les larvicides expé~imentaux produits par

l'industrie.

- L'évaluation de la sensibilité de base aux insecticides des popu

lations larvaires du complexe S. damno~um dans la zone du Progra~e,leur

suivi, et l'étude des phénomènes de résistance.

- La recherche de nouveaux insecticides utilisables contre les

populations résistantes aux insecticides.

L'ensemble des travaux a été réalisé à l'Institut de

Recherches sur la Trypanosomiase et sur l'Onchocercose (Institut Pierre

Richet) de l'OCCGE situé à Bouaké en Côte d'Ivoire. Nombreuses sont les

personnes qui m'ont apporté au cours de ce travail leur soutien moral et

matériel, parmi lesquelles il m'est agréable de remercier ici :

- Monsieur le Directeur Général de l'ORSTOM, pour les facilités

qu'il m'a accordées dans la réalisation et la rédaction de ce travail.

- Monsieur le Docteur C. SOW, Secrétaire Général de l'OCCGE jusqu'en

1984, qui nous a accueillis dans son organisation et nous a permis de

réaliser ce travail dans d'excellentes conditions.

- Messieurs M.LS. BAZIN et le Docteur E.M. SAMBA, Directeurs succes

sifs du Programme de lutte, qui ont en grande partie financé ces travaux.

- Monsieur J. MOUCh~T, Inspecteur Général de Recherches honoraire

de l'ORSTOM, qui nous a fait bénéficié de sa grande expérience de la lutte

antivectorielle et auprès de qui nous avons trouvé au cours de la réalisa

tion de ce travail et de la rédaction une disponibilité remarquable et des

conseils précieux; qu'il trouve ici l'expression de toute ma gratitude

et de mon amitié.

Monsieur J. BERGERARD, Professeur de l'Université Paris Sud, qui

a suivi avec intérêt le déroulement de nos travaux et m'a fait l'honneur

de présider le jury de cette thèse.

- Monsieur F. RAMADE, Professeur de l'Université Paris Sud, qui a

bien voulu s'intéresser aux résultats de nos travaux et siéger au jury de

thèse.
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- Monsieur B. PHILIPPON, Directeur de l'IRTO puis Chef de l'unité

de lutte antivectorielle du Programme OCP, qui a assuré en grande partie

la direction scientifique de ce travail, qu'il trouve ici l'expression de

ma gratitude et de mon amitié.

- Monsieur J. COZ, Président de la Commission Scientifique ORSTOM

des sciences biologiques appliquées à l'homme, qui m'a apporté son concours

dans la rédaction de ce travail et a accepté de siéger au jury de thèse.

- Monsieur R. LE BERRE, de l'Organisation mondiale de la Santé, dont

les conseils et l'amitié ont été des atouts précieux tout au long de notre

étude qu'il trouve ici le témoignage de toute ma gratitude.

Monsieur D. QUILLEVERE, Directeur de l'IRTO de 1980 à 1985, qui

a dirigé en partie notre étude et nous a toujours judicieusement conseillés.

- Monsieur J.M. HOUGARD, qui m'a activement secondé pendant deux ans

avant de prendre ma succession à Bouaké.

- Monsieur H. ESCAFFRE, pour son ingéniosité, son dynamisme et pour

les nombreuses tournées en brousse que ce travail a nécessité ; je lui en

suis vivement reconnaissant et lui témoigne mon amitié.

- Monsieur J. DUVAL, pour son expérience et ses qualités d'organisa

teur qui nous ont été précieuses durant les deux dernières années de notre

étude.

- Monsieur J. HAMON, Chef de la division VBC de l'Organisation mon

diale de la Santé puis assistant Directeur Général, qui nous a soutenus

et encouragés dans nos premiers travaux sur les agents de lutte biologique

et m'a permis d'apporter ma modeste contribution à l'orientation de la

lutte biologique contre les vecteurs au sein du Programme TDR ; je lui en

suis vivement reconnaissant.

- Monsieur D. KURTAK, de l'Organisation mondiale de la Santé, qui a

collaboré spontanément à nos recherches et assumé en grande partie l'appli

cation de nos résultats ; qu'il trouve ici le témoignage de mon amitié.

- Monsieur G. QUELENNEC, de l'Organisation mondiale de la Santé,

qui nous a conseillés et encouragés depuis le début de nos travaux.

- Messieurs V. SANOU, S. BAKAYOKO, B. SANOU, P. IDO KORO et

O. SOGOMORI, fidèle~ et dévoués collaborateurs de "l'équipe insectides"

de l'IRTO, sans lesquels cette étude n'aurait pu être menée à bien.
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- les entomologistes et techniciens du Programme de lutte contre

l'onchocercose, R. SUERA, J. GRUNEWALD, M. OUEDRAOGO, M. OCRAN, A. AKPOBOUA,

P. PANGALET, H. AGOUA, J. HENDERICKX et A. SEKETELI avec lesquels nous avons

travaillé en étroite collaboration.

- Monsieur D. COURET, qui nous a initiés à l'utilisation des micro

ordinateurs et a réalisé nos programmes de traitement des données.

- Monsieur J. LAMOTTE, Professeur à l'Ecole Normale Supérieure, qui

m'a accueilli spontanément pour la rédaction de ce travail.

Nos remerciements s'adressent enfin aux autorités administratives

Ivoiriennes, Maliennes et Guinéennes qui nous ont toujours réservé le

meilleur accueil.

,
~
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Note : LA LUTTE CONTRE LES VECTEURS DE L'ONCHOCERCOSE.

Un film de Pierre GUILLET réalisé avec Bernard SURRUGUE,
produit par l'ORSTOM et l'Organisation mondiale de la Santé
(film en 16 mm, durée 12 mn).

Ce film, projeté au cours de la soutenance, présente les
méthodologies utilisées dans le cadre de cette étude. De
ce fait, les deux manuscrits relatifs au même sujet et qui
ne sont pas encore sous une forme définitive, n'ont pas été
inclus dans le présent document.
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NOTE DE SYNTHESE

INTRODUCTION

L'onchocercose humaine en Afrique de l'ouest constitue un problème
de santé publique majeur et un frein au développement socio-économique
des pays où elle sévit.

L'écologie des vecteurs, les simulies appartenant au complexe
Simulium damnosum, et la biologie du parasite qu'elles transmettent,
la filaire Onchocerca volvulus Leuckart, conditionnent la stratégie de
la lutte contre cette endémie:

- les vecteurs se développent toute l'année à raison d'une genera
tion tous les 10 à 15 jours environ soit 25 à 30 générations par an.
Leurs larves sont localisées dans les rapides des cours d'eau et la
durée du développement préimaginal est de 8 à 10 jours. Les femelles
qui seules transmettent le parasite peuvent se déplacer de manière
active sur des distances considérables (de 60 à 80 km) et accomplis
sent des migrations atteignant 400 km avec l'aide des vents de mous
son. Leurs lieux de repos sont encore mal connus et apparemment dif~

fus;

- le parasite vit chez l'homme plus de 10 ans et on ne dispose pas
encore à l'heure actuelle de médicament macro ou micro-filaricide
ayant une action prolongée qui soient utilisable en campagne de masse.

La seule solution envisageable pour lutter contre cette maladie
est d'interrompre sa transmission en attaquant ses vecteurs à leur
stade le plus vulnérable, le stade larvaire. Ceci est réalisé par
application de larvicides dans les rapides où se développent les lar
ves. Les quelques essais de lutte contre les adultes réalisés en
zones tropicales ont eu des résultats négatifs qui n'ont pas permis
d'envisager l'utilisation de cette méthode au stade opérationnel (Bel
lec, 1984 al.

Pour être efficace, une campagne de lutte contre les vecteurs de
l'onchocercose doit durer jusqu'à épuisement du réservoir de parasite
chez l'homme (soit environ 15 ans), et porter sur de très vastes éten
dues afin de limiter les réinvasions des zones protégées par des simu
lies porteuses de parasites infectants venant de zones périphériques.
Les traitements doivent en principe avoir une efficacité totale et
être répétés chaque semaine.

En 1974, l'Organisation mondiale de la Santé a mis en place dans
sept états d'Afrique de l'ouest une vaste campagne de lutte l desti
née à ramener et maintenir cette endémie à un niveau suffisamment bas
pour qu'elle ne constitue plus un problème médical et socio-économique
sérieux et que les risques de reprise de la transmission après l'arrêt
de la lutte antivectorielle soient négligeables.

1 Programme de Lutte contre l'Onchocercose dans la région du bassin
de la Volta (D.C.?).
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Le programme couvre actuellement une superficie de 764.000 km2

d'un seul tenant. De 6.000 (saison sèche) à 23.000 km de rivières
(saison des pluies) sont surveillés et. au besoin. traités. L'ampleur
de la tâche et surtout le manque d'accès aux rivières. notamment en
saison des pluies, ont conduit à appliquer les larvicides par voie
aérienne. Ces derniers devraient être transportés et appliqués sans
dilution préalable afin de limiter la charge des aéronefs et donc
d'augmenter leur capacité de traitements. L'épandage est réalisé
immédiatement en amont des rapides colonisés par les larves et l'in
secticide doit se disperser spontanément dans l'eau. Immédiatement en
aval du point de traitemens la concentration de la vague d'insecticide
est très élevée tandis que son temps de contact avec les larves est
bref. Plus on s'éloigne du point d'application. plus cette vague s'é
tale. le temps de contact augmente tandis que la concentration diminue.

LES PERFOR.t\fANCES DEMANDEES AUX LARVICIDES ANTISlMULIDIENS

Les performances d'un larvicide antisimulidien se mesurent d'une
part à son degré d'efficacité (concentration minimum active à 100%) et
d'autre part à sa portée qui est la distance en aval du point d'épan
dage sur laquelle le traitement demeure totalement efficace contre
tous les stades larvaires. Pour être utilisable. un insecticide doit
être formulé; il peut alors agir par ingestion. par contact ou les
deux simultanément.

Il convient de mentionner ici l'importance considérable que revêt
la formulation en matière de larvicides antisimulidiens. Dans la
lutte antilarvaire contre les moustiques. l'insecticide est appliqué
dans l'eau stagnante où se déplacent les larves. Plusieurs types de
formulations peuvent être employés. leurs performances dépendant de la
matière active utilisée plus que de la formulation elle-même. Dans le
cas des simulies. les larves sont fixées dans un milieu mobile; c'est
donc la formulation qui va littéralement conduire la matière active
vers la cible. Mal formulé. le meilleur insecticide passera à côté de
la cible ou ne sera pas ingéré par les larves. Ainsi. certaines for
mulations de téméphos ont-elles une efficacité médiocre. A ceci. il
convient d'ajouter que le temps de contact des larves de simulies avec
l'insecticide est très court (quelques minutes) et sous la dépendance
du courant alors que pour les moustiques. le temps de contact est
beaucoup plus long (jours. semaines) et dépend principalement de la
rémanence de l'insecticide.

Pour être utilisable dans une campagne de l'ampleur de celle du
Programme de Lutte contre l'Onchocercose. un insecticide doit présen
ter les caractéristiques suivantes:
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- efficacité: le produit doit être totalement efficace à une con
centration aussi faible que possible. L'utilisation d'un produit qui
ne serait pas totalement efficace, engendrerait nécessairement une
transmission résiduelle ou des reprises de transmission difficiles à
mattriser et nettement supérieures au se~il admissible. Le produit de
référence actuel est le téméphos (Abate~) en concentré émulsi
fiable à 20% de matière active efficace à 0,05 et 0,1 mg/l pendant 10
minutes respectivement en saison des pluies et en saison sèche. L'u
tilisation de produits actifs à plus fortes concentrations ou de for
mulations moins concentrées, augmenterait sensiblement les coûts d'ap
plication.

- portée: le produit doit avoir une portée aussi grande que pos
sible. Celle-ci dépend de la formulation utilisée mais également du
débit des rivières traitées. Durant la saison sèche, les rivières
sont à l'étiage et les rapides, généralement séparés les uns des
autres par des étendues d'eau pratiquement stagnante. Chaque gîte
doit être traité individuellement et, dans ce cas, la portée est limi
tée au rapide lui-même, quelle que soit la formulation utilisée. En
revanche, pendant la saison des pluies, le débit des rivières est
généralement beaucoup plus élevé et toute la masse de l'eau se déplace
à une vitesse qui permet le développement des larves du complexe
S. damnosum; les gîtes s'étalent sur toute la longueur du cours
d'eau. Dans ces conditions, l'insecticide est rapidement entraîné
vers l'aval et la portée peut alors atteindre plusieurs dizaines de
kilomètres si la formulation le permet. Ce rapport entre le débit et
la portée d'un larvicide, bien connu des gens du terrain, explique que
la portée de l'Abate qui peut dépasser 40 à 50 km en Afrique de
l'ouest, n'excède pas quelques dizaines de mètres en Amérique centrale
dans les ruisselets où se développent les larves des vecteurs locaux
de l'onchocercose (Takoaka et al, 198~; Umino et al, 1983; Matsuo,
1984); ce phénomène est encore plus marqué dans le cas des formula
tions d'une bactérie entomopathogène, le Bacillus thuringiensis H-14
(Undeen et al, 1981). Les facteurs qui conditionnent la portée des
larvicid~ront discutés ultérieurement dans le corps du texte •.

- toxicité: le produit ne doit pas être toxique pour l'homme et
les vertébrés; en effet, les rivières constituent souvent la princi
pale source d'eau potable pour les populations riveraines et les ani
maux domestiques. Dans un premier temps, un seuil de toxicité a été
fixé pour la matière active elle-même (DL 50 orale pour le rat~600

mg/kg). De fait, la proportion de matière active dans les produits
peut varier de 2,5 à plus de 50% et il a paru plus logique de fixer un
seuil pour la formulation (~1000 mg/kg).

- sélectivité: l'insecticide, à la concentration utilisé~ doit
être aussi peu toxique que possible pour les organismes aquatiques
non-cibles (poissons, invertébrés). Dans cet esprit, par exemple, le
programme de lutte s'appuie sur des études réalisées par des équipes
d'hydrobiologistes qui ont pour but d'évaluer les effets à court et à
long terme des différents insecticides sur la faune associée à S. dam
nosum s.l.; en outre, un groupe d'experts de haut niveau (groupe éco
logique) analyse les résultats de ces études et formule ses recomman
dations concernant les recherches et les possibilités d'utilisation
des produits.
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- caractéristiques physiques: la formulation, appliquée pure ou
faiblement diluée doit se disperser spontanément et se répartir de
façon homogène dans les 40 à 50 premiers centimètres d'eau dès le
point d'application. Elle doit également être stable; les fûts d'in
secticide sont stockés sur le terrain en plein soleil pendant plu
sieurs mois pendant lesquels le produit ne doit pas s'altérer.

LE CHOIX DES FORMULATIONS

Le choix des différents types de formulations utilisables est gui
dé en premier lieu par leurs performances au regard des caractéris
tiques évoquées précédemment. En outre, certains facteurs tels que
les caractéristiques physico-chimiques de l'eau (incluant la tempéra
ture) et le comportement trophique des larves de simulies influent sur
l'activité des formulations et conditionnent également leur choix.

- les contraintes liées à l'utilisation opérationnelle: nous
avons déjà mentionné que les formulations doivent être parfaitement
auto-dispersibles et stables dans les conditions de stockage prolongé
sur le terrain. Dans la pratique, seules les formulations liquides
peuvent actuellement être appliquées pures ou très faiblement diluées
par voie aérienne.

- les qualités physico-chimiques des eaux: sur les 23.000 km de
rivières surveillées dans le Programme et compte-tenu de l'alternance
entre la saison sèche et la saison des pluies, les caractéristiques
physico-chimiques des eaux de rivière varient considérablement. Ce
pendant, quelques dominantes peuvent être dégagées:

- la température moyenne varie de 25 à
mes de 22 à 33°C selon la saison, la taille des
biogéographique (Quillévéré et al, 1976; 1977;
Grunewald, 1981).

30°C, avec des extrê
rivières et la zone
Ocran el al, 1981;

- turbidité: elle est en moyenne beaucoup plus élevée et
surtout beaucoup plus variable que dans les régions tempérées. Elle
peut être due à la présence de substances dissoutes mais surtout de
matières en suspension, notamme]lt de particules colloidales. Mesurée
à l'aide d'un photomètre (Hach qy), la turbidité peut varier de
moins de 5 unités FTU (unités de titre formaldéhyde) en saison sèche à
plus de 45 en saison des pluies; de même, la lecture du disque de
Secci peut passer de 1,5 m à moins de 20 cm et se maintenir autour de
cette valeur pendant presque toute la saison des pluies. Quelques
dosages réalisés sur les matières totales en suspension ont également
montré de fortes variations (de moins de 5 mg/l à plus de 500 mg/l).
La turbidité est importante car les larves de simulies ingèrent les
particules en suspension. L'insecticide peut soit s'adsorber sur
celles-ci, soit entrer en concurrence avec elles dans le cas de formu
lations particulaires.
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- les modalités de nutrition des larves de simulies: les larves
de simulies, solidement fixées sur des supports dans les courants, se
nourrissent en filtrant les particules naturelles en suspension;
elles ingèrent des particules dont la taille peut varier de moins de
0,1 p (Wotton, 1976) i plus de 300p (Wallace et Merritt, 1980);
quelle que soit leur nature, elles peuvent ingérer des particules
d'autant plus grosses qu'elles sont friables ou déformables (EIsen,
1979). La prise de nourriture est pratiquement continue et la pro
gression du bol alimentaire s'effectue par bourrage (Elouard et EIsen,
1977). Le transit intestinal est rapide: de 2 minutes chez les lar
ves jeunes i 15-20 minutes chez les larves âgées (EIsen, 1980). La
rapidité du transit intestinal peut dépendre de certains facteurs
extrinsèques, notamment la quantité de particules en suspension dans
l'eau (EIsen, 1980, loc. cit.). Toutefois, dans les conditions natu
relles, elle varie relativement peu (EIsen et Hébrard, 1979; Guillet
et al, 1985a, l~).

On observe chez les larves de simulies deux modalités différentes
de capture des particules: les plus grosses (plus de 20)1) sont cap
turées mécaniquement au niveau des éventails céphaliques dans les
mailles que forment les soies prémandibulaires primaires et secon
daires. La taille optimum dépeGd alors de la nature de la particule,
du stade larvaire et de l'espèce considérée (Chance, 1977; Kurtak,
1978). En revanche, les fines particules (moins de 5)U) qui représen
tent en fait 75 i 80% du volume ingéré par les larves du complexe S.
damnosum (EIsen, 1979, loc. cit.) ne peuvent pas être mécaniquemen~

capturées. Elles sont en fait retenues par adhésion sur le mucus qui
recouvre les parties des soies céphaliques et de leurs microtriches
exposées au courant (Ross et Craig, 1980). La capture des fines par
ticules dépend autant de leurs propriétés de surface (charge électro
statique, mouillabilité) que de leur taille et de leur forme; en
revanche, ces propriétés de surface n'influent pas sur la capture et
la rétention des grosses particules.

Les facteurs qui conditionnent l'adhésion des fines particules sur
le mucus des soies céphaliques des larves de simulies restent prati
quement inconnus; toutefois, ce mode de capture qui joue déji un rôle
majeur dans les conditions naturelles, prend toute son acuité dans le
contexte de la mise au point des larvicides à très fines particules
tels que les microcapsules contenant des insecticides chimiques ou les
cristaux d'endotoxine du B. thuringiensis H-14. Cet aspect particu
lier sera abordé ultérieurement.

LES DIFFERENTS TYPES DE FO~[ULATIONS UTILISABLES

Il existe plusieurs types de formulations larvicides utilisables
dans le cadre de la lutte contre l'onchocercose:

- les concentrés émulsifiables: il s'agit de formulations dans
lesquelles la matière active dissoute dans un solvant organique peu
soluble dans l'eau s'émulsionne grâce i la présence d'agents tensio
actifs. Il se produit lors du mélange dans l'eau une infinicé
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de gouttelettes d'émulsion de quelques microns qui permettent genera
lement à l'insecticide de s'adsorber sur les particules naturelles en
suspension dans l'eau que les larves ingèrent; outre une meilleure
sélectivité, ce phénomène d'adsorption confère une meilleure portée
dans la mesure où il s'agit de particules dont la localisation restera
compatible avec leur absorption par les larves. Ce phénomène a été
mis en évidence avec le DDT (Fredeen et al, 1953), le méthoxychlore
(Fredeen et al, 1975) et surtout l'Abate en Afrique de l'ouest (Guil
let et Escaffre, 1979a, 1) et en Amérique centrale (Umino et Suzuki,
1984). Il explique pourquoi les concentrés émulsifiables sont généra
lement plus actifs dans les eaux turbides: ainsi l'Abate en saison
sèche lorsque les eaux ne sont pas turbides doit être utilisé à une
concentration double de celle de la saison des pluies. Ce phénomène
d'adsorption n'est pas systématique; par exemple, le chlorphoxime en
concentré émulsifiable ne s'adsorbe apparemment pas sur les particules
naturelles; son efficacité ne dépend pas de la turbidité de l'eau
(Guillet et Escaffre, l, loc. cit.). Il présente également une sélec
tivité nettement inférieure à celle de l'Abate. L'adsorption est un
facteur qui favorise l'efficacité des larvicides antisimulidiens et
devrait être recherchée systématiquement. Elle détermine également la
méthodologie à employer pour tester à échelle réduite l'activité des
concentrés émulsifiables. Toutefois, les facteurs qui régissent dans
les conditions naturelles cette adsorption restent mal connus.

- les formulations particulaires:

- suspensions de microcapsules: en tenant compte du mode de
nutrition des larves de simulies, on a eu recours à la technique de la
micro-encapsulation pour tenter d'améliorer la sélectivité des larvi
cides et éventuellement leur portée. La matière active est enrobée
dans des capsules dont la taille moyenne varie selon les lots de moins
de l Jl à plus de 15 p. La formulation est une suspension contenant de
5 à 10 x 106 capsules/ml. Deux types différents de capsules ont été
mis au point: i) des capsules digestibles composées d'un mélange de
gélose et de gomme arabique qui, après ingestion par les larves, se
dégradent rapidement sous l'action des enzymes digestifs libérant les
produits actifs; ii) des capsules à relargage progressif dont les
parois en polymères non digestibles relarguent progressivement la ma
tière active dès leur mise en suspension dans l'eau.

- concentrés de suspension: on regroupe sous ce terme les
formulations dans lesquelles la matière active, qu'elle soit insoluble
comme l'endotoxine du B. thuringiensis H-14, ou adsorbée sur un sup
port inerte, se présente sous forme de particules très fines (1 à 5 jU)
en suspension.

- poudres mquillables: ce type de formulation est très cou
ramment utilisé en agriculture. De nombreux essais ont été réa~isés

contre les larves de simulies avec divers insecticides: Sevin GY
(Quélennec et al, 1967), Mobam ~(Quélennec, 1971). Ces formula-
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tions, qui peuvent contenir une forte proportion de matière active,
sont généralement efficaces contre les larves de simulies. Toutefois,
elles ne peuvent pas être utilisées dans les traitements aériens.

Il existe plusieurs variantes de ces quatre types de formulations,
souvent liées à certaines particularités de la matière active, notam
ment son degré de solubilité dans les solvants organiques usuels.
D'autres types de formulations ont été occasionnellement testés tels
que des solutions, des suspensions huileuses ou des films de surface.

L'EVALUATION DE L'ACTIVITE DES LARVICIDES ANTISIMULIDIENS SUR LES
LARVES DU COMPLEXE S. DAMNOSUM

Quand le Programme de Lutte contre l'Onchocercose a été planifié
en 1972-1973, deux larvicides seulement étaient alors disponibles:
l'Abate et le chlorphoxime, tous deux des composés organo-phosphorés
du même groupe chimique des phosphoro-thioates. Si l'Abate présente
une toxicité acceptable vis-à-vis des organismes non-cibles (Dejoux
et al, 19'~), le chlorphoxime est relativement plus toxique (Gibon et
Troubat, 1980). Un programme d'une telle ampleur ne pouvait reposer
sur l'emploi d'un seul larvicide à cause des risques de développement
d'une résistance chez les populations régulièrement traitées d'une
part, et d'autre part des implications financières liées à une situa
tion de monopole d'un producteur. Il est donc apparu indispensable de
sélectionner d'autres larvicides utilisables à grande échelle.

Pour sélectionner l'Abate et le chlorphoxime, il a fallu, entre
1967 et 1973, tester en rivières l'efficacité de plus de 60 formula
tions différentes. Ce type d'évaluation, par ailleurs très rudimen
taire sur le plan méthodologique, présente certaines insuffisances
parmi lesquelles l'impossibilité de travailler dans des conditions
reproductibles et donc de comparer directement les résultats obtenus,
la difficulté et le coût de la mise en oeuvre et enfin le nombre res
treint de formulations qu'il est possible de tester ainsi. Pour in
tensifier le criblage des nouvelles formulations, il a fallu mettre au
point des méthodes qui permettent de pratiquer ce type d'essais à
échelle réduite dans des conditions normalisées.

Plusieurs dispositifs d'évaluation à échelle réduite ont été
décrits et utilisés depuis de nombreuses années par des équipes tra
vaillant en zones tempérées. Tous présentaient un inconvénient majeur
qui résidait dans l'absence d'une corrélation systématique entre l'ef
ficacité observée dans ces dispositifs et l'efficacité observée lors
d'essais en rivières. Ceci était particulièrement net avec les con
centrés émulsifiables.

Compte-tenu des critères exposés ci-dessus, la spécificité d'ac
tion des larvicides antisimulidiens est un phénomène très accusé,
constaté par plusieurs auteurs (Gjullin et al, 194'; Jamnback et
Means, 1968; Guillet et Escaffre, l, lo~t.). Qu'il s'agisse de
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formulations classiques telles que l'Abate, de formulations de micro
capsules ou de B. thuringiensis H-14, on constate couramment qu'un
changement en apparence insignifiant dans leur composition peut modi
fier complètement leur efficacité. Il est rapidement apparu indispen
sable de tester les larvicides antisimulidiens dans des conditions
aussi proches que possible que celles dans lesquelles ils sont desti
nés à être utilisés (Guillet 1982, non publié).l Nous avons à ce
propos souligné l'importance des conditions hydrologiques; il faut
également mentionner celle de la cible, les larves du complexe
S. damnosum, leur sensibilité intrinsèque aux insecticides ou leur
rythme de transit intestinal plus rapide que celui d'espèces vivant en
eaux plus froides (Lacey et HuIla, 1979; Wotton, 1978; EIsen, 1980;
Schr~der, 1981). Ce dernier facteur revêt un intérêt particulier dans
le cas des produits agissant comme poison stomacal tels que les micro
capsules ou la toxine du B. thuringiensis H-14 (Gaugler et Holloy,
1980; Guillet, non publié). Un rythme de transit rapide limite l'ab
sorption du produit à travers la paroi intestinale et donc l'effica
cité de ce type de produits. L'utilisation d'espèces simulidiennes de
substitution (espèces néarctiques ou paléarctiques en particulier) ne
peut pas être envisagée; les essais doivent donc être réalisés sur la
cible elle-même, les larves du complexe S. damnosum et dans leur envi
ronnement naturel.

Pour toutes ces raisons, la oise au point d'une méthode d'évalua
tion à échelle réduite est de la première importance. Depuis 1967, la
proportion de formulations testées qui atteint le stade opérationnel
est à peine de 1%. Il est donc essentiel, quelle que soit la méthode
adoptée, de ne pas éliminer lors du criblage une formulation qui pour
rait être efficace sur le terrain. Le choix de cette méthode est éga
lement conditionné par le type de formulations à tester et le mode
d'action de la matière active.

- évaluation des larvicides chimiques: pour mettre en évidence
l'efficacité de ces larvicides, il faut que la matière active puisse
éventuellement s'adsorber sur les particules en suspension dans
l'eau. Pour cela, il est nécessaire de les mélanger à l'eau du dispo
sitif d'évaluation plusieurs minutes avant le test et ce dans un vo
lume aussi grand que possible. Sans cette période de contact préala
ble, l'adsorption n'est pas suffisante et l'efficacité d'un produit
tel que l'Abate par exemple peut se révéler médiocre. Si la quantité
d'eau du dispositif est trop faible, les particules naturelles sont
saturées d'insecticide et la matière active restante peut s'adsorber
sur les parois du dispositif d'évaluation, ce qui diminue également
l'efficacité.

Dans un premier temps, au lieu de simuler totalement les condi
tions naturelles, nous avons travaillé dans ces mêmes conditions en
isolant plusieurs fractions d'un gîte pré imaginaI (rapide) à l'aide de
gouttières flottantes. Les larves du complexe S. damnosum fixées sur
leurs supports naturels sont placées à l'extrémité postérieure de

1 Comparison of the results obtained with conparable methods on the
same insecticide in tempera te climate and in Africa and their in
fluence on testing strategy for onchocerciasis vector control.
Doc. mime ONS, VBC/OCp!rC!82.3.
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la gouttière. Un filet permet de récolter les larves ayant dérivé
sous l'effet du traitement. Avant son introduction dans la gouttière,
l'insecticide est mélangé à 200 l d'eau de la rivière. Nous avons
évalué cette méthode en contrôlant l'efficacité de 13 formulations
différentes déjà testées en rivières et constaté qu'elle donnait des
résultats très fiables (Guillet et Escaffre, l, 1979, loc. cit.).

Ce dispositif présentait toutefois deux inconvénients: d'une
part, il était difficile de mettre en oeuvre simultanément plus de la
gouttières; d'autre part, il était impossible de filtrer l'eau avant
son entrée dans la gouttière. Les larves devaient alors être triées
parmi les débris naturels retenus dans les filets, ce qui représentait
une opération fastidieuse.

Ultérieurement, Jamnback, utilisant les mêmes récipients (auges)
et le même mode de colonisation par les larves que dans son labora
toire aux Etats-Unis (Jamnback et Frempong Boadu, 1966) a alimenté ces
auges en circuit fermé à l'aide d'une pompe. Dans une première auge,
les larves colonisent des plaquettes métalliques amovibles placées sur
les déversoirs. Les plaquettes sont ensuite introduites dans une auge
de traitement puis mises en observation dans une troisième auge.

Nous avons adapté cette méthode aux conditions de travail sur le
terrain en vue de simplifier les opérations et d'améliorer sensible
ment la capacité de criblage (Guillet et al, 1985b). Un système de
déversoir alimenté par gravité avec de l'eau de rivière permet aux
larves de simulies de coloniser rapidement des plaquettes métalliques
(Hougard et al, comm. pers.). Après le traitement dans les auges pré
cédemment évoquées, qui dure généralement la minutes, les plaquettes
sont placées dans un dispositif de mise en observation. Lorsqu'il
s'agit d'insecticides à action rapide, ce dispositif est constitué par
des mini-gouttières individuelles alimentées par gravité et munies à
leur extrémité d'un filet de dérive. Lorsqu'il s'agit d'insecticides
régulateurs de croissance, dont l'action ne se manifeste qu'à retarde
ment au moment de la mue qui suit le traitement (composés ecdysoïdes)
ou lors de la nymphose ou de l'émergence (composés juvénoïdes), il
s'agit d'un dispositif de mise en observation prolongée. Les plaquet
tes placées sur un déversoir également alimenté par gravité sont iso
lées à l'aide d'une cage d'émergence qui permet de récolter simultané
ment les larves ayant dérivé, les adultes non viables (qui n'ont pu
s'envoler au moment de l'émergence) et les adultes viables. Dans ce
cas, l'effet est exprimé en réduction d'émergence plutôt qu'en pour
centages de mortalité des larves.

Ce dispositif d'évaluation permet de cribler un grand nombre de
formulations et donne des résultats tout-à-fait comparables à ceux
obtenus sur le terrain lors d'essais en vraie grandeur.

- évaluation des formulations de B. thuringiensis H-14: l'endoto
xine de cette bactérie est insoluble et n'agit que par ingestion. Il
n'y a pas dans ce cas de phénomène d'adsorption analogue à celui pré
cédemment mentionné. Pour l'évaluation de ces formulations, nous
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avons mis au point un dispositif de "mini-gouttières" (Guillet et al,
1985c). Colonisées par les larves et alimentées par gravité en cir
cuit ouvert avec de l'eau de rivière. La formulation, diluée dans
1,5 1 d'eau est introduite en amont de chaque mini-gouttière où un
dispositif assure son mélange avec l'eau. Un filet de dérive est pla
cé à l'extrémité.

Les mini-gouttières permettent de comparer l'efficacité des formu
lations et de déterminer avec précision les doses qui devront ulté
rieurement ~tre appliquées sur le terrain. Ce dispositif n'est pas
adapté à l'évaluation des larvicides chimiques, car il ne permet pas à
la matière active de s'adsorber sur les particules naturelles, mais
convient parfaitement à celle des formulations de B. thuringiensis
H-14. Il a permis d'en tester par exemple, pour la seule année 1982,
plus de 200 formulations différentes.

Les dispositifs d'évaluation adoptés donnent des résultats fia
bles. Grâce à une capacité de criblage élevée, il est possible de
réaliser, pour chaque produit, des tests complets (4 à 5 concentra
tions avec 3 répétitions), qui permettent une détermination précise
des valeurs caractéristiques (CL 50, 95 et 100). Il est alors possi
ble de comparer les performances relatives des différentes formula
tions et d'étudier l'influence éventuelle de certains facteurs. Dans
la pratique, c'est généralement sur la valeur de la CL 100 que s'opère
le choix des produits qui pourront atteindre le stade des essais en
rivière en vraie grandeur.

- essais en rivière: ces essais, réalisés avec les produits sé
lectionnés au cours du criblage, se déroulent généralement en deux
temps:

- essais de basses eaux (saison sèche): l'épandage est réa
lisé immédiatement en amont d'un gîte, soit en une seule bande trans
versale, soit en bandes successives, pendant 10 minutes avec un dispo
sitif à tirette (fût percé placé sur un flotteur). Ces essais, qui
permettent de mesurer l'efficacité des formulations d'insecticides, ne
permettent en revanche pas d'évaluer leur portée, toujours limitée
dans de telles conditions hydrologiques;

- essais de hautes eaux (saison des pluies): les produits
qui se sont montrés efficaces au cours des essais de saison sèche sont
évalués en saison des pluies dans les conditions d'application opéra
tionnelles (traitement héliporté). L'efficacité du traitement est
contrôlée après 24 et 48 heures dans plusieurs gîtes répartis sur une
cinquantaine de km en aval du point d'épandage. Ces essais permettent
de déterminer la portée efficace en période de hautes eaux.

Dans les deux cas, l'effet sur les larves est contrôlé in situ sur
des supports naturels repérés avant le traitement et uniformément
répartis sur l'ensemble du ou des gîtes traités. Dans le cas où l'ef
ficacité n'est pas totale, elle est estimée approximativement (presque
totale, partielle, très partielle, nulle). Dans la pratique, on
recherche la concentration qui tue la totalité des larves et on en
mesure la portée, lorsque les conditions hydrologiques le permettent.
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- les phases d'évaluation des larvicides: l'évaluation des nou
veaux larvicides se déroule en trois phases successives: 1

- phase 1: recherche d'insecticides potentiels qui doivent
être toxiques pour les larves de moustiques (CL 50 A. aegypti infé
rieure à 0,1 mg/l), avoir une toxicité acceptable vis-à-vis des mammi
fères et ne pas présenter de résistance croisée avec le téméphos chez
les larves du complexe S. damnosum (ce dernier aspect sera abordé ul
térieurement);

- phase II: ces insecticides sont formulés par l'industrie
puis testés dans le dispositif d'évaluation approprié. On considère
comme prometteuses les formulations qui présentent une concentration
efficace inférieure à 0,5 mg/l pendant 10 minutes pour les larvicides
chimiques ou 1,6 mg/l pour les formulations de B. thuringiensis H-14;
ces concentrations ont été fixées en fonction des risques de toxicité
élevée pour les organismes non-cibles dans le cas des insecticides
chimiques ainsi que du coût et des possibilités d'application dans le
cas du B. thuringiensis H-14;

- phase III: a) essais en rivière de saison sèche et de
saison des pluies;

b) utilisation de le formulation sur l'ensem
ble d'un bassin hydrographique pendant une année environ (une
saison sèche et une saison des pluies) pour contrôler les ef
fets des applications répétitives, la stabilité a~ stockage
et apprécier les commodités d'utilisation. Au cours de cette
phase, on procède à une évaluation des traitements sur la
transmission du parasite. En outre, au cours des phases 3a
et 3b, on évalue la toxicité vis-à-vis des organismes non
cibles.

LES RESULTATS OBTENUS JUSQU'A LA mSE EN EVIDENCE DE LA RESISTANCE AU
TENEPHOS

De 1976 à 1980, 14 insecticides différents représentant un total
de 51 formulations ont fait l'objet d'une évaluation à échelle réduite
(Guillet, 1978, non publié;2 Guillet et Escaffre, 1979a, l, loc.
cit.; Guillet et Escaffre, 1980, non publié3). Globalement, au
moins une formulation de 10 insecticides différents s'est montrée pro
metteuse. Parmi ceux-ci, on comptait sept composés organo-phosphorés,
deux pyréthrinordes et un di-aryl-alkane substitué.

- résultats obtenus avec les formulations micro-encapsulées:

- micr~capsules digestibles: nous avons testé au total 14
lots de Reldan UY 10/10 (10% de chlorpyriphos-méthyl, capsules de 5 à
15 p). Les différences entre lots ont porté sur la taille moyenne des
capsules, l'épaisseur des parois et le degré de liaison des protéines

1

2

3

Conformément au plan établi par l'Organisation mondiale de la
Santé (WHO Pesticides Evaluation Scheme).
Search for new formulations suitable for use against the larvae of
onchocerciasis vectors in Hest Africa. Doc. mil!!. ONS, OCP/SWC/l8.
Rapport annuel d'activité, Doc. multigr., OCCGE, 23/0NCHO/RAP/80.
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qui les constituent et qui conditionnent leur digestibilité. Certains
lots expérimentaux se sont révélés très efficaces (CL 100 de 0,025 à
0,05 mg/l/10 mn). Toutefois, il n'a pas été possible de mettre en
évidence l'influence de l'un ou l'autre de ces facteurs tandis que
l'on a observé entre des lots normalement identiques de fortes diffé
rences d'efficacité sans raisons apparentes. Des essais de saison
sèche en rivières ont également donné de bons résultats (efficacité
totale à 0,1 mg/l/10 mn). Malheureusement, la firme qui produisait
ces microcapsules n'a jamais pu formuler correctement des quantités
suffisantes pour réaliser des essais de saison des pluies;

- microcapsules à relargage progressif: 13 lots d'Actellic aD
M20 (20% de pirimifos-méthyl) et quatre de chlorpyriphos-méthyl ont
été testés. Les différences entre les lots ont porté, outre la taille
moyenne des capsules (1 à 5)1), sur leur densité, l'épaisseur des pa
rois et leur vitesse de relargage de la matière active. Dans l'ensem
ble, ces formulations se sont montrées moins efficaces que celles à
microcapsules digestibles (CL 100 supérieure ou égale à 0,1 mg/l/10
mn). Les meilleurs résultats ont été obtenus avec des capsules flot
tantes à parois minces (relargage rapide). Comme dans le cas précé
dent, la firme n'a pu reproduire industriellement les lots expérimen
taux. De même, d'une série à l'autre, àes échantillons théoriquement
identiques ont présenté une efficacité tout-à-fait différente. L'ad
jonction de seulement 1% d'un agent de dispersion par exemple suffit
pour en altérer totalement l'efficacité. Ceci peut s'expliquer par
les modalités de capture de ces particules exposées précédemment.

La micro-encapsulation fait appel à des techniques nouvelles et
relativement compliquées que les firmes contrôlent encore imparfaite
ment. Les essais réalisés en rivières ont permis de montrer que ces
formulations n'étaient pas aussi sélectives que l'on aurait pu le sou
haiter (Dejoux et Guillet, 1980, 2). La mise au point de ces formula
tions devrait être poursuivie avec des firmes spécialisées dans ces
techniques. En outre, il était prévu d'étudier les facteurs pouvant
conditionner le captage des microcapsules par les larves de simulies.
Malheureusement, ces essais ont été suspendus lorsqu'est apparue la
résistance au téméphos (1980) puis la résistance croisée avec le
chlorpyriphos-méthyl et le pirimiphos-méthyl (1981) qui ont réduit à
néant les perspectives d'utilisation de ces deux insecticides.

- résultats obtenus avec d'autres types de formulations: nous
avons pu sélectionner sept concentrés émulsifiables ayant une effica
cité totale à une concentration égale ou inférieure à 0,4 mg/l/10 mn
dont quatre organo-phosphorés: étrimphos, chlorfenvinphos, chlorpyri
phos-rnéthyl et àzamétiphos, deux pyréthrinoïdes: deltaméthrine et
perméthrine et un alkane substitué (GH 74). Les essais avec le chlor
fenvinphos, le GH 74 et les pyréthrinoïdes n'ont pas été poursuivis à
cause de leur forte toxicité immédiate pour les organismes non-ci
bles. Par la suite, une résistance croisée entre le téméphos et l'é
trimphos a été mise en évidence (Kurtak et al, 1984). Cette résis
tance croisée ne se manifeste pas avec l'azamétiphos, qui a fait l'ob
jet d'essais complémentaires et reste potentiellement utilisable.
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La mise en évidence des phénomènes de résistance croisée, en ré
duisant considérablement l'arsenal des insecticides utilisables, a
sensiblement modifié les perspectives de la lutte chimique et conduit
progressivement vers une nouvelle stratégie d'utilisation des insecti
cides.

LES PHENOMENES DE RESISTANCE AUX INSECTICIDES DANS LE COMPLEXE SIHU
LIUM DAMNOSUM

La lutte contre les vecteurs de l'onchocercose en Afrique de
l'ouest engendre une très forte pression de sélection par les insecti
cides. Plusieurs facteurs sont favorables au développement rapide de
la résistance chez les populations régulièrement traitées:

- la continuité des traitements, répétés à un rythme hebdoma
daire;
- le nombre important de générations exposées annuellement
(25 à 30);
- la prolificité des femelles du complexe s. damnosum;
- l'étendue de la zone traitée (764.000 kmZ d'un seul
tenant);
- enfin, l'utilisation de larvicides qui, à chaque traite
ment, touchent pratiquement tous les individus d'une popula
tion.

Dès la mise en place du Pro8ramme de Lutte contre l'Onchocercose,
les recherches dans ce domaine ont été encouragées. Dans un premier
temps, une méthodologie nouvelle a été proposée pour tester la sensi
bilité des larves du complexe S. damnosum aux insecticides (Houchet et
al, 1976). L'originalité de cette méthode réside dans l'utilisation-
d'un tem~s de contact bref (3 heures) en eau distillée stagnante entre
20 et 25 C. Seules les larves de stades 4 et 5 sont utilisées. Les
auteurs ont également proposé l'utilisation de doses diagnostiques
lorsque le nombre de larves disponibles ne permet pas de réaliser de
test complet. Dans la mesure où les espèces du complexe S. damnosum
ne s'élèvent pas, seules des larves prélevées dans les gîtes peuvent
être utilisées.

De 1976 à 1980, nous avons systématiquement appliqué cette méthode
dans le cadre d'enquêtes sur la sensibilité des différents groupes
d'espèces du complexe S. damnosum au téméphos, chlorphoxime et DDT.
Les tests ont été réalisés en Côte d'Ivoire, au Mali, au Bénin, au
Togo et au Niger, dans la zone du programme de lutte, avant le début
des traitements.

Nous avons confirmé que cette méthode pouvait être utilisée sur le
terrain et donnait des résultats très fiables. L'interprétation des
tests, du fait de la présence de larves moribondes due au temps de
contact court, revêt une certaine part de subjectivité et doit être
pratiqué par un personnel entraîné. Par ailleurs, il n'~xiste pas de
caractère morphologique., qui permette de déterminer avec précision
le stade larvaire; là encore, une bonne pratique est indispensable.
Les larves de stade 7 (dernier stade) sont 10 fois moins sensibles que
les larves 0e stades 4 et 5. L'utilisation de larves de stade 6 par
exemple, mélangées aux larves jeunes entraîne donc une certaine hété
rogénéité dans les résultats obtenus.
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En comprenant les résultats de 20 tests réalisés pour moitiés de
jour et de nuit, on n'a pas observé de variations nyctéméra1es signi
ficatives de la sensibilité au téméphos (Grébaut et Guillet, 1977, non
pub1ié).1

Les espèces de forêt S. soubrense et S. sanctipau1i en Côte
d'Ivoire étaient, avant le début du programme de lutte, environ deux
fois plus sensibles au téméphos que les autres espèces du complexe
S. damnosum (Mouchet et Guillet, 1978, non pub1ié).2 Globalement,
les différents groupes d'espèces sont la fois plus sensibles au ch10r
phoxime qu'au téméphos.

L'ensemble des données sur la sensibilité de base des dif-
férents groupes d'espèces du complexe S. damnosum aux insecticides re
cueillies avant la mise en place du programme de lutte ont par la
suite servi d'éléments de comparaison lorsque les phénomènes de résis
tance sont apparus.

la résistance au DDT: nous avons mis en évidence une résistance
au DDT chez S. damnosum s.s. et S. sirbanum, les espèces savanico1es
du complexe dans quatre localités à l'intérieur du programme de lutte
(Guillet et al, 1977, 3). Le coefficient de résistance observé au
niveau de la CL 95 dépassait la au Bénin et au Togo, et 20 en Côte
d'Ivoire et au Mali. Cette résistance a été détectée dans quatre
zones de culture intensive du coton qui n'avaient jamais fait l'objet
d'une lutte antisimu1idienne. Elle s'explique par l'usage encore mas
sif du DDT pour la protection de cette culture durant la saison des
pluies. Survenant sur des rivières temporaires, cette résistance
s'est révélée instable du fait de la disparition des populations pen
dant la saison sèche.

Rien qu'elle soit sans incidence pratique immédiate dans la mesure
où l'on n'envisage plus l'utilisation de composés organo-ch10rés,
cette résistance doit être sérieusement prise en compte. Elle démon
tre d'une part que les espèces savanico1es du complexe S. damnosum
sont génétiquement aptes à développer une résistance aux insecticides
et d'autre part que le seul usage agricole d'un insecticide peut favo
riser, éventuellement entraîner le développement d'une résistance chez
les vecteurs de l'onchocercose. Si cette résistance est due, même
partiellement, à l'~ction du gène Kdr, il est probable qu'une résis
tance aux pyréthrinoïdes apparaisse rapidement au cas où ils seraient
utilisés, cette résistance étant elle aussi sous la dépendance du même
gène. Une résistance croisée entre le DDT et les pyréthrinoïdes a été
mise en évidence chez les moustiques (Prasittisuk et Busvine, 1977;
Pries ter et al, 1981) et d'autres insectes.

1

2

Sensibilité à l'Abate, au ch10rphoxime et au DDT des populations
larvaires du complexe S. damnosum dans la phase 3 du Programme de
Lutte contre l'Onchocercose dans la région du bassin de la Volta.
Doc. mu1tigr., OCCGE, No 9, ONCHO/RAP/77, 48 pp.
Insecticide resistance in b1ackf1y of the S. damnosum comp1ex in
West Africa, Doc. mime OMS, OCP/SWG/78.17.



- 27 -

Les pyréthrinoïdes sont de plus en plus largement utilisés pour la
protection des cultures, notamnent la perméthrine et la deltamé
thrine. C'est le cas par exemple du Togo où l'on a observé que les
larves du complexe S. damnosum sont significativement moins sensibles
à la perméthrine que dans d'autres zones du programme de lutte (Kur
tak, comm. pers.).

- la résistance au téméphos: douze à seize mois après l'extension
des traitements vers le sud en Côte d'Ivoire, on a observé sur le
cours inférieur du Bandama une nette diminution de l'efficacité des
traitements à l'Abate. Nous avons alors mis en évidence le développe
ment d'une résistance à l'insecticide, le téméphos, chez deux espèces
forestières, S. soubrense et S. sanctipauli (Guillet et al, 1980, 4).
On a pu observer qu'un coefficient de résistance de seulement 4 à 5
fois au niveau de la CL 95, corresponGant à 5-8% de survivants à la
dose diagnostique, s'accompagnait d'un échec complet des traitements
opérationnels. En effet, en appliquant huit fois la dose habituelle,
le pourcentage de décrochement ne dépassait pas 50%.

En testant l'effet de synergistes classiques tels que l~ piperonyl
de butoxide (pb) ou le tributhyl phosphoro-trithioate (DEFQY), nous
avons montré que cette résistance n'était pas due à l'action d'oxyda
ses à fonction mixte mais probablement à l'action d'estérases et/ou de
glutathion transférases. La technique de détection colorimétrique de
la résistance aux organo-phosphorés par hydrolyse de l'alpha-naphtyl
acétate (Georghiou et al, 1981) ne s'applique ni aux larves ni aux
adultes de simulies dans le cas de la résistance au téméphos (Guillet
et Kurtak, 1985, 6). L'emploi du DEF comme synergiste ne peut pas
être envisagé pour prolonger l'utilisation de l'Abate, car ce produit
est très toxique.

La résistance au téméphos s'est rapidement étendue à toute l'aire
de répartition de ces deux espèces dans les zones traitées et même
au-delà vers le sud et l'est (Kurtak, comm. pers.). Dès la mise en
évidence de la résistance, le chlorphoxime, un autre composé organo
phosphoré a été utilisé en remplacement. Le coefficient de résistance
au téméphos a continué à augmenter graduellement pour atteindre 100
fois. Il s'est maintenu à ce niveau très haut même après plusieurs
mois d'arrêt des traitements à l'Abate et son remplacement par le
chlorphoxime puis le B. thuringiensis H-14. Les individus résistants
semblent être bien adaptés au milieu et donc compétitifs par rapport
aux individus sensibles.

- la résistance au chlorphoxime: après une quarantaine de cycles
de traitements au chlorphoxime, on nota une diminution d'efficacité
des traitements. Des tests ont permis de mettre en évidence une
résistance de l'ordre de la fois au niveau de la CL 95 (Kurtak et al,
1982b, 5). Contrairement au téméphos, la résistance au chlorphoxime
peut décroître en l'absence de traitements ou pendant l'utilisation du
B. thuringiensis H-14. Toutefois, dans la pratique, cet insecticide
ne peut plus être considéré comme un larvicide de remplacement à part
entière en cas de résistance au téméphos, seule une utilisation ponc
tuelle pouvant être envisagée.
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- les phénomènes de résistance croisée: devant les niveaux de ré
sistance atteints avec le téméphos, nous avons recherché s'il n'exis
tait pas de résistance croisée avec les deux insecticides de remplace
ment les plus prometteurs, le chlorpyriphos-méthyl et le pirimifosmé
thyl. Des comparaisons ont été établies au niveau des valeurs carac
téristiques entre des populations de S. soubrense sensibles (Togo) et
résistantes (Côte d'Ivoire) qui ont mis en évidence une forte résis
tance croisée entre ces deux insecticides et le téméphos (Guillet et
Kurtak, 6, loc. cit.) et démontré leur inutilité en tant que larvi
cides de remplacement. Des tests de résistance croisée ont été éten
dus à tous les autres composés organo-phosphorés utilisables et un
seul d'entre eux, l'azamétiphos, ne présente pas d'emblée de résis
tance croisée et s'avère potentiellement utilisable (Kurtak, 1984,
loc. cit.). Il est toutefois très probable que si cet insecticide qui
appartient au même groupe chimique que le téméphos et le chlorphoxime,
était utilisé, les larves développeraient également une résistance à
son encontre.

- Discussion

La méthodologie utilisée s'est révélée très utile pour suivre l'é
volution des niveaux de résistance et pour mettre en évidence les phé
nomènes de résistance croisée. Elle n'est en revanche pas suffisam
ment précise pour permettre de détecter dans la pratique une baisse de
sensibilité avant que celle-ci n'affecte l'efficacité des traitements
opérationnels. Cela s'explique dans la mesure où les surdosages étant
onéreux et dangereux pour la faune non-cible, les doses sont parfaite
ment ajustées. Dans ces conditions, la moindre augmentation du coef
ficient de résistance se traduit immédiatement par l'apparition de
larves survivant aux traitements. A l'inverse, dans la lutte contre
les moustiques urbains ou les mouches domestiques, les surdosages sont
systématiques pour augmenter la rémanence des traitemencs. Dans ces
conditions, la résistance peut être mise en évidence avant qu'elle
n'affecte l'efficacité des traitements, son effet s'exerçant d'abord
sur la rémanence.

En présence d'un coefficient de résistance de 4 à 5 fois, les
insecticides ne sont absolument plus utilisables comme larvicides
antisimulidiens et lorsqu'une résistance croisée contre un produit"
nouvellement testé atteint ce niveau, celui-ci peut être d'emblée
rejeté.

Les espèces du complexe S. damnosum s.l. sont pratiquement impos
sibles à coloniser et il est donc très difficile d'étudier les méca
nismes génétiques de la résistance. Dans ces conditions, il est
impossible de prévoir comment elle évoluera sur le terrain. Nous
avons vu par exemple que non seulement la résistance au téméphos se
maintenait à un haut niveau en l'absence de pression de sélection par
les organophosphorés, mais qu'elle pouvait s'étendre, comme cela a été
observé au Ghana (Kurtak, comm. pers.), à des populations qui n'é
taient pas et n'avaient jamais été traitées avec cet insecticide.
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Jusqu'à présent, la résistance n'est apparue que chez deux espèces
parmi les six que comprend le complexe S. damnosum dans la zone du
Programme. Une résistance ponctuelle au téméphos est toutefois appa
rue chez une population d'espèces savanicoles isolée en milieu fores
tier (Kurtak, non publié), mais l'utilisation du B. thuringiensis H-14
a, semble-t-il, permis d'éliminer cette population. Il est difficile
de comprendre pourquoi les phénomènes de résistance qui ont atteint
une telle ampleur chez S. soubrense et S. sanctipauli ne se sont pas
encore manifestés à un niveau décelable chez les espèces savanicoles.
Ces dernières sont génétiquement aptes à développer une résistance au
téméphos comme cela s'est produit sur le Bandama, et comme elles l'ont
été à développer une résistance au DDT. On pourrait penser qu'étant
donné la pression sélective exercée sur elles par le Programme, s'il
devait y avoir résistance, celle-ci serait déjà apparue. Bien que
l'on ne puisse que formuler des hypothèses dans ce domaine, il est
probable que le brassage des populations savanicoles du fait des mi
grations et des réinvasions joue un rôle important dans le processus
de développement de la résistance.

Quelques études théoriques concernent l'influence des réinvasions
sur le développement et l'évolution de la résistance (Commins, 1977;
Taylor, 1983; May, 1985). Ces observations ne peuvent pas être
transposées à S. damnosum s.l., car l'on ne connaît pas le degré de
dominance des gènes de la résistance et les données sur la dynamique
des populations sont très fragmentaires. On pourrait penser,
a priori, que les réinvasions ne devraient jouer qu'un rôle mineur
dans le cas de S. damnosum s.l. comme cela a été suggéré (Le Berre,
comm. pers.; Reiter,1982). En effet, les femelles qui ne copulent
qu'une seule fois partent déjà fécondées et ne peuvent donc se croiser
dans les zones ré-envahies avec des mâles résistants. Leur descen
dance est détruite par les traitements larvicides et ne peut donc con
tribuer à une dilution des gènes de résistance.

Nous pensons, au contraire, que les mouvements de populations peu
vent jouer un rôle important dans le développement de la résistance
aux insecticides chez les espèces savanicoles. Dans la pratique, les
traitements ne sont pas systématiquement efficaces à 100% et il existe
toujours des populations résiduelles dans les zones traitées. Cel
lesci sont évaluées par la capture sur appât humain. Cette technique
ne permet d'échantillonner dans une population que la fraction anthro
pophile alors qu'en zones de savane, une fraction non négligeable de
la population ne pique pas l'homme (Bellec, 1984). Récemment, les ca
ptures sur plaque d'aluminium atteignaient plusieurs centaines d'indi
vidus sur la Bougouri-Ba (Burkina Faso) alors que dans le même temps,
les captures sur appât humain étaient négatives (Bellec, non publié).
Un phénomène analogue a été observé dans plusieurs localités du pro
gramme (Philippon, comm. pers.). Ces observations démontrent la pré
sence d'importantes populations cryptiques jusque là insoupçonnées qui
constituent probablement une part importante du "pool génique" des po
pulations savanlcoles dans les zones traicées.
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Les d!invasions qui surviennent par "f1amb~es" (Garms et al, 1979)
repr~sentent un apport massif de simu1ies a11ochtones dans ces zones
et entraînent probablement une dilution importante des gènes de r~sis

tance et le maintien des individus qui en sont porteurs au-dessous du
seuil de d~tection par les tests insecticides. En outre, les femelles
de r~invasion, à l'ouest du Programme, proviennent de Guin~e où la
sensibi1it~ des larves au t~m~phos est nettement plus ~lev~e que dans
l'ensemble du Programce (Escaffre, 1982, non pub1i~; Kurtak, comm.
pers.). Rappelons par ailleurs que la r~sistance au téméphos chez les
espèces savanico1es bien que très ponctuelle, est apparue pr~cis~ment

au même endroit que la résistance au téméphos puis au ch1orphoxime
chez les espèces forestières, dans des conditions d'isolement gén~ti

que relatif, comme semblerait le confirmer la lenteur du repeuplement
après arrêt des traitements, même dans des conditions hydrologiques
très favorables.

Ces phénomènes doivent être suivis avec beaucoup d'attention et de
vigilance. Concrètement, peu de solutions s'offrent pour limiter le
développement de la résistance. La plus simple est sans doute l'uti
lisation alternée de composés ayant des modes d'action radicalement
différents. Dans le cas où la résistance à un composé ne s'est pas
encore déve1opp~e, on peut espérer qu'en relâchant significativement
la pression de s~lection, on retarde son apparition. 1 En revanche,
lorsque la résistance à un composé est déjà installée à un haut ni
veau, il n'est pas évident qu'un arrêt momentané de la pression de sé
lection ait un effet bén~fique. La régression qui s'est manifestée à
des degrés divers dans le cas du ch1orphoxime ne peut être selon toute
vraisemblance que tout-à-fait temporaire, comme les observations en
C8te d'Ivoire tendent à le confirmer; la résistance est le plus sou
vent "une voie à sens unique" (Brown et al, 1963; Keiding, 1967).

Un phénomène intéressant de résistance croisée négative entre le
téméphos et la perméthrine a ~té mis en évidence chez S. soubrense et
S. sanctipau1i (Kurtak, non publié). Un phénomène analogue a été mis
en ~vidence chez la drosophile (Ogita, 1961 a et b), les blattes
(McDona1d et Grayson, 1966) et suspecté chez Cx. quinquefasciatus pré
cisément entre ces deux mêmes insecticides (Georghiou et al, 1980).
Il a également été démontr~ chez Cx. quinquefasciatus que la résis
tance au téméphos diminuait plus rapidement lorsque les populations
étaient trait~es à la perméthrine qu'en l'absence de pression insecti
cide (Georghiou et-al, loc. cit.). Si un ph~nomène analogue se mani
festait chez S. damnosum s.l., il ouvrirait de nouvelles perspectives
quant à l'utilisation des pyréthrinoYdes et notamment la perméthrine.

L'utilisation de mixture de composés ayant des modes d'action très
différents est d'usage courant en agriculture. Elle est basée sur le
fait que la probabilité est infime que préexiste dans les populations
sauvages des individus porteurs simultanément des deux mécanismes de
résistance. Cette solution ne pourrait être envisageable que dans le

1 Toutefois, il n'existe actuellement aucun modèle qui permette de
l'affirmer.
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cas de populations n'ayant encore développé aucun des deux mécanismes
de résistance. Dans le cas de S. damnosum, de telles populations ne
doivent pas se rencontrer fréquemment si l'on tient compte de l'usage
agricole des insecticides. L'intérêt pratique des mixtures apparaît
d'autant plus limité que l'emploi de deux composés, chacun à leur CL
100 respective, doublerait pratiquement le coût des traitements et
leur impact sur l'environnement. Nous avons démontré par ailleurs
qu'en associant un insecticide chimique au B. thuringiensis H-14, on
n'obtenait aucune synergie, voire une synergie négative dans le cas
des pyréthrinoYdes (Guillet, non publié). Dans la pratique, toutes
les solutions envisageables pour faire face aux problèmes posés par la
résistance passent par la recherche de nouveaux insecticides ne pré
sentant pas de résistance croisée avec le téméphos. Un effort parti
culier a été entrepris pour rechercher et développer de tels insecti
cides, notamment des insecticides régulateurs de croissance ou des
agents de lutte biologique.

LA RECHERCHE DE NOUVEAUX INSECTICIDES UTILISABLES CONTRE LES LARVES
RESISTANTES AUX ORGANOPHOSPHORES

Lorsque la résistance croisée aux organophosphorés a été mise en
évidence, les recherches ont été orientées vers la sélection de nou
veaux insecticides n'appartenant pas à cette famille. Les insecti
cides chimiques conventionnels n'offraient alors que des perspectives
a priori limitées:

- les organochlorés du fait de la résistance au DDT, du manque
d'efficacité du rnéthoxychlore et de l'effet généralement~de ces insec-
ticides sur l'environnement; rlcx.:y

- les carbamates qui ne sont généralement pas de bons larvicides
et dont la toxicité pour les mammifères est souvent élevée (ce groupe
n'est toutefois pas à négliger, une formulation efficace d'un carba
mate ayant été récemment sélectionnée);

- les pyréthrinoYdes: deux formulations très efficaces avaient
déjà été testées, la perméthrine et la deltaméthrine, cette dernière
étant très toxique pour les organismes non-cibles. Leur usage généra-
lisé en agriculture ainsi que la résistance au DDT laissent présager
un risque de développement d'une résistance au cas où leur emploi de
vrait se généraliser. Seule une utilisation très ponctuelle à la fois
dans l'espace et dans le temps devrait être envisagée.

De ce fait, nos recherches se sont orientées vers de nouveaux
types d'insecticides ayant un mode d'action très différent de celui
des insecticides conventionnels tels que les composés régulateurs de
croissance et surtout les insecticides d'origine biologique comme le
B. thuringiensis H-l4, ce dernier offrant des perspectives très pro
metteuses dans le contexte de la résistance et de la protection de
l'environnement.
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- les insecticides régulateurs de croissance: les régulateurs de
croissance qui constituent une nouvelle famille d'insecticides, ont
été récemment développés par l'industrie pour faire face à la généra
lisation des phénomènes de résistance aux insecticides convention
nels. Ce sont généralement des mimétiques d'hormones: ils n'ont pas
de toxicité immédiate pour les insectes mais agissent à retardement
sur certains processus vitaux sous contrôle hormonal. Ils se divisent
globalement en deux groupes, les composés juvénoïdes et ecdysoïdes.

Les ecdysoïdes agissent au moment de la mue et sont donc actifs
sur tous les stades larvaires. Les juvénoïdes agissent au stade nym
phal et n'ont qu'une toxicité très limitée, pour les larves jeunes.
Le mode d'action des régulateurs de croissance reste en fait mal connu
et plusieurs composés ne peuvent pas être rattachés à ces deux grou
pes. En outre, certains insecticides conventionnels, notamment des
carbamates, agissent également comme régulateurs de croissance.

Deux composés ont fait l'objet de nombreux travaux, le difluben
zuron (Dimilin~) qui inhibe la for~tion de la chitine et perturbe
l'apolyse et le méthoprène (Altosid ~), un mimétique de l'hormone
juvénile dont l'action se manifeste surtout au moment de l'émergence
des adultes. Ils sont utilisés opérationnellement contre des popula
tions de moustiques résistantes aux insecticides organophosphorés
notamment en Californie (Mian et Mulla, 1982). Toutefois, un cas de
résistance croisée entre les organophosphorés et un régulateur de
croissance (une benzamide substituée) a déjà été observé chez les
moustiques (Schaeffer et al, 1981).

En Amérique du nord, ces deux composés ont fait l'objet de plu
sieurs essais contre les larves de simulies tant au laboratoire que
sur le terrain et ont été considérés comme des larvicides prometteurs.

Dès 1977, des tests ont été réalisés sur les larves du complexe
S. damnosum avec le diflubenzuron et le méthoprène, mais ils ont été
rapidement arrêtés après qu'on eut constaté l'effet limité de ces deux
produits sur l'émergence des adultes issus de larves traitées (Guil
let, non publié). Les recherches ont été reprises à la suite de la
mise en évidence de la résistance au téméphos.

L'évaluation de l'activité des régulateurs de croissance sur les
larves du complexe S. damnosum a posé un certain nombre de problèmes
essentiellement d'ordre méthodologique. Le dispositif de récupération
des adultes mis au point a donné entière satisfaction même si l'on a
parfois observé entre les séries d'essais des variations importantes
de même qu'occasionnellement une mauvaise corrélation dose/mortalité.
Il s'agit en fait d'un phénomène propre aux régulateurs de croissance
et qui s'observe également lors des tests avec les larves de mousti
ques (Schaeffer et Wilder, 1972).
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Dès les premiers essais, l'efficacité du diflubenzuron sur les
larves de simulies s'est révélée médiocre, alors que ce composé est
remarquablement actif sur les larves de moustiques. Globalement,
l'efficacité augmente avec le temps de contact et dépend de la formu
lation utilisée (Guillet et al, 1985d, 7). Les larves jeunes ne sont
pas plus sensibles que les larves âgées. En augmentant artificielle
ment le temps de transit intestinal chez les larves traitées pour per
mettre une meilleure assimilation du produit, on n'a pas modifié
significativement l'effet du traitement. Par la suite, nous avons
testé 12 formulations expérimentales dont les plus efficaces étaient
les formulations particulaires. Toutefois, la meilleure formulation
n'a pas permis d'atteindre 95% de réduction d'émergence à une concen
tration aussi forte que 1 mg/l pendant 20 minutes (Guillet et al,
1985e, 8). Des essais en rivières ont confirmé ces résultats.

Cinq autres régulateurs de croissance ont été testés et un seul,
le phénoxycarbe, un carbamate, a eu une efficacité totale sur les lar
ves âgées avec un temps de contact court (0,4 mg/l pendant 10 minu
tes). Les autres ont eu une efficacité médiocre (Guillet et al,
1985f, 9).

Des tests ont également été réalisés avec l'Avermectine. Les
Avermectines sont des substances naturelles analogues aux antibio
tiques obtenues par fermentation d'un champignon (Streptomyces avermi
tilis), qui ont des propriétés insecticides et filaricides. En con
centré émulsifiable, l'Avermectine agit à une concentration aussi fai
ble que 0,005 mg/l pendant 10 minutes. En plus d'un effet immédiat
très prononcé, elle agit également comme régulateur de croissance
(Guillet et al, 1985g, 10).

L'Avermectine étant très active sur les stades évolutifs de filai
res, nous avons vérifié chez un moustique vecteur de filariose si elle
n'affectait pas la capacité vectrice des adultes issus de larves expo
sées à des doses subléthales. ~ous avons utilisé le modèle
A. aegypti/Molinema dessetae/Proechimys guyanensis, ce type d'étude ne
pouvant être réalisé avec S. damnosum. Sur des larves exposées à des
concentrations léthales 60 à 85%, l'Avermectine n'a eu aucun effet sur
la transmission (Guillet et al, 1985h, Il). L'Avermectine devrait
faire l'objet d'essais en vraie grandeur contre les larves du complexe
S. damnosum. Toutefois, les perspectives d'utilisation apparaissent
très limitées du fait de son large spectre d'activité et de sa toxi
cité pour les mammifères.

Les composés régulateurs de croissance qui présentent une toxicité
remarquable pour les larves de moustiques, ont dans l'ensemble, mis à
part le cas particulier de l'avermectine, une efficacité médiocre con
tre les larves du complexe S. damnosum. Il est peu probable que ces
dernières soient intrinsèquement moins sensibles à ces composés que
les larves de moustiques. En revanche, deux facteurs peuvent expli
quer en partie cette différence:

- le temps d'exposition des larves de simulies est nécessai
rement court alors que les régulateurs de croissance sont plus effi
caces avec des temps de contact longs à de très faibles concentrations;
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- ces composés agissent essentiellement comme poison stomacal
et la rapidité du transit intestinal des larves de simulies peut limi
ter l'absorption de la matière active.

Les régulateurs de croissance n'offrent encore, au stade actuel,
aucune perspective d'utilisation. Contrairement aux ecdysoïdes, cer
tains juvénoïdes se sont révélés relativement efficaces. Toutefois,
pour être utilisables, il faudrait qu'ils soient toxiques également
pour les très jeunes larves de simulies, ce qui semble peu probable
mais n'a pu encore être vérifié.

Le criblage systématique de composés existants et de nouvelles mo
lécules permettra peut-être de sélectionner des produits efficaces.
L'utilisation des régulateurs de croissance contre les larves de simu
lies passe également par la mise au point de formulations à relargage
progressif de la matière active et de techniques d'application qui
permettent de maintenir dans les rivières entre chaque application de
très faibles concentrations de produit.

LES AGENTS DE LUTTE BIOLOGIQUE

La lutte biologique est souvent évoquée comme la solution idéale
pour faire face aux problèmes posés par la résistance et pour limiter
l'impact des campagnes de lutte sur l'environnement.

Elle connaît en agriculture des succès limités mais encoura
geants. Toutefois, le contexte de la lutte contre les vecteurs est
très éloigné de celui de la protection des cultures. Dans ce dernier
cas, il s'agit d'un milieu artificiel dans lequel l'impact des mesures
de lutte contre les ravageurs, qu'il s'agisse de lutte biologique,
chimique ou intégrée, se mesure par un rapport coût-efficacité qu'il
est aisé d'estimer. Lorsqu'il est favorable, même en présence d'une
efficacité limitée, le résultat est jugé satisfaisant. A l'inverse,
la lutte contre les vecteurs s'applique le plus souvent l dans un mi
lieu naturel où existent des équilibres complexes, contre des espèces
qui ont généralement un développement très rapide et pour lesquelles
l'influence de la dynamique des populations sur la transmission n'est
pas toujours bien évaluée. Plusieurs essais de lutte biologique con
tre les vecteurs, notamment ceux du paludisme, ont été entrepris; la
plupart du temps, il a été impossible d'évaluer l'impact réel des
agents de lutte biologique sur l'évolution de la transmission et de la
morbidité.

Si l'épidémiologie de l'onchocercose reste complexe, la stratégie
de la lutte est en revanche relativement simple et la découverte du
Bacillus thuringiensis H-14 a rapidement laissé entrevoir la possibi
lité d'y intégrer l'utilisation d'un agent de lutte biologique.

- le Bacillus thuringiensis H-14: le Bacillus thuringiensis H-14
est une bactérie sporogène qui produit en même temps que les spores

l à l'exception d'espèces synanthropes comme C. quinquefasciatus ou
A. aegypti.
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des inclusions cristallomorphes contenant une toxine appelée ~-endoto
xine. Sous l'action des enzymes digestifs des larves de moustiques ou
de simulies, ces inclusions libèrent plusieurs polypeptides dont cer
tains sont hautement toxiques pour les larves. Sans cette activation
en milieu alcalin, l'endotoxine n'agit pas. Les spores n'ont quant à
elles aucune toxicité (Guillet, 1984, Il). Cette toxine qui est inso
luble dans les solvants usuels ne peut pas être dosée avec les moyens
d'analyse habituels (chromatographie •.• ); elle doit être titrée par
la mise en oeuvre d'essais biologiques normalisés utilisant des larves
d'A. aegypti. La comparaison des produits à base de B. thuringiensis
H-14 avec une préparation standard de référence produite par l'Insti
tut Pasteur (Paris) permet de déterminer un titre biologique, exprimé
en Unités Internacionales A. aegypti/mg qui représente en fait la
teneur des produits en endotoxine. Isolé en 1977 (Goldberg et Marga
litt, 1977) et identifié en 1978 (de Barjac, 1978), le B. thuringien
sis H-14 a immédiatement fait l'objet d'essais de laboratoire contre
les larves de simulies (Undeen et Nagel, 1978; Undeen et Berl,
1979). Les premiers essais de terrain réalisés en Afrique de l'ouest
avec une poudre primaire ont démontré l'efficacité remarquable de cet
entomopathogène contre les larves du complexe S. damnosum (Guillet et
Escaffre, 1979b, 14; Guillet et de Barjac, 1979, 13) ainsi que son
innocuité pour les organismes non cibles (Dejoux, 1979). La stabilité
de la d-endotoxine permet de conserver les préparations de B. thurin
giensis H-14 plusieurs mois en zone tropicale sans perte d'efficacité
(Guillet, Dempah et Coz, 1980, 16). Efficacité, stabilité et sélecti
vité, les qualités de cet agent de lutte biologique ouvraient des
perspectives très prometteuses. Son application sur le terrain suppo
sait toutefois la mise au point de formulations utilisables dans les
traitements opérationnels.

Les premiers essais réalisés avec des formulations expérimentales
ont montré, comme cela avait été observé avec les insecticides conven
tionnels, que l'efficacité dépend au moins autant de la formulation
elle-même que de sa teneur en matière active (dans ce cas, il s'agit
de la toxine bactérienne, Guillet et Escaffre, 1979c, 15).

Globalement, deux types de formulations pouvaient être mis au
point par l'industrie, des poudres ou des suspensions constituées de
gros agrégats sphériques de spores et cristaux d'une taille moyenne de
30 à 50jU ou des suspensions concentrées de très fines particules (0,5
à 1,5p). Dès les premiers essais, l'efficacité des formulations à
grosses particules est apparue nettement supérieure. Plusieurs formu
lations expérimentales ont alors été testées pour étudier l'influence
de la nature et de la taille des particules sur l'efficacité.

La taille optimum varie, selon les formulations, de 30 à 50~.

Au-delà, on observe que l'efficacité vis-à-vis des larves jeunes dimi
nue tandis qu'elle continue d'augmenter vis-à-vis des larves âgées.
Les particules sont d'autant mieux ingérées qu'elles sont friables ou
déformables, et l'efficacité des formulations est proportionnelle au
volume ingéré par les larves. L'adjonction d'un ciment pour agréger
les spores et les cristaux et éviter que ces agrégats ne se fragmen
tent dans les rapides et perdent de leur effi~acité, se traduit par
une perte d'activité très significative et un taux de sédimentation
accru (Guillet et al, 1985i, 17).
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Ultérieurement, on a constaté que l'efficacité des formulations à
grosses particules diminuait lorsque la turbidité de l'eau dans les
cours d'eau augmentait durant la saison des pluies ou à la suite d'un
orage. Cette diminution s'explique par une compétition au niveau de
la capture et de l'ingestion entre les particules naturelles et celles
de B. thuringiensis H-14 (Guillet et al, 1985a, 18). Les larves du
complexe S. damnosum dont le transit intestinal s'opère par bourrage
(Elouard et EIsen, 1977) présentent dans les conditions naturelles une
progression du bol alimentaire pratiquement constante quelle que soit
la quantité de particules en suspension dans l'eau (Guillet, non pu
blié). Lorsque celle-ci augmente, les chances pour qu'une larve capte
des particules de B. thuringiensis H-14 diminuent, et la perte d'effi
cacité observée est directement proportionnelle à la quantité de par
ticules en suspension (Guillet et al, 18, loc. cit.). De même, lors
que le temps de contact diminue, le nombre de particules ingérées, et
donc l'efficacité, diminuent également.

Le captage des fines particules de toxine s'opère par adhésion sur
un mucus et ce mécanisme évoqué précédemment n'est apparemment in
fluencé ni par la quantité de particules naturelles en suspension dans
l'eau ni par la durée du temps de contact. L'efficacité des formula
tions à fines particules est donc indépendante de la turbidité et de
ce fait ne varie pas d'une saison à l'autre. Par ailleurs, une expo
sition très brève des larves telle qu'elle s'observe dans la pratique
des traitements ne les empêche pas de capter et d'ingérer suffisamment
de cristaux d'endotoxine. Ces formulations ont donc été jugées beau
coup mieux adaptées aux conditions d'utilisation opérationnelles.
D'autres types de formulations ont également été testées (solutions
huileuses, émulsions, films de surface, etc.) mais le choix s'est
définitivement porté sur les suspensions concentrées à très fines par
ticules.

Rapidement, une formulation de ce type a été testée sur le terrain
en saison sèche (Guillet et al, 1981a, 19) puis en saison des pluies
(Lacey et al, 1982, 20), et ses performances ont permis d'envisager
son utilisation opérationnelle. Une étude de stabilité a montré éga
lement que le produit pouvait être stocké plus d'un an sur le terrain
sans que son efficacité ne soit altérée (Guillet et al, 1981b, 21).
Son utilisation a été effective dès que les résistances au téméphos et
au chlorphoxime ont été mises en évidence, car il n'existait alors au
cun larvicide chimique permettant de poursuivre la lutte contre les
populations résistantes.

L'industrie a dû produire rapidement plusieurs centaines de mil
liers de litres de formulation. Un contrôle de qualité a été réalisé,
portant sur 600.000 l et a montré que la teneur en endotoxine (titre
A. aegypti) ainsi que le niveau d'efficacité contre les larves de si
mulies étaient très satisfaisants (Guillet et al, 1985j, 22). En re
vanche, les caractéristiques physiques des différents lots ont été va
riables, quelques lots, du fait d'une viscosité excessive, ne pouvant
que très difficilement être appliqués.
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Si le B. thuringiensis H-14 a dû atteindre très rapidement le
stade de l'utilisation opérationnelle à cause de la résistance aux
insecticides, les formulations existantes présentaient toutefois cer
taines insuffisances: efficacité et portée limitées de même qu'une
viscosité à la fois excessive et variable nécessitant une dilution de
la formulation avec de l'eaü avant son application, le taux de dilu
tion devant être ajusté en fonction de la viscosité. Ces insuffisan
ces ont d'une part entraîné un coût d'utilisation très élevé et de
sérieuses difficultés d'application, qui en ont limité l'emploi, mais
elles ont également stimulé la recherche de formulations plus perfor
mantes.

Grâce à une coopération étroite avec l'industrie et l'Organisation
mondiale de la Santé, plusieurs centaines de formulations expérimenta
les ont pu être testées, l'objectif étant la production de formula
tions parfaitement autodispersibles, de qualités constantes et plus
concentrées en endotoxine pour que les quantités à appliquer ne dépas
sent pas 1,5 fois celles de l'Abate. Ce but a été atteint en 1984, et
l'utilisation opérationnelle d'une formulation de ce type est imminen
te. Au stade expérimental, le degré d'efficacité vient encore d'être
doublé (Guillet et al, 1985k, 23).

Une des difficultés majeures rencontrées dans la mise au point des
formulations de B. thuringiensis H-14 réside dans le fait qu'il n'e
xiste pas de relation systématique entre leur toxicité vis-à-vis des
larves de moustiques et celles de simulies. Le titrage de la toxine
s'effectue sans difficulté au laboratoire avec des larves
d'A. aegypti, mais un titre élevé ne représente pas une garantie sys
tématique d'efficacité contre les larves de simulies. Ceci s'observe
aussi bien avec les formulations qu'avec les produits primaires non
formulés (Guillet, 1982, 24). Lorsque les préparations primaires de
B. thuringiensis H-14 sont testées dans des conditions comparables sur
des larves de moustiques et de simulies (contact 24 heures en eau dis
tillée, agitée dans le cas des simulies), on observe une concordance
parfaite dans les résultats obtenus (r 2 = 0,92). En revanche, lors
que la durée de contact n'est plus que de 3 heures en eau distillée
pour les simulies, la corrélation diminue significativement (r2 =
0,72). Enfin, avec un contact de la minutes en eau de rivière et un
transit intestinal rapide chez les larves, on n'observe plus aucune
corrélation (r2 = 0,20) (Guillet et al, 19851, 25).

Deux hypothèses peuvent être em~ses pour expliquer ces observa
tions. La première est liée à la nature de la toxine elle-même. Le
cristal du sérotype H-14 est constitué de plusieurs sous unités toxi
ques; la ou les fractions actives contre les larves de moustiques et
contre celles de simulies pourraient être différentes. La deuxième
hypothèse a trait à l'activation de la toxine et à son absorption au
cours du transit intestinal qui peuvent être limitées chez les larves
de simulies du fait de la rapidité du transit intestinal. D'autres
éléments peuvent également jouer un rôle, par exemple des enveloppes
qui entourent les cristaux du sérotype H-14 (Tyrell et al, 1981;
Charles et de Barjac, 1982) qui peuvent limiter également l'activation
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ou la libération de la toxine. La présence de ces enveloppes pourrait
dépendre du stade de fermentation de la culture (Nickerson, 1982).
Les protéases peuvent également jouer un rôle, qu'il s'agisse des pro
téases du milieu, généralement abondantes dans les préparations de B.
thuringiensis H-14, ou de protéase(s) endogène(s) du cristal (Guillet
et al, 1985m, 26). Des travaux sont actuellement en cours pour tenter
de mieux comprendre le rôle des protéases et d'expliquer les différen
ces observées dans l'activité des préparations de B. thuringiensis
H-14 sur les larves de moustiques et sur celles de simulies. Les ré
sultats obtenus jusqu'à présent sont fragmentaires et devront être
complétés.

Il est probable que ces différences d'activité sur les moustiques
et sur les simulies ont été trop souvent imputées à la formulation
elle-même, alors que d'autres facteurs ont vraisemblablement joué un
rôle important. Cela peut expliquer que des firmes aient pu produire
des formulations très performantes contre les larves de moustiques,
sans parvenir à maîtriser la production de formulations efficaces con
tre les larves de simulies.

Récemment, des souches asporogènes de B. thuringiensis H-14 ont
~té sélectionnées pour le traitement des eaux de boisson. Des formu
lations à base de souches asporogènes sont maintenant couramment pro-
duites (Guillet et al, 23, loc. cit.), et devraient dans un avenir
proche remplacer progressivement les préparations contenant des spores.

L'utilisation opérationnelle du B. thuringiensis H-14 entraîne le
risque de voir les larves régulièrement traitées développer une résis
tance à la toxine. Une très forte pression de sélection exercée au
laboratoire sur des générations de larves de moustiques n'a engendré
qu'une résistance très modérée et disparaissant dès l'arrêt de la
pression sélective (Georghiou, 1982). Le risque de sélectionner une
résistance chez les simulies est a priori faible, mais il doit toute
fois être pris en compte. Récemment, une souche de Plodia interpunc
tella, un lépidoptère ravageur des grains stockés, a développé une
forte résistance à la -endotoxine du B. thuringiensis H-14 (probable
ment de la variété Kurstaki), tant au laboratoire que sur le terrain
(McGaughey, 1985).

Une méthode a été mise au point pour évaluer sur le terrain la
sensibilité des larves du complexe s. damnosum à la toxine du B. thu
ringiensis H-14. Un dispositif d'agitateurs à bouteilles a été cons
truit à cet effet, et l'influence de plusieurs paramètres expérimen
taux (temps de contact, température, nombre de larves, etc.) a été
testée systématiquement (Guillet et al, 1985n,i1). Le temps de contact,
du fait de l'action très rapide de la toxine, a pu être réduit à 3
heures, afin de limiter la nymphose des larves au cours du test.
Cette méthode est maintenant appliquée en routine. L'utilisation de
doses diagnostiques a également été proposée (Guillet et al, 19850,
28). -----
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- autres bactéries sporogènes: de nouveaux sérotypes de B. thu
ringiensis ont été dêcouverts dont certains sont toxiques pour les
larves de moustiques: les sérotypes 8a et 8b, variété Horrisoni, (Pa
dua et al, 1981), le sérotype 10 (variété Darmstadiensis, Padua et al,
1980~la variété Kyushiniensis (Ohba et Aizawa, 1979). -----

Deux souches de Bacillus sphaericus remarquablement toxiques pour
certaines espèces de moustiques (1593 et 2362) ont été testées et
n'ont aucune activité sur les larves du complexe S. damnosum, même à
des fortes concentrations ou avec un contact prolongé (Guillet, non
publié; Holloy, comm. pers.).

Un programme de criblage de différents isolats de B. thuringiensis
et B. sphaericus a été mis en place en collaboration avec l'OMS. Plus
de 35 préparations différentes ont été testées; seuls certains iso
lats de B. thuringiensis se sont montrés toxiques (Guillet et al,
1984, non publié). Ces essais devraient être systématiquement pour
suivis, notamment avec B. sphaericus, dont plusieurs souches nouvelles
ont été isolées et qui présentent des spectres d'activité différents.

- autres agents de lutte biologique: des essais ont été réalisés
avec deux champignons entomopathogènes toxiques pour les larves de
moustiques Tolypocladium cylindrosporum, souche TC4A et Metharri-
zium anisopliae, souche Ma 139, les deux souches les plus virulentes
conservées à l'Institut National de la Recherche Agronomique de Ver
sailles. Des préparations de blastopores de T. cylindrosporum et de
conidies de H. anisopliae ont été fourni~spar l'INRA, transportées im
médiatement en Afrique de l'ouest, et testées sur les larves du com
plexe S. damnosum dans le dispositif des auges. Aux concentrations de
106 à 10 7 sporeiml pendant 10 à 20 minutes (soit 500 mg à 5 g/l de
préparation), on n'a observé aucun effet chez des larves jeunes mises
en observation pendant 5 jours après le traitement. La virulence des
préparations testées a été contrôlée au laboratoire avec des larves
d'A. aegypti et les CL 50 obtenues étaient respectivement de 1,5 et 5
x 104 spores/ml qui représentent une valeur normale (Guillet, non
publié).

L'activité d'une autre espèce de champignon entomopathogène a éga
lement été testée contre les larves de simulies (Culicinomyces clavis
porus) (Sweeney et Roberts, 1983; Jaronsky et Axtell, 1983). Une
seule souche s'est révélée toxique mais à une dose trop élevée pour
envisager favorablement des essais de terrain; de plus, ces souches
semblent perdre leur virulence au cours du temps. Un phénomène analo
gue a également été observé avec T. cylindrosporum.

Actuellement, les champignons entomopathogènes n'offrent encore
aucune perspective d'utilisation contre les larves du complexe S. dam
nosum. Il en va de même des autres agents potentiels de lutte biolo
gique tels que les mermithides ou les microsporidies (Guillet, 1984,
29). Le parasitisme des larves de simulies par les mermithides a été
très étudié, notamment chez les larves du complexe S. damnosum en
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Afrique de l'ouest (Mondet, 1981). Dans les conditions naturelles, un
fort taux de parasitisme (jusqu'à 50% des femelles) n'empêche pas la
transmission de l'onchocercose de se maintenir à un niveau hyperendé
mique. De nombreux obstacles, parmi lesquels la production de masse
et la stabilité des oeufs au stockage font que, dans l'état actuel des
choses, les mermithides n'offrent absolument aucune perspective d'uti
lisation dans la lutte biologique contre les vecteurs de l'onchocer
cose.

CONCLUSION

Dès les premiers essais de lutte contre les vecteurs de l'oncho
cercose en Afrique de l'ouest et la mise en place du programme en
1974, les recherches ont été orientées vers l'étude des phénomènes de
résistance aux insecticides et la sélection de larvicides efficaces
utilisables à grande échelle.

Toute opération de lutte contre les insectes basée sur l'applica
tion répétée d'insecticides est confrontée plus ou moins rapidement
aux problèmes posés par la résistance. La lutte contre l'onchocercose
n'échappe pas à ce constat qui, dans la pratique, souffre peu d'excep
tions.

La résistance au téméphos mise en évidence en 1981 chez S. sou
brense et S. sanctipauli a atteint rapidement un niveau très élevé et
s'est étendue à la plupart des autres insecticides organophosphorés.
L'étude des phénomènes de résistance croisée a montré que la résistan
ce au téméphos entraînait une réduction considérable de l'arsenal des
produits de remplacement; de ce fait, toutes les mesures doivent être
prises pour en étendre au maximum leur durée d'utilisation.

Ces mesures, comme l'usage alterné de larvicides ayant des modes
d'action très différents, sont prises. compte-tenu outre les exigences
opérationnelles. de l'expérience acquise dans le domaine de la résis
tance dans le complexe S. damnosum, mais également chez les mousti
ques, les mouches domestiques ou les insectes d'intérêt agricole.
Toutefois, le bien-fondé de ces mesures ne repose que sur des hypothè
ses car il n'existe encore aucun moyen de prévoir l'évolution des phé
nomènes de résistance sur le terrain, surtout dans le cas des simulies
du complexe S. damnosum.

L'utilisation des insecticides en agriculture doit être prise en
compte dans l'évaluation de la pression sélective exercée sur les po
pulations larvaires. En effet, si relativement peu de composés orga
nophosphorés sont utilisés actuellement dans la protection des cultu
res, il n'en va pas de même des pyréthrinoïdes dont l'utilisation va
sans cesse croissant. Dans ce contexte. et si l'on tient compte des
risques de résistance croisée entre les organochlorés et les pyréthri
noïdes, les composés de cette famille ne devraient pas être considérés
comme des larvicides de remplacement à part entière.
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Dans certains cas, la résistance à un insecticide peut régresser
soit par arrêt de la pression sélective soit, éventuellement, sous la
pression sélective d'un autre insecticide. Il importe de suivre ces
phénomènes avec beaucoup d'attention, mais il demeure prudent de con
sidérer que, globalement, la résistance est le plus souvent une "voie
à sens unique". L'extension des traitements vers l'ouest dans la zone
du Programme de lutte va très probablement réduire et annuler les phè
nomènes de réinvasion ce qui, d'un point de vue logistique et épidé
miologique est éminemment souhaitable. Toutefois, cette extension,
qui représente une évolution logique d'un programme qui doit être mené
à son terme doit être considérée comme étant, a priori, un facteur de
risque dans le développement possible de la résistance aux insectici
des chez les espèces vectrices savanicoles. Cela souligne d'autant
plus la nécessité de sélectionner des nouveaux larvicides utilisables
à grande échelle en cas de résistance au téméphos.

Plusieurs dispositifs et méthodes ont été mis au point pour éva
luer l'efficacité des larvicides antisimulidiens, qu'il s'agisse de
larvicides conventionnels, de régulateurs de croissance ou d'agents de
lutte biologique. La difficulté majeure réside désormais dans la dé-
couverte de nouveaux insecticides utilisables. Dans un premier temps,
l'effort devrait être porté sur l'évaluation des composés existants
qui n'ont pas tous, loin s'en faut, fait l'objet d'essais contre les
larves de simulies. Il faudrait également, en coopération avec l'in
dustrie, évaluer l'activité des nouvelles molécules dont une propor
tion infime atteint le stade du développement commercial. A plus long
terme, les recherches de nouvelles classes d'insecticides devraient
être encouragées notamment les substances insectic;jd~s produites par
les organismes vivants. L'exemple de l'Avermectine est à ce sujet ré
vélateur car il a montré qu'une substance analogue à un antibiotique
pouvait constituer l'un des insecticides les plus efficaces jamais
testés contre les larves de simulies. Il existe à découvrir et à étu
dier probablement bien d'autres substances insecticides que les lac
tones des Avermectines ou les polypeptides des toxines bactériennes.
Toutefois, il importe de rappeler que le développement d'un nouvel in
secticide est un processus long et très onéreux qui de ce fait restera
probablement de la compétence des compagnies industrielles dont la
tendance actuelle serait plutôt de restreindre le nombre des nouveaux
composés mis sur le marché.

L'évaluation des régulateurs de croissance devra être intensifiée
en dépit des résultats médiocres obtenus jusqu'à présent. Les recher
ches devront être poursuivies également afin de mieux comprendre pour
quoi des produits remarquablement efficaces contre les larves de mous
tiques n'ont qu'un effet très limité sur les larves de simulies.
L'utilisation éventuelle des régulateurs de croissance suppose égale
ment des progrès dans la technologie des formulations à relargage pro
gressif ainsi que dans les techniques d'applications. Toutefois, les
conditions hydrologiques des rivières d'Afrique de l'ouest (fluctua
tions de débits, sédiments, algues ••. ) ne sont, a priori, pas favora
bles à l'utilisation de formulations à relargage lent, permettant de
maintenir en permanence une très faible concentration de produit dans
les rapides.
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Parallèlement à l'évaluation des nouveaux insecticides, un certain
nombre de recherches devraient être entreprises, dans plusieurs domai
nes, notamment:

- la spécificité d'action des formulations sur les larves du
complexe S. damnosum;

- leur devenir dans les cours d'eau (dispersion, adsorp-
tion •• ) et les facteurs, hydrologiques notamment, qui conditionnent la
portée des traitements;

les modalités de nutrition des larves de simulies: la mise
au point des formulations particulaires,notamment celles de B. thu
ringiensis H-14 passe par une meilleure connaissance des facteurs qui
conditionnent le captage et l'ingestion des fines particules par les
larves.

Les perspectives offertes par la lutte biologique se limitent
actuellement à l'emploi du B. thuringiensis H-14. Les premiers résul
tats obtenus ont été très prometteurs mais l'amélioration des formula
tions a été plus lente qu'on ne l'espèrait initialement. Suite à la
résistance au téméphos puis au chlorphoxime, cet entomopathogène a at
teint très rapidement le stade de l'utilisation opérationnelle, avant
que la production n'en soit totalement maîtrisée; c'est ce qui expli
que les difficultés rencontrées dans la production de lots de qualités
rigoureusement constantes. Toutefois, cette utilisation précoce, en
motivant l'industrie, a eu sans aucun doute un effet favorable en ac
célérant le processus de mise au point du B. thuringiensis H-14 comme
larvicide antisimulidien.

En quatre années, les résultats obtenus sont encourageants puisque
les nouvelles formulations devraient permettre, si leurs qualités se
confirment, de généraliser l'emploi du B. thuringiensis H-14 en pério
de de basses eaux soit 6 à 8 mois par an, dans toute la zone du Pro
gramme, entraînant une diminution très sensible de la pression sélec
tive par les insecticides chimiques ainsi qu'une diminution de la
pression sur l'environnement. Un emploi étendu à plus de huit mois
serait bien entendu souhaitable mais il est peu probable, du moins
dans un avenir proche, que les formulations de B. thuringiensis H-14
puissent être utilisées en périodes de hautes eaux en raison d'une
part des quantités trop importantes de produit à appliquer et d'autre
part de la portée réduite de ces formulations. Cette portée, selon
toute vraisemblance, est et restera inférieure à celle des meilleurs
larvicides chimiques durant la période des hautes eaux.

L'emploi des toxines bactériennes du fait de leurs propriétés re
marquables, représente sans aucun doute, en matière de lutte larvici
de, l'une des solutions d'avenir les plus prometteuses. Les manipula
tions génétiques par exemple permettront très vraisemblablement d'amé
liorer significativement les conditions de culture des bactéries pour
obtenir des formulations plus performantes et adaptées à la lutte
contre les vecteurs de l'onchocercose, ou contre les larves de mousti
ques.
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Au moment de sa mise en place en 1974, le Programme de lutte con
tre l'onchocercose reposait sur une seule méthode, la lutte antivecto
rielle, et disposait d'un seul insecticide, le téméphos. Depuis, un
effort de recherches important a été consacré à la mise au point de
nouveaux moyens de lutte utilisables à grande échelle. Ces recher
ches, qui constituent une composante essentielle du Programme, ont été
orientées vers deux axes prioritaires: la recherche de nouveaux in
secticides d'une part et de médicaments utilisables en campagne de
masse, d'autre part.

Des insecticides nouveaux ont été développés, notamment un agent
de lutte biologique qui a atteint le stade de l'utilisation opération
nelle. Dans le même temps, les techniques d'application ont été amé
liorées et les conditions hydrologiques des rivières mieux étudiées
afin d'optimiser leur emploi. Parallèlement, les recherches sur la
chimiothérapie ont permis de sélectionner l'Ivermectine~, un médi
cament filaricide qui offre des perspectives d'utilisation promet
teuses.

Ainsi la recherche permettra-t-elle de mettre à la disposition du
Programme de lutte plusieurs outils complémentaires qui, intégrés dans
sa stratégie, lui donneront la possibilité d'atteindre au mieux ses
objectifs, dans les délais prévus, et ce pour le plus grand bénéfice
des états participants.
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RESUME

La lutte contre les vecteurs de l'onchocercose en

Afrique de l'Ouest, faute de médicaments filaricides utilisables en cam

pagne de masse, repose sur l'interruption de la transmission par la des

truction des vecteurs, les simulies appartenant au complexe S~U~

damno~um.

Compte-tenu des possibilités de dispersion des femelles

vectrices et de la concentration des larves dans les rapides, c'est contre

ces dernières, qui constituent le maillon le plus vulnérable, que la lutte

est dirigée. Pour être efficace, une campagne de lutte doit reposer sur

l'application hebdomadaire de larvicides dans les gîtes préimaginaux

(rapides), sur de très vastes étendues et pendant une quinzaine d'années

sans interruption, étant donnée la longévité du parasite chez l'homme.

En 1974, l'Organisation mondiale de la Santé a mis en

place en Afrique de l'Ouest un vaste programme de lutte contre l'oncho

cercose qui couvre actuellement une superficie d'environ 770 000 km
2, où

chaque semaine, de 6 000 à 23 000 km de rivières selon la saison sont

surveillés et au besoin traités. Cette opération, prévue pour durer au

moins 20 ans, reposait initialement sur l'utilisation d'un seul insecti

cide, l'Abate aD, une formulation de téméphos, composé organophosphoré.

La pression sélective exercée par l'insecticide sur les

populations larvaires est très forte, de même que la pression sur l'envi

ronnement dans des écosystèmes lotiques sensibles. Il importait donc de

sélectionner de nouveaux larvicides, d'une part pour faire face au risque

de développement d'une résistance au téméphos, et d'autre part, pour limi

ter au maximum l'impact des traitements sur les organismes non cibles.
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Les larves de simulies vivent fixées dans les rapides

et se nourrissent en captant les fines particules naturelles en suspension

dans l'eau. L'insecticide doit être formulé de manière à pouvoir atteindre

la cible. Il peut agir par contact ou par ingestion; dans ce dernier cas,

il s'agit soit de matière adsorbée sur les particules naturelles dont se

nourrissent les larves, soit directement d'insecticides particulaires.

Les contraintes de l'utilisation opérationnelle conduisent à rechercher

des formulations liquides aussi concentrées que possible et parfaitement

auto-dispersibles. La formulation revêt, en matière de larvicides anti

simulidiens, une importance primordiale. Mal formulé, le meilleur insecti

cide n'aura aucune efficacité.

Pour tester l'efficacité des formulations et comparer

leurs performances respectives, il a fallu mettre au point des méthodolo

gies adaptées, en tenant compte de la cible: les larves du complexe

SLmuiium damno~um, et du mode d'action des insecticides utilisés.

Dans le cas des insecticides chimiques, l'exposition

des larves se fait dans un dispositif fonctionnant en circuit fermé avec

de l'eau de rivière, ce qui permet l'adsorption éventuelle de la matière

active sur les particules naturelles. Le dispositif de mise en observation

des larves après le contact varie selon que l'insecticide agit rapidement

ou au contraire à retardement, dans le cas par exemple des composés ré

gulateurs de croissance.

Pour les larvicides biologiques tels que les formula

tions à base de la bactérie sporogène Bae~tu~ ~hu~ing~en~~ H14, le

traitement et l'observation s'effectuent dans un dispositif de gouttières

fonctionnant en circuit ouvert, les phénomènes d'adsorption ne jouant

dans ce cas apparemment aucun rôle.

Les larvicides les plus efficaces sont ensuite testés

en rivière lors d'essais en vraie grandeur destinés à contrôler leur

efficacité et à mesurer leur portée.

- 2 -
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Plusieurs formulations ont pu être sélectionnées, pour

la plupart à base de composés organophosphorés. Des essais ont été réali

sés avec des produits micro-encapsulés composés de capsules digestibles

ou à relargage progressif de la matière active. Leur mise au point finale

a été interrompue lorsqu'ont été mis en évidence les phénomènes de résis

tance au téméphos et surtout de résistance croisée à la plupart des com

posés organophosphorés utilisables.

Ces phénomènes de résistance ont été observés chez dsux

espèces forestières S. ~oub~en~e et s. ~ane~~au~. Ils ont réduit prati

quement à néant l'arsenal des insecticides de remplacement du téméphos.

L'utilisation de produits synergistes n'est pas envisageable. Les espèces

savanicoles n'ont pas encore développé de résistance aux organophosphorés.

En revanche, une forte résistance au DDT a été observée, suite à l'usage

agricole de cet insecticide.

Un effort particulier a été entrepris pour rechercher de

nouveaux larvicides ayant des modes d'action radicalement différents de

celui des insecticides conventionnels. En effet, ceux-ci n'offraient

alors plus que des perspectives d'utilisation très limitées, les organo

chlorés à cause de la résistance au DDT, les carbamates parce qu'ils ne

sont généralement pas de bons larvicides et les pyréthrinoïdes à cause

de leur forte toxicité pour les organismes non-cibles. Les recherches ont

donc été orientées vers d'autres groupes d'insecticides, d'une part les

régulateurs de croissance, juvénoïdes ou ecdysoïdes, et d'autre part, les

toxines produites par les bactéries sporogènes, notamment le BaeLllu~

~hu~~gLen~L~ H14.

Les principales difficultés rencontrées dans l'évalua

tion des régulateurs de croissance ont été d'ordre méthodologique. Cet

aspect résolu, plusieurs composés ont pu être évalués, et certains facteurs

conditionnant leur toxicité ont été étudiés. Aucun des produits expéri

mentés, pourtant remarquablement efficaces contre les larves de moustiques,

n'a permis d'obtenir, avec un temps de contact court (inférieur ou égal

à 15 mn), une réduction d'émergence totale à des doses concrètement utili-

- 3 -
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sables. Un seul composé, un carbamate ayant une activité juvénoïde, s'est

avéré relativement efficace. Toutefois, les composés de ce type n'offrent

que des perspectives très limitées car ils ne sont généralement actifs

que sur les larves âgées.

D'autres types d'insecticides ont été recherchés, comme

par exemple les avermectines, des substances insecticides analogues aux

antibiotiques. Elles se sont révélées remarquablement toxiques pour les

larves de simulies et ont en outre un effet régulateur de croiss~~ce. Si

l'utilisation des avermectines comme larvicide antisimulidien est peu

probable du fait de leur forte toxicité pour les mammifères et de leur

très large spectre d'activité, les résultats obtenus soulignent la néces

sité de tester systématiquement de nouveaux types d'insecticides, en par

ticulier des substances naturelles produites par des organismes vivants

tels que le B. ~hu~Lng~en~~ H14.

Les premiers essais réalisés dès 1979 avec cette bacté

rie sporogène, ont permis de mettre en évidence la toxicité remarquable

de cette bactérie pour les larves de simulies ainsi que son innocuité

pour les organismes non-cibles. Une étude de stabilité a montré que le

produit pouvait être conservé plusieurs mois en zone tropicale sans aucune

altération. Si les perspectives offertes par cet entomopathogène se sont

avérées d'emblée remarquables, son utilisation opérationnelle supposait

la mise au point d'une formulation adaptée.

Deux principaux types de formulations étaient réalisa

bles, les unes composées de gros agrégats de spores et cristaux d'endoto

xine d'une taille moyenne de 30 à 50 V, les autres de fines particules

individualisées (0,5 à 1,5 ~). Globalement, les premières se sont révélées

beaucoup plus efficaces. L'influence de la taille des particules et de

leur consistance a été étudiée en relation avec les modalités de nutrition

des larves de simulies. Toutefois, il est apparu ultérieurement, que leur

efficacité diminuait sensiblement dans les eaux turbides du fait de la

compétition, au niveau de l'ingestion, entre les particules naturelles et

celles de B. ~hu~Lng~en~~ H14. De plus, leur efficacité s'est révélée

proportionnelle au temps de contact qui, dans la pratique des traitements

- 4 -
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est généralement très bref (quelques minutes). Après avoir testé d'autres

types de formulations, le choix s'est porté finalement sur les suspensions

de très fines particules dont l'efficacité, du fait du mode de nutrition

des larves, est indépendante de la turbidité de l'eau et du temps de con

tact; elles sont par conséquent mieux adaptées aux contraintes d'utilisa

tion opérationnelle.

Lorsque la résistance au téméphos a été mise en évidence

en 1981, une formulation de B. zhu~~ng~en~~~ H14 avait déjà été testée en

vraie grandeur, et sa stabilité au stockage sur le terrain dépassait 12

mois. En dépit de performances relativement modestes, son utilisation

opérationnelle a dû être adoptée immédiatement, faute de larvicides chi

miques de remplacement.

Une étude de qualité portant sur une production de

600 000 l a montré que l'industrie pouvait formuler massivement cette

bactérie tout en garantissant une efficacité constante. Par la suite,

grâce à une collaboration étroite avec plusieurs compagnies, plus de 200

formulations expérimentales furent testées en vue de mettre au point des

formulations parfaitement auto-dispersibles, de qualités constantes et

dont les quantités à appliquer ne dépassent pas 1,5 fois celles de l'Abate.

Ce but a été atteint et l'utilisation opérationnelle d'une formulation

de ce type est imminente.

Une des difficultés rencontrées dans la mise au point

des produits à base de B. zhu~~g~en~~~ H14 réside dans le fait qu'il

n'existe pas de relation systématique entre leur toxicité vis-à-vis des

larves de moustiques et de simulies. Le titrage de la toxine s'effectue

avec des larves d'A. aegypz~, mais un titre A. aegypz~ élevé ne représente

pas une garantie systématique d'efficacité contre les larves de simulies.

Cette différence dépend étroitement des conditions d'utilisation de la

toxine, le temps de contact et de transit intestinal relativement brefs

chez les larves de simulies jouant apparemment un rôle important. La

présence de protéases dans les préparations ou d'éventuelles protéases

endogènes dans le cristal semble également jouer un rôle.

- 5 -



- 54 -

Actuellement, en dépit d'un important effort de recher

che de larvicides de remplacement du téméphos, le B. ~hu~Lng~en~~ H14

reste le seul alternatif réellement prometteur. Son utilisation en période

de basses eaux sera progressivement étendue à l'ensemble du Programme de

lutte si les qualités des nouvelles formulations se confirment. Ces der

nières n'ont pas et n'auront probablement jamais de portée comparable à

celle des meilleurs larvicides chimiques dont l'utilisation devrait être

limitée aux courtes périodes pendant lesquelles le débit élevé des rivi

ères ne permet pas l'utilisation du B. ~hu~g~en~~ H14. Toutefois, son

emploi généralisé engendre un risque, si minime soit-il, de développement

d'une résistance. Une méthode a été mise au point pour évaluer et sur

veiller la sensibilité des larves du complexe S. damno~um à la toxine.

Des essais avec plusieurs souches d'une autre bactérie,

BaeLliu~ ~phae~eu~, et avec des champignons entomopathogènes tels que

Toiypoeiad~um eyiLnd~o~po~um ou Metha~~~z~um a~op~e ont été négatifs.

Les nouveaux insecticides développés, notamment le

B. ~hu~~ng~en~~ H14, constituent autant d'outils qui, intégrés dans

la stratégie du Programma de lutte, lui donneront la possibilité d'attein

dre au mieux ses objectifs.

- 6 -
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CONGRES SUR LA LUTTE CONTRE LES INSECTES EN MILIEU TROPICAL

LA P~CHERCHE DE ~OUVELLES FORMULATIONS D'INSECTICIDES UTILISABLES CO~TRE

LES LARVES DES VECTEURS DE L'ONCHOCERCOSE EN AFRIQUE DE L'OUEST (R)

P. CUILLET H. ESCAFFRE

Institut de aecherches sur l'Onchocerco••

B.P. 1500, Bouaki. Côte d'Ivoire

INTRODUCTIO~

La lutte contre l'Onchocercose en Afrique d6 l'Ouest repose sur un trai
te~ent insecticide hebdomadaire appliqui 1 la totaliti des gîtes priimaginaux 1
Sir.~lium da~nosum s.l. sur une superficie actuelle de 700.000 km2 • Jusqu'à pré
sent une seule fùrmulation, l' abate œPt'odda est utilisable et présente 3. la fois
une grande efficacité sur les larves de simulies ct une relative innocuité sur la
faune non cible. Il est vital dans une telle campagne de lutte programcée sur
près de 20 ans, de disposer d'autres insecticides permettant de remplacer l'abate
dans le cas où surviendrait une baisse de sensibilitê ou une résistance 1 ce com
posé.

De 1967 3. 1976 un grand nombre de formulations ont été testées en rlVlere
concre s. da~~osum s.l. lors d'essais en grandeur réelle. Ce schéma d'évaluation
présencait un certain nombre d'inconvênients parmi lesquels: l'impossibilité de
tester ~eux formulations dans des conditions identiques et de comparer directe
ment les ré5~ltats, le délai de repeuplement des gîtes entre chaque essai. le
coût élevé de ces opérations et enfin le faible nombre de formulations testées
chaque année.

De nOQbreuses méthodes de laboratoire. visant 1 simuler des essais en ri
vlere, ont été mises au point pour tester les larvicides anti-simulidier.s (LEA
et DAL~T 1954, MUIRHEAD-THOMSON 1957. WILTON et TPAVIS 1965, JAMNBACK et FREM
PO~C-BOADU 1966, LACEY et MULLA 1977a). Ces essais ont été t'éalisés avec d'autre.
esp~ces ~ue S. da~nosum s.l. et les résultats sont souvent difficilement compara
blea à eeux obtenus sur le terrain.

Afin de pallier ces inconvénients. une nouvelle méthode d'ivalu ation 4
été étudiée pour sélectionner rapid~ment les larvicides les plus efficaces contre
les larves de S. damnosum s.l •• L'idée de base a été de pratiquer en rivi~re de.
essais à échelle réduite. ~n isolant simultané~nt plusieurs fractions d'un gîte
prêlmaginal à S. da:nnosum s.l. 1 l'aide de cages flottantes.

(W)Ce travail bênéficie d'une subvention de l'Organisation Mondiale de 1.
Santé.

-10,0(;S
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I ••~TERIEL ET METHODES

1.1. Es.ais 1 échelle r~duite

Les cages flottantes sont constituées de deux partie. :

- une goutti~re en aluminium longue de 2 m, de section rectangulaire
(2lcm x '15cQ), dont la face supérieure est en plexiglass (pénétration de la lu
mi~re et observation des larves in situ).

- un collecteur de section rectangulaire (3Scm x 20cm) reli' 1 la gout
ti!re par un manchon de tôle galvanUée long de lm. Des pattes de fixation permet
tent d'amarrer les cages sur une barre métallique placée en travers d'un gite
préimaginal l S. damnosum s.l •• La vitesse du courant (~90cms) maintient les ca
ges parall~lement 1 la surface. en position légèrement immergée.

les larves de simulies accrochées sur leurs supports naturels sont colLec
tées dans les gites situés en amont. Ces supports sont attachés dans la gouttière
l l'extrémité postérieure. Les larves dérivant sous l'effet de l'insecticide sont
rlcoltées dan. un manchon cônique de voile de nylon (maille. de ISO ~).

Le traitement a lieu 3 heures après la mise en place des supports dans
les goutti~res. Ce délai permet 1 toutes les larves de se placer favorableœent
dans le courant et d'avoir un comportement trophique normal lors du passage de
l'in.ecticide.

La formulation est mélangée l l'eau du gite dans un fût de 250 litres,
Ce mélange est ensuite injecté dans le collecteur 1 l'aide de trois buses l dé
bit réglable. Le temps d'épandage généralement utilisl est de 10~. Les larves
dlrivant après le traitement, considérées co~e mortes, sont récoltées à inter
valles réguliers. le temps d'observation est de 12 heu~es. le dénombrement des
larves vivantes restées attachées aux s'l~ports permet de calculer le pourcenta
ge de décrochement.

Une cage témoin pourvue de supports permet de connaître la dérive des
larves en l'absence de traitement. Une cage dépourvue de support permet d'esti
mer la dérive naturelle des larves de simulies depuis les gîtes situés en amont.
Dans les conditions normales celle-ci est généralement très faible.

1.2. Essais en rivière

les formulations les plus prometteuses sont ensuite testées au cours de
la saison sèche sur un gite 1 S. da~~osum s.l •• Le traitement se fait en une seu
le bande transversale légèrement en amont ùu gîte. Le décrochement des larves est
contrôlé 24 heures après. Seul un traitement provoquant 100% de décrocheeent est
considéré comme valable. Ce type d'essais est réalisable avec de faibles quanti
tés de formulatwnset donne des informations préliminaires sur leur effica~it~

en rivière. Celles qui ont donné de bons résultats sont testées ultérieurement
en période de hautes eaux. On peut alors en contrôler l'efficacité réelle et
surtout en estimer la portée (celle de l'abate Procida est de 40 i SO k~).
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Le schéma d'~valuation peut se résumer ainsi

1
FOrlllulation 1 1 eau du gîte • bCll:e

11 1

1
cages

1flottantes
1 1

1ao.. efficace > O,2ppm/JOmn 1
1 dose efficace :s O,2ppm/lOmn 1arrêt des tests

1
test sur un gite 1
en saison siche

1
fonction des risultats de saison
sèche : Evaluation en grandeur
rielle au cours de la saison des
pluies (efficaciti et portée)

1.3. Les fOrlllulations

Quatre types de formulation. sont théoriquement utilisables dans la lutte
antisimulidienne : les concentrés émulsifiables (CE). les poudres mouillables
dispersibles (PMD). les "flowable" et les microcapsules. Toutes doivent posséder
certaines caractéristiques parmi lesquelles: efficacité et portée suffisantes,
faible toxicité pour l'homme et la faun~ non cible (arthropodes et poissons).
faible rémanence. stabilité dans les conditions de stockage en milieu tropical.
Enfin, elles doivent être adaptées aux modes de traitements (QUELE~EC, 1978).

Des spécifications précises n'ont été établies que pour les concentr~s

émulsifiables: densité, finesse et stabilité de l'émulsion •••

Les poudres mouillables sont mal adaptées l la lutte antisimulidienne. Le
paramAtre déterminant semble être la taille des particules.

Trop peu de données sur les "flowable" sont disponibles pour apprécier la
validité de ce type de formulation.

Deux types de microcapsules ont ité testés :

~ les microcapsules digestibles qui ne libèrent la matière active qui
apras la lyse de cette caps~le par les enz}~es digestifs de la larve.

- les microcapsules en polymères de synthèse perméables 1 la matière ac
tive. Celle-ci s'échappe progressivement dès la dispersion des capsules dans
l'eau. Il icporte que la quantité de matière active libirée au cours du transit
intestinal soit suffisante pour intoxiquer la larve.

A partir de ces deux types de microcapsules, des formulations expérimen
tales sont mises au point en faisant varier un certain nombre de param~tres parei
lesquels: la taille des capsules (moyenne et variance de taille), leur densi:é
et leur autodispersion dans l'eau, le degri de liaison des prot~ines intervenant
sur la digestibilité des capsules ou celui des isomères conditionnant la pe~éa

bilité 1 la matière active.
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Il. RESULTA!S

I!.l. Validit~ de la céthode des cages flottantes

Onze fo~ulati~ns parmi cellcs qui avaient déjà fté testées sur le ter
rain ont 't~ utilisées dans les cages flottantes afin de comp~rer les résultats
obtenus. Il existe une bonne corr~lation entre ceux-ci au niveau du degré d'ef
fic.citâ (t.bleau 1).

Cependant les doses efficaces de l'abate Procida sont beaucoup plus éle
vées en cages flottantes (0.4 et 0.8ppm/tOmn contre 0.05 et O.tppm/IOmn) et va
rient selon le degré de turbidité des eaux. En diluant la formulation dans une
eau très boueuse (particules ~40~) la dose efficace passe de 0.8 1 0.2ppm/tOmn.
Le pourcentage de décrocheoent est directement proportionnel 1 la densitE des
particules en suspension dans l'eau (tableau II).

L'abate adsorbé sur ces particules agit essentiellement par ingestion.
Cette faculté d'adsorption dépend de la matière active mais fgalement de la for
mulation (tableau III) et peut expliquer les résultats obtenus sur le terrain.

Afin ~e ne pas éliminer d'éventre~les formulations prfeeutant des carac
téristiques semblables 1 celles de l'abate le. concentrés émulsifiables .ont 'Y'
téœatiquement ~élangês 1 une eau fortement bou~use &vant chaque essai.

II.2. Evaluation des nouvelles formulations en cages flottantes

Les résultats obtenus sont résuQés dans les tableaux IV a. b et c.

a) !!~_~~~S!~~~!!_~l!!!!!~!!!(tableau IV a)
Seules les for~ulations 1 base de pyréthrinoides (permethrine et K-othri

ne~ ) ont donné des résultats intéressants. La p~l~ethrine est efficace 1
0.075pPQ/tOmn ; en eaux claires ce dosage est de 0.2ppm/IOQQ. Son efficacité.
comoe celle de l'abate. semble donc liée à la densité de particules en suspen
sion dans l'eau.

Deux fo~ulations de K-othrine à 2.5% de décaméthrine ont été testées.
Elles ont été mises au point spécialement dans l'optique de la lutte antisimu
lidienne et leur composition est très voisine de celle de l'abate Procida. La
prés~r.~e de synergisant (piperonyl b~toxide) dans l'une des de~x formulations.
n'accroit pas l'efficacité de façon significative. Malgré l'effet de K-o
inhGrent à 13 décamêthrine toutes les larves qui dérivent sous l'effet de l'in
secticide sont virtuelle~ent mortes.

b) 1!!_2~~1r~!_~~~il!~~1!!_di!e~!!i~~!(tableau IV b)
Seule la percéthrine présente un niveau d'efficacité intéressant. Cette

formulation possède des particules beaucoup plus fines que l'abate ou le chlor
phoxim.

c) !~!_~!~!2~!2!~!!! (tableau IV c)
Le chlorpyr~fos-c~thyl (reldan œ ) en microcapsules digestibles est re

carquable~ent actif contre les larves è~ simulies. L3 légère supériorité des lots
B et 0 est seulement perceptible au niv~au du décrochement des larves âgées
(stades 6 et 7). Elle secble liée à la nature de l'agent de liaison plus qu'à
l'épaisseur de la paroi des capsules. Par la suite. ont été testés six lots
(Al à Ft) qui diffèrent uniquement par le degré de liaison croissant de At 1Ft.
Les résultats ont été similaires et aucune différence très significative n'a ité
enregistrée.
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Le pirimiphos-~èLhyl (actellic~M20) en microcapsules perméables de type
",10101 release" I:st coins efficace que le reldan. Seul le pre:llier lot (.IF 6180)
tèsté a donn~ des ré~ultzts intéressanta. Le lot Mali, théoriquement identique
.~.pr~c~dent =ais produit en grande quantité, donne en fait des résultats nette
~ent ~oins bons. Les lots JF 6912 1 JF 6915 (variation de la taille des c~psulc'

de le~r debré de liaison et de leur densité) ont tous une dose efficace supé
rieure à 0,5 ppc/IOcn.

Il.3. Les essais en rivi~re

En saison sèche, seuls l'abate lot 73 i 0,1 ppmllOmn et le reldan lot 0
à 0,05 ppm/IO mn ont provoqué 100% de décrochement.

Plusieurs formulations ont été testées en saison des pluies parmi les
quelles: l'azemetiphos 10% CE, l'abate 50% PHD et 20% CE lot 73, le reldan en
microcapsules i 10% lots B, D, Cl et Dl, l'actellic M20 (lot Mali) et la K-othri
ne 2,5% CE.

Seul l'abate 20% CE lot 73 et la K-othrine ont une activité égale ou su
périeura 1 celle de l'abate Procida. La K-othrine donne des rl~ultat. remarqua
bles tant par l'efficacité (5 i 7 ppb/lOmn) que par la portée (10 1 15 km avec
des débits inférieurs'à 10 m~s). Malheureusement sa toxicité sur la faune non
cible est très élevée.

Aucune des quatre formulations de reldan testées n'était correcte (mi
crocapsules dégradées ayant perdu leur matiêre active).

L'actellic M20 (lot Mali) n'a qu'un effet partiel 1 0.1 ppm/lOmn.

III. DISCUSSION

La ~éthode des cages flottantes permet de tester rapidement les formu
lations dans des conditions proches de celles qui prévalent lors d'essais en
rivière.

Le comportement trophique des larves a été étudié en injectant une pou
dre fluorescente dans les cages flottantes. Trois heures après leur mise en pla
ce, la totalité des larves se nourrissent normalement. Le contact préalable de
la formulation avec une i~pcrtantp. quantité d'eau du gîte (250 ~) semble mettre
en ividence l'inf!ucnce éventuelle de la qU41it5 de l'eau sur la toxicité de
cette fOrQulation.

L'analyse des résultats obtenus montre que certaines formulations, com
parativement aux autres s'av~rent plus efÏicaces en cases flottantes que sur le
terrain. Ce sont généraleQant des formulations qui n'ont pas les caractéristi
ques r~quises quant à la qualité de l'émulsi~n, la densité et la dispersion spon
tanée. De telles formulations dont l'efficacité a été surestimée sont éliminées
è~s le premier essai sur un gtte en saison sèche.

En revanche, aucune formulation efficace en rivi~re ne s'est montrée
inefficace en cages flottantes. Ce point très important conditionne la validité
èe toute méthoèe d'évaluation des formulations antisimulidiennes. En effet, il a
fallu depuis IS57, testar ?rès de 90 formulations différentes pour en obtenir 4
réellement efficaces contre les larves de S. damnosum s.l., en faisant abstrac
tion de leur toxicité sur la faune non cible.
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c'est la composltl0n de la for~ulation plus ~ue la seule toxicit~ de la
matlere active qui ,détermine l'efficacité des larvici~es a~tisimu:idier.s. D~

très légères différences au niveau de Lette com?osition pèuvent en modifier te'~

lement l'efficacité. surtout pour les concentrés émulsifiables. la mise au poir.t
de ceux-ci reste le domaine réservé des firmes dans leGuel la recherche a peu de
moyens d'information et d'intervention.

'Les micro~apsules ont été mises au point pour ~allier ces inconvénients
et tenter d'améliorer la spécificité des formulations ét leur portée. Les micro
capsules de reldan tout en ayant une efficacité remarquable sont très sophisti
quée. et il est actuellement impossible de les produi~e en grandes quantités.
Les nouveaux lots d'actellic M20 ont tous une efficaci~é médiocre. En faisant
varier certains paramètres (taille des capsule•• densité ••• ) on n'enregistre
aucune différence significative dans les résultats. Paradoxalement. on ne peut
expliquer les différences d'efficacité entre deux formulations théoriquement
identiques comme l'actellic H20 lot JF 6180 et lot Mali.

Il e.t trop tôt pour préjuger des possibilités réelles d'utilisation des
formulations microencapsulie. dans la lutte antisimulidienne. Celles-ci font ap
pel 1 des techniques nouvelles que les firmes maitrisent encore mal. Une analyse
précise des caractéristiques physico-chimiques de. fo~ulations déjà testées per
mettra peut-être de mettre en évidence le ou les facteurs qui conditionnent leur
efficacité.

IV. PERSPECTIVES D'UTILISATION D'AUTRES TYPES DE LARVICIDES

IV.t. Les régulateurs de croissance

Deux ty~e8 de régulateurs de croissance ont été testés contre les larv~8

de Simulium. Le premier type avec le dimilin W (diflubenzuron) agit au moment de
l'apolyse (mue). Le second typa avec l'altosid œ (méthvprène). mi~étique d'hor
mone juvénile. n'agit que lors d~ la ny~phose.

Ces produits sont mal adaptés 1 la lutte contre S. d~nosum 5.1 •• Le di
milin n'agit 1 faible dosage qu'avec des temps de contact relativement lonGS
(1 heure et plus) et les dosages efficaces sur le terrain s'avèrent ~levés et
difficilement réalisables (LACEY et MULLA 1977b. 1978a et b, 1979). L'altosid
n'agit pratiquement que sur les stades larvaires âgés. Les jeunes larves doivent
ingérer de très fortes quantités de u.atiè~e active afin que la concet.tration,
qui diminue d'une mue 1 l'autre, reste léthale au mou.ent de la nymphose. Pour c~

produit. la formulation joue égale~ent un très grand rôle.

IV.2. Le Bacillus thuringiensis

Treize souches de B. thuringiensis ont été testées contre les larves de
Simulium (LACEY et MULLA 1977c). La mortalité varie de 64 1 88% apr~s 24 heures
de contact à une concentration de 10ppm. Une nouvelle variété de B. thu~ingien

sis, B. thuringiensis israelensis sérotype 14 (de B.~JAC 1978), très active co~

tre les larves de diptères, a été testée au laboratoire contre les larves de ~
mulium (~~EEN et NACEL 1978, ~DEEN et BERL 1979). La poudre de B. thuringiensis
israelensis testée en cages flottantes provoque 50% de décroche=ent à 0,05 ppo/
10 mn et 100% à 0,2 ppm/lOmn. L'effet sur la faune non cibla sacble extrê:ecènt
faible. Des essais en cours permettront d'apprécier les possibilités réelles d'
utilisation d'un tel produit contre le. larves de S. damnosum 5.1 ••
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Le schéma d'évaluation proposû perŒet de tester chaque aa~é~ un no:~rœ

important de formulations nouvelles. Les cases flott~ntes serv~nt ù'une p~rt j

silectionner rapid~ment les formulations les plus actives, d'autr~ p~rt à expli
quer certains des phénomènes complexes qui déterminent l'efficacité des formula
tions.

La plupart des concentrés émulsifiables conformes aux normes définies
pour les larvicides antisimulidiens ont à ce jour été testis. En outre, le noc
bre de nouvelles matières actives lancées sur le marché chaque année est èe plus
en plus faible. Les insecticides du groupe des pyréthrinoides, s'ils s'avèrent
très efficaces contre les larves de simulies, ont actuellement une toxicité sur
la faune non cible qui limitera certainement beaucoup leurs possibilités d'uti
lisation dans les campagnes de lutte de grande envergure.

La recherche dans le domaine des formulations microencapsulées en est à
ses d'buts. Leur mise au point fait appel à des techniques sophistiquées et r~s

tA l'apanage des firmes qui ne peuvent qu'établir un compromis entre ce qui est
techniquement réalisable et êconomiquement rentable.

D'une manière générale, les formulations antisimulidiennes sont très
spécifiques, souvent longues 1 mettre au point et débouchent sur un carché rela
tivement restreint. Mais c'est de leur utilisation que dépend actuellement le
succès des vastes campagnes de lutte entreprises contre ce fléau qu'est l'orocho
cercoae.

Cette lutte devrait, dans les années 1 venir, s'intensifier et s'éten
dre 1 la plupart des zones où sévit l'endémie onchocerquienne.
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F~$~~ Une nouvelle méthode basée sur l'utilisation de cages flottantes per-
~~t de t*ster les larvicides utilisables dans la lutte contre l'onchoccrcose.
Elle donne dlls résultats comparables à ce\;x obtenus sur le terrain. L'évllluation
d~s nocvelles formulations est présentée ainsi qu'~n aperçu sommaire sur les pos
6ibilit~s d'utilisation d'autres typcs de larvicidcs (régulateurs de croissance,
baci lIes). Les recherches actuellcs s'orientent sur la mise au point des formu
lati~ns microencapsulées.

AES;P~C~ : A n~w ~ethod, using floating cages, has been tested for scrcening new
b:a~~:ly larvicide formulacions sui cable for onchocerciasis control in Africa.
It gives results co=parable to the field trials results. The evaluation of new
!o~ulations is shcvn with a brief review on the potentialities of new larvici
des like insects growth regulators or bacillus. The actual researchs concerns
~oscly Qicroencapsulaced formulations.
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TAB~EAU 1 • COM?AflA,SON OES RESULTATS OBTENUS EN CAGES FLOTTANTES ET SUR LE TErlRAIN

CAGES FLOTTANTES· ESSAIS EN RIVIERE
In~ec:liCld. Fu,m.. lalton

DOWIJ."
('/ode duc;,ochemenl

Oor.ag. O,&patiliOll de& I.,v••
d•• la,"••

"b..l. 101 139 CE 20 1. 0,_ .00 0,0' lolal. au' 4O,SO km

PROCIDA 101 200 CE 0,_ '00 O,O~ . .
0lt..>1. 101 n CE 20 '1- 0,_ '2,5 0,05 partioU. .u' 2 km

A'oIERICAN. 101 73 CE 20 '1. 0,_ '00 o,os \olal. .u' 40. SO km

CYANAMID 101 74 CE 20 '1, 0,_ 2'" 0,05 parli.U. ~ur 5.9 km
101 SOO CE SO 'l, 0,_ 2_,1 D,' pa,u.u.
101 SOO CE SO'L ',' '00 O,~ lolal..... 22 km

~itimlpho•• CE 20"L 0,- 1'" 0'.1 0,3 pa,Il••1e
m.lhyl

bromopho. CE 20'1. '.2 •• 0,05 parti.U.

ehlorpyri phot • CE 20"/, O.- ",2 0,05 lola" .ur 20 km
,n.Chvl

ehlorphoalm Cl! 20 '1. 0,01 ,00 0,05 tol.l. aur 4S km

~Ihcu.ychlor. CE 20" ',2 '.,7 0,"1 0,3 parU.Ua

••~"i' ,...Iid. en lal.on d.. plul.. (.au" troub... i ..'" .dJoncllon de boue,.. ~.~.n ppm'1Omn,

TABLEAU lt . OECROCHEMENT OES LARVES EN FONCTIO~ DE LA QUANTITE DE PARTICULES EN
SUSPENSION DANS L'EAU • Atoal. PROCIOA • O.OS ppm/10mn,

Nombr. d. IIlr.. de bo...·r.iout.~ 0 0,5 1 a ..
%de d'croch.m.nt dM larv., 7,5 27 7 62,7 eV,1 Q3,O,

• baYe r.,oll" dan. la ,ivler. .t laml... • 40 Il

TABLEAU lit • EFFICACITE OES DIFFERENTES fORMULATIONS 0' ABATE EN FONCTI:>N DE V.
TURBIOITE OE L'EAU

Do..g. 01\1 d. diocrochem..nl d.& larll.'
Inse.;lield. formulation

ppmhomn.n
E.ull clair•• EaUJl boueu_

o.' ",5 ",5
lot 72 0,2 te ".'abal.

O.' sa._ '''2AlAERICAN. lot 73
0.2 ".7 '00

Cl'ANAMID '.,.
101 74 o •• ~.

0.2 02,3 Il,4

a~at.
0,' _2 ",.
0,2 -, .00

lot 139 0,_ 12,' -PROCIDA D,' 100 -
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TABLEAUX IV. RESULTATS OBTENUS EN CAGES FLOTTANTES AVEC lES NOUVELUS fOAMUlATIO'~S

IV. _ Conconlr.. i1mul,ili~blee (CE)

1_licld. FolmuialiOn Oo"~ .n Oilcroc;h..".nt
.t lil.- CE ;:Ipnl/,0mn de, ta"'.'( 'Jo

aDal. 44 1. l,' a
AMERlCAN_
CYANAMIO 20"L 101"73 0.2 100

20 '1. 0,) 100
.,.m.Uphoe 0,0- n

CIBA_GEIGY ,2 ./. 0,2 100
0,1 '3,4

I.nllloln.Oft
0,' '3,2SUMITOMO_ 20 "L 1

CHEMICAL 0,' 100

.1Iac:nIOlV.npnge
24 "' 0,2 .1:,'SHELL

eka.-t 0,2 14,'
SANOOZ

50'1.
0,' 100

pell".thline O,os '1,1

WElLCOME
20 l 0,011 100

o,oos 71

K_othllne 2,$ 'l,
0,0' ",'
0,02 ",S
0,04 100

PROCIOA
2,57- O.OOS ....'

Iyn.rlll"
0,01 ...)

IVb _ Poudr. mouillabl. disp.,5ible (PMO )

InMcticicM Fotmulation Io-ageen O.cloch_:

.t Il,,,,. PMO ppm40mn dot; ta"-"M
('1.)

ab~le o,a ",1AMERICAN_ 50%
CYANAo\UD 0,' 100

chlorpho.'llm
50'1.

BAYER
0,2 ... a

perm.lhrln.
25" o,os te,a

WELLCOME 0,1 100

InlecUdes. Dlamètr. moyen DoMge
'fo de d.eroc:hom....t <Ms la"""

FOlmulatlon
en

.1 ",me d.. capsul.. (II) P9m/10 mn Itadas 6 et 7 Toi al

,.Idan 10" 101 A 7
o.on 14,' el, •
o,os 100 '''0

cl\lorpyrlphol_ m."'yl

!IolS 8,8
0,025 '.,1 '1,'
O.") 100 100

DOW_ CHEMICAl. !a,on .' "lot C 8,5 0,0' '00 .co

lot 0
oooa -,' ",1

Il,5 O,OS 100 .00

aclelllc M20 '1. 0,01 .,' .v.s
JF 8180 2 0,1 100 100

plrimlphOl_ m.thyl
'7.' ':f'101 Mali 2 0,"

O,a ao ...."
JF 8912 4 0, , - Sl7

IMPERIAL _
JF 8912 A < 1 o,s -,' .,

CHEMICAl_ JF 6913 4 Oos 21." .".
JF 6913 A <1 O,s ''',) '~/4

INOU:3TRY JF 8914 4 0,' l,' ','
IIc,U ,JF 6914 A <1 0.1 10 n,_

JF 81115 4 o,S 100 100

plrlmiphoa_-'hyl ( I.C.L) pirlmotec: 20'1. 0,4 '00 11, •

aumlclclln
10·'" .88 0,4 0 a,4

SUMITOMO_CHEMICAl
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For the last four years the chemical control of Simulium damnosum s.l. in Weat Alrica
has been successfully carried out using temephos (AbateR - 200 CE Procida), an organophosphorus
insecticide used as an emulsion concentratc. Continuous research is, however, in hand with
the object of selecting an alternative insecticide to temephos, which should, if possible, be
of a different nature. While being as effective as temephos against S. damnosum s.l. larvae,
thia new product should preferably be no more toxic to the non-target fauna than temephos, 50

as to protect the freshwater environment sgainst any pollution harmful to eacablished
biological balances.

The object of the presenc trials was, therefore, to study the effectiveness of three new
formulations against S. damnosum s.l. larvae and to de termine in situ their effect on the
non-target fsuna.

1. APPLICATION POINTS: LOCATION Al~ DESCRIPTION

That part of the atudy carried out in Mali took place in the period 23-28 October 1978 in
the Toukoto region, west of Bamako (Fig. 1). The rivers treated were the Bakoye, che Baoulé,
the Badinn-ko and the Darouma. All these rivers are tribu taries of the Sénégal and are
hydrologically of the Sahel type, with a low-water period between February and June and
flooding between August and November. The experiments were carried out at the end of
October, as water level fell progressively. The conditions were favourable for the evalua
tion of the larvicides: water dischargés were adequate, the breeding sites were numerous and
accessible, and there were abundant populations of larvae, mainly Simulium sirbanum and, to a
lesser extent, S. damnosum s. In general, water transparency was low (15-10 cm ~asured by
Secchi disk) and the suspended ~articule load relatively high.

2.

2.1

THE PRODUCTS TESTED - DESCRIPTION

ReldanR

Chlorpyrifos-methyl (OHS-1155) produced by Dow Chemical Co. was a suspension of digestible
microcapsules containing 100 g of active ingredien~litre.

Iwo batches were tested: batches C and D, consisting of capsules of roughly the same
diameter (respectively 10.4 and 10.8 pm on average), and of the aame thickness.

Only batch C was tested for its toxicity against non-target fauna, at a dosage rate of
0.05 PPmVIO min. .

ORSTOH Hydrobiologiat, B.P. 1434, Bouaké, Ivory Coast.

ORSTOH Medical Entomologist, OCCGE, B.P. 1500, Bouak4, Ivory Coast.

1 This work was supported in part by a grant from
2

3
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It is difficult to make use of the results obtained, owing to the deterioration of the
two formulations (crystallization of the active ingredient at the bottom of the containers).

2.2 ActelUcR M 20

Pirimiphos-methyl (OHS-1424) produced by ICI Plant Protection was a suspension of micro
capsules containing 200 g of active ingredien~litre. these synthe tic polymer microcapsules
have an average diameter of 2 pm and a density of 1.05. Although initially intended for use
on plants, this formulation roughly meets the standard requirements for blackfly larvicides
(Quélennec, 1978).

2.3 K-othrinell

Decamethrin (OMS-1998) produced by Roussel-Uclaf was an emulsion concentrate containing
25 g of active ingredien~litre. Tvo formulations were tested:

A - formulation without a synergist (deniity at 20'C: 0.92);

B - synergized formulation (density at 20·C: 0.94).

3. METHODOLOG'!

3.1 Observations on the tarset fauns

Treatment was carried out by helicopter. l the formulation was relessed in a single
transverse band 100-300 m upstream from the first larval site. A preliminary survey of
breeding sites vas made the day before treatment and, in some of them, substrates populated
by blackfly larvae vere marked with strips of coloured clotho

In so far as possible, a river reach 40·50 km long was exaœined for each release of the
larvicide. Effectivenesa was verified 24 and 48 houra after treatlllent. 2 Tbe estimate of
effectiveness is purely qualitative, since only treatments resulting in the detachment of aIL
the larvae are regarded as valide

3.2 Observations on che non-tarset fauna

Two techniques were used: first, determination of drift cycles, before and after treat
ment, in situ and, secondly, quantitative analyais of the rate of drift by the "gutter" method
(Dejoux, 1975).

In the first type of study, a natural drift curve is produced by collecting the drifting
fauns at specified time intervals. Sampling is always carried out in the same place and the
nets employed (two twin nets in most instances) have a mesh size of about 250 ~. Collections
are made before, during and after treatment, and the effects of treatment are always reflected
in a clear increase in the index of drift (ID).3 the kinetics of drift and the amplitude of
the deviations are directly related to the toxicity of the product tested. In the case of
concern to us here, the collection time for each drifting was 30 seconds and current velocity
(needed to calculate the volume filtered) was measured by a small current mater at the mouth
of the nets.

In the gutter technique, a certain quantity of the aquatic fauna under observation is
placed in an adapted system that is partly isolated during the passage of the insecticide.
the fauna carried along by the current, after insecticide application, is collected at regular
intervals at the end of this system. Subsequent evaluation of the total quantity of fauna
tested permits a precise estimate of the quantity affected by the treatment over a given time.

l Identical conditions to those
2

under which operational treaements are csrried out.

When a11 the larvae had become detached from the marked substrates, a more detalled
examination of the breeding site was undertaken.

3 ID • ~ (V • volume filtered during the drift time, N • number of organisms collected
in a net during the same period).
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The purpose of in situ study of the" trauma tic drift resulting from the passage of a
pesticide is always ta evaluate two essential parameters: first, the maximum instantaneous
increase, vhich is the relationship between the maximum value reacheu by ID after trea~ent

and its normal value estimated immediately before commencement of the reaction of the fauna
ta the passage of the product.

The second parame ter calculated is the weighted increase in the index of drift, which
corresponds ta the relationship between the mean value of ID calculated over a period of
one hour centred on the peak phase of detachment, and the mean value of ID in the hour
preceding the start of the effect. This relationship reflects the time distribution of the
toxicity of the pesticide, as well as its intensity.

4. RE5ULIS

4.1 Trials with ReldanR

4.1.1 Effects on the target fauna (Table l)

Batch C at 0.05 pp~lO min. The partial effect (of the arder of 50~ detachment)
observed over only 2 km MaY be explained by the presence of microcapsules that were not broken
down, or by the presence of numerous crystals of the finely crystallized active ingredient
that gradually settled to the bot tom. At 0.1 pp~lO min, this formulation produces detach
ment of the majority of larvae.

Batch D had no d~scernible effect st 0.075 pp~lO min.

It. is difficult ta interpret these results without knowing the proportion of intact
capsules or the behaviour of this deteriorated formulation in the river (the density and
dispersion of the broken-down capsules, and the sedimentation of the active ingredient in the
free state).

4.1.2 Effects on the non-taraet fauns

In situ drift cycle

The observations were made on 24 October 1978. Sampling was begun at 6h30 and the
larvicide was released at 8h35. Observations were made regularly at two points, one 300 m
downstream from the treatment point, the other approximately 10 km downstream.

The larvicide reached the first observation point about 40 minutes after its release.
The invertebrate detachment effect was very marked but gradual (Fig. 2). The peak phase was
reached about an hour after the commencement of the reaction of the fauna; the maximum value
of ID was of the order of 1500.

1472.22Th! resulting maximum instantaneous increase ( 8 33 • 176.7) and the weighted increase
(1}O!4{ • 116.57) are very high and indicate both a serong impact of Reldan C on invertebrates
an particularly vide time spread in their detachment.

From 10h00 the fall in the rate of detachment was very steady, apart from a slight peak
at 11h00 due to chironomids (Orthocladtinaeand Tanytarsini) reaching their maximum rate.
However, it remained relatively high until 14h00, making in all five hours with a high rate
of detachment. '

The taxonomie groups most sensitive to this microencapsulated formulation are Baetid3e,
chironomids in general, Hydropsychidae and Leptoceridae.

Observations made about 10 km dovnstream from the distribution point, the abject of vhich
was to reveal the effective range against blackflies and also the long-rar.ge impact on the
non-target fauna, led uS to conclude that there vas a very slight delayed effect on the
latter. The insecticide vave did not reach the observation point until 18h45, or about
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10 hours after the release of the capsules. Unfortunately, this timing also corresponds ta
the start of the normal increase in the index of drift as the invertebrates resume their
nocturnal activity. Only comparison of the value obtained for ID at 18h45 on the day of
release (48.5) with that obtained at the same hour on the day before (22.3) reveals the
slight effect of Reldan C at this distance, mainly on Baetidae. Calculation of the mean
values of ID for the period fram 18h15 ta 21h00 on the day before treabuent and on the day of
treatment yields respectively 46.52 and 54.82. Although there is a slight increase that can
definitely be ascribed t~ the passage of the pesticide, it is statistically hardly significant.

Lastly, no "trace" of the passage of the product tested could be detected at a third
checkpoint about 16 km below the point of release.

Rate of detachment in a gutter

The gutter used, which was positioned on 24 October, immediately below the zone in which
the capsules vere released, was closed at 6h45 on 2S October, and the first collection of
drifting fauna was made at 7hoo.

The information on drift in the gutter is summarized in Table 2 and presented graphically
in Fig. 2. Only the faune drifting after the time of passage of the insecticide was
considered.

The total detachment (natural drift plus the drift resulting fram treatment) was
estLmated at 63.07~ of the fauna tested over a period of 24 hours, which constitutes a very
considerable impact, one at a level incompatible with maintenance of the various biological
balances of a river. Detacbment was particularly catastrophic aa regards Baetidae (in the
vicinity of 1007.: ), Trichoptera, Leptoceridae and, in general, all chironomid Diptera.

Aa an indication, ve obtained a detachment of 37.51~ of the fauna teated in 24 houra
when carrying out a similar treatment vith temephoa (0.05 pp~lO min) in an untouched environ
ment, which is an acceptable level for average toxic effect. Under other circumstances, we
obtained a maximum instantaneous increase in the ID of 83.33 with temephos 200 CE at a
concentration of 0.05 pp~lO min, as against 176.7 with Reldan C, and a weighted increase in
ID of 54.85, aa against 116.57 under the aame conditions. Consequently, the formulation
tested has a higher to~ic effect than temephos at the aame concentration, and the effect is
spread over a far longer period.

4.2 Trials vith ActellicR H20

4.2.1 Effects on the tarset faune (Table 1)

Actellic H20 had only a very partial effect at 0.075 and 0.1 p~lO min. This partial
effect was confirmed by detachment of only 17.61. of the blackflies in the guttera set up ta
study the non-target fauna. Furthermore, the range of the effect was very limited. When
the saze formulation was teated in floating cages (Guillet &Escaffre, 1979), it produced
97.8 and lOO~ detachment respectively at 0.25 and 0.50 ppœ{lO min. Its spontaneous
dispersion is poor and a significant quantity sinks directly ta the bottom. It ia, moreover,
a feature of this formulation that it adherea very strongly ta all sorts of substrates.
There is the probability that it quite literally lines the battom and the banks of the river
immediately downstream fram the treatment point. There is support for this hypothesis in the
delayed effect of this formulation, which still produces detachment of the target and non
target fauna 24 hours after treatment 500 m dawnstream from the treatment point. Despite
this delayed effect, many blackfly larvae were found ta be alive on inspection after 48 hours.

4.2.2 Effects on the non-target !auna

In situ drift cycle

Treatment was carried out at 9h17 on 26 October 1978.
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The first effects became apparent about one hour after the release of the insecticide,
the time taken by the product to travel the 300-400 m between the point of impact and the
observation post. The detachmant of organisms was very gradual and s~read out in time; it
took two hours for the maximum rate to be reached. Horeover, the index of drift remained
very high throughout the rest of the day, and was still 15 times higher on the day after
release than it had been the day before, which was an unusual fact and one that had never
been observed with the other types of formulations tested previously (Fig. 3).

The maximum instantaneous increase in ID was slightly lower, at 132.44, than the value
found for Reldan C, but may be regarded as high, as may the weighted increase (91.31), which
is a good reflection of the diffusion in time of the very marked impact of the poison on the
invertebrate fauna.

The taxonomic groups that were most sensitive were practically the same as for Reldan
(Baetidae and, in general, chironomids); in addition, Tricorythidae were particularly
sensitive.

The results obtained at the second checkpoint, set up about 6 km downstream from the
point of release, are not such as to justify the conclusion that Actellic in the formulation
and concentration tested had a toxic action. lt can be estimated that the insecticide
reached the checkpoint around six to seven hours after release, i.e. between 15h00 and 16h00.
No significant increase in the rate of drift occurred at this time. However, it 1s possible
that a traumatic effect on some organisms superimposed on the natural nocturnal increase in
the rate of activity is reflected in the nocturnal drift peak noted at 19h00, but it would be
necessary to make a comparison vith chronologically corresponding data that it was unfortunately
impossible to ob tain for material reasons on the day before treatment.

Rate of drife 1n a sutter

For technical reasons, it was ÙRpossible to make observation~ over a period of 24 hours
and the lutter was left in situ for three hours before the passage of the insecticide and for
only 12 hours after the commencement of treatment.

The first effects of the passage of the larvicide became apparent about
treatment and were less gradual than in the surrounding natural environment.
hand, they were as spread out in tùne and pointed to continuous toxic action
tion over many hours.

one hour after
On the other

of this formula-

The overall drift, summarized in Table 3 and shown graphically in Fig.
estimate of 21.3~ detachment of the fauna tested over a period of 12 hours.
be regarded as high, the mare so because the following figures are obtained
the target group, S. damnosum and other 5imuliidae:

Fauna drifting 645

Fauna remaining alive 715

Total fauna tested l 360

Percentage detachment 47.4~

3, yields an
This value may

if we dis regard

These results confirm the high toxicity of this Actellic formulation for non-target
fauna, and in particular for Baetidae, Tricorythidae, Chironomini and Cheumatopsyche
(Trichoptera).

4.3 Trials with K-othrineR (Table 1)

4.3.1 Effects on the tarset fauna

The two formulations, not initially planned to be used in the experiment, were tested
ooly on secondary rivers. Formulation A, tested at 0.02 pp~lO min, produced total detach
ment of blackfly larvae and of almost the ~\ole of the entomafauna over the who le length of
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the river reach (12 km), despite the existence of many slack-water areas. It would therefore
seem that this concentration is greatly above the minimum active concentration. At
0.007 p~lO min, for=ulation B was still completely effective over 10 km. At 0.003 p~
la min, its effect was partial, many older larvae, of instars 6 and 7, surviving the treat
ment.

4.3.2 Effects on the non-tarRet fauna

In situ drift cycle

A first tr.atment was carried out at 8h17 on 25 October 1978, at a concentration of
3 ppb/lO min, about 200 m upstream from the observation point where collections of drifting
larvae were regularly made. The first effects became apparent at 8h55, i.e. immediately
after the insecticide reached the breeding ground. At 9h15, or about 20 minutes after the
insecticide reached the checkpoint, the effect was at its maximum. The maxÜDUm instantaneous
increase was then 87.9, which is relatively high but still an acceptable level.

We then witnessed an extremely rapid decline in ID, which settled back ta a practically
nOr1lllll level one hour after maximum impact. The weighted increase of ID 18 very clesr
evidence of this brief toxic effect, since it is barely in excess of 21.

As always, Baetidae (Emphemeroptera) were the group most affected, but the fact that it
was, overall, very small larvae that drifted shows that the impact of the concentration
tested was moderate. Although they were collected in small numbers, it would also appear
that Hydracarina are particularly sensitive ta decamethrin.

On the Badinn-ko, whcre treatment was carried out at a concentration of 7 ppb/lO min,
we found the effect practically identical ta that observed by us on the Baoulé from the
kinetic point of view, but extremely violent. Treatment was carried out at 8h25 on
26 October 1978 some 300 m upstream from the checkpoint. The pesticide reached the breeding
site that it was intended to treat 30 minutes later and there immediately followed a
spectacular detachment of the fauna, wh1ch was, moreover, very abundant in that area. The
maximum impact was reached after 10 minutes and almost a11 groups were very appreciably
affected. although the Baetidae reœained the family that suffered DOst heavtly fram the
passage of the insecticide. The maximum instantaneous increase, 510.9, was almost six times
higher than tn the case of treatment at 3 ppb. The weighted increase was also very high
(148.5), because of the vast quantity of drifting fauna. However, if we turn ta Fig. 4, a
perfectly regular and rapid decline in ID values spread out over a period of about one hour
ia to be seen. No delayed effect wss noted for any taxonomic group; the maxÜDUm driCt
always occurred in the Cirst half-hour of the passage of the product (Fig. 4).

Lastly, it should be noted that, in contrast to treatment at 3 ppb, the organisms
affected by treatment at 7 ppb were of aIl instars and that even Oligoneuridae (genus
Elassoneuria) and very large Hydropsychidae (genus Amphtpsyche) were found in quantity in the
drift. Moreover, direct observations made in stagnant zones upstream from the treated
breeding site showed that the fauna there had been catastrophically affected and that great
numbers of very large insects, such as Gyrinidae (Orectogyrus sp.). Dytiscidae (Cybister sp.),
Hemiptera (primarily Naucoridae and Belostomidae), and also Odonata (Phyllomacromia sp.,
Pantala sp., etc.), had perished. On the other hand, no mortality was observed among fish,
but the location of the treatment point in a series of rapids at the entrance to a steep-sided
canyon made it impossible ta trace the effects of treatment downstream.

Rate of drift in a guttcr

The firat trials carried out in Mali with decamethrin showed firstly that this product,
while very effective against S. damnosum s.l. at a concentration of 7 ppb/lO min, was also
excessively toxie for invertebrates ~t this concentration. On the other hand, althou~l the
toxicity of a concentration of 3 ppb/lO min was acceptable in relation to the non-target fauna,
this concentration was unfortunately not completely effective against S. damnosum s.l. This
led us to test an intermediate concentration of 5 ppb/lO min. For this we employed the usual
gutter system, installing tt in the Ivory Coast in the river Maraou', the lower reach of which
had not previously been treated with temephos.
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In arder ta quantify more precisely the impact of decamethrin, we carried out a
comparative test ustng, in addition ta the gU,tter into which the decamethrin flowed, another
similar one into which temephos flowed at a concentration of 0.05 pp~lO min, and a third,
untreated, gutter as a control. The gutters were positioned one week before the test sa that
the fauna in them should be well established.

Results obtained in the control gutter

The mean values of the index of drift (ID) were low throughout the day, varying in the
range 0-3. They rose slightly from 17h00, with a peak at 17h30 corresponding ta the
emergence of a species of Orthocladiinae. Subsequently, they reœained at a higher level
throughout the night, which is a normal phenomenon corresponding ta the nocturnal activity
period of invertebrates. A clearly defined peak towards 24h00 corresponds to the emergence
of Tricorythidae (Ephemeroptera).

Over a period of 24 hours, 258 out of 1492 organisms tested, or 17.291, went adrift.
This value mey be regarded as normal, particularly as the test took place during the period
of emergence of seme of the groups (Orthocladiinae and Tricorythidae).

Results obtained with temephos

The test carried out corresponded ta a treatment of the rainy-season type, i.e. at a
concentration of 0.05 PPœV10 min.

Treatment was begun at 9hoo and the maximum impact became apparent about an heur later.
The maximum increase in drift was 76.56 and the weighted increase was around 50. It is
difficult ta ob tain a precise value, since we had only half an hour of pretreatment drift,
during which no organism went adrift: Nevertheless, the values obtained are of the same
arder of magnitude as those usually obtained by us in similar cases.

The overall percentage detachment over 24 hours was 45.81, including the natural drift,
which we had estimated in the control gutter ta be about 177. of the fauna tested.

To de termine more precisely the impact of treatment, we therefore have ta consider that
171 of the 1227 organisms individually tested, i.e. 208, went adrift "naturally". The
remainder (562 - 208 • 354) went adrift through the effect of the poison. This gives a final
figure for the drift due ta the treatment of the arder of 28.81 in 24 hours.

The groups most affected, apart from Baetidae, known to be sensitive, were Tricorythidae,
Hydropsychidae and Philopotamidae.

Results obtained with decamethrin

A first treatment was carried out at a concentration of 0.5 ppb/10 min. Having
observed the effects for one hour, we applied a second treatment at 5 ppb/10 min. lt was
immediately apparent that even at concentrations as low as 0.5 ppb, which are never 1001
effective against s. damnosum s.l., invertebrates are severely affected:

The reaction ta treatment at 0.5 ppb/10 min is very violent: Baetidae became detached
immediately because of their very exposed location in the natural environment. Other
Ephemeroptera (Caenidae, Leptophlebiidae, Tricorythidae) react subsequently and their detach
ment is at its maximum 30 minutes after the start of treatment.

The maximum increase in ID, which was 68.3, was nearly as great as that obtained with
temephos at a concentration of 0.05 ppm (76.6). The weighted increase was 40.5, as against
50 for temephos, confirming the drastic action of decamethrin at such a low concentration.

The second treatment, applied to the system after an hour, at a concentration of
5 ppq/10 min, inducéd detachment with the same kinetic features but, of course, lower in
absolute magnitude because of the large numbers of invertebrates already detached following
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the first treatment. lt may be concluded from ~e overall results ~at 1344 of the
l60S organisms tested, or slightly more than S4~, vere detached over a period of 24 hours.
Allowing for a natural drift level of about l7~ over this space of time, it can be calculated
~at there was "normal" detachment of 273 of the l60S organhms tested, which brings the
number of organisms that vere detached through the effect of the treatment ta 1071 out of
1608, or about 67~ of the total fauna (Table 4).

of decamethrin suggests that this
The question remained whether this effect

after some time, the organiams might not be
verify this hypotheais that ve conducted a
river Maroué in the Ivory Coast.

The extremely violent but short.lasting action
insecticide has a very marked knock-down effect.
might not be of short duration only and wbether,
capable of resuming normal aetivity. lt vas ta
series of tests on fish and invertebrates in the

Contamination of test subjeets was effected by ~e use of a fine-mesh landing net ta
keep them in deeamethrin solutions of the deaired concentrations for the t1me required.
They vere subsequently tranaferred ta storage cages vith all possible precautions. aecause
it was difficult ta ob tain live material.rapidly and in large quantities, ve vere unable to
make large series of testa; nevertheless, our observations caver 62 fish belonging ta
eight species, and vould appear ta us ta be adequate for conclusions concerning th~ behaviour
of the apecies tested. Similar tests vere conducted on 164 invertebrates drawn from
nine taxonomie groups.

ln general, the ranges of concentrations tested were at high levels, but, given the short
exposure times, they realistically reflect the conditions of airborne release in a vector
control campaign. Several litres or decalitres of the product are generally released in
zones of relatively calm vater upstream fram the larval sites ta be treated. Diffusion il
governed bath by the flov rate of the mass of the vater and by the morphological features of
the river. Under these conditions a concentration of betveen 10 and 100 ppm in fact
persists over a considerable stretch for betveen a fev seconds and a fev minutes, and even if
the fish are able to move out of the most heavily contaminated zone. ln auch a case, the
shock effect that occurs makea some species lose their balance in a fev seconds, prevents them
from'taking avoiding action and keepa them in contact vith the pesticide still longer, which
incressea their likelihood of being killed. As regard invertebrates, they are incapable in
any case of taking avoiding action.

lt emergea fram our observations that survival time in the knock-down state is variable,
probably ss a function of the size and condition of the fish and, of course, of the exposure
time and the concentration. The first reaction to long exposure and lov concentration
(1 ppmjlO min, for example) is avoidance, folloved by a slackening in activity, "undecided"
8vtœming and an apparent search for oxygen at the surface. The disruption of balance most
often occurs at the end of exposure and the balance is restored very rapidly when the fish are
returned to uncontaminated vater. Rovever, should the balance be disrupted for a second time
vithin four to five hour.", death usually resul ts shortly after.

When concentrations are high (50-100 ppm) , the shock is very violent and pelagic fish
~th a high metabolic rate are knocked down in a fev seconds (for example, Alestes nurse,
which is knocked down by exposure for tvo seconds at a concentration of 100 ppm). lt vould
appear, moreover, that large fish are knocked down more rapidly than medium-sized fish.
Fishes vith a slower metabolic rate (Labeo, Tilapia, etc.) have a higher reaistance to knock
down, but it is nevertheless undeniable that they are very heavily affected, even if loss of
balance does ROt necessarily manifest itself in the course of contamination.

As regards invertebrates, those exposed to low concentrations for a very brief period are
affected and attempt to flee the contaminated zone. ln a natural environment. this is
manifested in intensive drifting. Their survival rate is lov. Furthermore, it vould appear
that if concentrations increase 80y injury becomes practically irreversible and leads more or
less rapidly to death. From among the organisms tested, only Odonata exhibited a different
behaviour pattern; three that ve had considered to be close to death three hours after
treaement vere fully restored after lS hours. This type of result MaY be compared vith that
obtained vith large Alestes nurse which, despite an immediate and relatively prolonged loss of
balance, gradually resumed wbat ve call a "normal" life vithin 24 hours.
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Finally, it would appear that, under certain treatment conditions, depending on exposure
tlmes and concentrations, affected organisms are able to resume normal activity if they
survive the many hazards of their drifting in the natural environment.

5. SUHI1ARY AND DISCUSSION

Some of the trials carried out were designed to enable us to make a realistic appraisal
of the possiblities of using microencapsulated insecticides for the control of S. damnosUM
s.l. larvae in West Africa.

The results obtained are very disappointing in respect both of lov effectiveness against
blackfly larvae and of high toxicity for the non-target fauna. However, it vould seem
impossible in the present state of affairs to reach final conclusions on the actual
potentialities of this type of formulation. Neither the Reldan nor the Actellic formulations
tested corresponded to what would be normally used. The partial effect against blackfly
la~~ae obtained with Reldan may be explained by the deterioration of the microcapsules.
Preliminary dry-season trials have shown that a correct Reldan formulation was effective in a
river at 0.05 ppn/10 min. The results obtained on the non-urget fauna provide very interesting
general information on the kinetics of detachment for this formulation, but there are no
grounds at'all for concluding that a correct formulation is really toxic for the non-target
fauna.

The same applies to the tested Actellic microcapsules, the behaviour of which in the
river vas not at all that initially sought. The vorking out of that formulation is based on
the study of two main factors; on the one hand, the dispersion and behaviour of the micro
capsules ln the vater and, on the other, the optimum rate of release of the active ingredients.
The formulation tested in Kali is quite unsuitable for the control of S. damnosUM s.l.
Changes that would have to be made to this formulation to make it usable could also modify to
some extent its' toxicity for the non-target fauna. It may be that suitably adjusted formu
l&tions will possess lower toxicity than those which have been tested.

The two formulations of K-othrine that we tested possess remarkable larvicidal potency.
The effective dose against S. damnosum s.l. would appear to be 0.005 pp~lO min. The range
of the recorded effect when river discharges were lov led US to expect that the effective
range with higher river discharges would be at least equal to that of Abate. It is, however,
of importance to establish in practice whether there is an acceptable compromise between
effectiveness against blackfly larvae and toxicity for non-target fauna.

As a whole, our results conceming the action of decamethrin on fish in fact confirm,
firstly, that this product is basically highly toxic to fishes. Secondly, it is certain that
its use in a blackfly control campaign, even in extremely weak doses (0.003 ppn/10 min, for
example) entails a high risk of causing localized mortalitr among certain species with a high
metabolic rate, the more so because mechanical effects causing injury or even death may be
added to the toxic effects if the stunned fish are carried into zones of rapids by the current.
Although wedid not observe any direct mortality in the two experimental treatments carried
out in Mali, that does not prove that no fish verekilled. Dead fish that sank to the bottom
at the point of impact may have been overlooked by us because of the turbidity of the water,
or their transportation into the zones of violent rapids where we were working MaY have
removed them from our observation.

As regards the action upon invertebrates, still considering decamethrin, the action
kinetics are diametrically oP?osite, being characterized by an extremely violent and rapid
effect which disappeared as quickly as it appeared. Although not ideal, this type of action
is more favourable to the maintenance of biological balances in so far as it is possible to
control the intensity of the acute effecti on the other hand, the medium-term consequences
of the resultant of the partial knock-down yielded by each treatment still has ta be verified
over a fairly protracted treatment period, both for target and for non-target groups.
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We have plotted the different types of detachment kinetics corresponding to these
three groups of foruulstions in Fig·~ 5. It would appear at the present time that the type
of reactions obtained with emulsion concentra tes is whst we should opt for, in 60 fsr as
values for maximum instantaneous increase of ID remain at an acceptable level (below 100,
for example).
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TABLE 1. RIVER TRIALS OF niE NEW FORHULATIONS: EFFECTS ON BLACKFLY LARVAE

Foruwlation Batch Watercourse
Discharge Dosage

Effect on blackfly larvae
m3/s pprr(lO min

ReldanR C Bakoye, below confluence 80 0.05 Partial for 2 km. Imperceptible
10'1 of with Baoulé beyond that.
chlorpyrifos-methyl
(OHS-1155) Bakoye, Badala ford 44 0.1 Almost completely effective. Only a

few la te instar larvae remain. No
control breeding aites below the ford.

D Bakoye, ups tre8lll frOlll 40 0.075 No apparent effect.
Toukoto

ActelUcR M20 Baoulé 22 0.075 Very partial effect for 7 km following
20'1 of verification after 24 and 48 hours.
pirimiphos-methyl
(OHS-1424) Bakoye, below Badala ford 44 0.1 Partial effect on the first breeding

site after 24 snd 48 hours, impercep-
tible below.

K-othrineR A Darouma, tributary of 6.3 0.02 Completely effective over the 12 km
2.5'1 of Bakoye accessible above confluence with
decamethrin Bakoye. Range in excess of 12 km.
(OHS-1998)

B Badinn-ko, tributary of 7 0.007 Completely effective over 10 km.
Bakoye Partial effect at 11.5 km after 1.5 km

of slack water.

Bsoulé 16.6 0.003 Partial effect. Late instar larvse
remain.

Baoulé 16.6 0.001 Detachment of esrly instars.

...
CD....

Q)
VI
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'tABLE 2. OVERALL RESULTS OF THE GUTTER TEST OF
THE TOXICITY OF RELDAN C

Fauna Total
Taxa Dr1fting relll8in1ng

fauna Percentage
fauna at end of tested detachment

experiment

Baetidae 258 2 260 22,.2

Caenidae 2 0 2 100

Tricorythidae 8 24 32 25

Oligoneuridae 1 45 46 2.2

ReptagenUdae 0 1 1 0

S. damnosUlD 263 293 556 47.3

Other Simu1iidae 343 323 666 51.5

Orthoc1adiinae 173 53 226 1!.5

Chironomini 11 14 85 ll·5

Tanytaraini 9 6 15 ~

Tanypodinae 5 1 6 83.3

Ceratopogonidae 0 2 2 0

T 1 48 34 82 58.5

T11 3 0 3 100

T 14 47 32 79 59.5

T 16 0 6 6 0

T 20 164 2 166 ~.8

Dytiacidae 3 0 3 100

Elmidae 2 2 4 50

Gerridae 6 0 6 100

Siayridae 9 2 11 81.8

Veliidae 6 0 6 100

Libe11ulidae 1 0 1 100

Oligochaeta 6 0 6 100

Hydracarina 7 0 7 100

Nematoda 4 1 5 80

Plecoptera 1 0 1 100

1 440 843 2 283
Global 63.07Total :percentage
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TABLE 3. DRIFT RECORDED IN GU'l'TER OVER A 12-HOUR
OBSERVATION PERIOD FOLLOWING THE PASSAGE OF ACTELLIC H20

Drifting Fauna Total PercentageTaxa faunafauna remaining tested de tachment

Baetidae 319 16 335 95.2

Caenidae 4 0 4 100

Leptoph1ebiidae 9 0 9 100

Tricorythidae 27 2 29 93.1

Oligoneuridae 3 4 7 42.9

Heptageniidae 3 0 3 100

S. damnosum 93 434 527 17.6

Other Simu1iidae 364 2 925 3 289 11.1

Orthoc1adiinae 60 154 214 28.0

Chironomini 97 55 152 63.8

Tanytarsini 14 25 39 35.9

Tanypodinae 7 35 42 12.2

T 1 37 98 135 27.4

T 10 15 21 36 41.7

T 11 1 2 3 33.3

T 14 6 121 127 4.7

T 16 35 125 160 21.9

T 20 0 1 1 0

T 22 1 1 2 50

Dytiscidae 2 5 7 28.6

Hydrophilidae 1 9 10 100

Agrionidae 1 0 1 100

Libe11ulidae 0 3 3 0

Sisyridae 1 0 1 100

Pyralidae 0 1 1 0

Rhagionidae 0 7 7 0

Ceratopogonidae 0 19 19 0

Micronecta 0 2 2 0

Oligochaeta 0 9 9 0

Hydracarina 2 0 2 100

Total 1 102 4 074 5 176 21.29

WHo/VBc/80.783
page 13
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TABLE 4. COHPAllISON OF PERCENTAGE DETACIlHENT OF VARIOUS TAXONOKIC
CROUPS OVER A PERIOD OF 24 HOURS IN RELATION TO THE INSECTICIDES TESTED*

Percenuge Percentage Percentage
detachment

Taxa detachment detachment
vIth decamethrinin the control vith te~hos at at 0.5 and thengutter 0.05 pp 10 min 5 ppb/l0 min

Baetidae 22.58 58.68 94.74

Caenidae 9.62 2.94 95.17

Leptuphlebl1dae 4.26 48.88 93.91

Tricorythidae 20.52 77 .73 96.63

Ephe_ridae 0 0 100.00

Ol1goneuridae 0 0 76.51

Heptagenl1dae 3.77 16.66 100.00

Chironomin1 44.44 72.00 77 .83

Tanytarsini 0 20.00 100.00

Orthocladl1nae 67.24 62.71 75.00

Tanypodl1nae 10.20 25.00 76.00

Ceratopogonidae 100.00 50.00 0

Simullidae 12.65 22.17 63.20

Tlpul1dae - - 100.00

T 1 20.73 42.01 55.20

T 2 0 100.00 100.00

T 10 0 75.00 87.54

T 16 3.67 61.19 82.33

T 32 100.00 100.00 100.00

T 14 - 50.00 71./12

lIydrophllldae 0 16.66 0

T 20 0 - 100.00

Dytiscidae 100.00 - lUO.oo

Elmidse 50.00 33.33 63.61

Neoporla 0 0 100.00

Gomphidae 0 0 .
Libellul1dae 0 33.33 100.00

Hydrachnellae 33.33 50.00 100.00

Rhagionidae 0 10.66 0

Gasteropode 0 0 0

Vel11dae 0 - 0

Gerridae 100.00 - -
Agrionidae - - 14.33

Global percentage 17 .29 45.80 84.07
detachment

Total number of 1 750 2 089 1 608
organisms tested·

* 0 signifies that organlsmS belonging to this group vere tested.
but that there vas no drift;

_ signifies that no organism of this group was present in the
fauna tested.
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In West Africa Simulium damnoswœ s.l. MaY locally deve10p a high level of resistanc~

to DOT. A probable relationship between such resistance and the sometimes intensive
agricultural use of DOT has been established. Although these resistance phenomena are
very 10ca1ized, they May have some repercussions on the extensive Onchocerciasis Control
Progr~e being carried out by the World Health Organization in West Africa.

DOT has been widely used in West Africa for the control of blackfly larvae of the
S. damnosum 5.1. complexe

Between 1960 and 1971, in control campaigns in the Volta baain area, high concentrations
of DOT (0.1 ppm/30 min) were applied weekly to rivers (Le Berre et al., 1964; Philippon &
Le Berre, 1974). From 1970 onvard the treatment supervisors noted a quite marked decrease
in the efficacy of DOT on certain stretches of water (the Comoê at Folonzo, the lower
Bandama) •

At Kainji in Nigeria the effective concentrationa of DDT doubled between 1961 and 1968,
a sign of a decrease in the susceptibility of the larvae of S. damnosum s.l. (Walsh, 1970).

In Ghana, on the lover reachea of the Volta, Kuzoe & Noamesi (in: Brown & Pal, 1973)
also noted a decrease in the efficacy of DDT and a decrease in the LCSO values (obtained by
the method of Muirhead-ThOlllson. 1957).

In Upper Volta, Quélennec & Vervent (1970) showed that in areas of onchocerciasis
veccor control, S. hargreavesi could rapidly develop resiscance to DDT.

Outside Africa, resistance of Simuliidae larvae to DDT has been reported in Japan
with S. aokii (Suzuki et al., 1963) and with S. ornatum (Asahina et al., 1966), in the
United States and Canada with S. venustum and S. fuscum (West, 1967; Jamnback &West, 1970).

HATERIALS AND METHODS

The methodology for testing the susceptibility of blackfly larvae to insecticides
proposed by Mouchet et al. (1977) was successfully applied.

Field tests were carried out early in thllmorning and in the evening. For each concentration
two batches of 25 larvae of stages 4 and 5 were uSlld, placed in glass bavls containing 250 ml
of preoxygenated distilled water. The tests were repeated two to four times, depending
on the number of larvae available. The contact time was three hours and mortality was

This study was supported by a grant fram the World Health Organization.

2 Medical entomologist, ORSTON.,

3 Medical entomology technician, OCCGE.
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assess~d by totalling the dead and dying larvae for each concentration (high mortality).
The dilutions were obtained from standard ethanol solutions supplied by WHO.

Only th~ tests in which the temperature remained between ZO and ZSOC were taken into
account. By analysing the results of ZO tests with temephos on S. damnosum s.s. and
S. sirbanum, Grébaut & Guillet (1977) showed that withinthe ZO-ZSOC range and with a contact
time of three hours "the temperature has no significant effect on the results of the tests.
The temperature cannot therefore explain the wide variations in susceptibility that are
encountered. In the case of DDT, however, it should be noted that toxicity generally
drops as the temperature increases (Hadaway & Barlow, 1957; Fan Cheng & Richard, in:
8rown 6 Pal, 197J).

In Ivory Coast three susceptible populations of different compositions were tested:
S. yahense on the Goué at Ya (south-western Ivory Coast, 7°Z6'N, SOlO'Y), S. sanctipauli on
the B4ndama at Tiassalé (southern Ivory Coast, SOS6'N, 4°49 'W), S. damnosum s.s. and
S. sirbanum which predominate on the Boa at Tjokoronidougou in the dry season (north
western Ivory Coast, S041'N, 7°ZZ'W).

Yithin the boundaries of phase III of the Onchocerciasis Programme in the Volta Basin
Area, four populations of S. damnosum s.s. and S. sirbanum with low susceptibility or
resistance to DDT w~re tested: in Mali on the Banifing Il (1I04S'N, 7°10'W) and on the
B~oulé (12°JO ' N, 6 0 S0 'W), in Benin on the Kiatiko (lOOlS'N, l022 ' E), and in Togo on the
Sossea (9°4Z ' N, lOlS'E).

A resistant population consisting mainly of S. soubrense was tested at Bouaflé on the
Marahoué (central Ivory Coast, 7°N, S04S'W).

RESULTS

gives the results obtained with the three susceptible populations tested in
The corresponding concentration-mortality regression lines are presented in

ln order to compare these results with those obtained with resistant populations, the
arithmethic means of the LCSO and LC95 values were calculated (0.045 and O.lZ ppm
respectively). Tho substantial variations found in the LClOO values will be noted.
The populations tested on the Bandama and Boa (March 1977) do not display similar suscep
tibility to those on the Goué and Boa (March 1976). Nevertheless, they are regarded as
susceptible in view of the concentration-mortality ratio and the LC9S/LC50 ratios (J.) and
J.4).

Table Z gives the results obtained from populations with low susceptibility or resistance
to DDT. The coefficient of resistance is the ratio between the LC95 observed and the mean
LC9S in susceptible populations. The corresponding regression lines (Figs l and 2) have
the characteristic appearance of DDT resistance: nonnal mortality at low concentrations and
a very marked plateau at high concentrations.

Two levels of resistance were found:

a high level <coefficient of resistance above Zl) for the populations of the Banifing
Il (Mali) and the Marahoué (Ivory Coast);

a moderate level <coefficient of resistance 10.4) for the populations of the
Kiatiko <Benin) and the Sossoa (Togo).

DISCUSSION

Up to now DDT resistance in S. damnosum 5.1. has never been catogorically p~oved.
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The levels of resistance mentioned here for West Africa are higher than those reported
by Suzuki et al. (op. cit.) (coefficient of resistance • 12.8) and by West and Jamnback &
West (op. cit.) (coefficient of resistance • 5-7) in palaearctic and nearctic blackflies.

lt is also pointed out that on the Boa the LC95 increased by a factor of 2.7 in one year,
Indicating a possible regression of DDT susceptibility.

This resistance is occurring in the blackfly populations of three temporary rivers
with a low discharge and one permanent river, the Karahou'. None of these rivers had at
the time ever been subjected ta a blackfly control campaign. They flow through areas where
cotton is intensively cultivated, and each rainy season the cotton crop is treated with
8-10 kg of DDT per hectare. Some of this DDT is carried away by the rivers on the account
of the very substantial run-off. The exposure of S. damnosum 5.1. larvae ta low concen
trations of DDT for several months may be sufficient ta account for the level of reaistance
mentioned. This phenomenon is commonly observed among the Culicidae.

The agricultural use of DDT is still very widespread in West Africa. Consequently,
few data have been collected on the basic susceptibility ta DOT of S. damnosum s.l.

On a more general level, and within the current context of the extensive Onchocerciasis
Control Programme in West Africa, the mechanisms of the development of insecticide resis
tance in S. damnosum s.l. are certainly a very complex matter. !WO groups of opposing
factors must be particularly involved.

Factors favourable ta the developement of resistance: the very strong selective
pressure exerted by the insecticides because of the constantly increasing area
of the treated zones (at present one area alone is 700 000 km2) and the frequency
of larvicide treatment (once a week) on the one hand and the short dura tian of the
development cycle (8-15 days) on the other hand.

Factors unfavourable ta the development of resistance: the phenomena of dispersion
and migration. very marked in S. damnosum s.l. females, causing the massive
introduction into treated areas of fertilized females from untreated areas.
This leads ta dilution of any resistance genes present in the treated population
and keeps the frequency of such genes below a critical threshold. This phenomenon
was recently studied from the theoretical viewpoint by Comins (1977).

CONCLUSION

The level of susceptibility of S. damnosum s.l. larvae ta DDT is on the whole rather
varied and some cases of high resistancehave been reported. Although sporadic and
localized, these cases are very important because they definitely prove that S. damnosum s.l.
has the capability ta develop a certain level of DOT resistance fairly rapidly.

lt is likely that the use of DDT in the Regional Onchocerciasis Control Programme would
have led ta the appearance of widespread resistance ta this insecticide. This casts great
doubt on the advisability of using DOT analogues in the control of S. damnosum s.l., as
cross-resistance phenomena are common in this group of insecticides particularly in the
biodegradable analogues. For example, a very high level of cross-resistance is observed
between OMS-1476 and DDT in the CulLcidae (Quiroga et al., 1976).

At present the only group of insecticides really suitable for use in onchocerciasis
control in West Africa remsins the organophosphorus compounds; Guillet & Grébaut
(unpublished document) have not sa far recorded any reduction in susceptibility ta temephos
in populations treated regularly for more than five years.
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TABLE 1. CIlARACTERISTIC VALUES OF POPULATIONS SUSCEPTIBLE TO DDT

Locality,
LC50 LC95 Range of Ratio

river, Species Date LC95
country ppm ppm LC100

LC50

Wa, Coué,
S. yahenlle 13.05.77 0.037 0.058 0.06-0.12 1.5Ivory Coa.t

Cauthier Falls,
Bandama, S. .anctipauli 29.03.77 0.053 0.18 0.25-0.50 3.4
Ivory Coa.t

S. damno.um ••••
9.03.76 0.038 0.064 0.02-0.1 1.6Tjokoronidougou, S. sirbanum

Boa, Ivory Coast S. soubren.e
15.03.77 0.052 0.175 0.25-0.50 3.3S. sanctipauli

Arithmetic mean 0.045 0.12 2.8

TABLE 2. CIlARACTERISTIC VALUES OF POPULATIONS RESISTANT TO DDT

Locality,
Le50 LC95 Range of Ratio Coefficient

river, Species Date LC95 of
ppm ppm LC100 a

country ~ resistance-

Sossoa S. damnosum
9.11.76 0.029 1.25 > 1. 25 43 10.4

Togo S. sirbanum

Banifing II S. daCll\osum
18.02.77 0.098 >2.5 >2.5 >25.5 >21

Mali S. sirbanum

BouaHé
S. soubrense

Marahoué 18.02.76 0.44 >2.5 >2.5 >5.7 >21
Ivory Coast

dominant

Kiatiko S. damnosum
3.11.76 0.038 1.25 >1.25 32.8 10.4

Benin S. sirbanum

Taouba
S. damnosum

Baoulé 14.02.77 0.092 0.62 1. 25-2.50 6.7 5.2

Mali
S. sirbanum

!Ratio of LC95 of resistant population to LC95 of .usceptib1e population.
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Mise en évidence d'une résistance au téméphos
dans le complexe Simulium damnosum

(S. sanctipauli et S. soubrense] en Côte d'Ivoire
(Zone du programme de lutte contre l'onchocercose dans la région du Bassin de la Volta)

Pierre GUILLET·
Henri ESCAFFRE"

Moussa OUEDRAOGO···
Daniel QUILLt\~Rt·

Raum6

Des ~spèus du cqmpkx~ S. damnosum ont pu, en zon~ de forét et dans certaines conditions d'isolement. divekp..
per rapidement un~ sérieuse résistance au téméphos. Cell~ résistance sembl~ s~ manifester davantage chez S. sanctipauli
qu~ chez S. soubrense.
Motll-cJ6. : S. damnosum - Résistance - Téméphos.

SU111IlUU')'

DEMONSTRATION OF RESISTANCE TO TEMEPHOS IN SIMULIUM DAMNOSUM COMPLEX (s. SANCTIPAULI AND S. SOU
BRENSE) IN IVORY COAST

In Ivory Coast, on th~ wwer Bandama River, in forest area, larvae of th~ Simulium damnosum complu have
rapidly devewped a smous resistance ta temephos (abate IRI). The resistance ratio ta t!l~ LC 99,9 level can reach 45.
This resistance semss ta be more apparent in S. sanctipauli. We have noted for t!lis species a higl. frequency of a hetero
zygote inversion on the chromosome III L in resistant larvae. Treatments faü completely at dosage 4 ta 8 times t!le 1/01'
mal operational dosage (0,05 mgll during 10 mn). The resistance ocCtlrs on a very limiled portion of the river, 65 km long
and limited upstream by a dam and dOllJ1lstream by tne absence of breeding sites in the fi1.at 90 km of t!le river. The
resistant population is currently being controUed II/itn chlorpnoxim, an alternative insecticide.

Key words : S. damno~m- Resistance - Temephos.

Le programme de lutte contre l'Onchocercose
(OCP) entrepris par l'Organisation Mondiale de la
Santé en Afrique de l'Ouest repose sur l'utilisation
de larvicides chimiques déversés dans les rivières afin
d'éliminer les larves des espèces du complexe S. dam
nosum vectrices de cette endémie. Le téméphos, en
concentré émulsionnable (abate laI) est utilisé par le

programme depuis sa création en 1974. Cet insecticide,
de par sa forte toxicité pour les larves du complexe
S. damnosum et sa relative innocuité pour la faune
non cible, convient parfaitement à cette utilisation
et a toujours donné d'excellents résultats. Cependant
les captures de simulies effectuées par le programme
sur le bas Bandama en République de Cote d'Ivoire

• Entomologist. mJdic",l d.l'O.R.s.T.O.M.·I.R.O., B.P. 1500, BOIOaIll (Ctlt. d'Ivoi".) .
•• Technicien d'mtonJologi. mldic",l. tU l'O.R.S.T.O.M.-I.R.O., B.P.1500, Boualll.

... T.chnicim d'.ntomologi. O.M.s. au P"og,,"''''.... d. LuU. eont,.l'Onchoe.,eos" s,ct..., d. Btnlalll, B.P. 1174. Boualll.
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ont montré la présence d'une population de femelles
piqueuses anonnalement élevée en dépit des traite
ments. Simultanément, des prospections dans les gites
ont permis de mettre en évidence la présence de popu
lations larvaires importantes 24 heures ou 48 heures
après les traitements.

Une étude des facteurs pouvant expliquer ces
échecs a été entreprise. Elle porte sur la sensibilité
des larves au téméphos, l'efficacité des traitements, la
détermination des espèces concernées et enfin la
composition physicochimique de l'eau,

1. PRtSENTATION DE LA ZONE tTUDItE

L'échec des traitements ne s'observe que sur le
bas Bandama, en aval du barrage hydroélectrique de
Taabo, en zone de forêt tropicale. Les derniers gîtes
larvaires se situent au niveau de Tiassalé à 65 km du
barrage. Ce bief présente un nombre important de
gîtes de grande taille notamment au niveau du lieu dit
• Les chutes Gauthier» où s'est déroulée toute cette
étude (5° 57' N,4° 50' 0).

Le début du traitement de ce bief (mars 1979)
est postérieur à la mise en eau du barrage. Le débit est
relativement régularisé, variant entre 150 et 250 m·js.
On enregistre cependant des fluctuations journalières
dues aux rythmes de fonctionnement des turbines du
barrage. L'étendue des gîtes et l'abondance des sup
ports pour les larves sont très favorables au dévelop
pement d'une population composée d'environ 75 %
de S. sanQipauli et de 25 % de S. soubrense (Vajime
et Dunbar, 1975; Quillévéré et Pendriez, 1975; Va
jime et Quillévéré, 1978). Les déplacements des
femelles semblent très limités (Le Berre, 1966 ; Quillé.
véré, 1979). Les captures de femelles effectuées par
OCP indiquent que depuis le début des traitements,
ceux-ci n'ont pas toujours été efficaces à 100 %. Cela
peut s'expliquer en partie par la complexité des gîtes
et les fluctuations journalières de débit. Le délai
écoulé entre la lecture de l'échelle de crues et le trai
tement a pu conduire souvent à des erreurs de dosage.
Les concordances observées dans les débits indiqués
simultanément par les é.:helles de crues relativement
voisines ont pennis d'éliminer l'hypothèse d'une éven
tuelle modification du tarrage de l'une ou l'autre
d'entre elles.

2. )rATtRIEL ET MtrnoDEs

2.1. La sensibilité des larves a été mesurée sui·
vant la méthode préconisée par Mouchet et al. (1977).

Les tests sont effectués dans des bols en verre où sont
placées 25 larves de stades IV et V dans 250 ml d'eau
distillée. Le contact dure 3 heures à l'issue desquelles
est effectuée la lecture de mortalité. La température
de l'eau est maintenue entre 20 et 25° C. Le téméphos
utilisé est une solution éthanolique de téméphos tech
nique. Le critère adopté pour différencier les larves
moribondes des vivantes est la réaction immédiate
de repli de ces dernières au contact de la pince. Au
cours de la dernière série de tests, les larves morio
bondes aux concentrations de 0,125 mgjl èt plus ont
été mises en observation. Dès la fin du test, ces larves
sont prélevées, rincées puis transférées dans 250 ml
d'eau distillée aérée par un diffuseur relié à un
compresseur d'air. La durée de l'observation est de
6 heures.

2.2. L'efficacité des traitements au téméphos a
été évaluée en utilisant un dispositif de minigouttières.
Celles-ci sont alimentées par gravité avec de l'eau de
la rivière préalablement filtrée à 120 (Jo. Les larves
sont installées dans les gouttières au minimum 2 heures
avant le début des traitements. En l'absence de trai
tement, la dérive spontanée des larves dans ce type
de gouttières est très faible (1 à 3 % en 24 heures).

2.3. Les larves de S. damnosum s. l survivant
dans les tests de sensibilité aux concentrations supé
rieures ou égales à 0,25 mgjl ainsi que dans les gout
tières après les traitements sont fixées dans le liquide
de Carnoy pour l'identification spécifique à partir des
chromosomes.

2.4. Des échantillons d'eau ont été prélevés en
trois points : en amont du barrage, immédiatement
en aval et aux chutes Gauthier (à 55 km en aval).
Ces échantillons ont été analysés par le laboratoire
d'analyses de l'o.R.S:r.O.M. à Abidjan. Des mesures
extemporanées de pH ont été effectuées in situ à
l'aide d'un pH-mètre électrique au moment de la
collecte des échantillons. Des prélèvements de phyto
plancton ont également été effectués et identifiés
au Centre de recherches océanographiques de
l'O.R.S.T.O.M. à Abidjan.

3. RtSULTATS

3.1. SenslbUt6 des larves au téméphos

3.1.1. SENSIBlLITt AVANT LES TRAITEMENTS

Deux séries de trois tests ont été effectuées aux
chutes Gauthier en janvier et juin 1977. Les deux
droites obtenues à partir des récapitulatifs de chaque

292 Cah. O.R.S.T.O.M., si,. Eni. m'do el Pa,asilal., vol. XVIII, nO 3, 1980 : 291-299
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série sont très voisines et parallèles (fig. 1). Les r~sul

tats obtenus sont très homogènes et dans tous les cas,
la limite supérieure de la CLlOO a été de 0,125 mg/l
(tabl. 1). Il faut noter cependant que la population des
chutes Gauthier avait fait l'objet de 7 séries de trai
tement à l'abate en 1976.

3.1.2. SENSIBILITt ACTUELLE DES LARVES

Les résultats obtenus au cours de deux pre
mières séries de tests sont tout à fait semblables. La
CL95 est d'environ 0,2 mg!l et la limite supérieure de
la CLlOO de 0,5 et 0,625 mg!l (tabl. II et III, fig. 1).

x..  ..
....
•
..

..

Au cours de la troisième série de tests, les resultats
obtenus sont plus hétérogènes. Un premier test, réa
lisé à partir d'un seul support abondamment peuplé
de jeunes larves (majorité de stades III et IV) a indi
qu~ une sensibilité presque normale avec une limite
supérieure de la CLI00 de 0,25 mgfl (tabl. IV). Trois
autres tests, réalisés à partir de larves provenant d'un
grand nombre de supports ont donné des résultats très
différents avec 14,7 % de survivants à 0,312 mg!l et
3,7 % à 0,625 mg!l ('). La pente de la droite de régres
sion est encore plus faible que celles obtenues lors des
deux premières séries (tabl. V, fig. 1). Le rapport
CL99,9 actuelle!CL99,9 avant traitement atteint des
valeurs allant jusqu'à 45.

......... --'t" .,......... :-- .,........ :
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FIG. 1. - tlsibilité des larves de S. san&tipallli et S. S01Ibrl1lS6 au téméphos sur le bas Bandama.

(1) Les larves survivantes de ces tests n'ont pas été mises en survie; en revanche, la totalité des larves moribondes
mises en observation sont mortes dans les trois heures qui ont suivi le test.
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Sensibilité des lanJes du complexe S. damnosum (75 % S. sanctipauli. 25 % S. soubrense)
au tém'phos SUT le bas Bandama (Chutes Gauthier)

TABLEAU 1

Avant le début des traitements (concentrations exprimées en mgfl)

Janvier 1977 Juin 1977

eL50 eL95 Lim. sup. nb. larves eL50 eL95 lim. sup. nb. larves
CL100 testées CL100 testées

Test nO 1 0,020 0,055 0,125 421 0,021 0,062 0,125 301
Test nO 2 0,019 0,050 0,125 415 0,017 0,049 0,125 337
Test nO 3 0,016 Il,047 0,125 346 0,023 0,074 0,125 489

TABlJtAU II

Première série de tests (7 et 8/05/80)

Concentration
en mg/l

Nombre de larves

% mortalité

mortes moribondes vivantes

0,625 (4) • 97 11 0 100
0,312 (8) 150 19 7 96
0,156 (5) 88 18 12 89,8
0,0711 (4) 73 8 28 74,3
0,039 (4) 47 9 25 69,1
0 (4) 0 1 90 1,1

TABLEAU III

Deuxième série de tests (20 et 21/05/80)

Concentration
en mg/l

Nombre de larves

% mortalité % corrigé

mortes moribondes vivantes

0,5000 11) •
0,2500 6)
0,1250 (3)
0,0625 (3)
o

13
121

38
31
5

o
12
H

8
o

o
10
10
19
68

100
93
83,8
67,2
7,3

100
92,4
82,5
64,6

294

• entre parenthèses: le nombre de répliques par concentration.
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Sensibilité des larves du comple%e S. damnosum
(65 % S. sanctipauli, 35 % S. soubrense)

au léméphos SUT le bas Bandama (Chutes Gauthier)

TABLEAU IV

Troisième série de tests (3/06/80)

Concentration Nombre de larves
en mg!1 % mortalité % corrigé

mortes moribondes vivantes

0,2500 ('.) • 160 1 0 100 100
0,1250 (4) 100 11 4 96,5 96,2
0,0625 (3) 41 17 21 73,4 71,5
0,0312 (3) 9 17 28 48 38,8
0 2 4 86 6,5

TABLEAU V

Troisième série de tests (4 et 5/06/80)

Concentration
en mg!l

O,n25 (10) •
0,312 (11)
0,156 (10)
0,078 (4)

Nombre de larves

mortes moribondes vivantes

76 29 4
191 35 39
159 35 45

55 11 29

% mortalité

96,3
85,3
81,1
69,5

• entre parenthèses: le nombre de répliques par concentration.

Au cours de la troisième série de tests, des larves
de S. damnosum s. 1. provenant de la basse Comoé
(zone non traitée) ont été testées à titre comparatif à
la concentration de 0,156 mg/!. La mortalité a été
de 100 % sur les 184 larves testées, ce qui indique une
sensibilité normale pour cette population.

3.2. Efftcaclté des traitements au têmêphos

Deux séries d'épandages ont été effectuées, l'une
avec l'Abate Procida 20 % CE, l'autre avec l'Abate
Cyanamid 20 % CE. Lors de ces deux séries, les condi
tions opérationnelles ont été les mêmes : débit de
180 m"/s, épandage en trois points (une dose à l'en
trée du gîte et deux demi-doses 500 à 600 m en aval,
au même niveau sur Les deux bras principaux du gite).
Les gouttières étaient situées environ 1 000 m en aval
du deuxième point d'épandage.

Le premier traitement à l'Abate Procida à
0,1 mg/I pendant 10 mn (le 22-05-80) a provoqué 3,5 %
de décrochement des larves et le deu.xième à 0,2 mg/l
pendant 10 mn le lendemain, 17,9 % de décroche
ment des larves restant dans les gouttières. Le décro
chement global pour ces deux traitement est de 19,1 %
(tabl. VI). Dans tous les cas, les larves s'étant nym
phosées après passage de la vague d'insecticide ont été
comptées comme vivantes.

Le premier traitement à l'Abate Cyanamid à
0,1 mg/I pendant 10 mn (le 5-06-80) a provoqué 25,3 %
de décrochement et le deuxième, à 0,4 mg!L penùant
10 mn le lendemain, 41,8 % de décrochement des
larves restant dans les gouttières. L'effet global pour
les deux traitements est de 52 % (tabl. VII). Lors de
ces deux traitements, le décrochement des larves a
commencé 3 heures après l'épandage et s'est étalé
sur 4 à 5 heures. Passé ce délai, il ùevient pratique
ment nul.

Cah. O.R.S.T.O.M., sir. Eni. méd. 61 Parasilol., vol. XVIII, nO 3, 1980 : 291-299 295
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EjJi~lé· tUs 17aitements au téméphos 4vdluée à l'aide des Gouttières

TABLEAU VI

Abate Procida 20 % CE

% de d~ochement des larves

stades 2-3

Premier traitement
0,1 mg!1 pendant 10 mn, 0

22-05-80

Deuxième traitement
0,2 mg!1 pendant 10 mn, 40

23-05-80

10r et 20 traitements 40 (20) ••

stades 4-5

6,6

25

30 (30)

stades 6-7

3,4

13,6

14,8 (176)

total

3,5

17,9

19,1 (226)

296

TABLEAU VII

Abate Cyanamid 20 % CE

% de décrochement des larves

stades 2-3 stades 4-5 stades 6-7 total

Premier traitement
0,1 mg!1 pendant 10 mm 33,6 38,S 23,8 25,3

5-06-80

Deuxième traitement
0,4 mg!l ~ndant 10 mn, 76,1 80,6 22,7 41,8

-06-80

1er et 20 traitements 84,1 (101)·· 88.1 (109) 41,2 (1613) 52 (1823)

• L'efficacité du deuxième traitement est calculée sur l'effectif de larves restant dans les
gouttières. Les larves s'étant nymphosées après le passage de la vague d'insecticide sont consi
dérées comme vivantes.

•• Entre parenthèses: le nombre de larves mises en place dans les gouttières.

Cali. O.R.S.T.O.M., s/,.. EnI. mJd. ,1 Pa,.asilol., vol., XVI lI. nO 3. 1980 : 291-299
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Tous les contrOles larvaires effectués dans les
gîtes après ces deux séries de traitements ont montré
dans tous les cas une importante population larvaire
résiduelle, mème à moins de 2UO m en aval des points
d'épandage. Cette population, comme dans les gout
tières, est composée à la fois de larves jeunes et
âgées.

3.3. D~tennlnadons sp~c1ftque des Inrves du !lIte
et des larves 8urvlvantes aux tests

La population larvaire du glte Gauthier au mo
ment de l'expérimentation se composait approxima
tivement de 65 % de larves de S. sanctipauli et de 35 %
de S. soubrense. On note chez les larves survivantes
aux tests à 0,312 et 0,625 mgIl. ainsi que dans le gite
après deux traitements à l'Abate Cyanamid une
forte majorité de S. sanctipauli (environ 80 %). Il est
également remarquable de noter sur les larves sur
vivantes de S. sanctipauli la fréquence d'une inver
sion hétérozygote sur le III L (située entre les bandes
90 à 95). Il est difficile de numéroter cette inversion
ne connaissant pas à l'heure actuelle la totalité des
inversions du complexe. La fréquence de cette inver
sion chez S. sanctipa~tli était de 2 pour 26 dans le gîte
contre 15 pour 32 chez les larves survivantes aux
tests à 0,625 et 0,312 mg!!.

étant donné le peu de larves déterminées
(40 larves dans le gîte et 82 larves survivantes), il est

difficile d'établir des conclusions définitives. Toute
fois, il semble bien que la résistance se manifeste
plus chez S. sanctipauli que chez S. soub,.ellse. La rela
tion apparente entre l'inversion hétérozygote sur le
chromosome III L et cette résistance mérite d'être
signalée.

3.4. Analyse des eaux du Bandama

Les différences minimes observées dans la com
position physico-chimique de l'eau des trois points de
prélèvement ne peuvent certainement pas expliquer
l'échec des traitements (tab!. V). Aux pH rencontrés,

-la stabilité du téméphos n'est pas altérée. On enre.
gistre peu de différences au niveau de la composition
ionique et de la résistivité. On note cependant une dif
férence importante dans les matières en suspension.
Elles sont cinq fois plus abondantes au niveau des
chutes Gauthier qu'en amont. On sait actuellement
que l'abondance de particules en suspension accroit
sensiblement l'efficacité du téméphos (Guillet et Es
caffre, 1979).

On constate en aval du barrage la présence d'un
peuplement de phytoplancton nettement moins diver
sifié qu'en amont, avec prédominance très nette de
pyrrhophytes (Peridinium sp.) et présence de quelques
diatomées (Melosia sp.) et cyanophycées.

Aucune des quelques caractéristiques physico
chimiques des eaux étudiées ne peut expliquer l'échec
des traitements à l'abate sur le bas Bandama.

TABLEAU VIn

Composition physico-chimique de l'eau du Bandama

Lieu de prélèvement pH·
Résistivité Total Total

nlcm à 20° C cations anions
en méq/l en méq/l

Matières
en suspension

en mgll
(séchées

à 105° Cl

Carbone en %
dans les ma
tières sèches

O' dissous O' consomm~par
en mgIl la matière

organique

Amont du barrage 7,6 10 000 0,98 1 3,85 13,5 7,58
de Taaba

Aval immédiat 6,4 9 708 1,02 1,03 3,99 64,S 7,53
du barrage

Chutes Gauthier 7,1 9 900 ~,O3 1,03 20,31 56,3 7,74

• Mesure extemporanée.
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4. DISCUSSION - CONCLUSION

La méthode préconisée par Mouchet et al. (loc. cit.)
a permis de mettre très clairement en évidence la
résistance au téméphos. Cette méthode, qui donne
des résultats fiables, est tout à fait adaptée à la déter
mination de la sensibilité des larves de S. damnosum
s. 1. aux insecticides. Elle vient d'être approuvée par
le dernier comité O.M.S. d'experts sur la résistance des
vecteurs aux pesticides.

L'analyse des résultats des tests de sensibilité
effectués avant le début des traitements et 16 mois
après indique que les larves de S. sanctipauli et de
S. soubrense du bas Bandama ont rapidement déve
loppé une résistance au téméphos. Le coefficient de
résistance enregistré Gusqu'à 45) a une incidence
opérationnelle immédiate et évidente. Une dose 4 à
5 fois supérieure à la dose opérationnelle efficace éli
mine à peine la moitié des larves présentes dans les
gîtes, et ce indépendamment de la formulation de
téméphos employée. Il faudrait probablement des
concentrations beaucoup plus élevées pour obtenir
une efficacité 'totale.

Deux éléments confirment cette résistance mise
en évidence par les tests. D'une part, le pourcentage
de décrochement lors du deuxième traitement à
l'Abate Cyanamid n'a pas augmenté proportionnelle
ment à la dose. En augmentant celle-ci de 4 fois, la
mortalité des larves n'augmente que de 1,6 fois, ce qui
indique que la plupart des larves sensibles ont décroché
lors du premier traitement. L'effet du deuxième trai
tement est donc minimisé du fait qu'il s'applique à
des larves génétiquement moins sensibles. Il faut
noter cependant que cette moindre sensibilité a été
en partie masquée par le premier traitement qui a
probablement sensibilisé les larves au téméphos. Ce
phénomène s'observe couramment chez les larves de
moustiques lors d'expositions répétées à des doses
sublétales d'insecticides. D'autre part, en dépit de
concentrations de téméphos très élevées, les jeunes
larves (stades II à IV) n'ont décroché qu'à 70-80 %.
Ces larves, plus sensibles que les larves âgées, dé·
crochent en général toutes lors de sous-dosages acci
dentels sur des populations sensibles.

L'échec des traitements à l'abate ne vient pas
d'une moindre efficacité des lots utilisés. Simultané
ment, ces lots ont donné ailleurs d'excellents résultats.
11 n'est pas imputable non plus aux conditions hydro
logiques puisqu'un traitement au chlorphoxim (O.M.S.
1197 20 % CE) à 0,05 mg/l pendant 10 mn dans les
mêmes conditions opérationnelles a été efficace à 100 %.

Si la résistance aux insecticides chez les simulies

n'est pas un phénomène couramment observé, c'est
probablement que celles-ci n'ont pas fait souvent
l'objet de campagnes de lutte systématique. Des
baisses de sensibilité au D.D.T. ont été enregistrées
aux Ittats-Unis (Jamnback et West, 1970), au Japon
(Susuki et al., 1963; Asahina et al., 1966) ainsi qu'en
Afrique chez S. damnosum s. 1. (Walsh, 1970; Kuzoe
et Noamesi, 107:i) et S. ha,g,eavesi (Quélennec et
Vervent, 1970). Récemment un niveau élevé de résis
tance au D.D.T. a été mis en évidence chez S. damna
S1fm s. 1. dans la zone du programme (Guillet et al.,
1977),
. Le développement d'une résistance au téméphos

sur le bas Bandama, 16 mois seulement après le début
des traitements, est assez surprenant. Toutefois, un
certain nombre de facteurs ont été favorables à son
apparition : l'importance de la population et SOl\ iso
lement, le manque d'une efficacité totale des traite
ments opérationnels et enfin, facteurs communs à
toutes les populations de S. dalllnoSllm s. 1., la prolifi
cité des femelles et la brièveté du cycle de développe
ment. L'apparition de cette résistance souligne la
nécessité impérative pour les traitements d'être systé
matiquement efficaces à 100 %. La surveillance ento
mologique du programme repose essentiellement sur la
capture de femelles piqueuses. Il serait souhaitable,
chaque fois qu'il est possible d'une part de renforcer les
contrôles larvaires dans les gites après les traitements,
d'autre part d'utiliser les doses diagnostiques proposées
par Mouchet et al. (loc. cit.) afin de suivre régulière
ment la sensibilité des larves surtout dans les zones où
l'on constate une moindre efficacité des traitements.

La population résistante du bas Bandama est
actuellement contrôlée à l'aide d'un alternatif du
téméphos : le chlorphoxim qui s'est révélé efficace à
100 % à la dose de 0,05 mg/l pendant 10 mn. 11 est
difficile de statuer sur l'évolution de la résistance au
téméphos après un certain nombre de cycles de trai
tement au chlorphoxirn. Toutefois, cela souligne la.
la nécessité d'intensifier les recherches dans le do
maine de l'utilisation d'autres types de larvicides et
notamment les fonnulations à base de bactéries ento
mopathogènes telles que le Bacillus thu'ingiensis
sérotype H 14.
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1nt roduct ion

Resistance to temephos (OMS 786) in larvae of Simulium soubrense/sanctipauli (two
members of the S. damn~sum complex in West Africa) was confirmed at Chutes Gauthier
on the Lower Bandama River in Ivory Cout in May 1980 (Guillet et al., 1980). The phenomenon
has remained limited to S. soubrense!sanctipauli, but has spread to ull of the river basins
in Ivory Coast normally colonized by that species (Anon., 1981). Resistant S. soubrense
larvae now comprise 100% of the S. damnosum 5.1. population found in some savanna rivers
treated with temephos. Before treatments, S. soubrense was present only as a small component
of the S. damnosum s.l. population.

Chlorphoxim (OMS 1197), the only replacement insecticide then operational, was introduced
provisionally while the testing of other larvicides continued. In 1980, chlorphoxim was first
used at Chutes Gauthier for Il weekly treatments, beginning in the wCék of 15 June. There
was then a pause of seven weeks due to a lack of the chemical. Treatments were then resumed
and continued up to the end of the year (10 more weeks). The results of this last series
were considered satisfactory (1·2 flies/man/day), and treatments were suspended. They were
not resumed until the week of 10 May 1981. During the suspension period, the monthly
average of flies caught/man/day rose from 24 in January to 860 in May. Treatments continued
from May until October 1981, but the number of flies fell very slawly, reaching tw~/man/day
only in the fi rat week of September. The catch began to rise again in the second week oi
September, and reached 2000/man/day in October at which time treatments were stopped and a
programme of susceptibility testing began. This paper presents rcsults of those tests.

Methods

Susceptibility tests were carried out with alcohol solutions of technical chlorphoxim
(WHO sample) according to the method oi Mouchet et al. (1977). This method was officially
adopted by the WHO Expert Committee on Vector Biology and Control in 1981 (WHO, 1981) and has
becn used to gather almost aIl of the susceptibility data in the Onchoce~ciasis Control
Prograllll1le Area. An important modification of the method ceported here 15 the use of "old" or
"mature" larvae (7th instar) in some tests. The official (Mouchet) test rnethad requires the
use of "young" (4th and 5th instar) larvae. The use of mature larvae was not recommended
because the susceptibility of these larvae WaS found ta be less than that of young larvae
(Mouchet et al., 1977). Also, the mortalities with mature larvae were very heterogenous and
log dose-probit mortality lines with narrow confidence intervals could not be prepared.

1 World Health Organization, Onchocerciasis Control Programme, B.P. 549 Ouagadougou,
Upper Volta.

2 Institut de Recherches sur la Trypanosomiase et l'Onchocercose, B.P. 1500 Bouaké,
Ivory Coast.
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ll11wever, there are several important advantages to the use of mature larvae. Under
operational conditions it is often difficult to find large numbers of young larvae. In cases
ol treatment failure it is often the mature larvae which survive as subjects for susceptibility
tests. Long treatment suspensions to allow young larvae to develop undisturbed are not
always acceptable for epidemiological reasons. Mature larvae are more robust than young
larvae and are easier to handle. Most important, mature larvae can be identified cyto
taxonomically. This permits identification of larvae surviving diagnostic doses, which
cannot be done with young larvae.

Because of these advantages, the question of using mature larvae was restudied, to
de termine if resistance could be detected by comparing "resistant" and "susceptible" mature
larvae.

As it'was believed that some of the heterogcneity of earlier results arose from the
inclusion of 6th-instar larvae, the morphological criteria for selection were carefully
reviewed. Mature larvae were then defined as those having the filaD~nts of the pupal gills
weIl developed and easily visible in the histoblasts. The histoblasts may be pale or dark.
These criteria select mostly 7th-instar larvae (Grenier & Feraud, 1960; Kurtak, 1980).

Parallel tests were done with young and mature larvae from the same breeding site to
establish a diagnostic dose for mature larvae. The morphological criteria were checked by
examining groups of dead and surviving mature larvae. When it was initially found that
among the dead larvae, there were consisteutly more smaller larvae with less-developed
histoblasts than in the surviving group, the criteria were revised to exclude these younger
larvae. Once the criteria were fixed as described in the precedtng paragraph, the log dose
probit mortality lines obtained paralleled quite closely those for young larvae and had about
the same heterogeneity. The mature larvae were lound to be about 8-10 times less susceptible
than young larvae, but this difference is constant for a given insecticide.

The establishment of diagnostic concentrations for mature larvae has greatly facilitated
surveys for resistance.

It is important to exclude 6th-instar larvae from test samples, since it seems that it
1& during this inst.u that susceptibility changes rapidly.

Samples of mature larvae were preserved in Carnoy's fixative at the time of each test.
for confirmation of cytospecies by chromosome staining. In tests with young larvae, a sample
of mature larvae was taken from the same breeding site at the same time. In tests with
mature larvae, surviving test larvae themselves were preserved.

When "diagnostic concentration" is referred to, it is equal to 0.0125 mg/lof chlocphoxim
foc young larvae and 0.125 mg/l for mature larvae.

Probit analysis of the data was carried out by the method of Maximum Likelihood
(Finney, 1971) using a Texas Instruments Tl 59 Calculator and a programme developed by
Or B. Grab of the Health Statistical Methods Unit, WHO, Geneva.

Results

The results of susceptibility tests at Chutes Gauthier and other sites in the Bandama
Basin are presented in Table 1 and Figs 1 and 2. Data from sites outside the Bandama Basin
are given in Table 2. A map, Fig. 4, gives locations of the test sites. Comparative data
for normal mature larvae from other sites are pres~nted in Table 3 and Fig. 3 (no such data
exist for Chutes Gauthier). Oue to the large number of lines in Figs 1 and 2, it is not
possible to display individual data points. However, statistical analysis of each line is
given ln Table 4.
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In late 1981, the LCSO for chlorphoxim for young larvae at Chutes Gauthier had become
l!ight times higher than in January 1977 and 12 times higher than in February 1981 (Table 1 _
r~~ts 1,2 and 8 compared with 15 and 16). The upper limit for the LCIOO increased from
0.0125 mg/l (diagnostic concentration) to 0.05 mg/l. The slope of the log dose-probit
mortality line did not change significantly.

For mature larvae, the LC50 at Chute 5 Gauthier in October 1981 15 about eight t imes the
figure for temephos-resistant larvae (Asserekro Test No. 12, Table 1), and at least 10 times
che figure!! for normal populations (Table 3). The upper Lindt of the LC100 is 0.5 mg/l
v"r"us 0.03125 mg/l or 0.0625 mg/l for normal populations. The slopes of two of the lo~
aose-;>robit mortality Lines are (Nos. 17 and 24) significantly 1ess for the resistar.t
populations. The absolute values for mature larvae are about 10 times those for younS
larvae (compare Line No. 15. Fig. 110ith Line No. 14. Fig. 2).

ALI mature larvae surviving diagnostic concentrations were identified as S. soubren~e!

sa~ctipau1i. even when other cytospecies were present in the general population.

Sy January 1982. the resistance to chlorphoxim covered most of Ivory Coast. AU
5. soubrense populations in the treated area are now resistant. and the area is the same ~s

f ..,r the previolls tcmephos resistance. On1y the Black Volta River in Ghana contains
~~~ resistant to temephos and not to ch10rphoxim.

1I0wever. farther away from the 10wer Bandama River the resistance iL! less "intense" as
indicated by LCSO. LC95 and LC100 values and percentage of survival at the diagnostic dose.
For example, et Crecha" (No. 21, Table 2) only 4.17. of young larvae survived at the diagnostic
dose versus 70.5, at Chutes Gauthier (No. 16, Table 1). An interesting exception to this
trend was seen on the Rafing River (Nes. 16 and 17. Table 2), where 100% of the mature larvae
survivcd versus 73% at Chutes Gauthier (Test 14, Table 1).

Discussion

The existence of we11-developed resistance to chlorphoxim in S. soubrense!sanctipauli,
'suspected because of treatment failure, is confirmed by the data presented here. These show
large increases in LC50' LC95 and the limit of the LCloo. The slopes of the log dose-probit
morta1ity lines with young larvae are not. however. reduced as they were with temephos
resistance (Guillet et al •• 1981). This may indicate greater genetic homogeneity.

The data for mature larvae show the same changes as those for young larvae. a1though
the absolute values are higher. This demonstrates that mature larvae can be used for
diagnostic testing, but that the data must be compared wlth baseline data obtained using
mature 1arvae. If tests wtth both young and mature larvae are included in baseline surveys,
operational flexibility will be gained when follow-up tests are needed.

Operationally sig~ificant resistance to chlorphoxim developed in temephos-resistant
larvae in a period of five manths, according to test resu1ts. Even if the starting point is
considered to be the first chlorphoxin. tre'itments in 1980. resistance took 16 months to
dcyclop. Several factors may have bcen invo1ved in this rapid development of resistance.
firstly. the population treated was already resistant to temephos. Since tcmephos and
chlorphoxim are both organophosphorus compounds, it is 1ikely that the same enzyme system
would detoxify both compounds and resistance to one would predispose for development of
re~lstance to the other. As there was no evidence of cross-resistance l ear1y in the period
of chlorphoxim use. additlonal selection was necessary to clevelop the double resistance2 now
cAhibited by these larvae.

1 Cross-resistance is here defined as resistance to an insecticide which has never been
applied in a serain already resistant to one or several insecticides.

2 Double-resistance is here defined as resistance to a replacement insecticide appearing
sometlmc after its introduction.
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Secondly, the dosage rate used for chlorphoxim in the field (0.025 mg/l for 10 minutes)
vas fixed as lovas possible since chlorphoxim is more toxic to non-target organisms than
tcmephos (Dejoux &Troubat, 1976). This May have resulted in less than 100% effective
treatments vhich encouraged rapid selection for resistance.

Once selection began, the relative isolation of the lover Bandama population
(Cuillet et al., 1980) vould favour fixation of the genes for resistance. lt i5 not possible,
hl/wever, to prove that isolation vas essential to development of resistance in this case.
~lost neighbouring populations of S. soubrcnse/sanctipauli vere also resistant to temephos and
being treatcd vith chlorphoxim. Thus flies arriving from other sites would have becn exposcd
to the same selection pressure. Also, since Most evidence indicates that flies mate before
dispersal, flies arriving from non-treated areas vould not "dilute" a reshtant population in
a successfully treated river. Their susceptible genes vould be eliminated when their
susceptible offspring vere killed by the insecticide treatments (Reiter, 1981). If,
hovever, treatments vere not,1OC," effective due ta poor distribution of the insecticide,
then resiatant and non-resistant larvae vould have equal chances of survival and dilution
vould be a factor. .

In regard ta ,the question of the geographic origin of the resistance, the data generally
indicate a apread by dispersing flies from the lover Bandama River. Hovever, the results
on the Bafing May indicate a secondary source.

The data presented here clearly demoastrate resistance ta chlorphoxim by S. soubrense/
sanctipauli larvae through MOSt of Ivory Coast. Studies are under vay to determine the
cross-resistance spectrum of resistant larvae and the effects of synergista of the
sU9ceptibi1ity of resistant larvae to chlorphoxim.
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TABLE 3. SUSCEPTIBILITY TESTS WITH CHLORPHOXIM ON NON-RESISTANT MATURE LARVAE Ol:'l'SIDE OF 11IE BANDA.'IA BASIN

No. Date Site, river and country No. of
LC50 LC95

Upper limit Ratio Cytotaxonomic
larvae LClOO LC9s/LC50 identification

1 23/9/81 Yabo, Volta Blanche, Upper Volta 409 0.0076 mUI 0.015 mg/1 0.03125 mg/1 1.97 l00t S. sirbanum

2 17/10/81 Akakro, Agnegby, Ivory Coast 671 0.014 mg/1 0.03 mg/i 0.0625 mg/1 2.14 1007. S. sguamosum

TABLE 4. STATISTICAL ANALYSIS OF LOG DOSE - PROBIT HOR'l'ALITY LINES

Standard Chi2 LC 50 LC95Fig. Line Site and date Slope error of (n • )
p •

(95% confidence interval) (95t confidence interval)slope

1 1 Chutes Gauthier 20/1/77 3.15 0.421 1.13 (2) 0.568 0.0015 (0.0012-P.0018) 0.0051 (0.0040-0.0075)

1 2 Chutes Gauthier 21/1/77 4.01 0.348 0.066 (1) 0.797 0.0016 (0.0015-0.0018) 0.0042 (0.0036-0.0050)

1 5 Danangoro 15/9/80 4.71 0.395 3.12 (1) O.OS 0.0023 (0.0021-0.0025) 0.0051 (0.0044-0.0061)

1 S Chutes Gauthier 4/2/S1 6.37 two data points 0.0011 0.0019

1 15 Chutes Gauthier 23/10/81 2.63 0.417 5.32 (2) 0.07 0.014 (0.01l-0.019) 0.060 (0.038-0.13)

1 16 Chutes Gauthier 24/10/81 6.46 O.Sl 1.39 (1) 0.24 0.019 (0.01S-0.021) 0.035 (0.031-0.043)

2 12 Asserekro 7/10/S1 4.033 0.248 11.267 (3) 0.01 0.014 (0.010-0.016) 0.035 (0.027-0.060)

2 14 Chutes Gauthier 21/10/S1 4.63 0.427 6.85 (1) 0.009 0.16~ 0.36!.

2 17 Chutes Gauthier 27/10/81 1.73 0.579 0.52 (2) 0.77 0.15 (0.12-0.19) 1.3 (0.75-3.4)

2 23 Hermis 16/12/S1 3.56 0.2S1 0.357 (1) 0.55 0.047 (0.042-0.053) 0.136 (0.108-0.189)

2 24 Latokaha 6/1/S2 1. 76 0.568 9.51 (2) <0.01 O.OSl~ 0.7~

~ Heterogeneity does not permit cslculation.
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FIG.l DOSE - MORTALITY CURVES FOR SUSCEPTIBILITY TESTS WITH CHLORPHOXIM IN THE
BANDAMA BASIN 1977 TO 1981 (YOUNG LARVAE OF SIMULIUM DAMNOSUM S. L. )
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FIG. 2 DOSE - MORTALITY CURVES FOR SUSCEPTIBILITY TESTS WITH CHLORPHOXIM IN THE

BANDAMA BASIN (MATURE LARVAE OF SIMULIUM OAMNOSUM S. L.)
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FIG. 3 DOSE - MORTAlITY CURVES FOR SUSCEPTIBILITY TESTS WITH CHLORPHOXIM
AND NORMAL, MATURE LARVAE OF SIMULIUM OAMNOSUM S. L.
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CROSS-RESISTANCE TO CHLORPYRIFOS-METHYL AND PIRIMIPHOS-METHYL

IN THE LARVAL POPULATIONS OF THE s~t~m damno~ COMPLEX

ALREADY RESISTANT TO TEMEPHOS IN WEST AFRICA AND ITS OPERATIONAL SIGNIFICANCE.*

Pierre GUILLET ••

Daniel KURTAK ***

INTRODUCTION

When the Onchocerciasis Control Programme (OCP) started in

West Africa in 1974, the only insecticide used for operational larvicide treat

ments was temephos (OMS 786 - Abate ~, an organophosphorus compound (O.P. ».
OCP bases its strategy for reduction of onchocerciasis on the reduction of

populations of the vectors belonging to the s~~ damno4um complex, through

larviciding (DAVIES et al., 1978, WALSH et al., 1979).

Though temephos was shown to be a very safe and effective

insecticide, the risk of resistance developing under intense selection pres

sure (weekly treatments) was high. Consequently, at a very early stage, a

screening programme was implemented in order to select one or more alternative

larvicides. Most of the new compounds tested in this programme were O.P. com

pounds. Among these, chlorpyrifos-methyl (OMS 1155) and pirimiphos-methyl

(OMS 1424) represented about 70 %of the new experimental formulations produced

by industry and tested against S. damno~m complex larvae (GUILLET and ESCAFFRE,

1979). Chlorphoxim (OMS 1197), another O.P. compound, already selected

(LE BERRE et al., 1976, QUILLEVERE et al., 1976, PHILIPPON et al., 1976) was

tested in a large scale field trial in the OCP and proved to be as effective

as temephos but, apparently, more toxic against non target organisms.

In 1980, a resistance to temephos was detected in two species

of the S. damno4um complex S. 4oub~e~e and S. 4anetipaut~ Vajime et Dunbar

1975, breeding in large rivers of the forest area (GUILLET et al., 1980).

• This work was funded by the World Health Organisation.

** ORSTOM / SSC - 70 à 74 route d'Aulnay - 93140 BONDY - FRANCE

*** WHO Onchocerciasis Control Programme - BP 549 - OUAGADOUGOU - BURKINA FASO
(ex UPPER VOLTA)
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This resistance immediately led to a complete failure of operational treat

ments in the concerned area, even with increase dosages.It rapidely spread

to include Most of the area of distribution of those two species in Ivory

Coast.

Chlorphoxim was used as an alternative larvicide. Very

rapidely, populations which were initially susceptible when resistance to

temephos was pointed out, developed a resistance to this compound (KURTAK

~ al., 1982). This resistance was also first detected at the same place

where resistance to temephos was first found. In early 1982, when experimen

tations reported in this paper were carried out, a very high and fairly

stable level of resistance to temephos was established in Ivory Coast even

in places where treatments with temephos stopped soon after resistance was

detected. On the contrary, the resistance to chlorphoxim was uns table , and

had reverted in some areas where Bac~ ~ing~en4~ H14 has being used.

In so far, as Most of the other possible alternative lar

vicides belonged to the O.P. group, it was urgent to carry out susceptibility

tests in order to detect eventual cross-resistance phenomenon. First series

of tests were carried out with chlorpyrifos-methyl (C.P.M.) and pirimiphos

methyl (P.I.M.) by far the Most promising of the compounds already tested.

Synergists have been commonly associated with insecticides

used against agricultural pests as weIl as in vector control in order to

prevent the development of resistance or to minimize its effects. Preliminary

investigations were carried out with two usual synergists : piperonyl-butoxide

(P.S.) a multifunction oxydases (M.F.O.) inhibitor, and tributyl-phosphoro

trithioate (D.E.F. ŒD) an hydrolytic esterases inhibitor. These investigations

were carried out to provide some informations on the type of enzymes involved

in this resistance and also to investigate the possible extension of temephos

usefulness by adding appropriate synergists to the formulation.

The evaluation of resistance was exclusively based on

susceptibility tests performed with larvae. The filter paper test, a simple

technique used for rapid determination of phenotypes with high esterase acti

vitY in organophosphate resistant mosquitoes (PASTEUR and GEORGHIOU, 1981),

was attempted. Such tests, if applicable to S. damno~um s.l. could simplify

- 2 -
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the detection of resistance in larval populations and also allow to trace

resistant adults and evaluate their distribution and migrations.

MATERIAL AND METHODS.

Cross-resistance tests.

The larval susceptibility tests were performed with the MOUCHET's method

(MOUCHET et al., 1977) which is accepted by the World Health Organisation for

the determination of blackfly larvae susceptibility to insecticides (W.H.O.,

1980). The use of young larvae (4th and 5th unstar) was originally recommended

but only mature larvae (7th unstar) were used in this study.Each group can be

routinely used and provides reliable data (KURTAK et al., loe. e~.) but

mature larvae are more easy to select and to handle. They are about 8 to 10

times less susceptible to temephos than young larvae. Consequently, data must

be compared only in the same age group. The procedure in testing for cross

resistance is to run susceptibility tests with both normal and resistant strains

of S. 4oub~e~e/4an~pau~ and to look for differences in the characteristic

values (LC 50 and especially Le 95), the upper limit of the Le 100 and finally

the LC 95/LC 50 ratio. When RiS ratio cannot be calculated with S. 4oub~e~e/

4ane~pau~ from untreated areas, it is acceptable to use another forest spe

cies :S. yahe~e (VAJIME and DUNBAR, lac. e~.) which presents the same level

of susceptibility to insecticides.

Effect of synergists.

P.B. and D.E.F. (technical material) in alcoholic solution were added at the

same time as the insecticide and for the same duration. The toxic effect

of synergists alone was first investigated then concentrations from 0.5 to

1.0 mg/l were used, giving no more than 5 to 10 %mortality. Tests were per

formed with both susceptible (5.-) and resistant (R.-) populations. Experi

mental formulations of Abate (American Cyanamid Company) with 20 %P.B. or

D.E.F. added, were also tested, using a mini-gutter system (exposure period

10 Mn, post-exposure period : 24 h). In susceptibility as weIl as mini-gutter

tests, 4 replicates are usually used for each concentration tested.

- 3 -
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Filter paper test for colorimetrie detection of esterases.

The mèthod used was exactly the one described by PASTEUR and GEORGHIOU

(laC. cit.). Both mature larvae and adults (24 h old, emerged from pupae)

were used, fresh or temporarily stored in deep-freeze or liquid nitrogen.

Limited trials were carried out in a specialized laboratory of ORSTOM (Adio

podoumé - Abidjan) using starch gel electrophoresis technique as described

in DE STORDEUR (1976).

Only individuals never exposed to temephos or chlorphoxim

were used, collected at Chutes Gauthier (Lower Bandama). resistant S. ~O~

~~n6~/~anc~auli, and at Akakro (Agnebi river) susceptible S. yah~~~.

RESULTS.

The larvae of S. ~oub~e~~/~anctip~already resistant

to temephos and chlorphoxim show a significant level of cross-resistance to

chlorpyrifos-methyl and pirimiphos-methyl.

Cross-resistance to C.P.M. was found in the four prospected

localities, and RiS ratio at LC 95 level varies from 7.6 to 36.8 (table 1).

The level of cross-resistance to P.I.M. (table 2) MaY be lower (2.5 to 29.8)

bùt is always significant. In one localityon the Upper Bandama (Latokaha),

larvae do not show cross-resistance to P.I.M. although cross-resistance to

C.P.M. was evident. At time where tests were carried out in these localities,

30 to 50 %larvae of susceptible savannah species were present.

The adjunction of P.B. has a negative effect on the toxicity

of temephos (35.1 %mortality versus 49.5 %expected) and chlorphoxim (~6.9 %
versus 61.4 %expected) (table 3). This negative synergism occurs in S.- as

well as in R.-populations.

D.E.F. has a very significant synergistic effect on R.-popu

lations with temephos and chlorphoxim (table 3 and 4) and also with P.I.M.

and C.P.M. (table 5). Temephos + D.E.F. on a R.-population is 3 times more

effective than temephos alone. On a S.-population, n.E.F. has no effect on
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toxicity of temephos and only a sligh effect on toxicity of chlorphoxim.

The preliminary informations are confirmed by mini-gutter

tests with formulated mixtures (table 6). On a S.-population, Abate (200 g/l

temephos emulsifiable concentrate) with P.B. is 2 times less effective than

Abate alone, but the adjunction of D.E.F. does not change its efficacy. On a

R.-population* P.B. still shows a negative effect and D.E.F. a significant

synergism as expected. When Abate alone gives 66.2 %mortality, Abate + D.E.F.

gives 92.9 %, but this level of mortality in terms of dosages to be applied,

is far below the 99.9 %efficacy required in operational treatments.

The fil ter paper test performed with mature larvae as weIl

as with adults of the R.-S. ~oubke~e/~nc~autidid not allow detection of

esterases activity. The spots are faintly stained with R.- as weIl as S.-indi

viduals. Trials were repeated several times and possible sources of error

investigated without success. Similar results were obtained by other investi

gators (MEREDITH, pers. comm.). With starch gel electrophoresis technique, it

was also impossible to differentiate S.- and R.-individuals. On the other hand,

this method allows differentiation between S. yahe~e and other species of

the S. damno~um complex.

DISCUSSION - CONCLUSION.

Chlorpyrifos-methyl and pirimiphos-methyl can be excluded

as replacement larvicide for the treatment of populations already resistant

to temephos and chlorphoxim.

The resistance ratio beyond which an insecticide can no

longer be used depends on several parameters among which the target, the mode

of action and the method of application of the insecticide. In the S. damno

~um complex, it is now possible to define a treshold in susceptibility para

meters beyond which temephos and chlorphoxim are no longer effective enough

• Mixed population with about 60 %R.-species, 40 %S.-species and 11.5 %
survival at diagnostic dose of 2.5 mg/l.
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to achieve a complete control at realistic dosages. This corresponds to a

4 times increase in the upper limit of the LC 100, 4 to 7 times in the RIS

ratio at LC 95 level with 5 to 8 %survival at diagnostic doses (GUILLET et
al., toc. ~t., KURTAK et al., toc. cit.). The RIS ratio at LC 95 level varies

from 7 to 37 with C.P.M. and 3 to 30 with P.I.M., so it is clear that these

two compounds are useless as replacement insecticides. It should be pointed

out that ecological and logistic considerations do not allow increasing the

dose to be a solution to resistance in the OCP.

The preliminary results obtained with P.B. indicate that

M.F.O. are not involved in the O.P. resistance in the S. damno&wm complex.

On the contrary, the negative correlation noted with both S.- and R.-strains

could indicate that M.F.O. May be responsible for some activation of teme

phos in producing more toxic Metabolites (as observed with activation of

malathion in malaoxon, W~H.a., !Oc. ~t.).

The effect of D.E.F. on temephos and chlorphoxim as well as

on C.P.M. and P.I.M. R.-strains indicates that hydrolytic esterases are likely

to be involved in the resistance mechanism. However adjunction of D.E.F. to

the formulation could not extend the usefulness of temephos since dosages

required to kill 99.9 %of R.-larvae should still probably be at least 2 to

4 times the usual dosage of temephos against susceptible populations, even

with a strong concentration of D.E.F .• Moreover, D.E.F. is a defoliant with

a very high mammalian toxicity, the use of which cannot be envisaged due to

hazard for man, non target organisms and irrigated cultures along treated
\

rivers. Further investigations should be carried out with D.E.F. and other

synergists for a better understanding of resistance mechanisms.

These observations on the activity of P.B. and D.E.F.

correlate with studies by GEaRGHIOU et al. (1975) on an organophosphorus

multiresistant strain of Culex quinque6a4~ from California.

The fil ter paper test allows only detection of resistance

associated with gene responsible for high esterases activity. It has been

used with a.p. resistant Cutex quinque6a4c~atu4 when high esterases activity

is associated with a single gene (PASTEUR and GEaRGHlaU, toC. c~t.).

a.p. resistance in the S. damno4um complex is at least partly dependant on

esterases because it is suppressed by D.E.F. but the close association bet-
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ween O.P. resistance and a strongly staining esterase as described in C. quin
que6a4~ (GEORGHIOU et al., 1980) do not apparently exist in s~~,

making fil ter paper test unapplicable.

Moreover, resistance May also be due to glutathione-S-alkyl

transferases (G.S.A.T.) (DAUTERMAN, 1980) which are also inhibited by D.E.F.

(RANASINGHE and GEORGHIOU, 1979) and appear to be strongly implicated in the

development of resistance in mosquitoes (W.H.O. ,loc. e~.).

Subsequent laboratory studies with S. damno~ complex

larvae confirmed that enzymes associated with O.P. resistance failed to be

electrophoretically discernible. Further investigations should be needed on

this topic but the fil ter paper test is attractive only for an easy field

detection of R.-larvae as well as adults. The routine use of more sophisti

cated laboratory techniques should not be of real practical interest in

West Africa.

The MOUCHET's test is well adapted for detection and quan

titative evaluation of cross-resistance phenomena.

Genetic studies on O.P. resistance in S. ~ou~enoe/~ancti

pauli cannot be carried out as long as it will remain impossible to colonize

these species and to cross R.- and S.-individuals. However, this is not a

severe drawback from practical point of view because Most of the studies carried

out on resistance in the laboratory (development of resistance and cross-resis

tance, stability of resistance and sequential pressure with different insec

ticides) have so far very limited predi9tive value regarding evolution of

resistance in the field and cannot provide reliable guidance for strategy of

use of insecticides in vector control programmes.

The cross-resistance to C.P.M. and P.I.M. has reached a so

high level that it is realistic to think that cross-resistance phenomen~ are

likely to exist with Most of O.P. compounds. This situation limits drastically

the number of alternative insecticides which must be searched in other groups.

Organochlorine compounds (O.C.) do not offer favourable pros

pects because a strong resistance to D.D.T. has already been recorded in the
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s. damno~um complex (GUILLET et ai., 1977). This resistance probably induced

by agricultural use of D.D.T. is unstable, but the use of biodegradable O.C.

compounds, if available, should probably led to a rapid development of resis

tance. Carbamates are usually compounds with moderate to low larvicidal acti

vity.

Stable pyrethroids like permethrine (OMS 1821) and delta

methrine (OMS 1998) have a very high larvicidal activity. However, they offer

limited prospects because they are usually more toxic for fishes and non target

organisms than other insecticides. Furthermore, resistance to pyrethroids alrea

dy recorded in mosquitoes (Anophet~ ~tephe~~ and An. ~ab~e~, W.H.O., toC.
c~.) and commonly in houseflies (KEIDING, 1976) is due to an unspecific Kdr

gene which is recessive but confers, when homozygous, a high level of resis

tance to pyrethroids. On the other hand, cross-resistance between D.D.T. and

pyrethroids has already be mentionned in mosquitoes (PRIESTER et al., 1981,

PRASITTISUK and BUSVINE, 1977). The D.D.T. resistance May also be due essen

tially to the Kdr gene, for example in the danish houseflies (KEIDING, toC.

~.). If this gene is also involved in D.D.T. resistance in the S. damno~um

complex, which could explain apparent unstability of this resistance, the

resistance to pyrethroids is likely to develop if a compound of this family

is regularly used. Moreover, pyrethroids are more and more widely used in

cotton protection and this massive use, like with D.D.T. could induce reduced

susceptibility to pyrethroids in S~m, whatever they are used or not in

the onchocerciasis control.

New alternative larvicides must be sought in groups like

insect growth regulators, or other new groups of insecticides. Bac~ thu
~~g~e~~ H14 has been developed for the treatment of R. -populations

(GUILLET et ai., 1982, LACEY et al., 1982) and is now routinely used. This

biocontrol agent could be by far the MOSt promising replacement larvicide if

existing formulations can be significantly improved. On going accelerated

screening programmes for chemical larvicides as well as B. thuk~g~e~~ H14

formulations are on the verge of solving problems associated with O.P. resis

tance in onchocerciasis control.

- 8 -
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RESUME

Les larves de S. ~oub~en4e et S. ~anc~aul~, déjà résis
tantes au téméphos et au chlorphoxim, présentent une résistance croisée au
chlorpyrifos-methyl et au pirimiphos-methyl. L'utilisation de ces deux insec
ticides, qui représentaient pourtant les alternatifs les plus prometteurs du
téméphos, ne peut plus être envisagée. Le fort taux de résistance croisée
observé permet de penser qu'une résistance croisée doit exister avec la plu
part des composés organo-phosphorés.

Des études préliminaires sur l'action des synergistes ont
été entreprises. La résistance peut être réduite en utilisant du D.E.F., un
inhibiteur d'estérases. Cependant, son utilisation pratique ne peut être
envisagée pour prolonger l'action du téméphos lorsque se développe une résis
tance aux insecticides organo-phosphorés. Les estérases associées à cette
résistance n'ont pu être détectées par électrophorèse ou avec la technique
simple du papier filtre.

Les nouveaux insecticides de remplacement doivent de pré
férence être recherchés au sein de nouveaux groupes de composés comme les
régulateurs de croissance ou les agents de lutte biologique tels que le
Ba.cUlu4 :thuJr..ûlg~en4~ H14.

SUMMARY

Larvae of S. ~oub~en4e and S. ~nc~autl, already resis
tant to temephos and chlorphoxim, show significant cross-resistance to chlor
pyrifos-methyl and pirimiphos-methyl. These two insecticides, which were the
MOSt promising among the possible alternative to temephos, can be now regarded
as useless as replacement larvicides. This cross-resistance is likely to occur
with MOSt of the organophosphate compounds.

Preliminary studies were carried out with synergists.
Resistance can be reduced using D.E.F., an esterase inhibitor. However, the
use of D.E.F. cannot be envisaged to extend the operational usefulness of
temephos. Esterases associated with organophosphate resistance couId not be
reliably detected by electrophoresis or by the fil ter paper test technique.

New alternative compounds must be found in new groups of
insecticides such as insect growth regulators or biological agents such as
8ac.i..UuJ.l thuIC..ûlg~en4~ H14.

- 9 -



Loca1ity and (river) Lc 50 Lc 95 Lc 95/Lc 50 Upper 1imit Resistance ratio R/S
of Lc 100 Lc 50 Lc 95

Susceptible
to temephos

Tetetou
(Mono, Togo)

0.016 0.038 2.4 0.0625

Chutes Gauthier 0.18 1.4 7.8 0.75 11.3 36.8
(Lower Bandama)

Latokaha 0.06 0.29 4.8 > 0.5 3.8 7.6
(Upper Bandama)

0 Resistant, to temephos Niakaramandougou 0.15 0.62 4.1 0.5 9.4 16.3 .po.
(Upper Bandama) 1\)

Asserekro 0.23 1.3 5.7 >0.125 14.4 34.2
(Kan)

TABLE 1 cross-resistance of S. soubrense/sanctipau1ito ch1orpyrifos-methy1 (OMS 1155)



Locality and (river) Lc 50 Lc 95 Lc 95/Lc 50 Upper limit Resistance ratio RiS
of Lc 100 Lc 50 Lc 95

Susceptible
to temephos

Tetetou
(Mono, Togo)

0.037 0.084 2.3 >0.0625

Chutes Gauthier 0.49 2.5 5.1 > 1.0 13.2 29.8
(Lower Bandama)

Latakaha 0.025 0.08 3.2 0.25 0.68 0.95
(Upper Bandama)

Resistant
-->. to temephos Niakaramandougou 0.061 0.21 3.5 0.25 1.7 2.5
-->.

(Upper Bandama)
-P-
\.>l

N'golodougou 0.15 1.7 11.3 > 0.5 4.1 20.2
(Bagbé)

TABLE 2 cross-resistance of S. soubrense/sanctipauli to pirimiphos-methyl (OMS 1424)
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1
Insecticide % larval mortality 1

~
Temephos 0.05 mg/l 44.3 % 1

1
Chlorphoxim 0.05 56.5 1

1
P.B. 0.5 9.8 1

1
D.E.F. 0.5 11.2 1

Susceptible 1
Temephos + P.B. 35.1 1

1
Temephos + D.E.F. 52.6 1

1
Chlorphoxim + P.B. 46.9 1

1
Chlorphoxim + D.E.F. 69.6 1

1·
Chlorphoxim 0.0625 18 1

1
D.E.F. 0.3 8.4 1

1

Chlorphoxim + D.E.F. 76.2 1

1
Temephos 1.0 26.2 1

Resistant 1
P.B. 1.0 9.7 1

1
D.E.F. 1.0 7.8 1

1
Temephos + P.B. 15.1 1

1
Temephos + D.E.F. 94.8 1

1

TABLE 3 - Synergistic effect of piperonyl-butoxide (P.B.) and D.E.F.

on toxicity of temephos and chlorphoxim against susceptible

and resistant S~~n damno4Um complex larvae.

- 12 -
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Chlorphoxim alone Chlorphoxim + D.E.F.
(1/5)

LC 50 0.109 0.046
(0.118 - 0.100) (0.042 - 0.050)

LC 95
0.24 0.107

(0.21 - 0.27) (0.093 - 0.128)

TABLE 4 - Effect of D.E.F. on toxicity of chlorphoxim to larvae resistant
to chlorphoxim and temephos

(D.E.F. is used at a constant ratio of 5x chlorphoxim)

Insecticide %larval mortality

OMS 1424 0.0625 mg/l 32.6 %
D.E.F. 0.5 mg/l 6.2 %
OMS 1424 + D.E.F. 73.9 %

OMS 1155 0.0625 mg/l 56.5 %
D.E.F. 0.5 mg/l 4. 1 %
OMS 1155 + D.E.F. 92.7 %

TABLE 5 - Synergistic effect of D.E.F. on pirimiphos-methyl (O~~ 1424)
an chlorpyrifos-methyl (OMS 1155) with resistant larvae.

Abate EC Abate EC Abate EC

20 %temephos 20 %temephos 20 % temephos
+ +

20 %P.B. 20 %D.E.E".

Susceptible 79.9 % 40.4 % 80.6 %
(199) (235 ) (258)

Resistant 66.2 % 54.7 % 92.9 %
(346) (338) (225 )

TABLE 6 - Effect of synergists on the efficacy of temephos formulations.

Larval mortality (mature larvae) at 0.8 mg/l during 10 mn and
(number of larvae tested)

- mini-gutter test, reading after 24 h -

- 13 -
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EVALUATION DES INSECTICIDES REGULATEURS DE CROISSANCE.
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EVALUATION DE L'ACTIVITE D'UN INSECTICIDE REGULATEUR DE CROISSANCE,

LE DIFLUBENZURON, SUR LES LARVES DU COMPLEXE S~ulLum damno~um.

I - ETUDE DE QUELQUES FACTEu~S CONDITIONNANT L'EFFICACITE.
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EVALUATION DE L'ACTIVITE D'UN INSECTICIDE REGULATEUR DE CROISSANCE,

LE DIFLUBENZURON, SUR LES LARVES DU COMPLEXE~ damn04Um.

l - ETUDE DE QUELQUES FACTEURS CONDITIONNANT L'EFFICACITE••

Pierre GUILLET ••

Jean Maro HOUGA RD •••

Julien DOANNIO •••

Henri ESCAFFRE •••

Jaoques DUVAL •••

INTRODUCTION

La lutte oontre l'onohooeroose humaine en Afrique de l'Ouest

est basée exclusivement sur l'utilisation de larvicides appliqués à un rythme

hebdomadaire sur de très vastes étendues. Deux espèces vectrices du complexe

S~ damn04Um ont rapidement développé une résistance au téméphos, l'insec

ticide utilisé, ainsi qu'un large spectre de résistance croisée à la plupart

des insecticides organophosphorés utilisables (GUILLET et al., 1980, KURTAK et
al., 1982, GUILLET et KURTAK, 1985).

Cette résistance, survenue chez S. 40U~en4e et S. 4an~
pauli, Vajime et Dunbar 1975, deux espèces transmettant une onchocercose de

forêt non pathogène pour l'homme, n'a pas eu d'incidence sur la poursuite et le

succès du vaste programme de lutte entrepris contre cette endémie depuis 1974

par l'Organisation Mondiale de la Santé. Toutefois, il est clairement apparu

qu'en cas de développement d'une résistance au téméphos, il était difficile de

sélectionner un insecticide de remplacement utilisable à grande échelle. L'uti

lisation d'un agent de lutte biologique, le Baclllu4 thuA~ng~e~ H14 a permis

• Ce travail a bénéficié, dans le cadre des accords entre l'ORSTOM et l'OCCGE,
d'une subvention de l'Organisation Mondiale de la Santé .

•• ORSTOM - SSC - 70 à 74 route d'Aulnay - 93140 BONDY - FRANCE •

••• Institut Pierre Richet (IRTO) - BP 1500 - BOUAKE - COTE D'IVOIRE.
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de poursuivre les opérations de traitement des populations résistantes, mais

les performances des formulations actuellement disponibles font que l'utilisa

tion de cet entomopathogène reste onéreuse et pose des problèmes d'application.

Des recherches ont été entreprises pour améliorer les performances des formu

lations de B. ~~ng~~ H14 et pour sélectionner de nouveaux insecticides

utilisables en cas de résistance aux composés organophosphorés.

Il n'existe pas encore de formulation efficace parmi les

insecticides de la famille des organochlorés ou des carbamates. Les pyréthri

no!des, bien qu'ils puissent présenter une efficacité remarquable, restent d'un

emploi délicat dans les écoeystèmes lotiques (DEJOUX et GUILLET, 1980). Les

insecticides régulateurs de croissance ne présentent généralement pas de résis

tance croisée avec les composés appartenant à d'autres familles d'insecticides.

Ils sont donc apparus comme étant a priori prometteurs. Ils représentent à eux

seuls une partie importante des nouvelles matières actives actuellement dévelop

pées par l'industrie.

Ces insecticides n'ont généralement pas d'effet immédiat

mais agissent à retardement. Leur activité est donc plus difficile à évaluer

que celle des insecticides conventionnels à action rapide. Une méthodologie

appropriée a dû être mise au point dans le cas des larves du complexe S. dam
no4Uffl (GUILLET ~ al., 1985). Les premiers essais ont été réalisés avec le

diflubenzuron (Dimilin~, un régulateur de croissance à large spectre, très

efficace contre les larves de moustiques (CL 50 de l'ordre de 0,05 ppb).

Le diflubenzuron est un dérivé de l'urée très peu toxique

pour les mammifères. Il n'agit qu'au moment de la mue larvaire ou nymphale en

bloquant la formation de la chitine (POST et VINCENT, 1973). Son action ne

s'exerce que sur l'endocuticule, il n'a pas d'effet sur l'ecto et l'épicuticule

ni sur les cellules de l'épithélium intestinal (MULDER et GIJSWIJFT, 1973).

Le diflubenzuron est essentiellement un larvicide actif par ingestion (GROSSCURT,

1976, LACEY et MULLA, 1978, GROSSCURT, 1978). Il n'a pas de toxicité directe

pour les adultes mais affecte la progéniture des femelles traitées, qu'il s'agis

se de mouches domestiques (GROSSCURT, 1976, lac. cit.) ou de glossines (JORDAN

~ al., 1979).

- 2 -
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Cet insecticide a été largement utilisé contre les larves

de moustiques notamment dans le cas de résistance aux insecticides organophos

phorés (SCHAEFER et al., 1975, MULLA et DARWAZEH, 1975, SELF et al., 1978,

SHARMA et al., 1979, AXTELL et al., 1980). Bien qu'il ait un large spectre

d'activité sur les insectes, les effets des traitements sur les organismes non

cibles des gîtes à moustiques ont été modérés. Toutefois, certains groupes tels

que les éphémères et les crustacés ont été plus touchés (MIURA et TAKASHI, 1975,

MU~LA et al., 1975, FARLOW et al., 1978, ALI et MULLA, 1978, COLWELL et SCHAE

FER, 1978). Il s'est avéré également toxique pour les larves de simulies lors

d'essais au laboratoire et sur le terrain (LACEY et MULLA, 1977, 1978 a et b,

Mc KAGUE et al., 1978, LACEY et MULLA, 1979, RODRIGUES, 1982). •

La première partie de ce travail porte sur l'étude de

quelques facteurs pouvant conditionner l'activité du diflubenzuron vis-à-vis

des larves du complexe S. damno~um. Les facteurs étudiés ont été successivement

- le temps de contact: il a été observé qu'avec ce composé/un temps

de contact prolongé donnait de meilleurs résultats qu'un contact bref avec une

concentration plus élevée (GROSSCURT, 1978 toc. cil., LACEY et MULLA, 1977 toc.
cU.) •

_ la concentration : dans la pratique des trairements antisimulidiens,

il est difficile d'obtenir un temps de contact prolongé entre les larves et

l'insecticide. Il était donc intéressant de vérifier dans cette optique, si ce

produit utilisé avec un temps de contact court pouvait quand même donner de3

résultats satisfaisants en augmentant au besoin les doses appliquées.

_ le stade larvaire : les larves âgées sont généralement moins sensi

bles à l'action de ce composé (LACEY et MULLA, 1978 loc. clt.). Cela peut repré

senter un inconvénient éventuel dans le cas des vecteurs de l'onchocercose, dont

les larves ont un développement asynchrone.

le temps de transit intestinal le temps de transit intestinal chez

larves du complexe S. damno~um (2 à 20 mn selon le stade, ELSEN , 1980) est plus

court que chez d'autres espèces de simulies telles que S. vittatum (MULLA et

LACEY, 1976). Ce facteur peut limiter la quantité de produit absorbée au niveau

• Une revue sur l'utilisation des composés régulateurs de croissance en santé
publique a été publiée par MIAN et MULLA (1982) Residue Reviews, 84, 27-112.
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de l'épithélium intestinal et donc diminuer l'activité du diflubenzuron sur les

larves du complexe S. damno4Um.

- la formulation: l'efficacité des larvicides antisimulidiens dépend

étroitement de la formulation utilisée (JAMNBACK et MEAN, 1968, GUILLET et

ESCAFFRE, 1979). Il pouvait en être de même dans le cas présent.

MATERIEL ET METHODES

La méthode de base utilisée dans cette étude a été celle

décrite par GUILLET et al. (1985, lac. cit.). Pour le contact, les larves ont

été fixées sur des plaquettes métalliques disposées dans une gouttière alimentée

en circuit fermé avec de l'eau de rivière. Après le traitement, elles ont été

placées dans un dispositif de mise en observation. Un système de filets a permis

de récolter les adultes viables (capables de voler), les adultes non viables et

les larves mortes. Les filets ont été visités plusieurs fois par jour. On a uti

lisé dans la plupart des cas des larves âgées (stade 7 à plaques thoraciques bien

développées). L'observation a été poursuivie jusqu'à ce que dans les lots témoins

la totalité des imagos ait émergé des nymphes formées.

Dans les essais réalisés destinés à mettre en évidence

l'influence éventuelle du temps de contact ou de la concentration, les larves

ont été traitées soit en conservant le produit temps de contact x concentration

constant (respectivement 2,5 et 5 pour des temps de contact allant de 5 à 320 mn),

soit, pour un temps d'exposition donné (généralement 10 mn), en augmentant les

concentrations (0,1 à 4 mg/l). Dans le premier cas la quantité d'insecticide

utilisée reste constante, tandis que dans le deuxième cas elle augmente propor

tionnellement à la concentration.

Dans certains essais, le temps de transit intestinal des

larves a été artificiellement accru. Pour ce faire, les plaquettes contenant les

larves ont été placées, immédiatement après le contact, dans de l'eau filtrée

stagnante pendant 30 et 60 Mn. Dans ces conditions, le transit intestinal qui

ne progresse que par bourrage a été bloqué (ELOUARD et ELSEN, 1977) et l'insec

ticide a séjourné dans le tube digestif des larves plus longtemps que dans les

- 4 -
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conditions normales. Les plaquettes ont ensuite été placées dans le dispositif
d'observation.

Les résultats ont été exprimés en pourcentage de réduction

d'émergence d'adultes viables c'est-à-dire volant dans le filet*. Ce pourcentage

a été corrigé par la loi de combinaison des probabilités indépendantes (formule

de Abbott). La limite usuelle d'application de 20 %de mortalité dans les lots

témoins n'a pas été appliquée. En effet, le dispositif utilisé permet de récu

pérer souvent 80 %d'adultes viables dans les témoins, mais ce chiffre a parfois

été plus faible. Il en va également de même avec les larves de moustiques pour

tant beaucoup plus faciles à manipuler.

Chaque dosage ou temps de contact a été testé sur 2 à 4

répétitions par essai. Le présent travail porte sur 4 séries d'essais échelonnés

sur presque une année et réalisés dans deux localités en Côte d'Ivoire avec

plusieurs espèces du complexe S. damno~.

Les formulations utilisées (Dimilin) ont été fournies par

Philips-Duphar. La plupart des tests ont été réalisés avec une poudre mouillable

à 25 %. Ce type de formulation a été choisi car les poudres mouillables ne sont

pratiquement jamais les fonnulations les moins efficaces. Cette observation a

été vérifiée avec la plupart des insecticides, qu'ils soient chimiques, biolo

giques comme le B. thuA~ng~e~~ H14, ou régulateurs de croissance. Il aurait

été regrettable de pratiquer les premiers essais avec un nouveau type d'insec

ticide peut-être très performant en utilisant une formulation d'efficacité mé

diocre.

Trois autres formulations expérimentales ont été testées.

Elles ont été introduites directement dans l'eau des gouttières en agitant

celle-ci. En effet, le diflubenzuron est très peu soluble et il peut se former

dans les solutions trop concentrées (au delà de 50 mg/l) des gros cristaux de

matière active qui diminuent généralement l'efficacité du produit (DUPHAR, comm.

pers.).

* , .%dé réduction d'emergence = 100 -
nombre d'adultes viab:es x 100
nombre de larves testees
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RESULTATS

Influence du temps de contact

On constate à travers lesrésultatsdes;trois séries d'essais (tableaux 1 à 4),

que d'une manière générale, l'efficacité du diflubenzuron a augmenté avec le

temps de contact. Pour une même quantité de produit appliqué, la réduction

d'émergence est passée respectivement de 9,6.à 81,9 ~ et 17,6 à 77,1 ~ (tableaux

2 et 4) lorsque le temps de contact a augmenté de 10 à 80 mn et de 80 à 320 mn.

Il existait entre les séries une variabilité importante dans les résultats obte

nus. Il a été nécessaire d'utiliser une concentration élevée et un temps de

contact prolongé pour obtenir dans le meilleur des cas une réduction d'émergence

de l'ordre de 80 ~.

Influence de la concentration

Même à de fortes concentrations, le diflubenzuron a présenté une efficacité

médiocre pour un temps de contact court (10 mn) (tableau 5). Une autre série

de tests réalisés avec un temps de contact de 80 mn et 5 concentrations s'éche

lonnant entre 0,0156 et 0,25 mg/l n'a pas permis d'obtenir plus de 25 %de

réduction d'émergence. Ces essais ont également confirmé la variabilité dans

les résultats, déjà mentionnée dans la série précédente.

Influence du stade larvaire

Les larves jeunes n'ont pas été plus sensibles à l'action du diflubenzuron que

les larves âgées (tableau 6). La mortalité des larves jeunes a augmenté lorsque

la concentration est passée de 0,8 à 6,4 mg/l pendant 10 mn, mais n'a pas dépas

sé 62 ~ au plus fort dosage.

Influence du temps de transit intestinal

En augmentant artificiellement le temps de transit intestinal, on augmente

légèrement l'efficacité (tableau 7). Toutefois, les niveaux de réduction d'émer

gence obtenus ainsi que leurs différences étaient trop faibles pour que l'on

puisse réellement conclure sur l'influence de ce facteur.
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Influence de la formulation

On observe entre les formulations des différences significatives d'efficacité

(tableau 8). Les meilleurs résultats sont obtenus avec le flowable 48 %mais

au plus fort dosage testé ; la poudre mouillable présente une efficacité presque

équivalente. Cette observation confirme la validité du choix de cette formula

tion pour la réalisation des premiers essais. La suspension liquide a une effi

cacité très faible quelle que soit la concentration testée.

DISCUSSION ET CONCLUSION

Au cours de ces essais il n'a jamais été possible d'obtenir

plus de 80 %de réduction d'émergence avec le diflubenzuron et ce, malgré un

temps de contact prolongé ou des concentrations élevées. Ces résultats contre

disent ceux obtenus sur S. v~ avec une formulation équivalente (respecti

vement 96 et 91 %de réduction d'émergence à 0,5 mg/l/15mn et 0,1 mg/l/1h, LACEr

et MULLA, 1977 toc. clt.). Les larves jeunes du complexe S. damno~ ne sont pas

plus sensibles que les larves âgées, contrairement à ce qui a également été

observé avec S. v~ (LACEr et MULLA, 1977 toc. c~t.). Chez les moustiques,

les larves jeunes de Cute~ ~g~~paipu4 ou d'Aede4 ~enio~hyncha4 sont plus sen

sibles que les larves âgées (RATHBURN et BOIKE, 1975), tandis que cette diffé

rence n'existe pratiquement pas chez Cute~ qu~que6a4c~~ et Anophet~ 9amb~e,

deux espèces à cycle de développement rapide (BUSVINE et al., 1976). Les larves

du dernier stade ont été choisies pour réaliser cette étude parce qu'elles sont

beaucoup plus faciles à manipuler et conduisent plus rapidement à l'obtention

d'adultes.

L'efficacité dépend de la formulation utilisée. Il s'agit

là d'un phénomène commun à tous les larvicides antisimulidiens et qui a égale

ment été observé pour le diflubenzuron avec les larves de simulies (LACEr et

MULLA, 1977 toc. ~t.) et de moustiques (MULLA et DARWAZEH, 1976),

Au cours de nos essais, la vitesse de développement des

larves et des nymphes traitées a toujours été identique à celle des lots témoins,

contrairement à ce qui a pu être observé avec des larves de C~ p~p~e~ pour les-

- 7 -



-.160 -

quelles le traitement semble entraîner un retard à la nymphose et à l'émergence

(HAJJAR, 1979). Le cycle de développement larvaire des espèces du complexe

S. damno4Um est très court (8 à 10 jours en moyenne pour 7 stades larvaires) et

la brièveté de l'intermue devrait favoriser l'action retard de ce produit. En

revanche, la rapidité du transit intestinal pourrait a priori représenter un

facteur défavorable, surtout dans le cadre de la présente étude où les larves

ont été soumises à une dose unique pendant un temps relativement court. Le fait

que les larves jeunes aient un transit 15 à 20 fois plus rapide que celui des

larves âgées (ELSEN, loc. cit.), peut expliquer qu'en fait elles ne soient pas plus

sensibles. L'augmentation de 30 et 60 mn du temps de transit chez les larves

âgées n'a semble-t-il pas permis l'assimilation d'une plus grande quantité de

matière active. Le blocage étant survenu après 10 mn de contact, le bol alimen

taire contenant le produit avait pu parcourir environ les 2/3 du tube digestif

dont l'estomac moyen. C'est d'ailleurs au niveau de ce dernier que s'exerce

l'action d'un autre produit actif par ingestion, la toxine du B. thuA~g~~
H14 (CHARLES et de BARJAC, 1983).

Il apparait peu probable, au vu de nos résultats, qu'il

suffise d'augmenter sensiblement le temps de contact pour obtenir une effica

cité permettant d'envisager l'utilisation de ce produit. L'exposition permanen

te des larves à de très faibles concentrations ferait appel à des formulations

à relargage progressif et à des techniques d'application qui n'existent pas

encore.

La méthodologie utilisée n'est pas à mettre en cause dans

la faible activité du dlflubenzuron sur les larves du complexe S. damno~. En

effet, avec cette méthode, les mêmes modalités de traitement des larves ont

donné avec d'autres insecticides, qu'ils soient chimiques ou biologiques, qu'ils

agissent par contact ou par ingestion, des résultats identiques à ceux obtenus

lors d'essais en rivière. La principale difficulté de ce type de test réside

dans la récupération systématique d'adultes viables. C'est sur eux qu'il nous

a semblé préférable de baser les résultats plutôt que sur les cocons nymphaux

vides contrairement à certains auteurs (LACEY et MULLA, 1977, 1978, lac. cit.).
En effet, le ~eul comptage des cocons vides, s'il est beaucoup plus simple, ne

permet pas de mettre en évidence l'action du produit lorsqu'elle s'exerce sur

l'émergence des adultes. Cette action, qui existe pour la plupart des insecti-
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cides régulateurs de croissance, peut même être prépondérante dans le cas des

mimétiques de l'hormone juvénile.

Les disparités observées dans certains de nos résultats

pourraient s'expliquer par le fait que les proportions d'adultes viables récol

tés dans les témoins ont été assez variables. Il en va de même avec les tests

sur les larves de moustiques dont la manipulation pose moins de problèmes. L'ab

sence de corrélation satisfaisante entre la dose et la mortalité ainsi qu'une

forte variabilité inter-tests s'observent également dans les tests sur larves

de moustiques (SCHAEFER et WILDER, 1912). La variabilité observée dans le pré

sent travail, si elle peut géner l'interprétation de certains résultats, n'em

pèche pas toutefois de constater le manque d'efficacité du diflubenzuron sur

les larves du complexe S. damno~.

Avant de conclure sur les perspectives d'utilisation de cet

insectic1de contre les larves des vecteurs de l'onchocercose, 11 était nécessaire

de tester l'efficacité de plusieurs autres formulations et de réaliser des essais

en rivière afin de confirmer nos observat1ons. Les résultats de ces essais ainsi

qu'une discussion sur les perspectives offertes par le diflubenzuron constitue

ront la deuxième partie de ce travail.

- 9 -



-' 162 -

SUMMARY ACTIVITY OF DIFLUBENZURON AGAINST S.damnosum COMPLEX LARVAE.
1. SOME FACTORS INFLUENCING THE EFFICACY.

RThe efficacy of Dimilin 25 %WDP was tested against

S. damno~um complex larvae, the vectors of onchocerciasis in West Africa.

Tests were carried out in a recirculating closed system with late instar

larvae.

The efficacy was dependent upon exposure time. The

mortality did not reach 65 %with a 10 mn exposure time, whatever dosa

ges used up to 6.4 mg/l. The highest mortality recorded (82 %) was rea

ched with a long exposure (80 mn) at a relatively low dosage (0.0625

mg/l). The young larvae were not more susceptible than mature larvae.

The efficacy of 3 experimental formulations was tested

and proved to be quite dependent upon formulation. New formulations

should be tested and river trials carried out in order to evaluate pros

pects really offered by diflubenzuron for use in onchocerciasis vector

control.

KEY WORDS

RESUME

diflubenzuron, onchocerciasis, vector control.

Le diflubenzuron présente dans l'ensemble une effica

cité médiocre contre les larves des vecteurs de l'onchocercose. Avec

un temps de contact court (10 mn), la mortalité reste faible quels que

soient les dosages utilisés. Elle augmente avec le temps de contact,

mais ni a jamais dépassé 82 %. Les larves jeunes ne sont p;:;:s plus sensi

bles que les larves âgées. Enfin, l'efficacité dépend de la formulation

utilisée.

MOTS CLES: diflubenzuron, onchocercose, lutte antivectorielle.
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Tableaux 1 à 4 - Influence du temps de contact.

Concentration (mg/l) 0 0,5 0,25 0,125 0,0625 0,0312
et temps de contact 5mn 10 mn 20 mn 40 mn 80 mn

%corrigé de 0 0 14,1 22 52,5 50,5
réduction émergence (66)' (158) (77) (106 ) (104 ) (138)

Tableau 1 - Série 1 , Touba 06-83, lot FUN 80-B08A
(temps de contact x concentration = 2,5)

Concentration (mg/l) 0 0,5 0,25 0,125 0,0625
et temps de contact 10 mn 20 mn 40 mn 80 mn

%corrigé de 35,2 9,6 12,4 19,3 81,9
réduction émergence (91)' (198) (199) (193) (162)

Tableau 2 - Série 2, Akakro 01-84, lot FUN 82-L03D
(temps de contact x concentration = 5)

Concentration (mg/l) 0 0,1 0,1 0,1 0,1
et temps de contact 10 mn 20 mn 40 mn 80 mn

%corrigé de 42,3 10,1 37,4 34,5 66,9
réduction émergence (71)' (154) (147) (196) (162)

Tableau 3 - Série 2, Akakro 01-84, lot FUN 82-L 03D
(temps de contact croissant, concentration constante)

l II

Concentration (mg/l) 0 0,0312 0,0156 0,0078 0,0625 0,0312 0,0156
et temps de contact 80 mn 160 mn 320 mn 80 mn 160 mn 320 mn

%corrigé de 23,3 8,7 44,5 24,4 17,6 47,5 77,1
réduction émergence (116)' (55) (68) (100 ) (57) (67) (85)

Tableau 4 - Série 3, Touba 02-84, lot FUN 82-L 03D
(temps de contact x concentration: l = 2,5 et II = 5)

, nombre de larves utilisées.
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~
0 0,1 0,25 0,5 1 1,5 2 4

S corrige (mg/l/10mn)
de réduction

d'émergence

Série 1, Touba 06-83 27,5 16,1 40,5 14,5 0 0
(131)- (93) (119) (172) (77) (83)

Série 2, Akakro 01-84 35,2 10,1 9,6 63,4
(91) (154) (198) ( 188)

Série 3, Touba 02-84 23,3 16,0 5,2 25,9 2,5
(116) (45) (55) (57) {5"

Tableau 5 - Influence de la concentration.
(temps de contact constant 10 mn)

~
0 0,1 0,4 0,8 1,6 3,2 6,4

S corrige (mg/l/10mn)
de réduction
d'émergence

Série 1, Touba 02-84 30,5 2,2 19,7 5,2
(206)- (582) (340) (480)

Série 2, Touba 04-84 23,5 18,8 21,9 46,0 61.7
(209) (127) (246) (231) (194)

Tableau 6 - Efficacité du dit'lubenzuron sur les larves jeunes (stades 3 à 5)
du complexe S~ damn04Um. (temps de contact 10 mn)

- nombre de larves utilisées.
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~
Témoin Normal Blocage 30 mn Blocage 60 mn

%corrige
de réduction
d'émergence

Série 1, Touba 06-83 7,5 0,7 4,9 1 1,2 13,8 !' 3,6
(0,125 mg/1/10mn) (161)· (102 ) (55) (43)

Série 2, Akakro 01-84 42,3 9,6 t 1,2 19,1 ! 2,3 19,4 ~ 2,2
( 0,5 mg/1/10mn) (71) (198) ( 122) (198)

Tableau 7 - Influence du temps de transit intestinal sur l'efficacité du
diflubenzuron. (temps de contact : 10 mn, larves de stade 7)

) 0 0,16 0,5 1,5

Formulation

Poudre mouillable 25 % 20 10,1 9,6 63,4
FUN 82-L03D (84)· (154) (198 ) (188 )

Flowable 48 % 23 57,0 62,9 73,0
FUN 83-J10A (39) ( 151) ( 105) (96)

Suspension concentrée 25 % 35,2 50,7 67,0 35,9
FUN 83-J21A (71) ( 158) ( 191) (103 )

Solution liquide 5 % 35,2 12,4 12,7 16,1
204042 (71) ( 155) (173 ) (103 )

Tableau 8 - Efficacité comparée (en %de réduction d'émergence) de quatre
formulations expérimentales de diflubenzuron.
(temps de contact : 10 mn, larves de stade 7)

• nombre de larves utilisées.
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INTRODUCTION

L'utilisation d'insecticides régulateurs de croissance

pourrait représenter l'une des solutions envisageables pour résoudre les pro

blèmes posés par la résistance aux insecticides organophosphorés apparue chez

deux espèces de simulies du complexe S~~ damno4um, les vecteurs de l'on

chocercose en Afrique de l'Ouest (GUILLET et al., 1985 a).

Les premiers essais à échelle réduite ont été réalisés avec

le diflubenzuron (Dimilin® ), choisi en raison de sa toxicité élevée pour les

larves de moustiques. Cet insecticide s'est avéré très peu efficace contre les

larves du complexe S. damno4um. Il faut un temps de contact relativement long

(1 à 5 h) pour obtenir une certaine efficacité mais les pourcentages de réduc

tion d'émergence observés n'ont jamais dépassé 80 %en dépit de concentrations

élevées (GUILLET et al.,toe. cit.). Ces résultats sont en contradiction avec

ceux obtenus sur S. v~ (LACEY et MULLA, 1977, 1978, RODRIGUES, 1982) dans

lesquels le diflubenzuron apparaissait comme un insecticide prometteur.

• Ce travail a bénéficié, dans le cadre des accords entre l'ORSTOM et l'OCCGE,
d'une subvention de l'Organisation Mondiale de la Santé •

•• ORSTOM - SSC - 70 à 74 route d'Aulnay - 93140 BONDY - FRANCE •

••• Institut Pierre Richet (IRTO) - BP 1500 - BOUAKE - COTE D'IVOIRE.
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La formulation est toujours un facteur essentiel de l'effi

cacité des larvicides antisimulidiens (JAMNBACK, 1968, GUILLET et ESCAFFRE, 1979).

Il en est de même pour le diflubenzuron (LACEY et MULLA, 1978 loc. cit., GUILLET

et al., loc. cil.). Afin de confirmer les résultats obtenus dans la première

partie de ce travail et pour tenter de sélectionner une formulation plus efficace,

onze nouvelles formulations expérimentales ont été testées et des essais en

rivière ont été pratiqués.

MATERIEL ET METHODES

Activité comparée des 12 formulations

Onze formulations nouvelles fournies par Philips Duphar ont été testées compa

rativement à la poudre mouillable sur des larves de stade 7, avec un temps de

contact de 20 mn, conformément au protocole mentionné dans la première partie

de ce travail. Ces formulations étaient des solutions (SL) et des suspensions

concentrées (SC) et Flow, contenant de 1 à 48 ~ de matière active et différant

entre elles par la taille des particules et la nature des solvants et agents

tensio-actifs utilisés. Les résultats ont été exprimés en pourcentage de réduc

tion d'émergence en comparant le nombre d'adultes récoltés viables au nombre de

larves initialement testées (GUILLET et al., 1985 b). Après un premier criblage

portant sur deux concentrations par produit et deux répétitions, la formulation

la plus efficace a été sélectionnée pour une évaluation complémentaire avec 4

concentrations s'échelonnant de 0,1 à 1 mg/l pendant 20 mn.

Essais en rivière

Ces essais ont été réalisés avec la poudre mouillable à 25 %car c'était la

seule formulation disponible en quantité suffisante. Trois biefs ont été sélec

tionnés sur une rivière de savane en Côte d'Ivoire. Les débits ont été mesurés

à l'aide d'un moulinet d'hydrologie (Ott OD ). Les traitements ont été effectués

avec un fût percé, déplacé d'une berge à l'autre, et contenant une quantité de

solution d'insecticide calculée pour s'écouler dans le temps de contact choisi.

Une minigouttière (ensemble de 8 descentes, GUILLET et al., 1985 c) a été placée

à l'aval de chaque bief traité et a~imentée par gravité, l'eau étant filtrée à

travers un voile de nylon pour éviter la colonisation de la gouttière par des

larves dérivant naturellement dans le bief. Quatre heures après le traitement, des
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larves de stade 7 ont été prélevées avec leurs supports naturels collectés dans

les parties médiane et aval des biefs traités afin de coloniser des plaquettes

métalliques placées dans les gouttières. 24 h après le traitement, les larves

ont été retirées des gouttières et placées dans un dispositif de récupération

des adultes. Le maintien pendant 24 h des larves dans le bief traité a permis

que se manifeste un éventuel effet retard des traitements. Les larves ont été

transférées dans les gouttières 4 h après le traitement afin d'éviter une colo

nisation possible des supports naturels par des larves dérivant depuis les zones

non traitées situées en amont, zones où ont été prélevées les larves des lots

témoins. Les résultats ont également été exprimés en pourcentages de réduction

d'émergence. Les trois biefs ont été traités le même jour:

- Bief 1: longueur 200 m environ, débit 1,2 m3/s, température de

l'eau 28° C, dosage 0,1 mg/l pendant 20 mn soit 480 g de

formulation par m3/s.

- Bief 2 Longueur 200 m environ, débit 2,3 m3/s, dosage 0,2 mg/l

pendant 10 mn soit 480 g de formulation par m3/s.

- Bief 3 longueur 150 m environ, débit 1,2 m3/s, dosage 0,5 mg/l

pendant 20 mn soit 2400 g de formulation par m3/s.

RESULTATS

On a observé entre les douze formulations testées des diffé

rences d'efficacité très significatives (tableau 1). Deux formulations ont été

sensiblement plus efficaces que les autres : les suspensions concentrée SC J21C

et Flow J19C.

Même avec une concentration de 1 mg/l pendant 20 mn, la for

mulation la plus efficace (Flow J19C) ne donne pas 100 %de réduction d'émer

gence (tableau 2). La mortalité larvaire, insignifiante après 24 h, a atteint

79 %à la concentration de 0,5 mg/l pendant 20 mn. Le pourcentage de mortalité

pendant la nymphose et l'émergence a varié de 20,6 à 57,1 %dans les lots trai

tés contre 8,8 %seulement dans les lots témoins. Ceci indique que l'effet léthal

du diflubenzuron s'exerce sur les larves au moment de la mue mais également sur
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les nymphes et à l'émergence des adultes.

La mortalité observée au cours des essais en rivière n'a

pas dépassé 41 %au plus fort dosage appliqué (0,5 mg/l pendant 20 Mn). Elle a

atteint au maximum 60 %et ce avec une concentration plus faible (0,2 mg/l)

et un temps de contact de 10 mn (tableau 3). L'efficacité dans la partie aval

des biefs traités a été nettement supérieure à celle observée dans la partie

médiane.

DISCUSSION ET CONCLUSION

L'efficacité du diflubenzuron varie significativement en

fonction de la formulation utilisée. Toutefois, elle demeure dans le meilleur

des cas nettement insuffisante. Le rôle important joué par la formulation est un

phénomène commun à tous les larvicides. Il avait déjà été signalé dans le cas du

diflubenzuron (LACEY et MULLA, 1978 to~. cit., GUILLET et al., 1985 a to~. cit.).
Le test complet réalisé avec la formulation la plus active ( Flow J19C) a démon

tré la relative fiabilité des résultats obtenus à partir d'un criblage avec

deux concentrations.

L'efficacité des traitements en rivière n'a pas dépassé 60 %.
Il est intéressant de constater que l'effet observé dans la partie aval des biefs

traités est nettement supérieur à celui observé dans la partie médiane. Ceci

peut s'expliquer par l'étalement de la vague d'insecticide qui entraine une expo

sition plus longue à des concentrations plus faibles au fur et à mesure que l'on

s'éloigne du point de traitement. Dans les essais réalisés en Amérique du Nord

avec la même formulation, les résultats obtenus ont été très variables, de médio

cres à 0,1 mg/l pendant 15 mn (MOHSEN et MULLA, 1982) à près de 98 %d'effica

cité à 0,2 mg/l pendant 60 mn (LACEY et MULLA, 1979).

La méthodologie utilisée pour l'évaluation des composés

régulateurs de croissance est un facteur très important qui peut conditionner

en partie les résultats obtenus. Les essais réalisés en rivière ont donné des

résultats tout à fait comparables à ceux obtenus avec le dispositif d'évaluation
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à échelle réduite utilisé au cours de ce travail. l'efficacité très limitée du

diflubenzuron contre les larves du complexe S. damno4um ne peut donc pas s'expli

quer par la méthodologie employée comme cela a été mentionné dans la première

partie de ce travail. Elle pourrait être le fait d'une moindre sensibilité des

larves du complexe S. damno4Wm par rapport aux espèces néarctiques, espèces qui

présentent également entre elles des différences de sensibilité significatives

(LACEY et MULLA, 1978 lac. elt., 1979 lac. elt.).

Tenant compte du rôle important joué par la formulation, il

aurait été préférable de réaliser les tests en rivière avec la formulation la

plus efficace. Malheureusement celle-ci n'était pas disponible en quantité suf

fisante. Les résultats obtenus avec le Flowable 5 ~ J21C sont tout à fait compa

rables à ceux obtenus par LACEY et MULLA (1977 lac. elt.) sur S. v~ (96 ~

de réduction d'émergence à 0,5 mg/l/15mn) avec une formulation cependant moins

efficace (poudre mouillable). Ces résultats ne permettent quand même pas d'envi

sager favorablement l'utilisation du diflubenzuron dans le cadre de la lutte

contre les vecteurs de l'onchocercose en Afrique de l'Ouest et ce, pour plusieurs

raisons

- la dose qui entraine 96 ~ de mortalité (0,5 mg/l/2Qmn) nécessiterait

l'utilisation de 12 litres de formulation pour traiter une rivière ayant un

débit de 1 m3/s, soit 40 à 80 fois plus que l'Abate actuellement utilisé.

- dans la lutte contre les vecteurs de filariose, dont la gravité des

manifestations est liée chez l'homme à un phénomène d'accumulation des piqûres

infectantes, il est indispensable d'obtenir une réduction des vecteurs proche

de 100 ~. Des traitements efficaces même à 95 ~ entraineraient le maintien d'une

transmission résiduelle supérieure au seuil épidémiologiquement acceptable (dans

le cas de l'onchocercose: moins de 1000 piqûres et de 100 larves infectantes

d'Onchoc~cia volvulu4 par homme et par an).

_ l'activité du diflubenzuron augmente avec le temps de contact. Il

n'existe pas encore de technique d'application et de formulations pour maintenir

en permanence une très faible concentration d'insecticide dans les rivières. Si

les progrès technol~giques permettaient de mettre au point des formulations

adéquates, de sérieuses difficultés persisteraient. Le débit des rivières est

souvent sujet à de bruques variations, notamment en saison des pluies, de ce

fait, il est difficile de maintenir les concentrations d'insecticide à un niveau
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constant. Par ailleurs, le développement des algues dans les eaux chaudes (25 à

30° C) est très rapide, ce qui pourrait géner voire empécher le relargage de

l'insecticide. Ce phénomène a été observé en Afrique de l'Ouest avec des blocs

de plâtre imprégnés d'insecticide (LE BERRE, comm. pers.) ou des bandelettes

imprégnées de téméphos (Ecopro~) (RAYBOULD, comm. pers.) qui se sont montrées

totalement inefficaces, constituant même rapidement des supports pour les larves.

En revanche, ce type de traitement donne de très bons résultats dans des eaux

plus froides en Amérique Centrale avec le téméphos (TAKOAKA et al., 1981), ainsi

qu'en Amérique du Nord avec l'Altosid<B) (THOMPSON et ADAMS, 1979).

- enfin, d'une manière plus générale, il serait beaucoup plus difficile

d'évaluer l'efficacité des traitements avec des régulateurs de croissance qui

ne tuent pas systématiquement les larves et n'empèchent pas la formation des

nymphes. L'évaluation ne pourrait plus se faire par contrôle direct dans les

gltes larvaires mais par capture de femelles piqueuses sur appât humain ou cap

tures sur plaques d'aluminium (BELLEC, 1976). Ceci supposerait un renforcement

du dispositif d'évaluation entomologique.

Il existe d'autres composés régulateurs de croissance ayant

une action comparable à celle du diflubenzuron ou des mimétiques d'hormones

juvéniles dont le plus connu est le méthoprène (Altosid). Un programme de cri

blage a été mis en place pour tenter de sélectionner des composés efficaces.

Les résultats de ce criblage feront l'objet d'une autre publication.
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ACTIVITY OF DIFLUBENZURON AGAINST S.damnosum COMPLEX LARVAE.
2. COMPARATIVE EFFICACY OF 12 EXPERIMENTAL FORMULATIONS AND

RESULTS OF RIVER TRIALS

The efficacy of 12 experimental formulations of diflu

benzuron was tested against S. damno6um complex larvae, the vectors of

onchocerciasis in West Africa. Their efficacy depended upon formulation

and the most effective was a 5 %flowable. However, the reduction in

adult emergence did not reach 95 %after 20 mn exposure at 1 mg/l. Liquid

solutions or "emulsions" were far the less effective.

A 25 %wettable powderwas tested under field conditions

and its efficacy did not reach 50 %after 20 mn exposure at 0.5 mg/l. The

results confirmed those obtained during screening in small scale evalua

tion procedure. The prospects for use of diflubenzuron in onchocerciasis

vector control are discussed and appeared to be very limited.

KEY WORDS

RESUME

diflubenzuron, formulations, onchocerciasis, vector control.

Douze formulations expérimentales de diflubenzuron

ont été testées. Leur efficacité dépend beaucoup de la formulation et ne

dépasse pas, dans le meilleur des cas, 95 % de réduction d'émergence des

adultes à la dose de mg/l pendant 20 mn.

Les essais en rivière ont confirmé les résultats mé

diocres obtenus au criblage. Les perspectives d'utilisation du difluben

zuron pour la lutte contre les vecteurs de l'onchocercose apparaissent

très limitées.

MOTS CLES: diflubenzuron, formulations, onchocercose, lutte antivectorielle.
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• nombre de larves utilisees.

~ 0,05 0,1 0,25 0,5 1
formulation mg/l/20mn)

Poudre mouillable 25 % 32,5 56,1
lot commercial (254)· (53)

SL 1 % J17C 60,0 23,9
(97) (127)

SL 5 % J14A 34,9
(93)

SL 5 %204042 0 17,3
(60) (98)

Fiow 5 % J19C 69,5 82,4
(98) (82)

Flow 48 % J10A 24,1 57,3
(73) (127)

Flow 48 % J19B 0 5,8
(71) (45)

SC 25 % J21A 49,8 37,5
(95) (101 )

SC 25 % J21B 9,1 47,9
(58) (47)

SC 25 % J21C 6,8 70,5
(69) (128)

SC 25 % J24A 28,2 12,8
(52) (56)

SC 25 % J24D 0 25,2
(75) (62)

Témoin 22,2
(210)

,

Tableau 1 - Efficacité comparée en %corrigés de réduction d'émergence
de 12 formulations de diflubenzuron sur des larves du complexe
S1.nkJ.Uum damno~.

(temps de contact 20 mn, larves de stade 7, lecture 8 jours
après le traitement)
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Concentration (mg/l/2Omn) 0 0,1 0,2 0,5 1

Nombre de larves utilisées 137 142 93 99 78

%mortalité 24 h 0 0 2,1 1 0
larvaire

totale 8,7 35,2 35,5 78,8 60,3

% de nymphose 91,3 64,8 64,5 21,2 39,7

%adultes non viables. 8,8 20,6 23,3 57,1 29

%adultes viables 61,3 25,3 21,5 2,0 5,1

% corrigé de 38,7 58,6 64,9 96,7 91,7réduction d'émergence

• calculé par rapport au nombre de nymphes formées.

Tableau 2 - Activité du diflubenzuron Flowable 5 %FUN 83 J19C sur des larves
de stade 7 de Sé.nv.r.U.um yahfl.YUle..

%corrigé de réduction d'émergence

Traitement Partie médiane bief traité Partie aval bief traité

Bief 1 8,3 29,5
0,1 mg/l/20mn (63)· (236)

Bief 2 26,2 59,5
0,2 mg/l/10mn (134) (108)

Bief 3 19,0 40,7
0,5 mg/l/20mn (73) (74)

Témoin 27,3
(88)

,
• nombre de larves utilisees.

Tableau 3 - Evaluation en rivière de l'efficacité de la poudre mouillable
25 %de diflubenzuron vis-à-vis des larves du complexeS~
damno~um. (larves de stade 7)
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EVALUATION DE L'ACTIVITE DE CINQ INSECTICIDES REGULATEURS DE CROISSANCE

SUR LES LARVES DU COMPLEXE S~U~ damno~um.
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EVALUATION DE L'ACTIVITE DE CINQ INSECTICIDES REGULATEURS DE CROISSANCE

SUR LES LARVES DU COMPLEXES~ damno~ ••

Pierre GUILLET ••

Jean Marc HOUGARD •••

Julien DOANNIO •••

Henri ESCAFFRE •••

Jacques DUVAL •••

INTRODUCTION

Depuis 10 ans, la lutte contre l'onchocercose en Afrique de

l'Ouest est basée exclusivement sur l'emploi de larvicides utilisés à un rythme

hebdomadaire sur près de 800 000 km2 pour détruire les larves de simulies appar

tenant au complexeS~ damno~um, vecteurs de cette maladie.

Deux espèces forestières du complexe S. damno~ ont déve

loppé une forte résistance au téméphos (GUILLET et al., 1980), puis au chIor

phoxim (KURTAK et al., 1982), ainsi qu'une résistance croisée à plusieurs autres

composés de la même famille (GUILLET et KURTAK, 1985). De ce fait, l'arsenal des
insecticides utilisables pour poursuivre le traitement des populations résistan

tes s'est considérablement restreint. Un insecticide biologique, le Bac~

thuA~g~e~ H14 a été utilisé avec succès, mais les performances des formula

·tions actuelles restent encore insuffisantes. L'utilisation des insecticides

régulateurs de croissance est apparue comme l'une des solutions envisageables

pour résoudre les problèmes posés par la résistance.

Le premier régulateur de croissance qui fut testé est le

diflubenzuron (Dimilin~. Plusieurs essais ont été réalisés avec une poudre

mouillable, tant à échelle réduite qu'en grandeur réelle, sans qu'il soit possi-

• Ce travail a bénéficié, dans le cadre des accords entre l'ORSTOM et l'OCCGE,
d'une subvention de l'Organisation Mondiale de la Santé •

•• ORSTOM - SSC - 70 à74 route d'Aulnay - 93140 BONDY - FRANCE

••• Institut Pierre Richet (IRTO) - BP 1500 - BOUAKE - COTE D'IVOIRE.
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ble d'obtenir plus de 80 %de réduotion d'émergenoe, même aveo des oonoentrations

élevées (jusqu'à 6 mg/l) etlou des temps de oontaot prolongés (jusqu'à 320 mn)

(GUILLET et al., 1985 a). Par la suite, 12 formulations expérimentales de oe

produit ont été testées, et la plus efficaoe d'entre elles n'a pas permis d'ob

tenir 100 %de réduotion d'émergenoe à 0,5 mgll pendant 20 mn (GUILLET et al.,
1985 b). Ces perrormances limitées ne permettent pas, dans l'état aotuel des

ohoses, d'envisager l'utilisation de oet inseotioide pour la lutte oontre les

veoteurs de l'onohooeroose.

De nombreux régulateurs de oroissanoe sont produits par

l'industrie depuis les années 1970. Certains d'entre eux ont été utilisés oontre

les larves de moustiques, et un nombre d'essais beauooup plus limité a été pra

tiqué oontre les larves de simulies. Le oomposé le plus oonnu reste le métho

prène (Altosid <B>" un mimétique d 'hormone juvénile utilisé avec suooès depuis'

quelques années, notamment pour le traitement des populations de moustiques

résistants aux oomposés organophosphorés (SCHAEFER et WILDER, 1972, 1973, SCHAE

FER et DUPRAS, 1973, MATHIS e~ al., 1975, SELF et al., 1978, RODRIGUES et WRIGHT,

1978, TEN HOUTEN, 1980, AXTELL et:. al., 1980). D'autres mimétiques d'hormone ju

vénile ont été également testés, notamment les aryl-terpénoldes (SCHAEFER et al.,

1976).

Les phénols substitués représentent un groupe aotif unique

ment sur les larves de stade 4 jeunes et ont un effet léthal au moment de la

nymphose (SCHAEFER et WILDER, loc. cit., SCHAEFER et al., 1974). Un autre groupe

important de régulateurs de oroissance est oelui des urées substituées qui per

turbent la formation de la ohitine et ont un effet léthal à la mue, au moment

de l'apolyse. Ce groupe comprend, en plus du diflubenzuron, des oomposés très

aotifs tels que le triflumuron (SIR 8514) et le SIR 6874.

Outre le diflubenzuron, deux régulateurs de oroissanoe ont

été testés sur des larves de simulies : le méthoprène et le triflumuron. Plusieurs

essais ont été réalisés en Amérique du Nord avec le méthoprène. Dans la plupart

des travaux, les résultats ont été obtenus aveo un temps de oontact très long

(soit 24 h, soit un contact permanent) et n'ont de oe fait pas beauooup de signi

fioation pratique (CUMMINGSet Mo KAGUE, 1973, GARRIS et ADKINS, 1974, DOVE et

Mo KAGUE, 1975, Mo KAGUE et WOOD, 1974). Plus réoemment, des essais de laboratoire

et de terrain ont montré que le méthoprène pouvait être effioaoe à la oonoentra-
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tion de 0,02 mg/l pendant 30 mn. L'efficacité varie en fonction de l'espèce

testée et de la formulation utilisée (THOMPSON et ADAMS, 1979). Des blocs relar

gant la matière active pendant 48 h ont également été utilisés avec succès (Mc

KAGUE et al., 1978). Le triflumuron en poudre mouillable s'est montré plus effi

cace que le diflubenzuron sur les larves de S. v~, de même que le SIR 6874

(LACEY et MULLA, 1978).

A la suite des essais réalisés avec le diflubenzuron, l'ac

tivité de cinq autres régulateurs de croissance a été testée sur les larves

du complexe S. damno~um.

MATERIEL ET METHODE

Les essais ont été réalisés conformément à la méthode décrite

par GUILLET et al. (1985 c). Seules des larves de dernier stade ont été utili

sées. Pour le contact, les larves fixées sur une plaquette métallique, ont été

introduites dans une gouttière alimentée en circuit fermé avec de l'eau de rivi

ère. Après le traitement, elles ont été placées dans un dispositif de mise en

observation. Un système de filet permet de récolter les adultes viables (capables

de voler), les adultes non viables et les larves mortes. Les filets sont visités

plusieurs fois par jour. L'observation est poursuivie jusqu'à ce que tous les

imagos aient émergé des nymphes formées dans le lot témoin. Deux à trois séries

d'essais ont été réalisées dans deux localités de Côte d'Ivoire: à Akakro, sur

des larves de S. yahe~e Vajime et Dunbar 1975, sensibles aux insecticides, et à

Touba, sur une population d'espèces de savane sensibles (S. damno~um 4.~., et S.
4~banum Vajime et Dunbar 1975) mélangées avec des espèces de forêt résistantes

(surtout S. 4ou~e~e Vajime et Dunbar 1975).

Le criblage préliminaire est habituellement réalisé avec un

temps de contact de 60 mn. Lorsque le produit montre une certaine efficacité, des

tests complémentaires sont entrepris avec un temps de contact de 10 mn seulement

qui correspond mieux aux conditions réelles d'utilisation. Quatre composés ont

été testés

- le méthoprène : deux formulations à 10 %de matière active ont été

fournies par Zoecon Corp., une suspension de microcapsules à relargage progressif

SR 10 et une poudre PS 10 dans laquelle la matière active est encapsulée dans une
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substance qui ne se dégrade qu'en milieu très alcalin. Le pH intestinal des

larves de simulies est lui-même très alcalin (UNDEEN, 1979). Les tests avec le

méthoprène ont été réalisés pour rechercher la combinaison concentration/temps

de contact donnant le meilleur résultat.

- le phénoxycarb, Ra 125 EC (Maag) en concentré émulsionnable à 12,5 %
de matière active. Comme le méthoprène, ce ph~noxycarbamate est un mimétique de

l'hormone juvénile.

- le triflumuron, SIR S514 (Bayer) en concentré émulsionnable à 6 %de

matière active. Ce produit, une urée disubstituée, est un inhibiteur de chitine

comme le diflubenzuron.

- enfin deux composés nouveaux fournis par Schering, OMS 2016 en poudre

mouillable à 50 %et OMS 2017 en poudre mouillable à 25 %.

Les résultats sont exprimés en pourcentage de réduction

d'émergence, en comparant le nombre d'adultes récoltés viables au nombre de

larves originalement testées. Ce pourcentage est corrigé par la loi de combinai

son des probabilités indépendantes (formule de Abbott)~ême quand il dépasse 20 %
dans les lots témoins (limite usuelle appliquée dans le cas des insecticides

conventionnels). En effet, le dispositif utilisé permet de récolter souvent

plus de sa %d'adultes viables, mais ce chiffre reste variable et parfois est

plus faible. Pour chaque dosage ou temps de contact, on pratique 2 à 4 répéti

tions par essai. Le nombre de larves utilisées n'est pas constant car il dépend

de la colonisation du dispositif d'évaluation par les larves et leur nombre est

difficile à ajuster.

RESULTATS

Méthoprène

Une efficacité totale a été obtenue avec la formulation SR 10 à la concentration

de 1 mg/l pendant 40 Mn. L'efficacité a diminué proportionnellement au temps de

contact (tableau 1). Les deux formulations testées, SR 10 et PS 10 ont présenté

sensiblement la même efficacité (respectivement 60,6 et 50,S %de réduction

d'émergence à 1 mg/l pendant 10 mn). Avec un produit temps de contact x concen-
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tration constant, l'efficacité a augmenté avec le temps de contact (tableaux 2

et 3). Avec un temps de contact constant (10 Mn), l'efficacité du PS 10 a varié

de 0 à 56,8 ~ pour des concentrations allant de 0,03 à 0,9 mg/l.

Phénoxycarb

A la concentration de 0,4 mg/l pendant 10 mn, ce produit a provoqué 100 %de

réduction d'émergence (tableau 4). Il a une action relativement similaire à celle

du méthoprène. La proportion de nymphes formées a été identique à celle des lots

témoins et la mortalité est survenue essentiellement au stade nymphal ou à l'émer

gence des adultes qui ne parviennent pas à s'envoler. On a observé une corrélation

satisfaisante entre la dose et la mortalité, et les résultats obtenus dans les

deux localités sont comparables.

Triflumuron

L'efficacité de ce composé s'est avérée très limitée. Il a fallu une concentra

tion de 2 mg/l pendant 10 mn pour obtenir une réduction d'émergence de 80 %(ta

bleau 5). La mortalité survient au stade larvaire ainsi qu'au stade nymphal.

OMS 2016

L'efficacité de ce composé a été médiocre. A la concentration de 1 mg/l pendant

60 mn, la réduction d'émergence était seulement de 70 à 80 % (tableau 6). Il

agit surtout sur les larves et on n'a observé pratiquement aucune mortalité au

stade nymphal.

OMS 2017

Ce produit a provoqué 100 %de réduction d'émergence à la concentration de

1 mg/l pendant 60 mn (tableau 7). Toutefois, avec un temps de contact court

(10 Mn), cette efficacité n'était plus que de 51,9 %. La mortalité survient

surtout au stade nymphal. On a pu noter une différence très significative dans

les résultats obtenus sur les larves sensibles aux composés organophosphorés

(Akakro) et sur celles résistantes (Touba). Dans ce dernier cas, lorsque la

concentration est multipliée par 9, la mortalité reste inchangée. Cette dernière

qui était de 100 %avec la population sensible, n'était plus que de 31 %avec

la population résistante à la même concentration.
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DISCUSSION ET CONCLUSION

Le méthoprène est beaucoup mois actif sur les larves du

complexe S. damno4Um qu'il ne l'est sur d'autres espèces de simulies telles que

S. ve-tecundum et S. venu.6twn (THOMPSON et ADAMS, toc.. cU. > ou S. c.a.naden.6e

(Mc KAGUE ~ al., toc. cit.>. Son efficacité augmente avec le temps de contact

comme cela s'observe généralement avec la plupart des régulateurs de croissance.

La concentration qui provoque 100 %de réduction d'émergence avec un contact de

courte durée est beaucoup trop élevée pour envisager une utilisation de ce pro

duit dans des conditions comparables à celles des insecticides conventionnels

tels que l'Abate. L'efficacité limitée du méthoprène vis-à-vis des larves du

complexe S. damno4Um pourrait s'expliquer par une moindre sensibilité compara

tivement aux espèces néarctiques. Parmi ces dernières, on observe déjà des dif

férences de sensibilité importantes (THOMPSON et ADAMS loc. eit.).

Le phénoxycarb présente une efficacité totale avec un temps

de contact court et une concentration relativement faible. Ses perpectives

d'utilisation restent limitées, du moins avec la formulation actuelle. En effet,

il faudrait utiliser 5 fois plus de formulation qu'avec l'Abate. Cependant il

n'est pas exclu qu'une autre formulation donne de meilleurs résultats.

Le triflumuron a une efficacité médiocre contrairement à ce

qui a été observé sur S.v~ (LACEY et MULLA, loc.. clt.). Il est difficile

de comprendre pourquoi cet inhibiteur de chitine est, de même que le difluben

zuron, aussi peu actif sur les larves du complexe S. damno~um alors qu'ils pré

sentent tous deux une toxicité remarquable pour les larves de moustiques et une

toxicité acceptable pour les larves de S. v~. Là encore, la formulation

peut en partie expliquer ce résultat. Parmi les formulations de diflubenzuron

testées, le concentré émulsionnable (LACEY et MULLA loc.. cU.) et les solutions

(GUILLET ~ al., 1985 bloc.. eit.> se sont avérées moins efficaces que les for

mulations particulaires. Toutefois, il est peu probable, au vu des résultats

obtenus, que l'un de ces deux composés soit suffisamment toxique pour espérer

pouvoir sélectionner une formulation utilisable.

Les deux composés fournis par Schering présentent tous deux
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une efficacité trop faible pour envisager la poursuite des essais. L'OMS 2011

a bien permis d'obtenir 100 %de réduction d'émergence avec un temps de contact

prolongé et une forte concentration. En revanche, avec un temps de contact court,

l'efficacité est médiocre. La différence observée entre la population sensible

et la population résistante aux insecticides n'a peut-être aucun lien avec le

phénomène de résistance. Il importerait toutefois de réaliser d'autres tests

comparatifs. En effet, il est intéressant de rappeler que certains enzymes im

pliqués dans les mécanismes de détoxification des insecticides organophosphorés

dégradent également l'hormone juvénile et certains de ses analogues. Ce serait

le cas des oxydases à fonction mixte (YU et TERRIERE, 1918), bien que leur rôle

soit contestable du fait de leur large spectre d'activité. Par ailleurs elles ne

semblent pas être impliquées directement dans la résistance aux composés organo

phosphorés chez les larves du complexe S. damno4Um (GUILLET et KURTAK, lac. ~t.).

En revanche, certaines carboxylestérases dégradent spécifiquement l'hormone

juvénile et/ou certain de ses analogues (de KORT et GRANGER, 1981). Le métho

prène par exemple, pourrait agir en bloquant la ou les estérases qui dégradent

naturellemnt l'hormone juvénile et permettent la nymphose (DOWNER et at., 1915).

Ce lien éventuel entre les estérases responsables de la résistance aux composés

organophosphorés chez les larves du complexe S. damna~um et celles responsables

de la dégradation de l'hormone juvénile ou de certains de ses analogues est

purement hypothétique mais méritait d'être proposé.

Aucun des produits testés au cours de ce travail n'a

présent~ une efficacité suffisante pour envisager une possibilité d'utilisation,

du moins avec les formulations actuelles. Il en est probablement de même avec

tous les mimétiques de l'hormone juvénile actifs surtout sur les larves âgées

(méthoprène et phénoxycarb). Les larves du complexe S. damno4Um ont un développe

ment asynchrone et continu avec 25 à 30 générations par an. Dans ce contexte,

leur traitement, à cet égard et à bien d'autres, pose des problèmes très diffé

rents du traitement annuel de la génération de printemps des espèces de simulies

néarctiques ou paléarctiques. Seule une formulation remarquablement efficace

permettrait, en augmentant les doses, de détruire les jeunes larves.

Certains des problèmes liés à l'utilisation des régulateurs

de croissance, tels que le degré rèquis d'efficacité des traitements, l'utilisa

tion de formulations à relargage progressif et l'évaluation de l'efficacité des

traitements, ont déjà été évoqués (GUILLET et at., 1985 b).

1
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Il existe d'autres insecticides qui ont un effet régu

lateur de croissance avec éventuellement une toxicité immédiate. C'est

le cas par exemple de l'avermectine qui présente un niveau d'efficacité

remarquable (GUILLET et a{., 1985 d). Un programme de criblage a été mis

en place en Afrique de l'Ouest pour tester les nombreux composés régula

teurs de croissance actuellement mis au point par l'industrie.
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SUMMARY The efficacy of five insect growth regulators against S.damnosurn
complex larvae;

FLve insect growth regulators were tested against late

instar s. damno~um larvae, the vectors of onchocerciasis in West Africa.

Methoprene (Altosid R ) was fully effective only with a long exposure

time (1 h) and a high dosage (1 mg/l) which are unsuitable for operational

use from technical and economical points of view. The efficacy of the two

formulations tested (S.R. 10 and P.S. 10) was identical.

Phenoxycarb (12.5 %EC), another juvenile hormone analog,

was fully active at a realistic dosage of 0.4 mg/l during 10 mn. The active

ingredient content of the formulation should be increased up to 20-25 % and

the efficacy tested against young instar larvae.

Triflumuron (SIR 8514, 6 %EC) and OMS 2016 (50 %WDP)

were quite ineffective and did not offer any prospects for use.

OMS 2017 (25 % WDP) was as effective as methoprene.

However, efficacy against organophosphate resistant populations was signi

ficantly reduced. This phenomenon should be investigated. None of the tes

ted formulations could be used as a larvicide for onchocerciasis vector

control.

KEY WORDS

RESUME

Insect growth regulator, onchocerciasis, vector control.

Aucune des cinq formulations de régulateurs de croissance

testées ne présente une efficacité suffisante pour envisager son utili

sation opérationnelle dans le cadre de la lutte contre les vecteurs de

l'onchocercose. Le phénoxycarb est toutefois relativement actif et une for

mulation plus concentrée devrait être testée.

MOTS CLES: régulateurs de croissance, onchocercose, lutte antivectorielle.
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Concentration (ma/l) 0 1 1 1 1 1
et tnpa de contact 511II 10 lin 201lII 11011II 80 lIlI\

Ncabre de larvea 118 76 106 83 50 52
uttUa"'a

• de nyaphoae 83,3 63 78,3 63,9 86 ....

• corris' de 27 ....,' 60,6 88,6 100 100
réduction d'émergence

Tableau 1 _ Altosld dO SR 10 - (concentration constante, temps crolasant).

Conoentration (-sil) 0 0,25 0,125 0,0625 0,0312
et temps de contaot 10 lin 2011D 11011II .80 IID

Ncabre de larves
83 77 120 75 82

utlUa"'a

• de nyaphose 89,2 70,1 51,6 85,3 63,11

• corrlg' de 15,1 511,1 80,3 71,7 72,7réduction d'.ergenoe

Tableau 2 - Altosld SR 10 - (produit temps de contact z concentration constant).

.....
a
1

Concentration (maIl) 0 1 0,5 0,25 0,125
et temps de contact 10 lIlI\ 201lII 11011II 8011II

NOIIlbre de larves
83 91 107 78 611utiUsHa

S de n)'lllphose 89.2 81.3 80.3 67.9 71.9

• corrlg' de 15,1 SO,8 67 68,3 81,6
réduction d'émergence

Tableau 3 - Altosld PS 10 - (produit temps de contact x concentration oonstant).

Toube 05-811, - 1 - Taube 05-811, - 2 - Akakro 11-SIl

Concentration 0 0,2 0,11 0,8 0 0,05 0,1 0.21 0," 0 0,01(mg/lltOllln ) 0,033 0.1 0.33

Nb. de larves .... 65 106 88 111 100 97 75
1

88 58 65 1117 125uttUsHS 121

S de n)'lllpholle 95,5 78,5 68 59 100 95 911.81 1 100 99 100 95 9785,2. 100
1

• corrig' de 1 1
réduction d'émergence ",5 98,5 100 100 20,7 50,81 90,9 i 96,31 100 27,6 "9 92,5 95.6 96,6

i

Tableau .. - Etticacit' du phénoxycarb (RO 125 • tC) aur les larves de dernier atade du ccapleze~ dA-K04UM.
(temps de contact 10 11II).
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Contaot 60 lIlI\ Contaot 10 lIlI\

Cono.ntration (111&/1) 0 0,1 0,33 1 0 0,1 0,33 1 2

Nombr. d. larv•• 137 123 121ut1l1des 79 137 88 101 106 911

S d. n)'lSphoa. 91,2 82,9 79,3 60,8 91,2 95,2 61,11 811,9 86,2

S 00,.,.11é d. 38,6 28,3 110,6 64,9 38,6 0 41,8 9,2 80,9réduot1on d'ém.rl.ne.

Tableau 5 - Eff1ca01té du tr1flumuron (SIR 85111, 6 SEC) .ur le. larv.s d. d.rnler stade du compl.x.~
d_o_.

Toube Akakro
oontaot 60 lIlI\ oontaot 60 lIlIl

Conc.ntration (111/1) 0 0,1 0,3 0,9 0 0,1 0,3 1

Noebr. d. l.rv.s 137 68 66 111 69 60 97 62utilisées

S de n)'lSphose 99,3 85,2 87,8 37,8 92,8 55,0 51,S ~8,1I

S corr11é d.
réduot10n d'émerlence 21,2 1111,0 59,6 82,3 37,7 111,1 68,5 68,9

Tabl.au 6 - Eff1caolté d'un nouveau composé r'gulateur de orolssanoe l'OHS 2016 (poudre moulllabl. 50 SI
sur 1•• larv.s de dern1.r stad. du complexe S~lium damno4UM.

Akakro Tauba Akakro
oontaot 60 lIlI\ oont.ot 60 lIlI\ contact 10 lIlI\

Cono.ntrat10n (111&/1) 0 0,1 0,3 1 0 0,1 0,3 0,9 0 0,1 0,3 1 2

Nombr. d. larv•• 69 38 123 57 137 52 72 1111 66 90 1110 80 911
utilisées

S d. n)'lSphose 92,8 36,8 53,7 811,2 99,3 96,1 100 89,11 80,3 91,0 72,1 68,8 78,7

S oorrllé da 37,7 62,0 89,6 100 21,2 31,7 113,7 31,1 27,3 22,0 32,2 51,9 22,4
réduot1on d'émerlenoe

Tabl.au 7 _ Efflcaclté d'un nouveau oomposé régulateur de crolssance l'CHS 2017 (poudre moulllable 25 S) sur
les larves de dernler stade du complexe Simu~ damno_.
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INTRODUCTION

La lutte contre les vecteurs de l'onchocercose

humaine en Afrique de l'Ouest repose exclusivement sur l'utilisa

tion de larvicides appliqués à un rythme hebdomadaire sur de très

vastes étendues (764 000 km 2 d'un seul tenant). Deux espèces du

complexe Simulium damnosum , les vecteurs de l'onchocercose, ont

rapidement développé une résistance au temephos (GUILLET et al.,

1980 ), puis au chlorphoxim (KURTAK et al., 1982) et enfin une

résistance croisée à la plupart des insecticides organophosphorés

(KURTAK et al., 1984, GUILLET et KURTAK, 1985). Il s'est alors avé

ré indis~ensable de sélectionner d'autres larvicides chimiques qui

ne présentent pas de résistance croisée avec les organophosphorés

ou même avec les organochlorés pour lesquels les larves du comple

xe s. damnosum peuvent également développer une forte résistance

(GUILLET et al., 1977).

Parallèlement aux recherches entreprises pour le

développement et l'utilisation de formulations à base de Bacillus

thuringiensis H14, un programme intensif de criblage de nouveaux

insecticides et de nouvelles formulations a été mis en place en

Afrique de l'Ouest. Les recherches se sont orientées entre autres

vers de nouvelles familles d'insecticides présentant un mode d'ac

tion très différent de celui des insecticides conventionnels.

x Ce travail a bénéficié d'une subvention de l'Organisation
Mondiale de la Santé.

}f}f ORSTOM - SSC, 70 à 74 route d'Alunay, 93140 BONDY - FRANCE

}f}f* Institut Pierre Richet (IRTO) - BP 1500 - BOUAKE - COTE D'IVOIRE
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Parmi celles-ci figurent en premier lieu les cornposés régulateurs

de croissance. Un certain nombre d'entre eux ont été testés et

se sont révélés beaucoup moins efficaces contre les larves du

complexe S. damnosum qu'ils ne le sont contre les larves de mouS

tiques (GUILLET et al., 1985 a, b et c).

Les avermectines représentent un type d'insecticide

tout à fait nouveau. Ce sont des lactones macrocycliques obtenues

par fermentation d'un actinomycète (Streptomyces avermitilis). Ces

substances sont remarquablement toxiques vis-à-vis des nématodes,

acariens et insectes (KATCHANSKY et al., 1983, PUTTER et al., 1981,

CHABALA et al., 1980, BURG et al., 1979). Elles sont entre autres

essayées comme microfilaricides contre un certain nombre d'espèces

de filaires animales et expérimentées chez l'homme pour le traite

ment de l'onchocercose (AZIZ et al., 1982, COULAUD et LARIVIERE,

1982, LARIVIERE et al., 1984).

Une formulation expérimentale a été développée pour

l'usage agricole (insecticide, nématicide et acaricide), l'Avermec

tine MK 936 ~, en concentré émulsionnable à 18 g/l de matière

active, conten~nt environ 80 % d'avermectine Bla et 20 % de Blb.

Cette formulation s'est montrée très toxique pour les larves

d'Aedes aegypti (CL 50 = 0,012 mg/l) et a un effet régulateur de

croissance avec une forte mortalité au cours du stade nymphal. Les

adultes issus de larves traitées à des doses sub-léthales (50-8~ %)

ne subissent aucune modification de leur capacité vectrice de

Molinema dessetae Bain (GUILLET et al., 1985d).

Dans la mesure où elles représentent un type d'insec

ticide tout à fait nouveau, les avermectines ont été testées contre

les larves de différentes espèces vectrices appartenant au complexe

S. damnosum. En outre, il était intéressant de vérifier dans quelle

mesure leur toxicité pouvait être affectée par la résistance aux

organophosphorés.

- 2 -
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MATERIEL ET METHODES

La formulation utilisée (concentré émulsionnable

18 g/l, lot L 676-863) a été fournie par le laboratoire de recher

ches sur les insectes affectant l'homme et les animaux (USDA,

Gainsville, USA).

Son efficacité a été testée en mesurant d'une part

l'activité larvicide, d'autre part, l'effet léthal au cours de la

nymphose et de l'émergence des adultes (effet régulateur de crois

sance). La méthode utilisée a été décrite par ailleurs (GUILLET

et al.,1985c loc. cit.). Les larves prélev~es sur leurs supports

naturels colonisent des plaquettes métalliques. Au moment du trai

tement, ces plaquettes sont introduites dans une gouttière fonction

nant en circuit fermé avec la formulation diluée dans 60 l d'eau

de rivière. Après un contact de la mn, les plaquettes sont enlevées

des gouttières de traitement et placées dans un système de déversoir

alimenté par gravité avec de l'eau de rivière (circuit ouvert). Des

filets permettent de récolter d'une part les larves mortes et les

adultes non viables qui sont emportés par le courant, et d'autre

part les adultes viables. Lorsque l'effet larvicide seul a été

mesuré, la lecture a été effectuée après 24h, 48h et 72h. Pour

l'effet régulateur de croissance, les adultes ont été récoltés

jusqu'à ce que toutes les nymphes des lots témoins aient émérgé.

Les résultats ont été exprimés en pourcentage de

réduction d'émergence en fonction du nombre d'adultes viables ré

coltés par rapport au nombre de larves traitées. Les pourcentages

de mortalité larvaire ou de réduction d'émergence ont été corrigés

en fonction des témoins par la loi de combinaison des probabilités

indépendantes (formule de Abbott). Les valeurs caractéristiques

(CL 50) ont été calculées avec un programme d'analyse-probit

(FINNEY, 1971) et l'intervalle de confiance donné au seuil de 95 %.
Pour chaque série d'essais, 4 à 5 concentrations ont été testées

avec 2 à 4 répétitions par concentration. Ces tests ont été réali

sés d'une part avec une population larvaire mixte d'espèces sensi

bles et résistantes aux organophosphorés (S. damnosum s.s. et

S. soubrense) et d'autre part avec une population d'une espèce sen

sible (S. vahense).

- 3 -
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RESULTATS

L'Avermectine siest avérée très toxique pour les

larves du complexe S. damnosum. Les larves jeunes (stades 4 et 5)

ont été nettement plus sensibles que les larves âgées (stades 6 et

7) (tableau 1). Lorsque la concentration est supérieure à 0, 011 mg/l

pendant la mn, le produit a été très irritant et a eu un effet

léthal très rapide. En revanche, aux concentrations plus faibles,

la mortalité a évolué lentement jusqu'à 72h après le contact. Entre

24h et 72h, on a relevé une nette diminution de la CL 50 (tableau 2) .

L'Avermectine a agit également COmme régulateur de

croissance en provoquant une forte mortalité chez les nymphes issues

des larves survivantes (tableaux 3 à 5). La mortalité totale (larvai

re + nymphale) a été 4 fois plus élevée que la seule mortalité la~

vaire (CL 50 réduction d'émergence = 0,001 mg/l/1Omn contre 0,0037

mg/l/1Omn pour la mortalité larvaire) (tableaux 2, 3 et 5) •

DISCUSSION - CONCLUSION

L'Avermectine agit sur les larves de simulies comme

un insecticide conventionnel et a en outre un effet régulateur de

croissance qui se manifeste au cours du stade nymphal. Le même type

d'action a également été observé chez les larves de moustiques

(GUILLET et al., 1985d loc. cit.). Cette formulation d'Avermectine

figure parmi les plus toxiques jamais testées sur les larves du

complexe s. damnoscrù. seuls, certains pyréthrinoïdes tels que la

deltaméthrine ou l'alphaméthrine ont une toxicité équivalente (DE-

JOUX et GUILLF-T,1980 , HOUGARD, non publié) .

Les avermectines, du fait de leur large spectre d'ac

tivité, seraient probablement toxiques pour beaucoup d'organismes

non cibles associés aux larves de simulies dans les eaux courantes.

La matière active elle-même a une toxicité mammalienne élevée (CL 50

orale chez la souris = 13,6 mg/kg) bien que la toxicité de la formu-

- 4 -
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lation soit plus faible (650 mg/kg). Cette dernière reste toutefois

au-dessous du seuil généralement admis qui est de l 000 mg/kg. Cette

formulation a quand même été testée dans la mesure où les phénomènes

de résistance aux insecticides pourraient amener les responsables

de la lutte à reconsidérer progressivement les critères d'acceptabi

lité des formulations utilisées contre les populations résistantes.

Lorsque les meilleures formulations de B. thuringien

sis Hl4 actuellement testées sur le terrain seront commercialisées,

leur emploi devrait dans un proche avenir être généralisé pour les

traitements de saison sèche (période de basses eaux), tandis que les

larvicides chimiques ne seraient plus utilisés que ponctuellement,

dans l'espace et dans le temps, en période de hautes eaux. Une alter

nance judicieuse entre le B. thuringiensis H14 et les larvicides

chimiques, tenant compte de la recolonisation des biefs par les orga

nismes non cible dérivant depuis les petits affluents non traités,

devrait permettre, là où les phénomènes de résistance l'imposent,

l'emploi ponctuel de larvicides plus toxiques que l'abate.

L'efficacité de l'Avermectine devrait être testée au

cours d'essais en rivière et son effet sur les invertébrés aquati

ques étudié avec soin. Etant donnée la toxicité de ce produit, la

mise en oeuvre de ces essais devrait être soumise à l'approbation

d'un comité d'éthique. Ces essais permettraient d'évaluer les possi

bilités d'utilisation ponctuelle pour le traitement de populations

résistantes en période de hautes eaux. Notons toutefois que du fait

de la toxicité de la matière active et de son large spectre d'acti

vité, les perspectives d'utilisation apparaissent a priori très

limitées.
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SUMMARY

Avermectine MK 936 (18 g/l EC) was one of the most

effective larvicide ever tested against S. damnosum complex larvae,

the vectors of onchocerciasis in West Africa. This insecticide is

working as an insect growth regulator and the LC 50 and LC 95 were

respectively 0.00097 and O,0027mg/l based on the reduction of adult

emergence after a 10 mn exposure time. Its efficacy should be tested

under field conditions and its toxicity against non target organisms

carefully assessed. However, due to its broad spectrum and high le

vel of activity, the prospects for spraying Avermectine in the rivers

for onchocerciasis control appears to be a-priori very limited.

KEY WORDS

RESUME

Avermectine, larvicide, onchocerciasis, vector control.

L'Avermectine est l'un des larvicides les plus toxi

ques jamais testés contre les larves du complexe S. damnosum, les

vecteurs de l'onchocercose en Afrique de llOuest. Elle agit comme

un insecticide régulateur de croissance. Les perspectives d'utili

sation ponctuelle de l'Avermectine contre les populations résistan

tes aux organophosphorés apparaissent très limitées du fait de sa

toxicité et de son large spectre d'activité.

Mars CLES Avermectine, lêrvicide, onchocercose, lutte.
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Concentration % corrigés de mortalité des larves

(mg/l/1Omn) Larves jeunes Larves âgées Total
stades 4 et 5 stades 6 et 7 stades 4 à 7

0,001 100 (11) x 30 ( 200) 34,9 ( 211)

0,0033 92,9 (75) 38,2 ( 151) 57, l (226 )

0,01 94,9 (42) 87,5 (118) 89,5 (160)

0,033 100 (37) 99,2 (138) 99,4 (175 )

0, l 100 (5 ) 99,3 (167) 99,4 (172)

0 6,1 (33) 12,2 (82) 10,4 (115)

CL 50 0,0038 0,0029

(34-43 ) (24-35)

Tableau l - Activité immédiate de llAvermectine sur les larves

de Simulium vahense.

(contact 10 mn, lecture après 48h, température 24°C,
turbidité de 11 eau < 5 JTU)

~ ( ) nombre de larves testées

Concentration % corrigés de mortalité des lary-es

(mg/l/1Omn) 24h 48h 72h

0,0019 6,5 24 38,5

0,0037 17,2 39,7 45,7

0,011 74,6 88,1 89

0,033 96,4 99,3 99,3

CL 50 0,0075 0,0046 0,0037

(60-80) (40-49 ) (30-40)

Tableau 2 - Evolution de la mortalité des larves de S. yahense

24h, 48h et 72h après le t~aitement.

(larves âgées de stades 6 et 7, contact 10 mn,
température 26°C, turbidité de l i eau <.5 JTU)

- 7 -



Concentration 0 0,0003 0,0006 0,0012 0,0024 0,0048
(mg/l/lQnn)

Nb. de larves testées 86 154 63 83 107 118

% de nymphose 90,7 74 63,5 28,9 10,3 0,8

% de mortalité nymphale 15,4 15,8 32,5 29 72,7 100

% corrigé de réduction 23,3 18,6 43,9 73,1 89,9 100
d'émergence

Tableau 3 - Activité de l'Avermectine sur un mélange de larves de stades 6 et 7
de s. d~nnosum s.s. sensibles et s. soubrense résistantes aux insecticides organophosphorés.

(temps de contact 10 mn, lecture en fin d'émergence).

CL réduction d'émergence à 50 % = 0,00097 mg/l/lQnn (0,00095-0,0010).

Concentration
larves jeunes larves âgées

(mg/l/lQnn) 0 0,0006 0,0012 0,0024 0,0048 0 0,0006 0,0012 0,0024 0,0048

Nb. de larves testées 97 47 85 86 62 137 74 122 103 102

% de nymphose 81,4 59,6 12,9 9,3 0 99,2 70,2 33,6 48,5 20,5

% de mortalité nymphale 17,7 89,3 63,6 100 - 20,6 63,5 87,8 100 95,2

% corrigé de réduction 33 90,4 93,0 100 100 21, l 67,4 94,8 100 98,7d'émergence

Tableau 4 - Activité comparée de l'Avermectine sur des larves jeunes (stades 2 à 5) et âgées (stades 6-7)
de s. damnosum s.s. sensibles et S. soubrense résistantes aux insecticides organophosphorés.

(temps de contact 10 mn, lecture en fin d'émergence).

N
o
0'1

1
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Concentration 0 0,001 0,0033 0,01
(mg/l/lQ-nn)

Nb. larves testées 155 277 344 254

% de nymphose 100 74,7 8 3,5

% mortalité nymphale 32,9 44,9 39,3 -
% corrigé réduction 32,9 50,0 95,2 99,4

d'émergence

Tableau 5 - Activité de l'Avermectine sur des larves de stades
6 et 7 de s. yahense sensibles aux insecticides
organophosphorés.

(lecture en fin d'émergence)

CL réduction émergence à 50 % = 0,0010 mg/l
(0,00098-0,0012 )
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INTRODUCTION

La lutte contre les moustiques, qu'il s'agisse d'espèces

vectrices de maladies ou responsables de nuisances, se heurte fréquemment

aux problèmes posés par le développement des phénomènes de résistance aux

insecticides. Les responsables d'opérations de· lutte sont souvent amenés

à rechercher de nouveaux insecticides ayant si possible un mode d'action

radicalement différent de celui des insecticides conventionnels, ne pré

sentant donc pas de phénomène de résistance croisée. C'est le cas des

avermectines, lactones macrocycliques, obtenues par fermentation d'un

actinomycète (St~eptomyce~ ave~m~~). Ces substances ont un large

spectre d'activité filaricide, insecticide et acaricide (BURG et al., 1979,

CHABALA et al., 1960, PUTTER et al., 1981, KATCHANSKY et al., 1983).

Les avermectines sont actives notamment sur les microfi-

laires d'Onchoce~ca volvulu~, l'agent de l'onchocercose humaine (AZIZ et

al., 1982, COULAUD et LARIVIERE, 1982, ROUGEMONT, 1982, LARIVIERE et al.,

1984, PROD'HON et al., 1984). Les microfilaires d'autres espèces telles

que V~o6ila~~ ~m~~ (ANANTAPHRUTI et aL, 1983, BLAIR et aL, 1983),

Onchoce~ca üenaw et B~ug~ pahang~ (DEVANEY et HOWELLS, 1984), V~peta

lonema ~econd~um (LINDEMAN et al., 1983), sont également très sensibles.

* ORSTOM - SSC - 70 à 74 route d'Aulnay - 93140 - BONDY - FRANCE
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Elles agissent également sur les larves de stade 3 de V. Lmm~ (BLAIR

et CAMPBELL, 1980, BLAIR et al., 1982).

Les avermectines sont aussi très toxiques contre les

acariens (tiques, sarcoptes) et les insectes. Elles peuvent agir soit

directement sur les parasites internes tels que les larves d'oestridae

(oestres et hypodermes) (DRUMMOND et al., 1985), soit comme systémique.

cette action systémique a été mise en évidence avec des glossines gorgées

sur chèvres ou lapins traités (DISTELMANS et al., 1983, Anonyme, 1984) et

aussi avec des moustiques gorgés sur homme traité avec l'ivermectine

(HOUGARD et PROD'HON, 1985).

Dans tous les cas, les avermectines agissent à des doses

très faibles, mais beaucoup plus lentement que d'autres filaricides ou

insecticides. Il était donc intéressant de tester leur activité sur les

larves de moustiques. Par ailleurs, tenant compte de leur toxicité remar

quable pour les larves de filaires (microfilaires et stades infestants),

on a recherché si elles n'avaient pas d'influence sur la capacité vectrice

de moustiques issus de larves traitées à des doses subléthales (DL : 60 à

85 %). Cette étude a été réalisée avec la filaire MoiLnema de~~etae (Bain,

1973) du rongeur P~oee~y~ o~~ transmise par Aede~ aegyp~.

MATERIEL ET METHODES

La formulation utilisée était l'Avermectine MK 936 B1

en concentré émulsionnable à 18 g/l (lot L 676-863) fournie par le Labora

toire de Recherches sur les Insectes affectant l'Homme et les Animaux

(Gainsville, USA). La matière active a une DL 50 orale chez la souris de

13,6 mg/kg et la formulation de 650 mg/kg. La formulation contient environ

80 %d'Avermectine B1a et 20 % de B1b.

L'activité insecticide a été testée sur des larves

d'A. aegyp~~ souche Gkep (originaire du Ghana) du quatrième stade larvaire.
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Les larves ont été exposées pendant 24 h par lots de 25 dans des gobelets

contenant 200 ml d'eau bipermutée, sans nourriture. Elles ont été ensuite

rincées et mises en observation jusqu'à ce que toutes les nymphes aient

éclos ou soient mortes. Les adultes viables ont été récoltés quotidienne

ment.

Les résultats ont été exprimés d'une part en pourcentages

de mortalité des larves, d'autre part, en pourcentages de réduction d'émer

gence en fonction du nombre d'adultes viables récoltés par rapport au nom

bre de larves traitées. Les résultats ont été corrigés en tenant compte des

lots témoins avec la loi de combinaison des probabilités indépendantes

(formule de Abbott). Trois essais successifs ont été réalisés, chaque essai

comprenant 6 concentrations avec 4 lots de 25 larves par concentration.

Les valeurs caractéristiques (CL 50 et CL 95) ont été calculées avec un

programme d'analyse-probit (FINNEY, 1971) et leurs intervalles de confiance

donnés au seuil de 95 %.

Afin d'étudier l'influence de l'Avermectine sur la trans

mission de la filaire, nous avons dans un premier temps testé la capacité

vectrice de notre souche de référence (Bora Bora), comparativement à la

souche Gkep fournie par le Muséum d'Histoire Naturelle de Paris. Des lots

de femelles ont été gorgés 4 jours après l'émergence sur des hôtes filariens.

Les femelles des deux souches ont été gorgées sur le même hôte entre 12 h

et 14 h, cette période correspondant au pic diurne de la microfilarémie

(PETIT et ai., 1977). La microfilarémie a été contrôlée avant le premier

repas infestant par ponction de 10 pl de sang au sinus oculaire. Les femel

les de moustiques en état de réplétion ont été sélectionnées et conservées

pendant 25 jours à 25° C. Tous les deux jours pendant 15 jours, un cobaye

a été placé sur les cages. Au delà, les femelles ne sont plus nourries que

de jus sucré. Au 25ème jour, les femelles ont été disséquées dans de l'eau

physiologique, tête, thorax et abdomen séparément. Cet essai a été répété

trois fois.

Pour l'étude de l'influence de l'Avermectine, des lots

de 1500 larves de stade 4 ont été exposés pendant 24 h à des doses sublé-
, -2 -2 -2thales, respectivement a 1 x 10 ,2 x 10 et 4 x 10 mg/l.
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Les adultes issus des lots traités, ainsi que ceux des lots témoins, ont

été séparés en deux groupes en fonction de leur date d'émergence et gorgés

sur hôte filarien au plus tard 4 jours après. La procédure suivie ensuite

a été celle décrite plus haut.

L'Avermectine a présenté une toxicité relativement élevée

pour les larves d'A. aegypti avec une CL 50 et une CL 95 respectivement de

0,027 (0,023 - 0,031) et 0,28 (0,20 - 0,41) mg/l. L'effet toxique du pro

duit ne s'est maniresté qu'après un délai de 24 h et de façon très progres

sive. La mortalité au stade nymphal a été importante, notamment aux faibles

concentrations où elle dépasse la mortalité larvaire (tableau 1). Les con

centrations léthales qui ont provoqué respectivement 50 %et 95 % de ré

duction d'émergence ont été de 0,012 (0,011 - 0,013) et de 0,047 (0,040 

0,056) mg/l.

Contrairement à la souche Gkep, la souche Bora Bora n'a

pas transmis M. d~~~etae (tableau 2). Les femelles se sont pourtant bien

gorgées; le niveau auquel s'erfectue le barrage n'a pas été recherché.

Les femelles issues de larves traitées à des doses

d'Avermectine provoquant 60 à 85 %de réduction d'émergence ont eu une

capacité vectrice identique à celle de femelles provenant de larves non

traitées. Le nombre moyen de stades infestants (larves de stade 3 dans la

tête) et leur proportion par rapport au nombre total de stades évolutifs

ne sont pas significativement différents dans les lots traités et dans les

témoins (tableaux 3 à 5). Lors de la troisième expérimentation, le nombre

moyen de stades inrestants a été inférieur dans le lot traité, mais l'ef

fectif (8) était trop faible pour que la différence soit significative

(tableau 5).
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DISCUSSION ET CONCLUSION

L'Avermectine présente une double action sur les larves

de moustiques. Elle a d'une part une toxicité pour les larves, qui se ma

nifeste plus lentement que celle des insecticides conventionnels, et d'au

tre part, un effet retard qui se manifeste sur les nymphes plusieurs jours

après le traitement. On peut à ce titre la considérer comme un insecticide

régulateur de croissance. Un effet analogue a été montré chez les larves

de simulies (GUILLET ~ al., 1985).

Si l'on tient compte de la toxicité relativement élevée

de la formulation et de son spectre d'activité, ses perspectives d'utili

sation dans les milieux aquatiques naturels où se développent les larves

de moustiques apparaissent relativement limitées. Toutefois, dans certains

milieux clos comme les gîtes larvaires hypogés à Culex p~Len~ p~Len~ et

C. quLnque6a~e~u~, l'utilisation de produits relativement toxiques pour

rait être envisagée. La résistance au Dursban ~ (chlorpyrifos) touche un

nombre sans cesse croissant de populations de moustiques urbains et il est

indispensable de sélectionner des insecticides de remplacement aussi per

formants. La toxicité et la rémanence de l'Avermectine dans ce type de

gîtes devrait être évaluée. Il est par ailleurs peu probable qu'existe une

résistance croisée avec les insecticdes conventionnels. Dans le cas des

simulies, la résistance aux organophosphorés n'affecte pas l'efficacité de

l'Avermectine (GUILLET ~ al., loe. eLt.).

La spécificité de la souche Gkep dans la transmission

de M. de~~~ae déjà mentionnée par PETIT ~ al. (loe. eLt.), a été confir

mée au cours de cette étude. En revanche, le nombre moyen de larves infes

tantes après 25 jours a été significativement plus élevé que celui mention

né par ces auteurs (8-11 contre 5-7).

Les avermectines, bien qu'agissant à des doses infinité

simales sur les larves de filaires (50 fg, BLAIR et CAMPBELL, loe. eLt.)

et d'insectes (0,1 pg chez les oestres, DRUMMOND, loe. eLt.), n'ont eu,
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dans le cadre de cette étude, aucun effet sur le pouvoir vecteur de mousti

ques issus de larves traitées. La matière active ne doit pas passer chez

l'adulte, ou alors en quantités insuffisantes pour affecter le développement

des larves de M. de~~etae. L'effet des insecticides sur la capacité vec-

trice d'insectes issus de larves traitées n'a jamais été mis en évidence,

mais peu de travaux ont été réalisés sur ce sujet (PRASITTISUK et ai., 1982,

KARCH,1984 avec la transmission de Pia~mod~ yoetLL par Anophel~ ~~ephen~~).

Bien qu'aucun effet sur la transmission n'ait été mis en

évidence, ce type d'étude réalisée avec le modèle M. de~~etae-P. o4i~-A.

aegyp~~ pourrait être repris avec d'autres modèles, notamment Aede~ poiy

n~~en~~ ou Culex quLnque6a~eLatu~, vecteurs de Wuehe~~La bane~o6~,

gorgés sur appât humain filarien. Si la capacité vectrice d'adultes issus

de larves traitées à des doses provoquant 80 à 90 %de mortalité était

altérée, cela permettrait d'envisager l'utilisation des insecticides à des

doses 2 à 4 fois plus faibles, et donc de limiter leur impact sur l'envi

ronnement. Une telle hypothèse, bien que peu vraisemblable, mériterait

d'être vérifiée.
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SUMMARY

The toxicity of Avermectine was tested against fourth

instar Aedes aegypti larvae. The LC 50 and LC 95 were respectively

0,012 and 0,047 mg/l based on the reduction of adult emergence.

This compound was toxic also against pupae and was working as an

insect growth regulator.

Due to its broad spectrum and high level of activity,

Avermectine could probably not be used as a larvicide against moS

quitoes in most of their breeding places. However,its activity and

residual efficacy should be tested in highly polluted water against

Culex quinquefasciatus larvae as a replacement insecticide for the

treatment of Dursban (chlorpyrifos) resistant populations.

The exposure of larvae to Le 60-85 (24h exposure) did

not affect the transmission of Molinema dessetae by females emerged

from surviving larvae.

KEY WORDS

RESUME

Avermectine, A. aegypti, larvicide, M. dessetae,
transmission.

L'Avermectine agit à très faible dosage sur les

larves dIA. aegypti comme un insecticide régulateur de croissance.

Le traitement des larves à des concentrations provoquant 60 à 85 %

de réduction d'émergence n'affecte pas la transmission de M. desse

tae par les femelles issues des larves survivantes.

Mars CLES Avermectine, A. aegypti, larvicide, M. dessetae,
transmission.
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Concentration (mg/l)

0 0,09 0,023 0,009 0,0056 0,0045 0,0014

% mortalité 5 78 49,8 31,2 15,2 19,4 2,8
larvaire

% mortalité 19 22 33,2 16,8 21,8 17,6 16,2
nymphale

% réduction
émergence

- brut 24 100 83 48 37 37 19

- corrigé - 100 77,6 31,6 17,1 17,1 0
..

Tableau 1 - Activité de llAvermectine MK 936 sur les larves de
stade 4 dlAedes aegypti souche Gkep et sur llémergence
des adultes.

(résultats d1un triple essai, chaque essai portant sur
4 répétitions de 25 larves par concentration)

Nombre moyen de stades

Série Sujet Microflarémie infestants dans la tête

(mf/10 p.l sang)
Gkep Bora Bora

1 1 413 7,7 (25) ~ 0 (17)

2 1 320 4,9 (18) 0 (16)

3 2 377 8, a (22) 0 ( 21)

~ nombre de femelles de moustiques disséquées.

Tableau 2 - Nombre moyen de larves infestantes de Molinema dessetae
transmises par deux souches différentes dlAedes aegypti
gorgées sur proechimys oris infestés.
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Tableaux 3 à 5 - Infestation comparée par Molinema dessetae de femelles d'Aedes aegypti souche Gkep
provenant de larves non traitées et de larves traitées pendant 24h avec l'Avermectine
à trois concentrations différentes.

(les femelles ont été disséquées 25 jours après le repas infestant)

traité ( B) témoin (A)

lot microfilarémie
(mf/10 pl sang) moyenne

}l:
moyenne % dans moyenne moyenne % dans

L2 + L3 L3 tête tête L2 + L3
JE L3

tête tête

hôte l 347 19,5 9 JEJfx: 13,8 11,2
(18)JEJE 46,2 + 5,3 ( 22) 66,4 + 5,4

hôte 2 378 20,7 8,9 17,7 10, l
(25) 43,3 + 4,4 (l8) 57, l + 5,5- -

JE tête + thorax + abdomen
xx nb. de moustiques disséqués
xxx intervalle de confiance 95 %

(A)
( B)

% de réduction d'émergence
% corrigé de réduction d'émergence

20,7
59,9

Tableau 3 - Première série d'essais traitement à 0,01 mg/l pendant 24h.



traité (B) témoin (A)
microfilarémielot (mf/ID pl sang) moyenne moyenne ~ dans moyenne moyenne 10 dans

L2 + L3
3l: L3 tête tête L2 + L3

3l: L3 tête tête

hôte l 456
° 15, l 10,8 ~ Il, l 8
(19)}f]f 71,5 + 5,3 (18) 72, l + 6,3- -

hôte 2 384 15,7 9,3 17 10,5
(19) 59,2 + 5,7 (19) 61,8 + 5,4

(A) ~~ réduction d'émergence = 14,2
(B) % corrigé de réduction d'émergence = 66,4

o Tableau 4 - Deuxième série d'essais
1

traitement à 0,02 mg/l pendant 24h.
1\)
1\)
1\)

traité (B) témoin (A)

lot
microfilarémie
(mf/ID pl sang) moyenne moyenne I~ dans moyenne moyenne '10 dans

L2 + L3
3l: L3 tête tête L2 + L3

3l: L3 tête tête

hôte 2 329 14,5 8,9 ~ 17,5 12,2
(8) 3l:3l: 61,4 + 9 ( 20) 69,7 + 4,9

(A) % de réduction d'émergence = 26,4
(B) % corrigé de réduction d'émergence = 85,3

Tableau 5 - Troisième série d'essais

* tête + thorax + abdomen
xx nb. de moustiques disséqués
xxx intervalle de confiance 95 %

traitement à 0,04 mg/l pendant 24h.
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Endotoxin of Bacillus thuringiensis H14 : mode of action, formulation

and application against mosquito and blackfly larvae

P. GUILLET

Trypanosomiasis and Onchocerciasis Research Institute

B.P. 1500 - BOUARE (IVORY-COAST).

Bacillus thurinqiensis H14 was is01ated in 1977 in Israel from a mos

quito breeding pond (1). This isolate was subsequentlydescr~bed as

serotype H14, variety israelensis in 1978 (2). The H14 serotype, prati

ca1ly without activity against the larval stage of Lepidoptera was pro

ved to be highly toxic for larvae of a wide range of mosquito (l, 2, 3,

4, 5: 6, 7, 8) and black fly species (9, 10, 11).

1. MODE OF ACTION.

Contrary to other serotypes, B.t. H14 produces crystals p1eomorphic in

shape and size (2). These crystals present a composite structure with

several components or subunits differing in size and electron density

that may be found separately or in a single inclusion and surrounded by

an envelope (12). The larvicida1 activity is exclusively associated

with the toxin in the crystals and spores are not involved in the into

xication process (3,13, 14). The6-endotoxin is a high molecular

weight protoxin which is, upon ingestion by susceptible larvae, very

rapidely cleaved in smaller subunits in the presence of alkaline pH and

suitable proteolytic enzymes in the gut (13, 15, 16, 17).

Very 1ittle is known on the mode of action of the toxin. Immediately

after ingestion crystals are splitted and 30mn after most of them in

~he anterior stomach are dissolved and only empty envelopes can be

found (18). The pathogenesis observed in mosquito 1arvae is relatively

similar to that seen in Lepidoptera except that with the former death

is extremely rapid (15 to 20mn with blackfly larvae treated at Le 100).

The midgut epithelium is the main site affected by the toxin (19).

Cells of gastric caeca and posterior stomach specialized in the absorb

tion of amino acids and proteins are the most susceptible and are first

affected. The first symptoms (cellular hypertrophy and epithelial ly

sis) are rapidely followed by a complete destruction of the midgut
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epithelium (18, 20). It is generally accepted that the.toxin of Lepi

doptera active serotypes (20, 21, 22) as weIL as H14 serotype (23) in

terfers with the ability of larval midgut epithelium to regulate ion

permeability. Pathogenesis in black fly larvae is simular to that ob

served in mosquito larvae (24).

2. PROSPECTS FOR USE UN VECTOR CONTROL.

B.t. H14 presents most of the characteristics required for use as a

larvicide in the field of vector control :

- Toxicity : as already mentioned, B.t. H14 is highly toxic for a wide

range of rnosquito and black fly species. Among mosquitos, Aedes and

Culex are more susceptible than Anopheles (this is probably due to the

surface feeding habits of anopheline larvae). Different strains of a

same species like A.aegypti may present significative differences in

their susceptibility to B.t. H14 (7,25). Variations have also been

recorded between different Simulium species (26, 27). Young larvae of

mosquito and black fly are 8 to 10 times more susceptible than late

instar (11, 27, 28,29,30). The efficacy of B.t. H14 is not signifi

cantly affected by environmental conditions such as temperature, pH,

salinity as long as they remain is their natural range of variations

(31, 32, 33, 34). On the other hand, when these factors perturb the

normal feeding behaviour of larvae they interfere with efficacy of B.t.

H14 (27, 35, 36).

- Stability : the stabili ty of the ~ -endotoxin of B. t. H14 is weIl

known, heat stability (l, 3, 4, 5, 37) and storage stability of powders

(38, 39, 40) as weIL as aqueous suspensions (31, 41). Limited data con

cerning stability of commercial formulations are available. In one study

(42) the half-lifes of 3 formulations : l water dispersible concentrate

(w.n.c.) and 2 vettable powders, were respectively 18, 7 and 6 days at

50 0 C and it was concluded that B.t. H14 formulations are much less

stable than the kurstaki formulations. The stability of the same above

mentioned w.n.c. was tested in Ivory Coast and it was proved that drums

can be stored in the field more than 16 months right in the sun without

any los~ of efficacy against black fly larvae (43). Actually drums are

routinely stored several months in the sun in the Onchocerciasis Con

trol Programme (OCPfin the Volta region area in West Africa and remain

fully effective.
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- Selectivity : extensive studies have been carried out in the labora

tory (mammal safety testing) as weIl as in the field (environmental

safety). They clearly indicate that B.t. H14 is non toxic and non pa

thogenic to mammals and poses no significant health hazard. It appears

also innocuous to nearly aIl non target organisms by direct challenge

in mosquito as weIl as in black fly larvae breeding environment. Recen

tly it was shown thathydrolizedtoxin is highly toxic for mice upon in

jection (44). It is not known wether or not the fraction (polypeptide)

active against diptera upon ingestion and mammals upon injection are

the same. However this information has no practical incidence on the

use of B.t. H14 in vector control operations.

Prospects for the development of a resistance : no signficative diffe

rence in the response to B.t. H14 occurs between insecticide- suscep

tible and - resistant strains of mosquitos whatever detoxification pro

cess involved (dehydrochlorinases, oxidases, esterases, GSH-transfera

ses) (45). The susceptibility of the S.damnosum cornplex larvae to B.t.

H14 is not affected by resistance to organophosphorous compounds (46,

47). The potential for the development of a resistance has been tested

using Culex guinquefasciatus larvae. A total of 36 generations have

been completed to date under selection pressure. A slightly increased

tolerance to B.t. H14 was noted following the ninth generation but lar

vae recover normal susceptibility immediately after selection pressure

have stopped (48). Conclusions allow for optimism regarding the effec

tive use life of B.t. H14.

Mass production : a very rapid advance has been noted in the develop

ment of mass production of B.t. H14 adapted from techniques used in the

production of other serotypes. In 1982, 600,0001 of formulation have

been produced ror use in the CCP in West Africa. The quality of 32 bat

ches (about 10,000 1 each) was controlled through bioassay with both

A.aegxpti and Simulium larvae and was proved to be very satisfactory

and constant (49).

3. DEVELOPMENT OF FORMULATIONS AND FIELD APPLICATION.

B.t. H14 must be properly formulated to be used against mosquito and

black fly larvae. The main role of the formulation i5 to present the

toxin in particles readily ingestible by larvae, to allow spraying and
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then ta maintain the particles in the larval feeding zone. Formulations

are obtained from primary ferment material either in liquid form by di

rect concentration (water dispersible concentrate, flowable) or spray

dried powders (wettable powders, granules, slow-release briquettes).

Problems involved in the development of suitable formulations vary si

gnificantly according to the target and requirement for operational

spraying.

3.1. Mosquitos.

First series of laboratory experimentations have clearly demontrated

that the activity of B.t. H14 preparations against mosquito larvae was

not related to the concentration expressed in weight/volume (e.g. mg/l)

as usual with conventional insecticides but in weight/surface (e.g.

g/m
2

or Kg/Ha). Th~s is due to the insolubility of the toxin in water

and in most of conventional solvents. For the same reason, activity is

negatively correlated with larval density (32, 50, 51). Activity is

also highly dependant on water turbidity and nature of the substratum

in breeding sites or containers. When used in turbid water, B.t. H14

looses most of its activity. That can be explained by a trophic compe

tition by larvae between natural matters and B.t. H14 particles or bin

ding of crystals with natural particles which accelerates settling rate.

When crystals have sunk, they are no longer available to kill larvae,

either they are degraded by microorganisms or more simply covered by

sediment and out of the larval feeding zone (32, 34, 52, 53).

These observations explain most of the results obtained in the field.

B.t. H14 has been tested in a very wide range of mosquito habitats:

irrigated pastures (28, 34, 55, 56), rice fields (57, 58, 59, 60, 61,

62), brackish water ans salt marshes (33, 63, 64, 65, 66, 67), logoons

(68), wood land and snow pools (69, 70), tree holes (6, 71), tyres and

containers (6, 71, 72, 73), and polluted environment : dairy lagoons,

storm drains, sceptic tanks, cess pits, drains (34, 54, 56, 57, 63, 66,

74,75,76, 77,78, 79). Dosages to apply vary from 0.2 to 10 Kg/Ha

according to the nature of breeding site and the formulation used. The

residual activity of conventional formulations (wettable powders or

liquid suspensions) is very short (1 to 3 days) whatever dosages ap

plied. Usually, treatments must be repeted weekly. In polluted environ

ment, dosages must be increased 2 to 4 times and a tremendous increase
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in dosages (e.g. 200 times) do not extend significantly residual acti

vity. B.t. H14 has some persistance in clear water breeding sites wi

thout sediment like tyres and small containers.

with recently improved formulations it is possible to achieve a comple

te control, at least in clear water habitats, using no more than 0.1

Kg/Ha (80). Breeding sites covered by a plant canopy remains difficult

to treat with conventional formulations. They can be treated from now

with new granules formulations wich give satisfactory results with 5 to

10 Kg/Ha. Adsorption of B.t. H14 powder on a substrate like sand pro

vides excellent results in polluted environment with only 0.15 Kg/Ha

(81). New slow release briquettes are presently under field evaluation.

With a rate of I briquette / 70-80 M
2

a good control could be achieved

with a significant increase in residual activity. Briquettes could also

be very usefull to control containers-breeding mosquitos (82).

From a general point of view, the improvment of B.t~ H14 larvicides for

mosquito control relates principally to the physical characteristics of

formulations. From most of laboratory bioassays it appears that field

efficacy of formulations is not correlated with potency in A.aegypti

r.U./mg determined by standard titration in the laboratory. It is com

mon to find a 200 r.U./mg formulation more effective in the field·than

a 5,000 I.U./mg one. The production of very high potency primary pro

ducts is now feasible and will probably represent a non negligible part

of the improvrnent of formulations. But firstly physical characteristics

of formulations must be improved according to the feeding biology of the

target and particularities of its breeding environment. At that time do

sages in I.U./Ha could be significantly reduced, residual activity

extended and then B.t. H14 could be used in a really cost effective

manner.

3.2. Black flies.

Contrary to mosquitos, black fly larvae are breeding in fast runing wa

ter. They stay firmly attached on supports and collect food by filtra

tion of suspended particles drifting in the river water by means of spe

cialized cephalic fans. Larvae indistinctly ingest aIl kind of particles

in a range from 0.1 f to 200 p approximativly. Big particles are trapped

in cephalic fans by direct interception (active filtration). Ingestion
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depends on size and concistence of particles and on the larval stage.

Fine particles (0.1 to 5 f) are trapped by an other mechanism. They are

sticked on a muco-substance which coats the inner part of cephalic fans

(passive filtration) and are more or less retained according to their

physico-chemical properties like electro-static charge.

The only practical way to control black flies, almost in tropical area,

is to suppress larval populations. Suitable larvicides are poured in the

rivers immediately upstream the larval breeding sites. Contact between

larvae and formulation is usually very brief. The efficacy of a black

fly larvicide is estimated by the dosage itself (usually in mg/l applied

to the discharge of the river during 10mn : mg/l/lomn) and the carry, a

very important parameter, which is the distance downstream the treatment

point along which the larvicide remains fully effective. Carry is usual

ly dependant on the discharge of the treated river but a great deal also

on the formulation itself. A formulation may present a satisfactory le

vel of efficacy but a very short carry whatever discharge rate.

First laboratory bioassays and field trials have demonstrated the high

level of toxicity of B.t. H14 for black fly larvae (9, 10, Il, 26, 83).

Later on formulations have been field tested in temperate (84, 85, 86,

87) as weIl as in tropical (46, 47, 88, 89) areas.

In 1980 a strong resistance to ternephos (Abate
R

), an organo-phosphorous

compound, have been recorded in 2 forests species of the S.damnosum

complex, vectors of onchocerciasis, in the CCP area (90). This resis

tance was rapidely followed by a resistance to chlorphoxim, an other

O.P. compound (91), and finally a cross resistance to most of the O.P.

compounds usable in public health. In 1982 ~. H14 was the only alter

native for the continuation of larviciding in the zones where resistance

has occured. A water dispersible concentrate is used at a dosage of 1.6

mg/l/lOmn. Its carry during rainy season is limited in practice to 8-10

km. Even using very big helicopters for spraying, it is impossible to

treat routinely rivers with discharge higher than 50 M
3
/s. In addition

the high viscosity of the formulation much complicates spraying opera

tions. Consequently researchs have been carried out in order to improve

formulations.
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The first experimentations clearly demonstrated that the efficacy of

formulations is much more dependant on the formulation itself that on

the active ingredient (toxin) content in A.aegypti I.U./mg (27, 92, 9).

Taking into account the important role of the formulation, studies have

been carried out ot determine the best type of formulation to develop.

There are generally 2 types of formulations : either the particles are

big aggregates of B.t. H14 (mean size 10 to )0 f) or they are suspen

sions of dispersed spores and crystals. The efficacy of the former

which are usually wettable powders increases with increasing size of

clumps up to an optimum (40 to 70 p) varying from one formulation to

the other and according to larval instar. The addition of a cement to

aggregate spores and crystals decreases the efficacy considerably. This

efficacy, in most cases, varies proportionally with the exposure period,

long exposure at low concentrations giving better results. Under natu

raI conditions these formulations decrease the efficacy significantly

with water turbidity by a competitive selection between B.t. H14 par

ticles and the uptake of natural particles by blackfly larvae (47).

Consequently these formulations are much less effective during the rai

ny season than during the dry season with the lower turbidity in the

rivers. On the contrary, the efficacy of formulations with isolated

spores and crystals remains the same whatever turbidity in the rivers.

Their efficacy is not dependant on the exposure time (a one minute expo

sure is sufficient) and finaly the high number of active particles

(crystals) confers to this type of formulations a better carry than

with the previous one in which the number of particles is much lower.

These observations as weIl as operational requirements have demonstra

ted that the best type of formulation to develop for use (aerial spra

ying) in onchocerciasis control are liquid suspensions of dispersed

crystals. Improvment of such formulations relates mainly to the increa

se in endo-toxin content of self-dispersive preparations.

A screening programme has been developed in West Africa (Ivory Coast)

for the evaluation of experimental formulations. Presently more than 200

formulations produced by 4 companies have been tested under simulated

field conditions. 6 of them have reached the stage of field evaluation.

At present 2 formulations only have reached the stage of operational use.

From recent bioassays and field evaluations it appears that in the near
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future, with normal or asporogenic strain, it should be possible to ob

tain B.t. H14 formulations giving 100% mortality at 0.6 mg/l/lOmn with

suitable physical characteristics. Nevertheless the probability is low,

even with improved formulations, to achieve a satisfactory carry (e.g.

20 Km or more). On that point, B.t. H14 probably will never be competi

tive with good formulations of chemical insecticides like Abate and

chlorphoxim of which the carry is 40 to 60 km during rainy season

(high discharge rate in the rivers). On the contrary B.t. H14 will be

competitive for the dry season treatments (low discharges) where carry

is always very limited whatever the insecticide and the formulation

used.

CONCLUSION.

The development of B.t. H14 for mosquito and black fly control has been

extremely rapid and probably sometimes too much. This bio-control agent

presents several very interesting characteristics but its use must be

limited to situations where it is or it will be cost-effective and when

it provides significant benefits in terms of environmental safety and

resistance toinsecticides

In the field of mosquito control it was noted that potency of primary

unformulated products was satisfatory but they must be properly formu

lated in order to reduce applied dosages and to increase the residual

efficacy. B.t. H14 still remains relatively expensive compared with

chemical larvicides. In addition to situations where environment pro

tection is a priority, its use is undoubtly profitable in rotational

use with chemical insecticides in mosquito control programmes. Thus it

could provide a significant decrease in the selection pressure by che

micals and delay the appearance of resistance. B.t. H14 has been suces

sfully used in a very wide range of mosquito habits but one must keep

in mind that, if it is a very attractive .bio-control agent, it cannot

be used in situations where larviciding with chemical insecticides is

not feasible.
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B.t. H14 was early introduced in operational black fly control immedia

tely after resistance to insecticides has occured. Researchs to find

out the best type of formulation and then to improve it have started

jointly. 2 years latter progress relates to a doubled level of efficacy

of formulations and improvment in their physical characteristics. The

use of an asporogenic strain do not present practical significant ad

vantages exept when drinking water must be treated. But a such strain

seems to produce high potency products, and could replace in the near

futur the normal strains.

The use of B.t. H14 in Onchocerciasis Control Programme in West Africa

proves that this agent can be routinely used in a very large scale vec

tor control operation in tropical area. Up to the present its use in an

emergency situation due to resistance to insecticides was very costly.

This situation will change when the new improved formulations will be

commercially available. At that time the use of B.t. H14 could be res

tricted to the dry season treatments where it is competitive with chemi

cal larvicides. In return it should be extended to the treatment of

most of the CCP area. This treatment scheme should represent, as alrea

dy mentioned, a significant decrease in the process of selection pressu

re by chemical insecticides as well as in the pressure on environment

in very sensitive ecological situations.
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PATHOLOGIE. - Toxicité de Bacillus thuringiensis var. israelensis pour les larves
de Simulies vectrices de l'Onchocercose. Note (*) de Pierre Guillet et Huguette de Barjac,
présentée par Pierre Lépine.

Éprouvée sur le terrain en rivières infestèes, la poudre primaire R 153·78 de B. thuringiensis var. israelensis.
titr'lflt 3000 U.T.!. Aedes aegypti par milligramme se révèle très toxique pour les larves de Simulies,
en p-articulier pour celles de Simulium damnosum s.l. La concentration létale 100 en 24 h est de 0,2.10-'
pour un traitement de 10 mn. Cette remarquable toxicité, spécifique pour les larves de Diptéres tels que
Moustiques et Simulies. est liée aux propriétés spéciales de la protéine des cristaux de la bactérie qui
montre une nette individualité sérologique et chimique par rapport aux protéines des cristaux de~ autres
sérotypes de B. thuringiensis, pathogènes essentiels des larves de Lépidoptères. Ces premiers résultats
sont très prometteurs et permettent d'envisager avec la poursuite des recherches, l'utilisation à grande
échelle de B. tlruringiensis var. israelensis comme insecticide biologique dans la lutte contre les vecteurs
de l'onchocercose en Afrique intertropicale.

On field trials in infested streams. the primary powder R 153·78 made of 8. thuringiensis var. israelensis
with a potency of 3,000 1. T. U. Aedes aegypti/milligramme is very toxic for Blackfiy larvae. especially
for Simulium damnosum s.l. larvae. The letlral concentration 100. in 24 h, is 0.2x 10-' for a 10 min.
treatment. Tlris high to;ticity. specific for Diptera larvae such as Mosqllitoes and Blackfiies. is related
to the special characteristic of the bacterial crystal protein which has a c1ear serological and chemical
individuality compared to the crystal proteins of the other 8. thuringiensis serotypes essentially pathogenic
for Lepidoptera larvae. These preliminary results are very promising and could lead. on further research.
to the utilization of 8. thuringiensis var. israelensis un large scale for onchocerciasis vector contrul in
Africa.

Un bacille sporulé a été isolé en Israël par Goldberg et Margalit [7] à partir de
prélévements de boues et de larves de Culex dans un gîte larvaire à mortalité anonnale.
Cette bactérie a été identifiée par de Barjac [1] comme appartenant à l'espèce B. thurin
giensis et représentant un nouveau sérotype (H ,4), indIvidualisé sous le nom d'israelensis.
Cette bactérie est très toxique pour les larves de Moustiques, ce qui devrait en faire
un excellent moyen de lutte contre les nuisances et les maladies dues à ces Insectes
([2] à [5]).

B. thuringiensis var. israelensis se montre également toxique pour les larves de Simulies.
L'activité de l'étalon international de ce bacille, élaboré par l'Institut Pasteur sous fonne
d'une poudre « IPS 78» titrant 1 000 Unités Toxiques Internationales (U.T.I.)
par milligramme, a été prouvée en essais de laboratoire [9]. Il nous a paru intéressant
d'effectuer des expérimentations sur le terrain en Côte-d'Ivoire afin d'étudier les possibilités
d'utilisation de Bacil/us thuringiensis var. israelensis comme larvicide contre les Simulies,
en particulier contre Simulium damnoslIm s.l., complexe d'espèces vectrices de
l'Onchocercose humaine en Afrique intertropicale.

A cet effet, nous avons utilisé la poudre « R-153-78» distribuée par l'Institut Pasteur,
comme larvicide expérimental contre les Moustiques et les Simulies. Ce produit est
une poudre primaire non fonnulée, de fabrication industrielle et constituée du mélange
spores-cristaux obtenu par centrifugation de cultures de B. thllringiensis var. israelensis.
Considéré à 100 %de matière active, il titre 3000 V.T.I. Aedes aegypti par milligramme
d'après la méthode élaborée par de Barjac et Larget [6]. Mis en suspension aqueuse,
il est épandu dans les rivières selon la technique d'une seule bande transversale légèrement
en amont du gîte à traiter (technique du « vide-vite» utilisée en routine pour les traitements
opérationnels). Différentes concentrations ont été éprouvées. Dans tous les cas, pour
utiliser le même système qu'avec les insecticides chimiques, le dosage est exprimé en
parties par million appliquées au volume d'eau à traiter s'écoulant en 10 rnn (par exemple,
0,1.10- 6 /10 mn équivaut à 210000 UT.I. A. aegypti par litre.
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L'ensemble des tests a porté sur des populations pré-imaginales de Simulium damnosum
s.l., S. cervicornutum Pomeroy, S. unicornutum Pomeroy et S. groupe alcocki. Deux
groupes d'essais ont été réalisés. Dans un premier groupe, l'efficacité de B. thuringiensis
var. israelensis est éprouvée dans un système de cages flottantes in situ, mis au point
par Guillet et Escaffre pour l'évaluation préliminaire en rivière des larvicides antisimulidiens
utilisables dans la lutte contre l'Onchocercose. Trois essais ont été réalisés simultanément
pour chacune des quatre concentrations employées: 0,0312-0,0625-0,125 et 0,2.10- 6 •

Le temps d'épandage est toujours de 10 mn. Le second groupe d'essais a été fah en
« grandeur réelle» sur le Goué, petite rivière de forêt de la région de Danané, abondamment
peuplée de larves de S. yahense, du groupe S. damnosum s.l. Tous ces essais ont été
faits en collaboration avec M. Escaffre (O.R.S.T.O.M.).

Les résultats sont relevés 24 h après le traitement en examinant les supports naturels
peuplés de larves de S. damnoswn s .1., préalablement repérés. Ce type d'essais ne
fournit qu'un résultat qualitatif. Seul un traitement provoquant systématiquement 100 %de
mortalité est considéré comme efficace.

TABLEAU 1

Mortalité en 24 h des larves de S. damnosum
traitées in situ en cages flot/antes avec B. thuringiensis var. israelensis.

Concentrations de R 153·78 (10-'/10 mn)

'"
0 : témoin 0,0312 0,0625 0,125 0,2

Larves LI L, L, :
nombre éprouvé ....... 97 104 73 104 85
mortalité (%) .......... 9,2 50 ± 9,6 93,1±5,8 100 100

Larves L. L, :
nombre éprouvé ....... III 242 257 298 172
mortalité (~J .......... 6,3 30,S ± 5,8 78,2 ± 5 99,6 100

Larves L, L, :
nombre éprouvé ....... 65 144 216 77 81
mortalité (%) .......... 4,6 21,5±6,7 62,5 ± 6,4 93,2 ± 5,5 100

Larves au total :
nombre éprouvé ....... 273 490 546 479 338
mortalité (%) .... : ..... 6,9 32 ± 4,1 74 ± 3,7 98,7 ± 1 100

Le premier groupe d'essais, en cages flottantes, a donné les résultats exposés au
tableau 1. On peut voir que la concentration létale 100 (CL 1(0) est dans l'ensemble
comprise entre 0,125 et 0,2.10- 6 /10 mn. Les larves jeunes sont, comme il fallait s'y
attendre, plus sensibles que les larves âgées, fait déjà observé dans le cas des Moustiques [3].
Ici, avec les Simulies, la CL 100 des premiers stades LI à L, paraît se situer entre 0,0625
et 0,125,10- 6/10 mn.

Comme chez les larves de Moustiques, la mortalité est très rapide, intervenant dans
l'heure qui suit le traitement (entre 45 et 60 mn). Contrairement au cas des insecticides
chimiques, les larves de Simulies tuées par B. thuringiensis var. israelensis ne se détachent
pas immédiatement de leur support. Par exemple, à la concentration de 0,2.1O- 6 /lOmn,
9,5 % seulement des larves de S. damnosum ont décroché 6 h après le traitement.
Passé ce délai, sous l'action combinée des bactéries, de la température élevée et de la
vitesse du courant, beaucoup de larves totalement décomposées échappent au comptage.
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Cela conduit généralement à sous-estimer la mortalité aux concentrations inférieures
à la CL 100.

Le deuxième groupe d'essais en rivière, en vraie grandeur, a donné les résultats
exposés tableau II. Avec 0,1.10- 6/10 mn, la mortalité est partielle et irrégulière, certains
epdroits du gîte étant beaucoup plus atteints que d'autres. Par contre, à 0,2.10- 6 /10 mn,
on obtient toujours 100 % de mortalité sur l'ensemble des Simulidae.

Ces essais confinnent sur le terrain la forte toxicité de Bacil/us thuringiensis var.
israelensis pour les larves de S. damnosum s .1. précédemment mise en évidence au
laboratoire. La poudre R 153-78, non formulée, est plus toxique pour les larves de Simulies
que les composés organiques de synthèse tels que le téméphos (OMS 786) ou le chlorphoxim
(OMS 1197) fonnulés en poudres mouillables. On peut penser qu'une fonnulation adéquate
améliorerait encore son efficacité.

TABLEAU Il

Mortalité en 24 h de l'ensemble des larves de Simulies
par traitement en vraie grandeur de la rivière Goué avec B. tharingiensis var. israe1ensis.

Concentrations de R 153-78 (10- 6 /10 mn)_--__--'A.'-_---_

Essai du 6 avril 1979 ...

Essai du 5 avril 1979 .
Essai du 18 mai 1979 .

Débit
(m'/s)

1,3

1,8
1,2

0,1

M ortali té partielle
et irrégulière

0,2

100 % de mortalité
100 % de mortalité

Ces essais confinnent également la spécificité très marquée du sérotype HI4 israelensis
à l'égard des larves de certains Diptères. Comme dans le cas des Moustiques, les autres
sérotypes connus de B. thuringiensis spécifiques des Lépidoptères, n'ont sur les Simulies
qu'une très faible activité. Ainsi, la plus forte mortalité observée par Lacey et Mulla [8]
sur S. ~'ittatum avec 13 autres de ces souches a été de 88 % pour une concentration
massive de 10.10- 6 en traitement de 24 h.

Cette spécificité de B. thuringiensis var. israelensis est vraisemblablement liée à la nature
de ses cristaux responsables de sa toxicité. Des tests immunologiques par précipitation
en gel d'Ouchterlony démontrent en effet l'absence de parenté antigénique entre la
protéine des cristaux du sérotype H I4 var. israelensis et celles des cristaux des autres
sérotypes pathogènes essentiels des Lépidoptères.

Les sérums anti-cristaux H J4 ne réagissent pas avec les cristaux de ces autres sérotypes
et vice-versa. En outre, l'analyse quantitative de la composition en acides aminés des
cristaux de la variété israelensis montre qu'elle est différente de celle des cristaux des autres
variétés étudiées jusqu'à présent.

Jointe à ses remarquables propriétés, l'innocuité de B. rhuringiensis var. israelensis
pour les Mammifères, les Poissons et la faune non cible en général, en fait un insecticide
biologique de premier plan pour le contrôle des larves de Simulies. Les recherches
continuent dans le but d'une éventuelle utilisation à grande échelle dans les campagnes
de lutte contre l'Onchocercose entreprises en Afrique de l'Ouest par l'O.M.S.

(-) Remise le 17 septembre 1979.
[1) H. DE BARJAC, Comptes rendus. 286, série D, 1978, p. 797.
[2] H. DE BARJAC, Comptes rendus, 286, série D, 1978, p. 1175.
[3] H. DE BARJAC, Entomophuga, 23, 1978, p. 309.
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[4] H. DE BARJAC, La Recherche, 93, 1978, p. 911.
[5] H. DE BARJAC et J. Coz, Bull. Org. mond. Santé, 57, 1979, p. 139.
[6] H. DE BARJAC et I. LARGET, Mosquito News, 1979 (sous presse).
[7] L. J. GOLDBERG et 1. MARGALtT, Mosquito News, 37, 1977, p. 355.
[8] L. A. LACEY et M. S. MULLA, J. lnvert. Path., 30, 1977, p. 46.
[9] A. H. UNDEEN et W. L. NAGEL, dans l'Annual Report 1978, R.U.V.P., Memorial University of

Newfoundland.
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p. Guillet l et H. Escaffre2

1. INTRODUCTION

Bacillus thuringiensis est utilisé depuis de nombreuses années pour la lutte contre
certains parasites des cultures, tous les sérotypes découverts avant 1977 étant presque spé
cifiques pour la lutte contre les larves de Lépidoptires bien que certaines souches aient
aussi une efficacité' limitée contre les larves de moustiques (Hall et Hall, 1977) et de
simulies (Lacey et HuIla, 1977). La découverte du sérotype 14 de B. thuringiensis (Goldberg
et Margalit, 1977), èécrit ultérieurement par de Barjac (1978a) comme B.t. israelensis a
ouvert de nouvelles perspectives 1 l'emploi de cet entomopathogène dont l'endotoxine a une
action presque spécifique pour les larves de moustiques (de Barjac, 1978 a et b - de 8arjac
et Coz, 1979 - Sin4gre et al., 1979) et de simulies (Undeen et Nagel, 1978 - ~eiser et
Vankova, 1978 - Undeen ec-Bêrl, 1979) tout en présentant une grande innocuité pour la faune
non-cible (~eiser et Vankova, 1978 - Sinègre et al., 1979 - Dejoux, 1979).

Les campagnes de lutte actuellement en cours en Afrique occidentale reposant actuelle
ment exclusivement sur l'emploi de formulations larvicides 1 base de téméphos nous avons
jugé indispensable de déterminer si B.t. israelensis pouvait constituer un larvicide opéra
tionnellement utilisable pour ces campagnes. Les essais préliminaires sur le terrain ont
êtê réalisés en Cate d'Ivoire 1 partir de l'Institut de RecherChes sur l'Onchocercose de
l'Organisation de Coordination et de Coopération pour la Lutte contre les grandes Endémies
(OCCGE).

2. MATERIELS ET METHODES

La formulation de B.t. israelensis utilisae a été la poudre primaire R-153.78 préparée
1 qes fins expérimentales par le groupe Roger Bellon-Biochem. Cette poudre primaire qui nous
a été remise par le Dr H. de Barjac de l'Institut Pasteur de Paris est constituée d'un mélange
de spores et de cristaux de B.t. israelensis dilué dans une grande masse de matière inerte
provenant du processus de production par fermentation.

La comparaison de l'efficacité de la poudre primaire R-153.78 avec celle de la formula
tion de référence IPS.78 proposée par le Centre international de Référence pour
B. thuringiensis situé! l'Institut Pasteur de Paris a été faite par divers spécialistes.

lEntomologiste médical OaSTOH, Institut de Recherches sur l'Onchocercose de l'OCCGE,
Bouaké, Cate d'Ivoire.

2Technicien entomologiste ORSTOM, Institut de Recherches sur l'Onchocercose de l'ecCGE,
Bouaké, Cate d'Ivoire.
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,Selon le groupe Roger Bellon-Biochem le titre de la poudre primaire serait de 3.500 unités
internationales de B.t. israelensis par milligramme, mais cette information est donnée sous
toutes réserves car la méthode de détermination du titre n'est pas encore normalisée (Dempah
et Coz, 1979).

La poudre primaire est difficilement dispersible dans l'eau. Lors de sa mise en suspen
sion, il se forme des agrégats sphériques dont la taille moyenne varie de 27 1 29 microns avec
des extrimes de 5,7 et 100 microns.

L'ensemble des tests a été réalisé sur des populations préimaginales de Simulium damnosum
~., !. cervicornutum Pomeroy, S. unicornutum Pomeroy et!. groupe alcocki.

L'efficacité de la poudre primaire R-1S3.78 a été testée initialement dans les cages flot
tantes destinées 1 l'évaluation préliminaire en rivilre des larvicides antisimulidiens utili
sables dans la lutte contre l'onchocercose (Dejoux, 1975 - Guillet, 1978 - Guillet & Escaffre,
1979). Trois essais ont été réalisés simultanément pour chacune des 4 concentrations testées.
Le temps d'épandage était de 10 minutes.

Des essais en grandeur réelle ont été réalisés sur le Goué, petite riviêre de forêt de la
région de Danané, abondamment peuplée de larves de S. yahense (Vajimi et Dunbar, Quillévéré et
Pendriez, 1975) appartenant au groupe S. damnosum~.

La poudre primaire diluée au préalable dans l'eau a été épandue dans la riviire sous forme
d'une seule bande transversale légirement en amont du gtte 1 traiter (technique du "vide-vite"
utilisée en routine pour les traitements opérationnels). Le contrale d'efficacité a été'
effectué 24 heures apris le traitement sur des supports naturels peuplés de larves de
S. damnosum~. repérées au préalable.

Ce type d'essais ne fournit qu'un résultat qualitatif; seul un traitement provoquant
100 % de mortalité étant considéré comme efficace.

La teneur de la poudre primaire en endotoxine de B.t. israelensis n'étant pas connue nous
avons, pour simplifier les calculs, considéré cette poudre primaire comme de la matiire active
pure et exprimé le dosage en milligrammes par litre appliqués au volume d'eau s'écoulant en
10 minutes au niveau des gttes traités.

3. RESULTATS

3.1 Essais en cages flottantes

La CLloo est comprise entre 0,125 et 0,2 mg/litre pendant 10 minutes (tablesu no. 1).
Bien qu'il ne s'agisse pas à proprement parler d'un test de sensibilité. les pourcentages de
mortalité obtenus ont été reportés sur un papier logprobit (graphique no. 1).

Les larves Igées (stades 6 et 7) sont moins sensibles que les jeunes larves (stades l, 2,
3). La mortalité intervient 45 1 60 minutes apris le traitement. Contrairement ce qui se
passe avec les insecticides organiques de synthise, les larves tuées par l'endotoxine de ~.
israelensis ne se détachent pas immédiatement de leurs supports. A la concentration de
0,2 mg/l pendant 10 minutes seulement un faible pourcentage des larves de S. damnosum~. ont
décroché 6 heures après le traitement (contre 72 % pour les larves d'autres espèces de simulies).
Après ce délai, sous l'action de la température élevée et de la vitesse du courant, beaucou~

de larves qui décrochent sont totalement décomposées et échappent au comptage. Cela condult
généralement i sous-estimer la mortalité aux concentrations inférieures 1 la CLloo.
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3.2 Essais en rivi~re

A 0,2 mgll penJant 10 minutes la poudre primaire provoque 100 % de mo=talité sur l'en
semble des Simuliidés (tableau no. 2). A 0,1 mgll l'effet est partiel et irrégulier, cer
taines parties du gîte étant beaucoup plus atteintes que d '·autres.

4. DISCUSSION ET CONCLUSIONS

Ces essais préliminaires sur le terrain confirment l'efficacité potentielle de B.t.
israelensis pour la lutte contre les vecteurs africains de l'onchocercose appartenane-iu
complexe S. damnosum déjà mise en évidence lors d'essais en gouttière (Undeen et Berl, 1979).
Ils confirment également la grande supériorîté du sérotype israel~nsis sur les autres sérotypes
de B. thuringiensis pour la lutte contre les larves de simulies évalués par Lacey et Hulla
(1977) sur S. vittatum; ces auteurs n'avaient en effet obtenu que des mortalités inférieures
ou égales à 88 % en employant des concentrations de 10 mgll appliquées p~ndant 24 heures, ce
qui sugg~re un ordre de grandeur d'efficacité environ 4 000 fois plus faible que celui de 1.
poudre primaire R-153.78 de B.t. israelensis. Une faible partie de cette différence d'effi
cacité pourrait provenir de la température de l'eau durant les essais (Sinigre et al., 1979 
Lacey et Federici, 1979) et d'une plus faible teneur intrins~que en endotoxine des formula
tions employées par Lacey et Mulla; l'essentiel de la différence provient indiscutablement des
sérotypes de B. thuringiensis employés pour produire l'endotoxine.

La poudre primaire R-153.78 de B.t. israelensis s'est d'emblée montrée plus efficace
vis-A-vis des larves de S. damnosum s.l. que le téméphos et le chlorphoxima lorsqu'ils sont
appliqués sous forme de poudre dispersable dans l'eau. Elle est cependant nettement inférieure
à ces insecticides lorsqu'ils sont appliqués sous forme de concentrés émulsionnables qui non
seulemant détruisent les larves de simulies immédiatement en aval du point de traitement maf.
ont aussi une portée efficace allant de plusieurs kilom~tres à plusieurs dizaines de kilomitres.

L'innocuité de l'endotoxine de B.t. israelensis pour la faune non-cible (Weiser et Vankova,
1978 - Sinègre et al., 1979 - Dejoux, 1979) fait cependant de cet entomopatbog~ne un agent tr~s

prometteur pour-ra-Iutte contre les larves des vecteurs de l'onchocercose. Les recherches
vont donc Itre continuées pour mettre au point des formulations mieux adaptées à l'épandage·
en riviire et déterminer leur portée efficace.
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RESUME

Une poudre primaire de Bacillua thuringiensis israelensis pr'parée à titre expérimental
1 l'échelle industrielle a 'té évaluée sur le terrain en Cate d'Ivoire contre les larves de
Simulium damnosum s.l. Immédiatement en aval du point d'épandage, pour une dose équivalente
à une concentration-de 0,2 mg/l pendant 10 minutes, elle a provoqué la disparition totale des
larves de simulies.

StlMHARy

A primary powder of Bacillua thuringiensis israelenais e~erimentally produced at the
induatrial level has been evaluated as blackfly larvicide agaiust ouchocerciasis vectors
belougiug to the Simulium damnosum complex in a small river of southeru Ivory Coast, West
Alrica. A complete kill of blackfly larvae immediately downstream of the dosing point was
obtained vith dosages equivalent to a concentration of 0.2 mg/l of primary powder ducing
10 minutes. The results are considered as extremely encouraging as the primary powder
was not formulated for that purpose and greater effectiveness could be obtained with formu
lations specifically developed for blackfly control. The impact of the treatment on
non-target organisms was nil (WHo/vac/79.721).
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Stades l, 2 et 3 Stades 4 et S Stades 6 et 7 TOTAL

Dosages en Nb de larves Z de Nb de larves Z de Nb de larves % de Nb de larves % de
mg/l testées lIIortalité testées mortalité testées mortalité testées mortalité

pendant
10 lIIin.

0,0312 104 SO ! 9,6 242 30,S! S,8 144 21,S:!: 6,7 490 32 + 4,1-

7J 93,l! S,8 2S7 78,2! S 216 62,S! 6,4 S46 +
O,062S 74 - 3,7

298 77
+ +

O,12S0 104 100 99,6 93,2- S,S 479 98,7- 1

0,2 8S 100 172 100 81 100 338 100

~émoin 97 9,2 111 6,3 6S 4,6 273 6,9

Tableau 1. Hortalité des larves de S. damnosum~. traitées en cages flottantes
avec la poudre primaire de Bacillus thuringiensis israelensis

RivUre Date Débit Dosage en mgll Effet sur les larves de simulies
pendant

10 minutes

Coué S.04.79 1,8 m3/s 0,2 100 Z de mortalité chez l'ensemble.
des larves de Simuliidae

Coul! l8.0S.79 1,2 m3/s 0,2

Coué 6.04.79 1,3 m3/a 0,1 Effet partiel irrégulier

Tableau II. Essais en riviêre de la poudre primaire
de Bacillus thuringiensis israelensis contre les larvea de aimulies
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1. INTRODUCTION

Des essais préliminaires sur le terrain ont montré que l'endotoxine de !. !. israelensis
pourrait Stre à la base de la production de larvicides ayant une grande efficacité vis-à-vis
des larves de simulies appartenant au complexe S. damnosum (Guillet et Escaffre, 1979a) tout
en ayant une innocuité presque totale pour la faune non-cible des rivières traitées (Dejoux,
1979). Ces essais préliminaires ayant été effectués à l'aide de la poudre primaire R.153-78
préparée à des fins expérimentales par le groupe Roger Bellon-Biochem, il nous a paru inté
ressant de les compliter en utilisant des présentations plus élaborées de l'endotoxine de
B. t. israelensis déjà évaluées contre les larves de moustiques dans le sud de la France
(Sinigre et al., 1979). Notre évaluation de trois formulations expérimentales a ité faite
dans le sud de la Côte d'Ivoire où avaient déjà pris place les expérimentations concernant la
poudre primaire R.153-78. la poudre primaire a été employée également, à titre de référence.

2. MATERIELS ET METHODES

Les trois formulations expérimentales utilisées avaient été élaborées à partir de 1&
poudre primaire R.153-78 et se présentaient sous les formes suivantes

<a) un concentré émulsionnable à 5 % de poudre primaire;

(b) une formulation aqueuse concentrée à 10 % de poudre ~ri~ire.

(c) une poudre mouillable dispersible dans l'eau à 50 % de poudre primaire.

L'ensemble des essais a été réalisé sur des populations préimaginales de Simulium
damnosum s.l •• S. cervicornutum, S. unicornutum, ainsi que sur des larves appartenant au
groupe .!. aicocki. -

Les essais oat été effectués en riviire 1 l'aide de cages flottantes (Guillet et
Escaffre, 1979b) pour chacune des formulations. La poudre mouillable à 50 % a aussi été
employée lors d'essais à plus grande échelle sur le terrain.

Les méthodes employées ont été les mêmes que celles utilisées pour l'évaluation des lar
vicides conventionnels (Guillet, 1978) et lors de l'étude de la poudre primaire (Guillet et
Escaffre, 1979a). Les concentrations ont été exprimées en milligrammes par litre de poudre
primaire appliqués au volume d'eau à traiter s'écoulant en 10 minutes.

lEntamologiste médical ORSTOM , Institut de Recherches sur l'Onchocercose de l'OCCGE,
Bouaké, Côte d'Ivoire.

2Technicien entomologiste ORSrCM, Institut de Recherches sur l'Onchocercose de l'OCCGE,
Bouaké, Côte d'Ivoire.
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3. EVALUATION PHYSIQUE DES FORMULATIONS

Le concentré émulsionnable se disperse relativement bien dans l'eau mais une proportion
importante de la formulation reste en surface et ne s'incorpore à l'eau qu'apr~s un leger
brassage. La formulation aqueuse concentrée, de consistance semi-pâteus~ne se disperse pas
spontanêment dans l'eau et sombre instantanément au fond du récipient servant à diluer ce
concentré. Une fois mélangées de façon homog~ne à un certain volume d'eau ces deux formula
tions se mélangent facilement à un volume d'eau beaucoup plus'important et leur sédimentation
semble relativement lente.

La poudre mouillable se disperse aisément dans l'eau mais des agrégats de 1 à 2 mm de
diamètre persistent même apr~s un vigoureux brassage. Ainsi que nous l'avons déjà indiqué
dans notre précédente note la poudre primaire est difficilement dispersible dans l'eau.

Apr~s la mise en suspension des différentes formulations la taille moyenne et les tailles
axtrlmes des particules ainsi obtenues varient considérablement d'une formulation à une autre
(tableau nO 1). Les suspensions de poudre primaire et de poudre mouillable contiennent des
agrégats sphériques (figure 1) ayant des diamitres moyens respectifs de 29,1 et 14,2 microns
(correspondant respectivement à des extrêmes de 5,7 - 100 et 2,3 - 87,4 microns). La sus
pension obtenue à partir de la formulation aqueuse concentrée est composée presque exclusi
vement de spores-cristaux isolés avec quelques petits agrégats n'excédant pas 5,7 microns.
La suspension créée à partir du concentré émulsionnable contient des agrégats de petiee taille
(9,5 microns) et d'un nombre important de spores-cristaux· isolés. .

4. EVALUATION BIOLOGIQUE DES FORMULATIONS

Les observations faites lors de l'évaluation comparée de la poudre primaire et des trois
formulations expérimentales sont résumées dans le tableau nO 2. Elles permettent de conclure,
en dépit d'une certaine hétérogénéité des résultats obtenus avec la poudre mouillable ·et le
concentré émulsionnable que, pour une même concentration de matière active, plus la suspension
obtenue contient de petites particules, moins elle est active vis-à-vis des larves de simulies.
L'efficacité de la formulation aqueuse est pratiquement nulle. Une évaluation à plus grande
échelle de la poudre mouillable a donné des résultats tout à fait comparables à ceux obtenus
en cages flottantes, avec une mortalité de 100 % des larves de simulies lors d'un traitement
à 0,4 mgll pendant 10 minutes et un effet tr~s modeste pour une application à 0,2 mgll pendant
10 minutes (tableau nO 3).

5. DISCUSSION DES· RESULTATS

Les études les plus récentes faites sur la taille des particules ingérées par les
larves de simulies appartenant au complexe S. damnosum (EIsen, 1979) ont montré que bien que
la majorité des particules observées dans le tube digestif des larves des stades 2 à 7 aient
moins de 5 microns ces larves pouvaient toutefois, dès le stade 2, ingérer des particules
indéformables de 9 x 18 microns et des particules déformables de 26 x 29 microns. Il est
probable qu'au cours de l'ingestion certaines des grandes particules sont morcelées contribuant
à diminuer la fréquence relative de telles particules dans le tube digestif. Cette fréquence
relative des classes de taille des particules ingérées peut donner une fausse idée de l'impor
tance réelle de ces classes dans l'alimentation et l'intoxication des larves de simulies. Si
l'on exprime les observations en terme de masse ingérée on constate que les particules de 9,5
microns et plus, bien que peu abondantes, représentent une masse beaucoup plus importante que
les nombreuses particules d'une taille plus faible.
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On doit tenir compte par ailleurs de ce que la poudre primaire est un mélange contenant
notamment des débris de cellule. végétative. d'une den.ité spécifique proche de l'unité et
de••pore.-cristaux dont la den.ité e.t voi.ine de 1,28 (Sharpe et al., 1975). Lors de la
mi.e en suspension dan. l'eau les gro••e. particule. compo.ites restënt donc mieux en suspen
sion que les spores-cristaux isolés et les petits agglomérats de spores-cristaux. Plus la
suspension contient de fines particules et plus la mstiire active, constituée par les cristaux
d'endotoxine, et les spores-cristaux, sédimentera rapidement.

Il est difficile de dire actuellement lequel des deux phénomines précités joue le plus
grand rale pour réduire l'efficacité des formulations expérimentales produisant une grande
abondance de petites particules. Des études sont en cours pour étudier ce problime et essayer
de déterminer les caractéristiques optimales que devront avoir le. formulations de B. t.
israelensis pour être opérationnellement efficaces contre les larves de simulies. - -

6. STABILITE DE L'ENDOTOXINE DE!. T. ISRAELENSIS EN MILIEU TROPICAL

A l'issue des essais décrits dans la présente note, les reliquats des formulations explri
mentales et de la poudre primaire ont été laissés sur le lieu de l'expérimentation et ont été
ainsi exposés à des températures souvent élevées. Trois semaines plus tard une nouvelle série
d'essais effectués avec la poudre primaire et la poudre mouillable a montré que ces deux
formulations avaient perdu une partie importante de leur efficacité. Ce phénomine est en cours
d'étude.

7. CONCLUSIONS

La toxicité sélective de l'endotoxine de B. t. israelensis pour les larves de simulies
ouvre des perspectives intéressantes pour la l~ttë contre les vecteurs de l'onchocercose en
Afrique tropicale. Il conviendrait toutefois de déterminer la stabilité de cette endotoxine
dans les conditions habituelles de stockage des insecticides en zone tropicale et de préciser,
lors de recherches opérationnelles, quelles caractéristiques physiques devraient avoir les
particules contenant l'endotoxine pour assurer la destruction des larves de simulies immédia
tement en-dessous du point de traitement et sur une distance aussi longue que possible en aval.
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SlJNtARy

A primary powder of Bacillus thuringiensis israelensis experimentally produced at the
industrial level, 1.153-78. has been evaluated against balckfly larvae belonging to the
Simulium damnosum complex at the same time and under the same field conditions as three
experimental formulations derived fram this primary power: one 50% water dispersible powder,
one 10% water-based concentrate and one 5% emulsifiable concentrate. Once mixed wïth vater
prior to application to the breeding sites the primary power and the vdp producted susp~nsions

with respectively large and maderately large particular aggregates containing the B. t.
israelensis endotoxine The emulsifiable concentrate produced a suspension vith fine particules
and the water-based conceDtrate rllsulted in a suspension containing mostly free "spore-crystal"
particules. The biological effect OD blackfly larvae. for a given concentration of R.153-78.
was iDversely proportional to the size of the particules. the water-based concentrate being
ineffective and the wdp being noticeably leu effective than the primary powder itself. Studies
are underway to determine if the influence of the particule size is related to the amount of
primary powder ingested by blackfly larvae. to the differential sedimentation of inert ingre
dient and "spore-crystal" particules, or both.
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Poudre primaire ~oudre mouillable Concentré ~ulsionnable Concentré aqueux
à 50 % à S % à 10 %

Nombre de
mesures 348 397 350 -

Taille moyenne
Spores & cr~stau~

isolés
en oU 29,1 14,2 9,5 1,5 - 2,5

Ecart type 16 11,3 2,6 -
Taille maximum

en p 100 87,4 20,7 5,7

Taille minimum
en p 5,7 2,3 3,4 1,5

Tableau n~ 1. Taille des particules après mise en suspension aqueuse
de la poudre primaire R.153-78 et de 3 (ormulations expérimentales de
!. thuringiensis israelensis dérivées de cette poudre primaire
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Concentrations de poudre primaire R.1S3-78 utilisées, en mg!l pendant la minutes

Formulation
0,1 0,2 0,4

Nombre de larves % de Nombre de larves % de Nombre de larves % de
testées mortalité testées mortaliti testées mortalité

Poudre primaire 329 94,4 247 100 - -
poudre mouillable

à 50% 430 4,4 538 13,5 188 100

Concentré émulsionnabll
à 5% 1760 3,3 529 35,S 211 23,2

Concentré aqueux
à 10% 1983 0,3 701 5,4 141 5,7

Témoin 227 4,6 382 3,5 153 8

Tableau nO 2. Mortalité des larves de S. damnosum s.l. traitées
en cages flottantes avec la poudr; primaire R:I53-78 et

trois formulations expérimentales de!. thuringiensis israelensis

Rivière Date Débit Dosage en mg!l Effet sur les larves
pendant Ulam de simulies

Coué 7.06.79 l,6m3!s 0,4 100 % de mortalité

Coui 8.06.79 2,3m3!s 0,2 effet très partiel

Tableau n0 3. Essais en rlVlere d'Une poudre mouillable de
B. thuringiensis israelensis a 50 % de poudre primaire R.1S3-78



c

1\)

0\
Vl

Figure 1. Agrégats observés lors de la mise en suspension dans l'eau de la poudre primaire R.153-78 de B. t. israelensis
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EVALUATION DE BACILLUS THURINGIENSIS SEROTYPE 14 DE BARJAC
POUR lA LunE CONTRE LES URVES DE SIMULIlJ}f DAMNOSUM S .1..

III. DONNEES PRELIMINAIRES SUR U. SEDIMENTATION DE L'ENDOTOXINE
nANS L'EAU ET SUR SA STABILITE EN ZONE TROPICALE

par

* ** ***P. GUILLET, J. DEMPAH et J. COZ

1. INrRODUCTION

Le Bacillus thuringien.is s'rotype 14 a été testé sur le terrain contre les larves de
S~ulium damnosum s.l. sous forme de poudre prlœaire R 153.78 (Guillet &Escaffre, 1979a) et
de formulations plus élaborées (Guillet 6 Escaffre, 1979b). Ces essais ont permis de constater
que les formulations étaient d'autant moins efficaces qu'elles présentaient des particules de
petite d~ension. Une formulation composée de spores et cristaux libres n'a pratiquement aucune
efficacit'. Il nous a paru intéressant de voir si ce phénomène était dO l une sédimentation
accélérée de la matière active dana les formulations l petites particules ou à une ingestion
insuffisante de matière active lorsque la taille des particules diminue. Par ailleurs, nous
avons constaté lors de ces essais une perte d'efficacité notable d'un échantillon de poudre
pr~aire après trois semaines de stockage sur le terrain. Nous avons contrOlé au laboratoire
l'activité biologique de cet échantillon et entrepris une étude de la stabilité du Bacillu.
thuringiensis sérotype 14 stocké sous abri en zone tropicale pendant une période d'un an.

2. MATERIEL ET METHODES

Cette étude a été réalisée avec des larves d'Aedes aegypti. Tous les tests ont été effec
tués conformément à la méthode OMS pour la détermination de la sensibilité des larves de mous·
tiques aux insecticides (OMS, 1963) dans de l'eau permutée à pH 4,8.

2.1 Sédimentation des formulations

Dans un premier temps, nous avons déterminé les l~ites de la CLloo de quatre formulations
poudre primaire, poudre mouillable l 50 1., concentré aqueux l 10 1. et concentré émulsifiable
à 5 1.. Toutes les concentrations sont exprimées en 1. ou en mgll de poudre primaire considérée
comme de la matilre active pure. Ultérieurement, nous avons introduit dans des éprouvettes un
litre de suspension aqueuse l 40 mgll de chacune des trois premières formulations. Des prélève
ments l la pipette ont été effectués en surface, au milieu et aux trois quarts de la profondeur
à des intervalles de temps définis. Chacun des préllvements a été dilué et testé à la limite
supérieure de la CLloo sur quatre lots de 25 larves L4 d'Aedes aegypti souche Réao (Tuamotus).

* , h 'Entomologiste médical de l'ORS~OM, Institut de Recherches sur l One ocercose de 10CCCE,
Bouaké, COte d'Ivoire.

** Pharmacien stagiaire de la COte d'Ivoire, ORSTOM-SSC, Bondy, France.

*** Pharmacien, Docteur es Sciences, Chef du taboratoire de Recherche. en Entomologie médi
cale, OR5TOM-SSC, Bondy, France.
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2.2 Stabilité de la toxine en zone tropicale

En vue d'étudier la stabilité de la poudre primaire dans les conditions tropicales, de
nombreux échantillons co~tenus dans de petites bottes cylindriques en plastique rigide avec
couvercles ont été expédiés à Bouaké (Cate d'Ivoire). Une partie de bottes a été ouverte,
l'autre a été maintenue fermée. Régulièrement des lots ouverts et fermés sont réexpédiés à
Bondy (France) et leur activité est testée dans des conditions standardisées.

Par ailleurs, un sachet ouvert en plastique transparent contenant cette poudre a été
stocké trois semaines sur le terrain et, de ce fait, exposé à des températures souvent élevées.
L'activité biologique de tous ces échantillons a été testée sur des larves d'Ae. aegrpti souche
Meya (Congo) en comparaison avec un lot témoin de poudre primaire conservé au laboratoire
d'entomologie médicale de l'ORSTOH à Bondy.

3. RESULTATS

3.1 Activité comparée de trois formulations (poudre mouillable, concentré émulsifiable et
concentré aqueux)

La poudre mouillable et le concentré émulsifiable ont une efficacité double de celle du
concentré aqueux (tableau 1). L'efficacité de la poudre prtmaire est intermédiaire. Celle-ci
titrait dans les conditions de l'expérience 2100 ur B.t l4/mg par rapport au standard IfS 78
fixé à 1000 UI ~ 14/mg (de Barjac, 1979; Dempah &~, 1979).

La lecture des résultats (tableau l, graphique N° 1) montre que les CL
SO

sont les
suivantes :

- Concentré émulsifiable à 5 7- - CL50 0,078 mg/l

- Poudre mouillable l SO 1. - CLSO 0,088 mg/l

- Poudre primaire R.1S3.78 - CLSO
0,12 mg/l

- Concentré aqueux • CL
SO

0,17 mg!l

Comme on le voit, l'activité insecticide est donc liée l la formulation.

3.2 Etude bioloRioue de la sédÜDentation de quelques formulations de B.t 14 (poudre primaire,
poudre mouillablc, concentré aqueux)

Les sédimentations de la poudre primaire et de la poudre mouillable semblent s'opérer de
façon identique (tableau N" 2). Elles sont régulières et déjà perceptibles après 30 minutes.
Après quatre heures, SO à 7S 1. de la matière active ont sédimenté. Au bout de 24 heures, la
quasi-totalité se trouve au fond de l'éprouvette. En revanche, aucune sédùnentation n'est
décelabl~ pour le concentré aqueux après 24 heures; à 48 heures, la sédimentation,en termes
de perte de toxicité, est du même ordre de grandeur que celle de la poudre primaire après
30 minutes.

Si l'on remet en fin d'expérience les particules en suspension par agitation de l'éprou
vette, on obtient des résultats identiques à ceux obtenus au temps zéro (tableau N° 2). La
matière active sédimente donc plus ou moins vite mais ne subit, sur une période de 48 heures,
aucune altération de son activité biologique.

3.3 Stabilité de la toxine en zone tropicale

La poudre conservée fermée a une toxicité analogue l celle du témoin après trois mois de
stockage. En revanche, la toxicité de la poudre conservée ouverte, sur le terrain ou sous abri,
diminue légèrement. Toutefois, si on la déshydrate une heure l 8S·C, sa toxicité redevient ana
logue l celle du témoin (tableaux Nos 3 et 4).
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En fait, la température ne peut pas être considérée comme un facteur de dégradation de
l'endotoxine, puisqu'une exposition de 24 heures à SO·C n'entratne pas de baisse de l'activité
(Dempah, 1979).

4. DISCUSSION DES RESULTATS

Les observations concernant les effets de sédimentation des particules de B.t 14 sur la
mortalité des larves de moustiques concordent sensiblement avec celles effectuées par Sinègre
(1979) dans le midi de la France. Lors de la série d'essais réalisés précèdemment (Guillet &
Escaffre, loc. cit.), nous avons pu constater que l'efficacité des formulations de B.t 14 contre
les larves de simulies était directement proportionnelle à la taille des particules. Il nous
est maintenant possible d'affirmer que ces différences, dans les conditions expérimentales de
tests sur les larves de simulie~ ne sont pas dues à une sédimentation des petites particules
mais l une ingestion insuffisante lorsque la taille diminue. A concentration égale, les larves
de simulies ingèrent donc avec les agrégats de poudre primaire (diamètre moyen 29;V) une
quantit~ de matière active beaucoup plus importante qu'à partir des cristaux isolés du concen
tré aqueux dont la taille moyenne est de l'ordre du micron. Il est probable que la poudre
primaire et la po~dre mouillable n'aient,dans les conditions opérationnelles de traitement,
qu'une port'e efficace limitée du fait de la sédimentation des grosses particules ou de leur
délagrégati~n en particules beaucoup plus fines.

Il ne semble pas que l'endotoxine du B.t 14 subisse de profonde altération après trois
mois de conservation en zone tropicale. Nous avions noté (Guillet & Escaffre, loc. cit.) une
baisse d'activité de la poudre; en fait nous pensons actuellement que cette moindre efficacité
observée était due à un excès d'humidité. Cette poudre, relativement hygroscopique, était
stockle à l'air libre dans une atmosphère saturée d'humidité. Notons également que sur la
poudre conservée à l'air libre s'est développé un important mycélium cryptogamique qui peut
également interférer lors de la pesée des substances actives.

5. CONCWS ION

Bien que les premiers résultats obtenus demandent à être confirmés, il semble que la
toxine du B.t 14 possède une bonne stabilité dans les conditions de stockage en zone tropicale.
Cette stabilité se rspprocherait donc de celles des autres sérotypes de Bacillus thuringiensis
couramment utilisés en agriculture.

L'efficacité des formulations de B.t 14 contre les larves de Simulium damnosum s. 1. dépend
essentiellement de la taille des particules. Les grosses psrticules jouent, en termes de masse
ingérée, un rale beaucoup plus important que les petites particules. Les résultats obtenus
permettent d'orienter les recherches dans ls mise au point de nouvelles formulations antisiœu
lidiennes. Ces recherches concernent essentiellement la distribution de taille des particules,
leur résistance à la ddsagrégation et leur densité. Les améliorstions portées dans le sens
d'une moindre sédimentation permettront, en outre, d'améliorer les performances du B.t 14
contre les larves de moustiques.

Il est important de souligner que ce type de recherches ne concerne pas uniquement B.t 14
mais pourrait s'appliquer à la plupart des insecticides présentés en formulations particulaires
d'un type analogue.
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7. SUHHARY

Studies vere carried out (a) to assess the sedimentation of Baci11us thuringiensis
endotoxin and the efficacy of different formulations and (b) to de termine the stabi1ity of the
endotoxin under tropical conditions.

Four formulations vere tested againat Ae. ae2VDti larvae by the WHO susceptibi1ity test:
5t emulsifiable concentrate. sot water-dispersible powder, primary powder R.153.78 and vater
based concentrate. The efficacy of the wdp and the EC was twice that of the water-based
concentrate, the primary powder being intermediate between the tvo. It vas concluded that
the insecticidel activity depends upon the formulation.

The sedimentation of the primary powder and the wdp were identical: after 30 min.
aedimentation vas noticeable. after 4 h SO-75t of the active material had precipitated and
after 24 h virtually all was at the bottom of the test-tube. In contrast, for the water-
based concentrate no sedimentation could be detected after 24 h and after 48 h the sedimentation
in terms of luss of toxicity was the same as for the primary powder after 30 min. When the
particles were resuspended by ahaking. identical results were obtained as at 0 time. Thus
the active Ingredient sediments out more or less quickly over a 48 h period but there is no
change in its biological activity if the particles are agitated and resuspended.

With regard ta the stability of the toxin under tropical conditions, after three months
the unopened powder had the same toxicity as the control while the opened powder lost toxicity
alightly. ~en water was removed from the latter (1 h at 85'C) , however, its toxicity was
again the same as the control. There was no reduction in activity when the powders were
subjected ta SO·C for 24 h. The authors conclude that while these preliminary results need
ta be confirmed. it seems that the toxicity of Baci11us thuringiensis 14 has good stabi1ity
under tropical conditions of storage.

The role of particle size in connexion with the use of Baci11us thuringiensis 14 for the
control of Simulium damnosum larvae is discussed as well as the indication that such research
can be applied to other similar particulate insecticides.
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TABLEAU 1. SENSIBILITE D' AEDES AEGYPTl SOUCHE RUO (TUAMonJS) A QUATRE FORMUlATIONS
DE BACI LWS TIIURINGIENSIS SEROTYPE 14

Fonau lations Poudre prima~re Poudre mouillable Concentré aqueux Concentré émulBionnable
R - l~). 78- ~O t 10 t ~ ,.

Concentrations
en mail b t~ n t m n t m t IIIn- n

O.~O 100 100 100 100 100 98 100 100

0,25 100 93 100 100 100 84 100 100

0.12~ 100 60 100 79 99 28,2 99 8~.8

0,0625 99 7,7 100 29 100 3 100 31

0 100 0 100 0 100 0 100 1

a
les conditions de l'expérience. poudre titrait 2100 ur B.t 14/mg.- Dans cette

l!- n • nombre de larves par concentrstion.

f. t m. t de IIIOrU lité brute.

N
-J
.po.

1



TABLEAU 2. SEDIMENTATION DE TROIS FORMUlATIONS DE BAClLWS THURINGIENSIS SEROTYPE 14
EXPRIMEE EN 'l. DE HORTAUT! SUR DES lARVES D' AEDES MGxPTI SOUCHE REAO (TUAHOnJS)

Poudre primaire O,:.! m&ll Poudre mou1l1able 0,2 mg/l Concentré 0,4
,

: : aqueux : m&ll

For..... lat ions
1! 2 ) 4 1 2 ) 4 1 2 ) 4

Temps zéro 100 100 97 - 98 98 86 - 100 100 99 -
)0 minutes 94 95 92 . - - - - 99 100 99 -
60 minutes 89 87 92 - 71 80 72,7 - 100 100 99 -
2 heures 55 67 94 - - - - - 99 99 100 -
4 heures )),) 47,4 52 - 24 )1, ) )) - 99 96 99 -
24 heures 7 7 10 100 7 14 8 97 99 99 97 -
48 heures - - . - - - - - 82,8 92 95 100

~ 1 : en surface. 2 : l la moitié de la profondeur. ) : aux )/4 de la profondeur;

4 : après agitation du cont.enu de l'éprouvette.

.....
Vl...

1\)

-J
Vl
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TABLEAU 3. ACTIVITE BIOLOGIQUE (MORTALITE %) DE LA POUDRE PRIMAIRE R 153-78 DE
BACILLUS THURINGIENSIS SEROTYPE 14 STOCKEE SOUS ABRI A BOUAKE (COTE D'IVOIRE)

Concentrations en mgl1 0 0,025 0,05 0,1 0,2

t6l11Oin conservé à Bondy 0 (100) 68 (75) , 79 (100) 95 (100) 98,7 (75)

trois semaines fermê 0 (100) 72 (175) 85,7 (175) 98,2 (175) 97 (100)

trois semaines ouvert 0 (100) 28,8 (170) 53,1 (175) 87,6 (275) 99 (100)

Six semaines fermê 0 (100) 21,8 (142) 31,5 (171) 74,1 (174) 98,9 (99)

Six semaines ouvert 0 (75) 0 (100) 5,8 (172) 32,9 (170) 72,5(175)

Six semaines ouvert
déshydrat6 1 heure 0 (75) - 20 (50) 78 (50) 96 (75)

à 85'C

trois lII01s fermf 100 (100) - 57 (100) 90,9 (99) 100 (100)

trois mois ouvert 0 (98) - 7 (100) 32 (100) 81 (99)

trois mois ouvert
déshydraté 1 heure 0 (99) - 14,1 (99) 39,4 (99) 81,8 (99)

l 85'C

(entre parenthèses, le nombre de larves testées)

TABLEAU 4 ACTIVITE BIOLOGIQUE DE LA POUDRE PRIMAIRE R 153-78 DE BACILLUS THCRINGIENSIS
SEROTYPE 14 STOCKEE OUVERTE TROIS SEMAINES SUR LE TERRAIN

TélllOin conservé à Bondy Trois semaines ouvert

Concentrations en mgl1
sur le terrain

n!. %ml!. n %m

0,20 - - 223 98

0,10 74 94,6 221 78,3

0,05 1J 47,9 218 32,1

0,025 48 20,8 74 4

0 - - 100 0

a nombre de larves par concentration••- n :

.2%m: % de mortalité brute-



- 277 -

WHO/VBC/80.7~6
Page 9

GRAPH 1

LARVAE SPECIES: AEDES AEGYPTI ( SOUCHE REAO·TUAMOTUS)
Insecticide: Bacillus thuringiensis s. 14
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ETUDE DES FACTEURS CONDITIONNANT L'EFFICACITE

DES PREPARATIONS A BASE DE Bae~tu~ ~hu~~ng~en~~~ H14

VIS-A-VIS DES LARVES DU COMPLEXE S~u~um damno~um ~.t.

(V~~e~a S~u~dae)

l - INFLUENCE DE LA NATURE ET DE LA TAILLE DES PARTICULES.
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ETUDE DES FACTEURS CONDITIONNANT L'EFFICACITE DES PREPARATIONS A BASE DE

Bac~ thuk~g~~~~ H14 VIS-A-VIS DES LARVES DU COMPLEXE S~l~m damno~m

l - INFLUENCE DE LA NATURE ET DE LA TAILLE DES PARTICULES.*

Pierre GUILLET **
Henri ESCAFFRE ***
Jean Michel PRUD'HOM ***
Siaka BAKAYOKO •••

INTRODUCTION

Les premiers essais de terrain du Bac~ ~~ng~e~~ H14

contre les larves des espèces du complexe S~~m damno~m, vecteurs de l'on

chocercose en Afrique intertropicale, ont été réalisés avec une poudre primaire

non formulée R-153.78 (Bellon Biochem) (GUILLET et de BARJAC, 1979, GUILLET et

ESCAFFRE, 1979 a). Les résultats obtenus furent si encourageants que 3 formula

tions expérimentales ont été immédiatement produites par l'ind~strie. Il fut

alors démontré que l'efficacité de ces 3 formulations dépendait de la taille

des particules en suspension (GUILLET et ESCAFFRE, 1979 b). Des résultats

comparables ont été obtenus aux Etats-Unis avec les mêmes formulations testées

sur des larves de S. v~ttatum Zetterstedt (MOLLOY ~t al., 1981). Les auteurs

montrèrent également que les formulations sous forme d'émulsions inhibaient

le fonctionnement des pièces buccales, conduisant rapidement à un arrêt total

de la prise de nourriture.

Du fait des perspectives remarquables offertes par la toxine

du B. thuk~ng~~~~ H14, des recherches ont été entreprises pour déterminer

• Ce travail a bénéficié, dans le cadre des accords conclus entre l'ORSTOM
et l'OCCGE, d'une subvention du programme spécial PNUD, Banque Mondiale,
OMS, de recherches et de formation concernant les maladies tropicales .

•• ORSTOM·· SSC - 70 à 74 route d'Aulnay - 93140 BONDY - FRANCE

••• Institut Pierre Richet (IRTO) - BP 1500 - BOUAKE - COTE D'IVOIRE
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les formulations qui seraient le mieux adaptées aux opérations de lutte contre

les vecteurs de l'onchocercose en Afrique de l'Ouest et pour étudier les fac

teurs qui conditionnent leur efficacité.

La toxine du B. th~t~gien6~ H14 est insoluble dans l'eau

et les solvants organiques usuels, de ce fait, toutes les formulations sont

nécessairement de type particulaire. Les particules peuvent être constituées

de spores et cristaux d'endotoxine séparés (0,5 à 1,5 p, concentrés aqueux

dispersibles) ou au contraire agrégés entre eux (poudres mouillables). Ces

agrégats sont de taille tout à fait variable selon les formulations.

Les larves de simulies vivent fixées sur des supports dans

les zones de courant rapide des rivières et se nourrissent des particules na

turelles en suspension dans l'eau qu'elles filtrent au moyen d'un appareil

buccal très spécialisé. Le rythme de préhension et d'ingestion de ces parti

cules dépend de leur taille et de leur consistance. Les larves ingèrent des

éléments de taille d'autant plus grosse qu'elles sont âgées. Enfin, les larves

du complexe S. damno~um ingèrent davantage de nourriture lorsque la turbidité

de l'eau et la quantité d'éléments figurés augmente (KURTAK, 1978, 1979, ELOUARD

et ELSEN, 197~ ELSEN et al., 1978, ELSEN. 1979, ELSEN et HEBRARD, 1979, ELSEN,

1980 a et b).

Dans la mesure où la toxine du B. thukingien6~ H14 n'est

active que par ingestion, il n'est oas surprenant, du fait des modalités de

n~tnition des larves de simulies, que l'efficacité des formulations dépende de

la nature et de la taille des particules qui les constituent. Des recherches

ont donc été entreprises pour étudier l'influence de ces deux facteurs sur l'ef

ficacité des formulations afin de permettre à l'industrie de mettre au point des

nouvelles formulations aussi efficaces que possible et adaptées aux conditions

d'utilisation. Pour cela, quatre expérimentations différentes ont été réalisées

successivement.

- 2 -
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Expérience

Influence de la fragmentation des agrégats sur l'efficacité d'une poudre primaire.

Matériel et méthodes.

Une suspension à 5 g/l de la poudre primaire R-153.78

(3500 U.I. Aed~ aegyp~/mg) (500 ml dans une fiole jaugée de 1 1) a été homo

généIsée à la main. On a ensuite continué à homogénéIser la suspension avec un

agitateur magnétique et des billes de verre pour fragmenter les agrégats en

suspension. 20 ml de cette suspension ont été prélevés avant le début de l'agi

tation puis 5, 20 et 40 mn après et testés immédiatement sur des larves du

complexe S. damno~m dans un dispositif de minigouttières. Cette expérience a

été répétée deux fois. La taille des particules de chacun de ces prélèvements

a été mesurée sur 300 agrégats environ avec une cellule de Nageotte. Au fur

et à mesure de l'agitation, les agrégats se fragmentent, tandis que la propor

tion de spores et cristaux séparés augmente. Ces derniers n'ont toutefois pas

été pris en compte dans le calcul de la taille moyenne des particules car ils

représentent une quantité pondéralement négligeable par rapport à la masse des

grosses particules.

Les suspensions ont été testées à la concentration de 0,1

mg/l pendant 10 Mn. Des larves de tous stades ont été utilisées et séparées

seulement au moment de la lecture des résultats en larves âgées (stades 6 et 7,

longueur de la postgena~ 350 ~) et larves jeunes (stades 2 à 5, longueur de

la postgena ~350 p).

Résultats.

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 1.

Plus la poudre primaire est agitée, plus les agrégats se fragmentent et moins

le produit est efficace. La liaison entre la taille des agrégats et l'efficaci

té est aussi significative vis-à-vis des larves jeunes que des larves âgées

(r2 respectivement de 0,94 et 0,97). Cette expérimentation n'a pas été poussée

au-delà de 40 mn car les agrégats présents au bout de ce laps de temps se sont

avérés très difficiles à fragmenter.

- 3 -
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Temps d'agitation (mn) 0 5 20 40

Taille moyenne des
26,3 13,5 11,6 6,4agrégats (en p)

%de mortalité larves 61,8 !' 6,5 38,3 : 9,4 42,7 ! 8,6 26,4 ! 6,0

et jeunes (223) ( 107) ( 131) (216)

(nb. de larves larves 55,2 ! 6,8 32,3 ;t 8,2 34,9 !. 9,4 22,8 : 6,0testées)
âgées ( 211) (129 ) (103) (198)

Tableau 1 - Effet de la fragmentation des agrégats sur l'efficacité d'une
suspension de poudre primaire R-153.78.
(dosage 0,1 mg/I/10 mn, 2 répliques).

Table 1 - Effect of splitting up aggregates of R-153.78 primary powder with
a magnetic stirrer on the efficacy against S. damno~ complex
larvae. (dosage 0,1 mg/I/10 mn, minigutter test).

On peut déduire de cette expérimentation que la taille moyen

ne des particules, qui confère à la suspension de poudre primaire R-153.78 la

meilleure efficacité est égale ou supérieure à 26 p.

Expérience 2

Efficacité comparée de différentes fractions granulométrigues d'une même poudre.

Matériel et méthodes.

Une poudre expérimentale a été obtenue (Bt 673, 6000 U.I.

A. aegypti/mg, Bellon Biochem) en augmentant la cohésion des agrégats d'une

poudre primaire par l'adjonction d'un liant. Le produit a été ensuite confié à

un laboratoire spécialisé qui en a extrait par triage à sec deux échantillons,

l'un à particules plus fines que la poudre d'origine, l'autre à particules plus

grosses. Les tailles obtenues se répartissent comme suit :

- 4 -
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Taille (p) 0-10 10-20 20-30 30-40 40-50 50-60 60-70 70-80 80-90

Poudre d'origine
5 % 12 % 18 % 35 17 7 4 2(moyenne = 35,..) -

Echantillon fin 16 42 32 9 1(moyenne = 18 p) - - - -

Echantillon gros
(moyenne = 45 p) - - 6 18 42 19 8 5 2

Tableau 2 - Réparti~ion de la taille des particules de la poudre Bt 673
et des deux échantillons qui en ont été extraits.

Les tests ont été réalisés dans le système des minigouttiè

res et les larves ont été séparées à la lecture du test en trois groupes :

stades 2 et 3 (postgena<200 Il), stades 4 et 5 (postgena 200 à 350 p),
et stades 6 et 7 (postgena -'3'50 p).

Quatre essais ont été réalisés à la dose de 1,6 mg/l pendant 10 mn.

Résultats.

Les résultats sont présentés dans le tableau 3.

Taille moyenne %mortalité larvaire et (nb. larves testées) ,

des particules stades 2-3 4-5 6-7 tous staàes

Témoin 2 3 2
1

1,3
( 127) (241) (156) (524 )

Fines : 18 p
48,8 ~ 6,2 51,71.3,9 40,0 ! 3,7 46,2 ~ 2.5

(262) (644) (693) (1599)

Normales : 35 Il
89,7 !11,3 59,4 .!: 7,6 68,5 ±. 4,7 67,0 ; 3,9

(29) (165) <391 ) (585)

Grosses : 45 p 65,4 ± 5, 1 74,2 ! 3,1 85,3 j; 2,8 75,9 .t 2,0
(347) (776) (625) (1748 )

Tableau 3 - Influence de la taille moyenne des particules d'une poudre Bt 673
(Bellon Biochem) sur l'efficacité vis-à-vis de différents stades
larvaires. (1,6 mg/l/10 mn).

Table 3 - Influence of mean particle size on the efficacy of Bt 673 powder
(Bellon Biochem) against different larval instar groups.
(dosage 1,6 mg/l/10 mn, 4 replicates).

- 5 -
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L'efficacité de la poudre Bt 673 augmente avec la taille

moyenne des particules. La liaison la plus significative est obtenue avec les

larves âgées (r2 = 0,998) et reste très significative pour les larves de stades

intermédiaires (r2 = 0,90). En revanche la mortalité des larves jeunes, qui

augmente considérablement de 18 à 35 P décroit significativement au-delà, car

les petites larves ne peuvent plus ingérer les grosses particules non friables.

Dans tous les cas, l'échantillon fin est moins efficace que l'échantillon

d'origine. La taille moyenne optimum des particules pour la poudre Bt 673 se

situe entre 34 et 40 p. Au-delà de 40 p, l'efficacité vis-à-vis des larves

agees continue d'augmenter mais la formulation serait moins efficace pour

le traitement de populations larvaires composées en majorité de larves jeunes.

Expérience 3

Efficacité comparée de 4 fractions granulométriques d'une poudre mouillable.

Matériel et méthodes.

100 g de poudre mouillable ABG 6108 (Abbott) lot 6478-194

(1000 U.I. A. aegyp~/mg) ont été passés à travers un jeu de tamis à mailles

décroissantes (120 à 40 p) pendant 30 mn sur un vibreur réglé au maximum de

l'intensité. 7 fractions granulométriques ont été récoltées et 4 testées

(<: 40 p, 50 à 63 p, 80 à 100 Il et :;>-120 p), comparativement à la poudre non

tamisée. Les tests d'efficacité ont été réalisés comme dans l'expérience pré

cédente mais avec un dosage de 0,8 mg/I/10 Mn.

Résultats.

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 4.

Comme dans le cas de l'expérience prédédente, l'efficacité de la poudre mouil

lable varie en fonction de la taille des particules. La taille optimum est de

l'ordre de 55 p pour les larves jeunes et 90 p pour les larves âgées. La frac

tion inférieure à 40 P est dans tous les cas moins active que la poudre d'ori

gine tandis que, globalement, les fractions 50 à 63 et 80 à 100 P sont plus

efficaces. La taille optimum des particules se situe donc pour cette poudre

aux environs de 50 à 60 r'

- 6 -
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%de mortalité larvaire et (nb. larves testées)Fraction
granulométrique

< 40 li

50 à 63 Il

80 à 100 P

:;>120 P

non tamisée

+-' •
wemo~n

stades 2-3

4,3
(280 )

44,2 : 9,7
(104)

14,5 = 4,7
(227)

o
( 902)

1,8
(167)

4-5

5,1
(294 )

33,0 ~ 7,0
(179)

40,9:!. 6,6
(225 )

0,9
(355)

26,8 :!:13,8
( 41)

3,2
(189)

6-7 .

5,2
(328)

25,1 ! 5,5
(251)

34,0 ~ 5,3
<315 )

2,4
(383)

19,3 1 6,6
(145 )

o
(127)

tous stades

4,8
(902)

31,5~4,0

(534)

30, 3 ~ 3,3
(767)

1,2
(1640 )

19,7 .! 5,7
(186)

1,9
(483)

Tableau 4 - Efficacité comparée de 4 fractions granulométriques d'une poudre
mouillable ASG 6108 (Abbott) vis-à-vis de différents groupes de
stades larvaires. (dosage 0,8 mg/l/10 mn).

Tabla 4 - Comparative efficacy of 4 samples siewed from a wettable powder
ASG 6108 (Abbott) against different larval instar groups.
(dosage 0,8 mg/l/10 mn, 2 replicates).

Expérience 4

Volume de particules ingéré par les larves traitées avec différentes formulations

Matériel et méthodes.

Des larves de stade 7 ont été disposées dans un système de

minigouttières (GUILLET et ~t., 1985) fonctionnant en circuit fermé avec 150 l

d'eau filtrée (filtre Esser ~. En plus, un filtre de piscine a été placé

entre la pompe et la gouttière pour que la quantité de particules en suspen

sion dans l'eau reste toujours très faible. Il a été démontré que dans ces

conditions, le transit intestinal des larves de simulies, qui progresse uni

quement par bourrage, est pratiquement nul (ELOUARD et ELSEN, lac. cit.).

- 7 -
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Trois heures après la mise en place des larves dans les gouttières, on y

introduit pendant 30 s une suspension à 5 g/l de poudre fluorescente rouge

(Radiana ®). Immédiatement après, les larves sont exposées pendant 2 mn à

une concentration de 200 mg/l de différentes formulations, puis exposées à

nouveau pendant 2 mn à la poudre fluorescente. Les larves sont ensuite tuées

avec de l'eau chaude et meurent dans une position rectiligne très favorable

à l'observation ultérieure, puis sont conservées dans une solution à 10 ~ de

formol. Elles sont ensuite disséquées, la longueur de la postgena mesurée,

et le bol alimentaire ingéré, constitué de particules de B. thuA~g~en6~ H14,

bien visible entre deux bandes fluorescentes, est dessiné à la chambre claire.

A ce niveau, généralement le 2ème segment abdominal, le tube digestif est

cylindrique ce qui permet de calculer aisément la masse de particules (volume

du bol) ingérées pendant le traitement. Un témoin a été réalisé avec seulement

deux traitements à la poudre fluorescente espacés de 2 mn. 7 formulations

ont été utilisées :

- 2 poudres primaires: R-153.78 et Bt BI 45 (8800 U.I.) (Bellon Biochem)

- 2 poudres mouillables : RB 50 ~ (1750 U.I.) (Bellon Biochem) et
ABG 6·108 (.Abbott).

- 1 poudre Bt BI 42-43 (8200 U.I.) (Bellon Biochem) du même type que la
poudre mentionnée dans l'expérience 2.

- 2 suspensions aqueuses : SA 10 ~ (Bellon Biochem) et
SAN 402 WDC (Sandoz).

Deux fois 2 essais ont été réalisés pour chaque formulation. Cette expérimen

tation a été réalisée dans une localité de savane, puis répétée également en

zone de forêt sur des espèces différentes du complexe S. damno4Um. La taille

moyenne des agrégats a été mesurée également sans tenir compte des spores et

cristaux libres. Les résultats sont présentés séparément pour les larves de

stade 7 jeunes (plaques thoraciques blanches) et les larves de stade 7 âgées

(plaques thoraciques noires). Les larves de stade 6 ont été éliminées.

Résultats.

Les résultats sont présentés dans le tableau 5.

On note tout de suite qu'il n'y a pas de différence entre les larves de stade

7 jeunes et âgées, ce qui infirme l'hypothèse souvent avancée que les larves

de stade 7 âgées (stade pharate-nymphe) ne se nourrissent plus. Cette observa-
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tion a également été faite au cours d'autres expérimentations relatives à la

nutrition des larves âgées.

Formula~ion R-153.78 Bt BI 45 RB 50 ~ Bt BI 42-43 ABG 6108 Témoin(titre U.I.
A. a.egqpÜlmg) (3500) (8800) ( 1750) (8200 ) (1000 )

Taille moyenne
29,1 \.1 20,3 l.1 14,2 l.1 13,5 }.I 25 \.1des particules --

CL 50 0,038 0,019 0,25 3,2 1, 1
(mg/ll 10mn) --

CL 100 0,2 0,1 0,4 6,4 3,2 --
(mg/ll 10mn)

stade 7 531,4*:37,2 344,51 27 499,2:39,8 112,2!10,7 214,5.!33,3 30,2

Volume jeunes ( 13"** ( 117) ( 128) ( 122) (100 ) (96)

ingéré stade 7 454,3*%.52 341,1:'38 523,4~65,4 118,8~16, 1 225, 7!28, 2 27.9
âgées (57)" (59) (61) (57) (59) ( 41)

* 10- 4 mm3

** nb de larves utilisées.

Tableau 5 - Relation entre la taille moyenne des particules, l'efficacité et le
volume ingéré par les larves pour 5 formulations différentes.
(traitement à 200 mg/l pendant ~ mn, 2 fois 2 répliques).

Table 5 - Relationship between mean particle size, efficacy and the volume
ingested by larvae exposed to a high concentration (200 mg/l) during
2 mn with 5 different formulations. ( 2 x 2 replicates).

On constate que la masse ingérée par les larves varie

significativement selon la formulation utilisée. Elle est en relation directe

avec les niveaux d'efficacité observés (r2 = 0,71 au niveau des CL 50 et 0,79

au niveau des CL 95). En comparant les poudres mouillables RB 50 ~ et ABG 6108,

on constate que la seconde qui est 4fois moins active, est beaucoup moins bien

ingérée. Les poudres RB 50 ~ et R-153.78 sont aussi bien ingérées l'une que

l'autre, mais la dernière contenant 2 fois plus d'endotoxine est 2 fois plus

efficace au niveau de la CL 100, ce qui est logique. La poudre Bt BI 42-431

dont les particules ne sont pas friables, est mal ingérée par les larves (5 fois

moins que la poudre primaire R-153.78), ce qui explique son niveau d'efficacité
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médiocre. Des résultats exactement comparables ont été obtenus en forêt

et ne sont pas de ce fait reportés.

Les deux concentrés aqueux n'ont pas été mentionnés dans

le tableau 4. En effet, au fort dosage utilisé (200 mg/l) , les larves

cessent totalement de se nourrir. Elles retrouvent un comportement trophi

que normal dès la fin du traitement. On ne retrouve pas pour ces larves

un bol de formulation ingérée, les deux bandes rouges étant continues.

Aucun effet inhibiteur apparent n'a été noté au cours du

traitement avec les 5 autres formulations. Les larves observées sous mi

croscope stéréoscopique présentent un rythme de repli des éventails cé

phaliques apparement inchangé malgré l'exposition à de fortes concentra

tions de formulations. Un temps de contact court a du être retenu, ce qui

explique le recours à une forte concentration, afin de pouvoir déceler la

masse ingérée. La toxine du B. thu~~ng~en~~ H14 agit très rapidement et

un temps de contact court était nécessaire pour s'assurer qu'au cours du

traitement les larves ne seraient pas affectées par l'action paralysante

de la toxine qui possède des propriétés neurotoxiques (CHILCOTT et a{. ,

1984). Dans la pratique, les larves soumises à la CL 100 meurent 15 à

20 mn après le début du traitement.

On a pu constater au cours de cette expérimentation, que

la quantité de produit ingéré, qui est en corrélation étroite avec le ni

veau d'efficacité observé, dépend apparement beaucoup plus du type de

poudre que de la taille moyenne des agrégats. Ceci s'explique probable

ment par la consistance des particules qui, plus ou moins friables ou

compressibles, sont plus ou moins bien ingérées par les larves. L'effi

cacité d'une poudre de B. thu~~ng~en~~~ H14 dépend donc de la rapidité

avec laquelle les larves peuvent en un temps limité, capter et ingérer

le maximum d'agrégats dérivant à portée de leurs pièces buccales. Il n'a

pas été tenu compte dans l'interprétation de ces résultats, du titre bio

logique des formulations utilisées (exprimé en Unités Internationales

A. aegypti./mg) car les valeurs mentionnées par les fabricants ne corres

pondent pas toujours à la valeur réelle qui n'a pu être déterminée à

l'époque où ces essais ont été réalisés.
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DISCUSSION - CONCLUSION

On a pu mettre en évidence, à travers quatre expériences

différentes, un degré de corrélation élevé entre la taille des agrégats de

spores et cristaux qui se forment lors de la mise en suspension des formu

lations de B. thuAing~en4~ H14 et leur efficacité vis-à-vis des larves du

complexe S. damno~m. La valeur moyenne conférant la meilleure efficacité sur

l'ensemble des stades larvaires se situe pour les formulations étudiées, entre

30 et 50 p. Au-delà, l'efficacité vis-à-vis des larves âgées continue d'aug

menter tandis qu'elle diminue très rapidement vis-à-vis des larves jeunes.

Si l'influence de la taille des particules est très signi

ficative pour chaque formulation étudiée, il faut noter que leur efficacité

dépend également de la nature des particules. Les particules de certaines

formulations sont moins bien ingérées, notamment lorsque la cohésion des

agrégats a été artificiellement augmentée, ce qui entraine une diminution

d'efficacité très significative.

Il paraissait souhaitable, au vu de nos résultats, d'orien

ter les formulateurs vers la mise au point de formulations à grosses particu

les, la taille optimum pour chacune d'elles restant à déterminer expérimenta

lement.

Pour être utilisables opérationnellement dans la lutte contre

les vecteurs de l'onchocer~ose, les formulations, qui sont appliquées par voie

aérienne, doivent être liquides et aussi concentrées que possible, tout en

restant suffisamment fluides pour se disperser spontanément lorsque la formu

lation pure est pulvérisée en amont des rapides où se développent les larves.

La mise au point et la production industrielle de formulations répondant à ces

exigences se heurtent dans la pratique à de nombreuses difficultés, surtout

dans le cas de formulations constituées de grosses particules. Celles-ci sédi

mentent beaucoup plus rapidement que les spores et cristaux séparés, entrai

nant une diminution probable de leur portée efficace (distance sur laquelle le

traitement garde toute son efficacité en aval du point d'épandage>. De plus,
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le fractionnement des agrégats, par suite du brassage dans les rapides, entrai

nerait également une diminution de la portée. Nous avons vu que l'utilisation

d'un adjuvant destiné à augmenter la cohésion des agrégats ne représentait pas

une solution envisageable. Enfin, les grosses particules en suspension aqueu

se ont tendance à précipiter et à prendre en masse dans le fond des récipients

de stockage.

Tous les essais mentionnés dans le présent travail ont été

réalisés en période de basses eaux (saison sèche) pendant laquelle la turbi

dité de l'eau est la plus faible. La poursuite de ces essais au cours d'une

saison des pluies, qui est habituellement une période peu propice, nous a

permis de constater que les formulations à grosses particules, si performantes

soient-elles dans certaines conditions, perdent beaucoup de leur efficacité

lorsque la turbidité de l'eau augmente à la suite d'une crue et durant toute

la saison des pluies. Ces essais, qui nous ont finalement conduits à opter

pour les formulations à très fines particules (spores et cristaux séparés),

feront l'objet de la deuxième partie de ce travail.

RESUME

Quatre séries d'expériences ont permis de démontrer que

l'efficacité des formulations de B. thuA~g~en4~ H14 dépend étroitement de

la taille des particules. La taille moyenne optimum pour les formulations

étudiées se situe entre 30 et 50 p. Ces formulations, qui sont les plus effi

caces au cours de la saison sèche (eau claire), perdent leur efficacité en

saison des pluies (eaux turbides) et ne sont donc pas adaptées à l'utilisation

opérationnelle dans la lutte contre les vecteurs de l'onchocercose.

SUMMARY

Four series of experiments were carried out in order to

investigate the influence of the mean particle size on the efficacy of B. thu
k~g~en4~~ H14 formulations against S. damno~um complex larvae.
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In the first experiment, a 5 g/l primary powder suspension was agita

ted using a magnetic stirrer. Big spore-crystal clumps were progressively

broken during agitation process and the efficacy of the suspension decreased

proportionaly to decreasing size (table 1).

In the experiment 2, two granulometric fractions were sorted from a

dusty powder and tested comparatively to the original powder (table 2). The

fraction with the biggest particles (45 pm) was the Most effective, but mor

tality recorded with young larvae decreased when Mean particle size was

beyond 35 pm (table 3).

In the experiment 3, four granulometric fractions were seewed from

a wettable powder. The Most active fraction was the 50-63 ~m one (table 4).

In the experiment 4, larvae were exposed in filtered water to a high

concentration (200 mg/l) during 2 mn with 7 ùifferent formulations. Before

and after exposure, larvae were fed with fluorescent red dye. The ingested

bol lus of formulation was easily visible between the 2 red bands of ï.ngested

dye a~d drawn with a stereo microscope drawing apparatus. The ingested volume

of powder formulations was closely related to their efficacy and to the type

of particles rather than to their Mean particle size (table 5). No feeding

inhibition was detected during the 2 mn exposure period. On the contrary,

feeding inhibition was evident with water dispersible concentra tes and the

ingested volume was not detectable.

As a whole, the efficacy of B. thuk~g~~~~ H14 formula

tions used was closely related to their Mean particle size but also to the

consistency of these particles. The efficacy increased with size up to an

optimum of 35-50 pm according to the formulation used. The use of a cement in

order to prevent desaggregation of clumps decreased larval ingestion rate

and, consequently, the efficacy of the formulation.

Liquid suspensions with big clumps are difficult to perform

at indus trial level. In the second part of this work, advantages and drawbacks

encountered in the use of this type of formulations will be compared with

those of fine particle suspensions like Teknar([)and discussed in the light

of the feeding behaviour of blackfly larvae.
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INTRODUCTION

Dans la première partie de ce travail, il a été démontré

que les formulations de Bac~~ thuk~g~enh~ H14 étaient d'autant ~lus

efficaces vis-à-vis des larves du complexe s~~ damno4um qu'elles sont

constituées de particules (agrégats de spores et cristaux d'endotoxine) d'une

taille moyenne élevée (GUILLET et al., 1985). On observe une corrélation

étroite entre le niveau d'efficacité des formulations et la quantité de parti

cules ingérées au cours du traitement. Cette quantité dépend, outre la taille

moyenne des particules, de leur nature et de leur consistance. La relation

taille des particules/efficacité a également été observée chez S. v~
Zetterstedt avec les mêmes formulations (MOLLOY et al., 1981, 1984).

La deuxième partie de ce travail a été réalisée pour recher

cher si l'efficacité des formulations pouvait également varier en fonction

d'autres facteurs tels que la turbidité de l'eau dans laquelle elles sont

employées ou le temps de contact des larves avec la formulation.

• Ce travail a bénéficié, dans le cadre des accords conclus entre l'ORSTOM
et l'OCCGE, d'une subvention du programme spécial PNUD, Banque Mondiale,
OMS, de recherches et de formation concernant les maladies tropicales .

•• ORSTOM - SSC - 70 à 74 route d'Aulnay - 93140 BONDY - FRANCE

••• Institut Pierre Richet (IRTO) - BP 1500 - BOUAKE - COTE D'IVOIRE
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La turbidité des cours d'eau en zone tropicale est une donnée

très fluctuante. Une montée rapide des eaux (orage) ou l'installation de débits

élevés (saison des pluies) s'accompagne la plupart du temps d'une augmentation

très forte de la turbidité et de la quantité de particules naturelles en sus

pension. Les larves de simulies se nourrissent de ces particules, et lorsque

leur abondance relative augmente, il pourrait y avoir compétition, au niveau

de la capture et de l'ingestion entre les particules naturelles et celles de

B. ~lng~e~ H14. L'abondance des particules en suspension est par ailleurs

un facteur qui conditionne le développement de populations préimaginales du

complexe S. damno&um (LE BERRE, 1966), ainsi que celui d'autres espèces (GRE

NIER, 1948).

Les traitements larvicides opérationnels, dans le cadre de

la lutte contre l'onchocercose en Afrique de l'Ouest, sont réalisés par voie

aérienne. La formulation est épandue immédiatement en amont des rapides où se

développent les larves. Le temps de passage de la vague de formulation est

très court immédiatement en aval du point de traitement et augmente au fur et

à mesure qu'on s'en éloigne, tandis Que la concentration instantanée diminue.

Il était' donc intéressant de rechercher dans Quelle mesure l'efficacité des

formulations pouvait varier en fonction du temps de contact.

L'étude de l'influence des différents facteurs pouvant condi

tionner l'efficacité des formulations de B. thuAlng~en4~ H14 a été entreprise

en vue de définir le type de formulation le mieux adapté aux contraintes de la

lutte contre les vecteurs de l'onchocercose, des particularités du comportement

trophique des larves du complexe S. damno~ ainsi Que de la Qualité des eaux

dans lesquelles elles se développent.

MATERIEL ET METHODES

Les essais ont été réalisés avec 3 formulations différentes

_ le Vectobac®6108 II-ES (Abbott) lot 8278-223 titrant 1500 U.I.

A. aegyptilmg , suspension huileuse Qui s'émulsionne en donnant des

agrégats sphériques d'une taille moyenne de 50 p environ,

_ le Vectobac ABG 6108, poudre mouillable titrant 1000 U.I. A. aegypti/
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mg, avec une taille moyenne des particules de 25 p environ,

- le TeknarQ[)402 WOC (Sandoz), suspension aqueuse de très fines parti

cules titrant 600 U.I. A. aegyp~/mg.

Les tests ont été réalisés dans le dispositif des minigout

tières alimentées avec de l'eau de rivière (GUILLET et al., 1985 b). Le contact

des larves avec l'insecticide est généralement de 10 mn, suivi d'une période

d'observation de 24 h à la fin de laquelle on note la mortalité. 4 à 5 concen

trations sont testées avec 4 répétitions. Les CL 50 sont déterminées par tracé

sur papier log-probit lorsqu'à l'évidence les différences observées sont très

significatives, ou dans le cas contraire, calculées sur ordinateur avec un

programme d'analyse-probit (FINNEY, 1971). Tous les résultats présentés dans

cette étude ont été obtenus avec des larves âgées de stades 6 et 7 à plaques

thoraciques bien développées.

La turbidité de l'eau a été mesurée extemporanément avec une

mallette d'analyse des eaux (Hach~ et exprimée en unités de titre formaldé

hyde (FTU). Les matières totales en suspension, exprimées en mg/l, ont été

mesurées à partir d'échantillons prélevés au cours des tests et envoyés au

laboratoire d'analyse des eaux de l'ORSTOM (Abidjan). Au cours d'une série

d'essais, la quantité de matières en suspension a été artificiellement augmen

tée par apport de sédiments naturels, de la boue pcélevée dans la rivière et

tamisée à 120 p. La suspension de boue, plus ou moins diluée, a été introduite

dans les gouttières 15 mn avant, et pendant l'application des formulations de

B. thUlt-i.ng-ieY'..o-w H14.

Parallèlement, on a réalisé une série d'essais où les lar

ves ont été exposées aux mêmes dilutions de sédiments mais sans insecticide.

Cette expérimentation avait pour but de vérifier si les sédiments seuls n'é

taient pas susceptibles de modifier le rythme de nutrition et de transit intes

tinal s'ils étaient présents en trop grande quantité. A cet effet les larves

dans les gouttières ont été exposées pendant 30 s à une suspension de poudre

fluorescente rouge, puis pendant 10 mn à la suspension de sédiments et immé

diatement fixées dans une solution de formol à 10 %' La progression du bol

alimentaire a été mesurée au ,laboratoire avec une chambre claire permettant de

déterminer le coefficient de remplissage du tube digestif. Seules les larves de

dernier stade larvaire ont été utilisées. Dans ces essais, on a comparé les

- 3 -



- 302 -

résultats obtenus dans l'eau de la rivière (12 mg/1 de matières en suspension)

et en présence de trois dilutions de la suspension de sédiments (respective

ment 46, 84 et 130 mg/1). Les essais ont été répétés 4 fois.

L'influence de la durée du traitement a été déterminée en

comparant, pour une même quantité de produit appliqué, l'efficacité du traite

ment lorsque celui-ci dure respectivement: l, 3, 9, 27 ou 54 Mn. A un temps de

contact court correspond une concentration instantanée élevée et inversement.

RESULTATS

Dans les conditions naturelles, l'efficacité de la formula

tion Vectobac II-ES à grosses particules dépend étroitement de la turbidité

de l'eau dans laquelle elle est utilisée. Lorsque la turbidité croit de 25

à 45 FTU, la CL 50 augmente de 175 fois (graphique 1). Pour un même dosage

(0,4 mg/1/10 mn), la mortalité varie de 5 à 98,9 %en fonction de la turbidité.

En revanche, l'efficacité du Teknar constitué de très fines particules, n'est

pas affectée par les variations de turbidité (graphique 2).

Des résultats relativement similaires ont été obtenus lors

que la turbidité de l'eau a été artificie11em~nt augmentée: l'efficacité du

Vectobac II-ES décroit proportionnellement à l'augmentation de la quantité de

matières en suspension (graphique 3). L'efficacité du Teknar reste inchangée

jusqu'à un taux de 84 mg/1 de matières en suspension. Au-delà, on note une

légère diminution. Le rythme de nutrition des larves reste constant quelle

que soit la quantité de matières en suspension depuis 12 mg/1 (conditions

naturelles) jusqu'à 130 mg/1.

L'efficacité du Vectobac (poudre moui11ab1e ou suspension

II-ES) varie avec la durée de contact. Lorsque celle-ci augmente de 1 à 54 mn,

la mortalité augmente proportionnellement de 56,6 à 96,2 % (graphiques 4 et 5).

L'efficacité du' Teknar reste pratiquement constante quelle que soit la durée

du contact.
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DISCUSSION - CONCLUSION

L'efficacité des formulations de B. thukLng~en6~ H14 vis

à-vis des larves du complexe S. damno~m est conditionnée par un certain nom

bre de facteurs parmi lesquels les modalités de nutrition des larves. Pour

discuter les résultats obtenus dans les deux parties de ce travail, il importe

de dif~érencier nettement, comme cela a été fait, les formulations à grosses

particules constituées d'agrégats de spores et cristaux d'une taille moyenne

supérieure à 20 ~ d'une part, et les suspensions de spores et cristaux séparés

(0,5 à 5 p) d'autre part.

Les grosses particules sont interceptées dans les mailles

des soies prémandibulaires constituant les éventails céphaliques. Régulièrement,

la larve replie ses éventails et ingère les particules retenues. Les particules

ingérées sont d'autant plus grandes qu'elles sont friables ou compressibles

(ELSEN, 1979). Les larves peuvent également ingérer de très fines particules

colloldales (0,1 p et moins, WOTTON, 1976). Ces particules, qui ne peuvent pas

être interceptées mécaniquement du fait de leur taille, sont retenues par

adhésion sur une substance muqueuse qui recouvre toute la partie des soies fil

trantes ou de leurs microtiches exposées au courant (ROSS et CRAIG, 1979). Il

s'agit là, contrairement à la capture des grosses particules, d'un phénomè~e

de ~iltration passive, les larves ingérant les fines particules lorsque à cha

repli des éventails céphaliques, elles brossent et ingèrent le mucus.

Le transit intestinal des larves du complexe S. damno~m

s'opère par bourrage et dépend donc de la quantité de particules ingérée par

les larves (ELOUARD et ELSEN, 1977). On a pu constater qu'il était pratiquement

indépendant de la quantité de particules en suspension dans l'eau. De ce fait,

lorsque celle-ci augmente, le rendement du processus de filtration (nombre de

particules passées/nombre de particules ingérées) diminue. Ce phénomène a été

bien étudié chez des espèces de simulies néarctiques (KURTAK, 1978). Dans ces

conditions, il y a compétition au niveau de l'ingestion, entre les particules

naturelles et les particules de B. thuA~g~en6~ H14 dont le nombre reste

constant.

Cette compétition explique pourquoi l'efficacité du Vectobac,
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et d'une manière plus générale, des formulations à grosses particules, diminue

lorsque la turbidité de l'eau augmente. C'est ainsi que l'efficacité de la

poudre primaire R-153.78 (Bellon Biochem) à 0,2 mg/l/10 mn était de 100 %en

saison sèche contre 35,7 %seulement en saison des pluies (turbidité 40 FTU).

Les formulations à très fines particules ont une efficacité

relative~ent constante du fait de leur adhésion sur le mucus des soies cépha

liques. Ce mucus recouvre une surface équivalente ~ la surface frontale des

éventails céphaliques et peut retenir rapidement une quantité de cristaux suf

fisante pour intoxiquer les larves. Dans ce cas, la compéti~ion avec les par

ticules naturelles ne semble pas jouer.

Ces essais ont permis de montrer que les formulations à gros~

ses particules telles que les poudres mouillables ou le Vectobac II-ES, qui

dans certaines conditions ont une efficacité remarquable, ne sont pas adaptées

à l'utilisation opérationnelle dans la lutte contre l'onchocercose. Leur effi

cacité en saison des ~luies diminue considérablement alors que c'est à cette

époque que les débits des rivières et donc les quantités de formulation à

appliquer sont les plus élevés. De plus, dans la pratique des traitements,

surtout au cours de la saison sèche où chaque gîte doit être traité indivi

duellement, le temps d'exposition des larves est relativement bref, ce qui

minimise leur efficacité. Ce phénomène a également été constaté avec le Vec

tobac en Amérique du Nord (FROMMER et al., 1981).

A la suite de ce travail et des essais en rivière du Teknar

(GUILLET et al., 1982, LACEY et al., 1982) les compagnies produisant les for

mulations de B. thuk~ng~e~~ H14 pour la lutte contre les vecteurs de l'on

chocercose en Afrique de l'Ouest ont été systématiquement été orientées vers

la mise au point de suspensions auto-dispersibles prètes à l'emploi et compo

sées comme le Teknar, de très fines particules. Les problèmes rencontrés dans

l'amélioration des performances de ces formulations, tant en ce qui concerne

leur efficacité que leurs caractéristiques physiques, feront l'objet d'une

autre publication.
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RESUME

Les formulations de B. thuk~g~en4~ H14 constituées de gros
ses particules ont une efficacité vis-à-vis des larves du complexe S. damno~um

qui diminue considérablement lorsque la turbité de l'eau des rivières dans
lesquelles elles sont employées augmente. Il en est de même lorsque le temps
de contact avec les larves est bref. Au contraire, l'efficacité des suspensions
à très fines particules n'est pas affectée et de ce fait, ce type de formula
tion est beaucoup mieux adapté à l'utilisation opérationnelle contre les lar
ves des vecteurs de l'onchocercose en Afrique de l'Ouest.

SUMMARY

The efficacy of B. thuk~g~en4~ H14 formulations against
S. damno~ complex larvae depends, among different factors, of their mean
particle size (either they are individualized spores and crystals or big
aggregates), the river water turbidity and the lenght of exposure time.

The efficacy of formulations with big particles sharply
decreases when the river water turbidity increases. Under natural conditions,
the efficacy of Vectobac 6108 II-ES (a suspension with 50 ~m particles) de
creases about 175 times when turbidity increases from 25 to 45 Formaldehyde
Turbidity Units (FTU). Under the same conditions, the efficacy of Teknar, a
suspension of individualized spores and crystals, is not significantly
affected.

The decreased efficacy under field conditions is not likely
to be due to feeding inhibition, but rather to a competition between B. tnu
~~ng~n4~ H14 and natural particles when their content in the river water
increases.

The efficacy of formulations with big particles increases
with lenght of exposure time up to 54 mn. In the same conditions, the effica
cy of Teknar remains fairly constant.

Consequently, the formulations with big particles, among
which under certain conditions are presently the most effective formulations,
do not fit to the requirements for use in operational control of the larvae
of the onchocerciasis vectors. Following this study, industrial companies have
been systematically oriented towards the development of self-dispersible
suspensions of individualized spores and crystals that may be applied without
any previous dilution in the rivers.
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L'utilisation d'une formulation à base de
Bacillus thuringiensis ID4 dans la lutte

contre l'onchocercose en Afrique de l'Ouest

1 - Efficacité et modalités d'application (1)

Pierre GUILLET (Z)

Henri ESCAFFRE (a)
Jean-Michel PRUD'HOM (a)

Résumé

L'apparition d'une résistance ala insecticides organo-phosphorés cheI; les larves du compme S. damnosum
fail du Bacillus thuringiensis If14 le seul larvicide dl! remplaceml!nt actuellement utilisable pour le traitement
des zones dl! résistance. La formulation Teknar. (Sandoz) a été testée lors d'essais à échelle réduite et en rivière
t't ses modalités pratiques d'utilisation ont étB précisées. Son utilisation opérationnelle, si elle est déjà possible,
néce.,.,ite unI! adaptation des dispositifs d'application utilisés dans les traiteml!nts de routine li l'Abats". Il appa
r/lit indispensable d'augmelttl'f l'efficacité du Teknar et d'améliorer ses caractéristiques physiqlle3.

Mots-clés: Complexe S. da1llnosum - Onchocercose - Bacilll'8 thuringiensis H14 - Efficacité - Utilisation
opérationnelle.

Summary

TUE USE Of' A Bacillu3 thuringiensi3 H14 FORMULATION FOR ONCIIOC&IICIASIS CONTROL IN WEST AFRICA.

1 - Ef'FICACY ABD USE 1II0DALITI&S

/3oeil/us thuringiensis 1114 has been proved to be an excellent biocontrol agent for blnck fly larvae, especially
for Simulium damnosum complex larvae, the onchocerciasis vectors in Africa. ,\Il S. damnosum larvatl had
developped a strong resistance 10 organophosphorull compoll/lds, Il. thuringicnsis 1114 was acluully the only aller
nativil Ihal could be u.,etl for the Ireatment of zones where resilliance occured, TI", T ek,tar" (Sltltdoz) fomwlation,
umOltg most of the experimental (ormulations te.,ted represents Ihe best compromise between tlllllill'ei of e(fectivII/le33
(0.8 to 1.6 I11g/1 duri/lg 10 /lin) and physical characteristics thal enable ils use in aerilll treutmellts.

The 11wrtality i., IlnI exposure ti/lle relaled. The (ormulation has to be previou.~ly diluterl IVith 20 %o( wlIter
(or helicopler IrealmerJts. Tft Ihese condilions, il calt be /lsed wilh success in operational trl'atmellts praticu/{y
in silllilar condilionll as Abale ". Neverlheless in order 10 achieve systematically 100 %of e/ficacy at each aerial
pouring (dose: 1.6 11I/!,/1/10 /lin) the mode of application has to be slightly aduplcd.

ln order to enabld trcatments in the IVet season IVilh high disc/targes in the ril'ers and la redllce Iheir cosl it
uppears 10 be necessary 10 increase Ihe effecli,'eness of Ihe (ormulalion and 10 i/llprove ils physicnl characleristics.

Key words; S. damnosulII cornplex - Onchocerciasis - Bacillus Ihuringiensi.r H14 - Emcacy - Operational use.

(1) Celte recherche il reçu le support financier du Programme Spécial P.N.U.D.-Ball'lue ~lundiule-O.~t.S.de Reeherche•• t
de Formation cOlleernant 1•• ~Iulutli•• Tropicales, dalls le carlre des accords ra..és eulI·. l'O.H.S.T.O.M, et l'O.C.C.C.E.

(2) ElIlomolosiale ",Uie"l O./I.S.T.O./If" 1.It.T.O., BP. ].500, Bouaké, C6t. d'lvoir<.
(3) T.ehnieun d'elllolllologi. lIIé,tieal. a.R.S,T.O.M., 1./1.1'.0., BP. 1500, Bouaké, CÎlle d'/voi,..

Cali. O./I.S.T.O.M., dr. Elit. Ruid. el Parasilol.. vol, XX, nO 3, 1982 : 175-180 175
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L'étude de la toxicité du Bacillu.t thurin
giemi:l 1114 vi~-à-vis des larves de moustiques ct
de simulies a déjà fait l'oLjet d'un nombre important
de travaux. Les premien essais réalisés ~ur les
larves de~ espèce~ du complexe Simulium damna
:lUIn, vecteurs de l'onchocercose humaine en Afrique
intertropicale ont permis de démontrer l'efficacité
remarquable des prolluits primaires tels que le
~tandard IPS 78 ou la poudre R 153-78 tant au
laboratoire (Undeen ct Berl, 1D79) que sur le terrain
(Guillet et de Barjac, 1979). Le niveau d'efficacité
enregistré lors des essais lm rivière a permis d'envi.
sager favorahlelllent une utilisation opérationnelle
dans le cadre de la lu He contre l'onchocercose en
Afrique de l'Ouest. Cettc utilisation nécessite la
mise au point de formulatiolls appropriées, utili.
~lIbleM en traitements aériens. Un programme
d'évaluation de ces formulations a été l/Ii~ en
place à Bouaké en Côte d'Ivoire. Villgt six formula
tions dilTérenteA de H. t1wringiensis U14 ont été
testées an ~tade IV (évaluation sur le terrain à
échelle rétinite, utiliMlltion de gouttières) et cinq au
stade V (essais de saisoll sèche Cil rivière). Parmi
celles-ci, le Teknar n, produit par les Lal,ol'atoires
Sandoz, présente un niveau d'eflicacité ct des
caractéristiques ph)"siqlle~ (stahilit';, dispersahilité,
suspensihilité... ) qui permettent d'envisager son
emploi dans certaines conditiolls opérationnelles.

La mise en évidence d'ull haut ni"eau de résis
tance au téméphos chez les larves du complexe
S. damllOsunl en Côte d'Ivoire (Guillet et al., 1D80a)
et, depuis, la mise en évidence d'une résistance
croisée avec d'autres composés organophosphorés
dont le chlorphoxim (Kllrtak et al., 1982) ont fait
du B. thuringiensü H11a lin alternatif très promet
teur pour la continuation des opérations de traite
ment dans les zones de multirésistanee aux organo
phoMphorés.

Des essais aux stades IV ct Vont permis de
préciser les modalités d'utilisation du Teknar
dans les conditions opéra tionnelles.

1. MATeRIEL ET MttTHOOES

1.1. La formulation

Le Teknar est une suspension aqueuse con
centrée de spores et cristaux de B. thuringiensis
1114. Son titre Liologique est d'environ 600 unités
internationales A. aegypli par milligramme. Sa
viscosité est élevée (> à 2000 CP à 18°C) et ne
permet pas une dispersion spontanée dans l'eau.
Sa suspensibilité est excellente: aucune sédimen·

tation décelaLie en cau calme après 24 heures
(Guillet et al., 1980h). La formulation doit être
préalablement diluée dans l'cau avant Ile ponvoir
être utilisée dans les traitements larvicides anti
simulidien~. Le~ essais au stnde IV ainsi llue les
premiers traitements en l'ivière out été réali~és

avec un échantillon de 5 litres reçu en mars 1980
et les autres essais avec nn lot de 2000 litres reçu
en septemhre 1980.

1.2. tvaJuation au stade IV

L'évaluation ~e fait sur le terrllin à l'aide d'un
système de milligouttières. Ces gouttières, par
groupe~ de 8 en parallèle, sout alimentées par
gravité avee de l'cau de la rivière filtrée à travers
une gl'ille à lIlaille~ de 120 J.L. Les larves (150 à
250 par gouttière) ~()nt intr()duill~s dans ehal/ue
gouttière 3 heurl~A nvant. le début du traitement.
Tous les stades larvaire~ sont utilisés. La dllrée
du traitement est haùituellement Ile 10 mn mais
peut être mu,lifiée à volunté. Le décolllpte de la
mortalité s'e/Tectue 2ft heures après le traitelllent
ct le~ larves sont comptées ct identifiée~ au la1l0
ratoire. Le pourcentage de mortalité de~ Inr\'e~

du cumplexe S. damnusu/Il e~t exprimé par groupe
d'ùge : stades 1 à III, l'tades IV ct V, stades VI
et VIl ainsi que pOlir l'ensemhle des larves. Les
larves intoxiquées par le B. tlturingiensi., H14
ne dérivent pas et doivent être détachées manuelle
ment. Pour chacune des concentrations testées,
4 répliques sont elTectuées portant sur 2 jours
dilTérents. La température de l'eau est notée lors
de chaque essai. La faible amplitude généralement
observée (± 5°C en moyenne) n'influe pas sur
l'activité du B. tllllrillgiefisis H14. La cuncentra
tion léthale 50 est déterminée à l'aide d'lin pro
gramme d'nnalyse log·pr01lit sur l'alculatricu TI 59
ct l'intervalle de confiance est donné au seuil
de 95 %.

1.3. tvaluatlon au stade V

Ces évaluations consistent en des traitements
sur un gîte (rapide) ou une portion de gîte au cours
de la saison sèche. Le débit du ùief à traiter est
calculé avant chaque essai. La vite~se du courant
est mesurée avec un moulinet d'hydrolugie ou un
tube de Pitot. Le traitement s'elTcctue en une bande
transversale légèrement en amont du gîte (traite
ment en ligne). La température de l'eau est notée
au moment du traitemellt. Il n'est généralement
pas pratiqué d'analyse des matières en suspension,

176 CaJa. O.R.S.T.O.M., .ér. Ent. méd. <l Parasitol., vol. XX, nO 3, 1982 : 175-1811
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ni d~ m~sure de tllrhillité. LI~s supports larvaires
naturels sont repérés avant trailcllwnt ct 21, heures
après. L'ellicacité ~st ju~ée totale lorsqu'aucune
larve ne sllhsiste sllr les supports repérés ainsi llue
sur d'aulres supports, d "resfJue totalc lorsque J'ou
peut retrouver ça et là uue ou quelques larves
û~ées. Lors((u'on retrollve réj!ulièrement des larves,
IIlt}llle en raiole nomorll, J'dlicacité est considérée
eOlllllle J'arlielle. Seul nll traitelllent provoquout
100 % de lIIortalit~ est considéré comme eJlicacc.
Cc type de trailement donnc uue indication SUl' le
ni"eau d'~lIieacilé de la forlllulation ct son cOlllpor·
tement en rivierc. 11 ne laisse rien IJI'ésager Ile la
portée 'lui ue J't,ut ètre é"aluée qu'an cours tic
traitements en saison des pluies lorsque le déhit
des rivières est impol·tant.

Oes traitements de saison sèche 8U Teknar
ont égalellleut été réalisés avec 11Il hélicoptère
équipé du système vide·vite lIons des conditions
exactement similaires aux coudi tions opéra lion·
nelles en diluant préalahlement la formulation avec
20 % d'cau.

2. H(.:SlJJ.TATS

2.1, Essais au stade IV

Lors des essnis en ~oullii~r,~", la CL :,0 1l1,sf'!'\'ée
cst de 0,24 mg/I de forlllulntion l"'mlallt Iii Illi ,

(I.C. : 0,23-0,25) cl ln lilllite supé"ielll'c dc la Cl. lOO
de 1,6 nlg/I/10 11111 (tnhl. 1). La lIlortalité sUI'\'i,'nt
dans les lrois iwur,'s 'lui sui"ellt le Ir'aitelllclll.
Six hcuI'cs apl'l.'s, "Ile Il'allglllcllle l'Ills siglli lieu
tivClIll'lIl l'al' rapport à et'llc dll Illt l ':Illlli Il.

011 Il'ohscrve l'us de relation sigllifienl;\'e
cntre le tClllpS de cOlltacl cl la 1Il11l'talil'l des J:II'''''S
lol's'llll.' Ics ll'aitcJlIclIls SOllt "lfcctlll:S allx "OIlC\'II
trations l'rucl1t's ,le la CL toO. I.a 1I1f1l'lalitè 11l'

\'uric l'as siguilicati\'cllwut, qnc I"s lal'\'''S soit'II1
,~xpos,;"s r""ltl'Cli\elllcnt il 10 1Il1{/1/1 IIIU, 3,3 IIII!,/
1/3 IIlU, 1,IIIIR/I/!) IIlll (III O,:lï Il'I!./I/2ï 11111 (lahl. Il).
Lors d'lIl1l' expositiun à 0,12 11l1!,/1/51t 11111 Ull ohs"r",'
tOllterois IIlle lC:r,èr't' dillliulIlioll ,l't·lIieae;t". To,Il,·,;
ces conl:t,utl'at.ious "'I"i"aleut Cil lCI'IIH'S .{" "oloulc
de forlllulatioll IIlilisé il 1 lIIg/I/H} 11111. L,'s jelllH'';

TABLEAU 1

ElTicacité en gouttière. du T.knar (Sautloz)

Oosaf;8 en
Pourcentage de mortalité et (nom~re d~ lôJ rV~5 t«! stc: l:S)

mfI,/t/IO mn.. Stades J à 3 Stades 4 et ~ Stad.. s 6 'Ious slad(.·stoC

0,2 (4) 46 34,9 39,9 :'0,1 ~ :',1

(76) (75) (jj~) ( 1JO;)

0,4 (4) 94,2 68,3 60, i 7:1.,1, ~ J,2

(09) (265) (468) ( 1(42)

0.8 (4) 97,2 94.f> 8~,6 91,3 ~ 1,~

(285) (2 ~8) (43") (979)

1.6 (4) 100 JOO 100 10C
(249) (24) (82) (95;)

0 ( 2) 0,9 2.5 1,3 1,6

( J03) (1 19) (148) (70)

.. entre parenthèses: le nombre de rêpli~ues

CL 50 • 0,24 mg/I/IO mn (0,23 - 0,25)

CL 90 .0,99 mg/l/JO mn (0,91 - 1,1)

Cah. O.n.S.T.O.M., Jér. EnI. mU. el ParlUilo/., vol. XX, nO 3, 1982: 175·180 177



- 316 -

P. GUILLI~T. lI. ESCA ...... IŒ•.r.-M. l·IWD'UO.\l

TABl.EAU II

l\elotion entre le tump. de contact ut la mortalilé des larve. lraitée. au Teknar en goullières
(le rappurt .Iosaga x temps de eunlaet est constant ct équivoul il 1 IIIg/I/10 n.illule.)

Do.age appliqué et temps de contect
(8 réplique. par combinai.on)

10 mg/lI
1 minute

3,3 mg/lI
3 minut..

l, l "'3/1/
9 minutes

0,37 mg/lI
27 minute.

0,18 mg/lI
54 minutes

Pourcencage 96,3 ~ 1,2 96,9 ~ 1,1 93,7 : J 94,9 : 1,6 91,9: 1,8de mortalité
et (nombra (975) (1021) (2207) (708) (908)
da l.rv••
ta.té..)

TABl.EAU III

Efficacité en rivière du Tcknar (dilulion préalable dan. 50 % d'eou, lraitemenls lIIanuelo)

Dosage en
mg/l/IOmn

1,6

1,6

0,8

0,8

0,4

0,4

Rivière

F~rédougouba

(savane)

Férédougouba

Férédougouba

Coué

(forêt)

Férédougouba

Coué

Débit
en ml/s

1,6

4,3

2

3,8

2

Date

3/04/80

4/04/80

9/07/80

7/07/80

10/07/BO

7/07/60

Effet observé

Efficacité totale et tri.

rapid••ur tout le gîte

Efficacité totale et très

rapide .ur tout le gîte

Efficacité totale sur

tout le gîte

Efficacité totale sur

tout le gîte

Efficacité partielle 

restent quelques larves

âgées

Efficacité partielle 
restent quelques larves

âgé..
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BACILLUS TI/URINGIENSIS DANS LA LUTTE CONTRE L'ONCHOCERCOSE. 1

larves (stades 1 Il 1II) sont plus sensibles que les
larve" âgées (stadcs VI ct VII): CL 50 de 0,21 contre
0,3 mg/I ; toutefois, la limite supérieure de la CL 100
est III même pour ccs rieux groupes de stadcs
(tal,1. 1).

2.2. Essais au stade V

Au cuurs ries traitements au 501, avec une
formulation préalahlement diluée avec 50 % d'cau,
on oh tient IIne ellicaeité totale Il 0,8 mg/I/I0 mn
soit 1j80 cc de Teknar par m5/s de débit. Ces essais
ont été réalisés aussi hien en rivièrcs de savane (la
Férédougouha, pcuplée l~ssentiel1emel1t par S. sou
brl'll .•e et S. dUlllnoaul/I a •••• ) 'Iu'en rivièrcs de forêt
(le Goué, peuplé par S. YU/llmse) dans lesquelles
les ,·/fets observés Ollt été similaires (tahl. Ill).
La mortalité des larves survient très rapidement
ct l'on observe Il 1,6 mg/l/l0 11111 une mOt·talité
totale trois heures seulement après le traitement.

Salis dilution préalahle, la formulation est
ineflieaee, même :\11 ùosal:'~ ric 3,2 mg/l/l0 mn.
La dilution minimum "nOir ohtenir 100 % de
mortalité à 1,6 mg/l/l0 Ulll l'st de 20 % d'cau ,Ians
la formulation. Duraut CIlS essais de dilfércntes
dilutions en rivière, e'l~st le dellxième lot de Teknar
qui a été utilisé (2 000 1). Avec ce lot, il a été i'npos
sil,le d'o1Jtenir 101) % de ulllI't.nlité à 0,8 mg/I/I0 mn,
même en diluant la formulation avec 50 % d'can.

Le traitemeut héliporté clfeetué gîte par gite
(conditions dc saison s,~clw, déhit 5,5 m3/s) sllr la
Férédougouha (bief de 100 km de long) dans les
conditions opérationnelles (vide-vite, concentra
tion 1,6 mg/l, dilution 20 % d'eau, 39 poiuts
d'épandage) a donué un résllltat très encouragenut.
Sur les 9 points où Ics contrôles ont été eiTectués
aVl.lnt et après traitement, 7 ont démontré uue
ellicacité totale. Sur deux gites, il restait çà ct là
IIne on f(uclqlles larves figées. Misc Il part la nécessité
de dilller la formulation, le traitement s'est dé/'oulé
exactement comme s'il s'ngissait de l'Ahate''
hahituell.ement utilisé.

3. DISCUSSION - CONCLUSION

Parmi les dilTérentes formulations de B. Ihurin
gienaia H14 testécs jus1lu'à présent en rivières,
le Teknar est celle qui l'réseute le meilleur eonlpro
mis entre l'efficacité antisimlllidienne ct les con
traintes de son emploi dans les traitements aériens.

Cette formullltion est quatre Il huit fois moins
e/lieaee que la poudre primaire R 153-78 bien que

celle-ci ne soit en fait pas une formulation (Guillet et
de narjae, op. cil.). Dans les deux cas, ainsi que cela
est observé avec la plupart des formulations de
il. Ihuringiensis 1114, les larves jeu ne~ sout pIns
sen"ilJles. Cette ditrérencc a été égalemeut notée
avec des espèces nénretiques chez lesquelles elle
peut être nettement plus accentuée que chez
S. dalllnosum s.I. (Molloy el al., lU8i). Cl~ci n'est
toutefois pas uu phéuomène général, certaines
forlllulations de B. l1111ringiensis 1114 à gro~ses

particules (~ 1t5 fL) étnut toujours plus enieaees
sur les larves âgées que sur les larves jeunes ct ce
d'uutant plus ljue la taillc moyenne des particules
est plus ~randc.

Le Teknar est nctlellwnt pllls ellieaee vis-à
vis d,~s larves du cOlllplexe S. dUl/lno.•1I111 '1"'i1 ne
l'est vis-à-vis d'autres espèces dl' simulies. Ceci
s'expliqlle d'une part du f"it ljue S. tiamnOS/l1II 5.1.

est plus sensihle au n. III/Iri/lgiellliis 111ft 'lue d'autres
espèces (Undeell et Berl, op. cil.), d'alltre pltrt (l'le
les conditions de milieu vuriellt h..aueonp d'ulle
région à l'autre, 1I0talillnent le dé"it (traitement
de S. ocltraceulfI ail GUlltemala, linde('n ft al.,
ID81) ct la température rie l'enu (Mnlloy el al.,
op. ci!.). l'armi les facteurs intrillsèllu,'s, 1" rythllle
rI'ingestion rI"s particllles ueltelllCut l'lus élt,vo
chez S. dUlIIfWSUllt s.I. 'I"e chez d'autres espèces
(Elseu ct lIéhrard, l!1ï!:l; Elouarrl ct Elsell, iBn;
Mlllla et Lacey, 1!l76) jOlie très p.'ohaJ,lemcnt lin
rôle prépondérant.

L'al,senee de rela tion entre le temps de con
tact ct la mortalité des larves est un -facteur favo
rahle à l'utilisntion du Teknnr. En eliet, dans la
pratilflle, le telllps de contact larve/formulation
est la plupart .111 temps très eOllrt (que!lflles
seeoudes) .

Toutefois, en saison des pluies, dans la partie
aval de la portée IItile, lèS larves sont exposées
longtemps à des concentrations pins faihles. 1>aus
les deux cas, l'el!iencité du Telwar reste satisfni
snnte. Cela éxpli,I'JC qu'au cOllrs d'un épandage
de saison des pluies, la portée cilieace du Teklla r
ait été supérieure Il 20 km (Lacey et al., comm.
pers.). Les résultats obtenus an eo~rs des traite
lIIents héliportés permeltent d'envisager favorable
ment l'utilisation opérationnelle du l'eknar. Toute
fois, il s'est avéré dilTicile d'ohtenir systélUllt"lue
ment 100 %de mortalité alors que cela était toujours
le cas lors des traitements au sol. Si, glohnl'lment,
les modalités de traitement utilisées l'our l'A l,a te
conviennent pour le Teknar, eertnines adapta
tions légères seront toutefois uécessaircs l'our
oh tenir systématiquement 100 % d'eflieaeité à
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i,fi mg/l/iO IIIn. I.es "rlll.limlC~ lié~ 11 l'utilisatiou
ul'érRtiunndl" «lu T"k lia,., actudlell\ent Cil eoul'll.
curr"lllll"cnt cdtc "ltserval iun.

I.l'~ 'I ua u ti tl;~ Ill' fllrlllulation 11 a fi 1'1 il(llCr
r"slI~nt 3 11 6 fois sUl'él'i"ur"~ 11 celle~ de l'A/mte,
L'utilisation tlu Tckuar l'ose doue de réelles dilli·
culté~ lugi~tilfll"s (trol' fuiltle autouomie dc traite
lIIent des hélieo l' tères) ct s'avère être très onéreuse.
L'apparitiou tI'une I"ésistuuee aux composés orgauo
J>hu"l'llOré~ fuit 'l'li! cl~tte forlllulation est actuelle
/Ilcnt la seule utilisultlc oans le traitement .tes
zones de résistunel~. Ced slluligue la nécessité aJ,~olue

J'améliorer le niveau cl'cllieneité de la formulation
actuclle (augml'Ilta tion de lu teneur en Il-endotoxine

ct meilleure lIuillité). Les résultats o"tenus avec
Iles nouvelles fOI'ullIlatiuns tic 'l'''kllar aill~i 'Iu'ulle
étlllle ~lJr sa stahiJité nu stockage ell 1.11111' tl'lIl'il'aJI'
Cont J'ohjl't d'uulres l'uhlil·atiulls.

Nous tunolls à remercier 1,,°11 n""1Il1lOUlIuLI("s du Pna.
grallilnu du Lulle conl rc l'Onchoccrcolilc du Il'' la Bi·giu .. du
Bassin Ile la Vulla (lui uut mis à nolre 11isposiliuli lIJUS ltoJl
Illoycns lDalêricl. IIt;ct.·::IJlnin~liI il lu ri-alisut iU11 dl.: ccl If,' (.. , ull.o,

Mamucril r.çu au Service .lu ~di/ioll• .1. l'O.//.S.1'.O.,\1.
1. 14 j .. ill lOB:!.

BInJ.!OGHAPUIE

EUE" (P.) et I1ÉIlIlARD (G.), 1979. - Le transil illl.slinai
chez l.s larves du complexe SilllUliulII dallllwsulII
(Diplera, Sill\nliidae) en Alri'lue de l'Ouosl. 1 I. [nllu
ellee de la température de l'cou, de la concenlration
des parlicules el de la nalure do ces particules. Anll.
Soc. belge Med. 'rop., 59 : '.9-58.

I~LOu .. no (J .• )!.) el I::LSKN (l'.), 1977. - Varia lions de
l'ahsorptioll dea (larliculcs alimelliaires el tie [a vilesse
,lu lrall.it di~eslif en Conclion de cerlains paramélres
do milieu chez les Inrvea do SimuliulII da1ll1l08Unl
Theol.oald 1!lO:! (Oil'ler.. Simuliidao). Cah. 0.lt.S.1'.0.M.,
'lé,. EII/. ",titi. r/ l'ar....i/ui., vol. XV, nO 1 : 29-39.

G"".Ln II'.) el Il '' (II. 11'-1, 1979. - Toxicil,; do
/lucililu I1I11,illgi., i. var. i..o.f.""i., ponr les larves
dl! SilIlUii(OIi vl-ctrieUIi tic l·o..chocere09~0 C.Il, Arad.
Sc. Pari., 289, sér. J) : 549-SS2.

GIJILLF.T (1'.1. E."......K.: (H.j, OUioR..ocn (M.) el QUILI.f.
vi.nt (D.). 1980a. - .\li.e en évidence d'ulle résistanco
au téméphos dans le cumplcxe Simuliunl dG"ulo,um
(S.•all"ipa.. fi ct S. sou/>r."..) en Côle d' i voire (zone
du PrograJnnlu de Lutto cUlitre l'Onchocercose dan. la
Région du Ilas.in du la Vollaj. Coll. O.n.S.T.O.M.,
.ér. Eni. IllOd. el ParMi/ul., vol. XVIII, nO 3 : 291·
299.

GUILL"T (P.), DF. u (J.) el Coz P.l. 1980b. - ~valoa-
tioll tle D""ill IhUl'ingi.,..i. sÔrol)'p. Rit. pour 1"

10110 cOlllro le. horve• .1" Sim"ii"", JUIllII.'''''' s.1. II J.
DUlIlléul prélinlillair(" IUlr la 1\i·tJinwnlatiuli Ile 1\'lulu
toxine dans 1'0au cl .ur ~a slnltililë ~n zone tropical.·.
Doc. IIIimé.gr. OMS, WIIO/VIICjllll.751'. !l l'p.

KunT"" (D.l, OuÉon ....co 1)1.), 0"" .." ()l.), Il.,,,,,.. T'<I.•:
et. GUILLt.:°r (P.), 1ll~2, - Prd.lui"ur~· Iwl., Ult tilt,
aprearaucc in 1vHry f:uasl or rt'sillalicl' tn l'hlllrpllUxilli
in SimuliulU JJQllb'elU~eINul.f:lipll"li larvill' alrl'lUl~' n'Jli:s
talll 10 10lllephos (AL"le-). nu•. miméu!:r. /I.\1S. Iii
parailre).

MULI.OV (D.), G"UCLl<R (1\.) d ,1"",,".\1,,< (11.). "Illl. 
I,'aclors influelleiug rllicacy ur Ilul·illlls 11r",.;,,~ie"1fiJl

var4 Îa,.aelellsill al a hiulHJ(ic'IJ cu.. , rul ill{('UI ur hl",'k
Il)' lal"\·a•. J. Ecùn. EIII., 74, 1 : 1;\-/.4.

!\fUL.... (M. S.) el L.. .:y.,· (L. A.), l!liG. - 1',·..li..1I' ra"', nr
Sinruliullt. larvnn AU pnrticuh. 1('j in nolturnl ,!II. 1rt";UII'II

(Iliplera : Si","lii.lacl. l',II'. 1';,,'., 5. 2 : 2ll:I-:1ll7.
UNDY."," (A. H.) et Il''''L (Il.), IlI1!l. - I.;,h..r;ll"r~· sl,ltli,"

011 the (-ffcclivl"'wss uf llacilill.'1 "II"ing;",,";''1 VUr.

israel"IJBi3 nJ'aimsL Si",,,liulIl ,1(l.U"W~llII' (1 )ipt,'ra :
Sinwliitlae) IlIr\',jl(,~, Alusq. iV8"'II., 3~. f. : 7'.:?-ï f.5.

U"DE"" (A. Il.), T"K"OU (1/.) cl I1A"'Y.N (K.), 19l1l. 
A test \Vith Bacillus tJwrinRil'nsilt Var. ;sraele/utia (10
Barjac 81 a larvicitJc (or Sim"lilllII uc!tracellm. the
central Blnericun vector ur onchocl"rciaIlÎs, i\./(J~'1' ...\"eU'.v,
1,1, 1 : 37-1,0.

180 Cah. O.R.S.T.O.M., .ér. Eni. ",éd. el Parasi/of.. vol. XX, ,,°3, 1982 175·180



- 319 -

LARGE RIVER TREATMENT WITH BaQLtlu~ ~hu~~ng~en~~~ (H14)

FOR THE CONTROL OF SLmu~um damno~um ~.l.
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Large River Treatment with BacilJus thuringiensis (H-14) for the Control of
Simulium damnosum 5.1. in the OnchocerciasÎs Control Programmee

L.A. Lacev l • H. Escaffre2 , B, Philippan., A. Sékétéljl, P. Guillet2

10nchocercia'ii Control Programme. Ouegadougou. Upper Volta
llntlilut de Recherchu lur la Trypanolomiase et l'Onchocercose. Bouaké. CÔte d'Ivoire

Summ.ry

Complete mo"aUly 01 Simulium dIImno.um Theobald 1.1.
lar""e was obrained along a 19 km Ilrelch 01 Ihe Metehoué
River IncJuding and downstream 01 the Oanangoro rapidl
COmpl... in the Bandama Balin 01 Ivory Coast after tr..l·
menl wilh 1.5 ppm/l0 min 01 the Sandoz 402·1·WOC lor·
muration of Bacillus rhuringian.is Berliner oerOlYpe H·14.
",""ial conlrol wu observed lor an additional 15 km. The
le",,1 01 conlrol was especiaUy encouraging conlidering Ihe
low concentralion 1.8 %1 01 lCIive ingredienl in the Sandoz
lormulalion. AdditionaUy, the IrNled population hal demon·
Itraled resillance to len..phol (Abale@j. Ihe larvicide currant·
Iy utilized in the Onchocerciasil Control Programme. Other
lpeciel 01 Simulium were som_hat le.. alfeaed by lhe rreat·
menl; living larv.. were lound 4 km dOwNtream 01 the
treetment point. Reinvesion 01 lhe Oanan9Oro compl....
ostenlibly by drifting larvae 01 Simu/ium IPP.. was detlCled
the day .fter IrNlmant. Non·larget organisms, including
EphemeroPlera and Chironomid midges. were observed be·
lore and .her trNlnl8nl and were .pperenlly nol alfecled.
ln a second lest. 0.8 ppm/l0 min 01 Ihe Sandoz lormule·
lion was IUled againll S. damnosum ,.1. and Ihree olher
Simulium speciel in Ihe N'Zi River in Ivory CoUI utilizing
e guuer bioauay 'pperalui. Six houB .fter traatmant 91 %
01 the S. damnosum 1.1. lar""e had diad, Th. olher specill
rllponded wilh 91-100% mo"elilY.

Die Bekimplung von Simulium demnosum ••1. In ein_
gro4an Flua dei Onchocerci.... Control Progr_m. mimi.
Bacillu. thuringieNi. IH·141

Mil einer einmaligen Applikalion der Bacillu. rhuringiansis·
Formuliarung 402-1·WOC von Sandoz in einer Oo.ierung
von 1.5 ppml10 min konnten die Larven·Populallonen von
Simulium damnolum 1.1. einel 19 km 18ngen Abtchn;ttl des
Mar.houé l8.ndama Becken, EIf.nb.inklirtel .uf der Hohe
der O.nangoro,Slromlchn.Uen und unterh.lb davon voll.tan·
dig \/Irnichlel werd.n. Aul weileren 15 km wurde aine Re·
duktion der Larvenpopula.ionen beobach.el. Oer Erloig die·
set Bek.mplung i.1 einmal wegen der geringen Konzentra·
lion der akliven Sub.lenz der Sandoz·Formulierung, zum
enderen WIgan der Relillenz der berrollenen Larvenpopula·
lionen gagen dal aUgemein im Onchocercialil Conlrol Pro·
gr.mm einge"Ute Inseklizid Temephol IAbale@) belonders
ermurigend. Andere Simuliidenarten wurden durch die Be·
kOimplung waniger beeinlr~ligt: überlebend. Larven wurden
4 km unlerhalb der Applikalionillelle gelunden. Eine Wieder·
besiedlung der Stromschnellen - offenlichllich durch driften·
de A"e der Begleitl.un., einschlieahch der Tnchople...
Ephemeropt". und O1ironomidae wurden var und nach der

• Menlion of a commercial or ploprialary produci does not consli
Iule an endorsement by Ihe IJSDA

Bekm.plung nachgewieoen, lie waren durch die Bek.mp
lung offen.ichllich nichl gelchadigl worden. In einem wai·
leren Verluch wurde die Sandoz.Formulierung in einer 00·
lierung von 0.8 ppm/l0 min .n S. damnosum 1.1. und .n.
deren Simuliidenlarven in Fiellrinnen im N'Zi, EllenbeinkÜlle
gelellel. Sachl Srunden nach dar Applikalion waren 91 '"
der S. d.mnosum •.l.·LarVlln eingegangen; bei den LarVlln
der Inderen Simuliidenarten wurden Mo".lit;juraten von
91-100% beobachlet.

Introduction

The Onchocerciasis Control Progranune (OCP) has enjoyed
considerable success in the suppression of Simulium damna
sum TIleobaid s.l. with the larvicidal application of leme
phos (AbateClil , 0,0.0',0' .tetramethyl D,O'{thio-di-4,I-phe
nylene), Walsh et al. 1979). In Man:h 1979 the original
654,000 km 1 under trealment was extended to include
an additional 110,000 krn1 in southern Ivory Coast. Vir·
tually every active breeding site in the 764,000 km3 area
under trealment receives a weekly application of larvicide.
The effective concentration varies between 0.05 and 0.1
ppm/lO min depending on river discharge and velocity,
which in turn are subject to large seasonal variations accord
ing to rainfall.

ln certain riven, such as the Marahoué and the lower Ban
dama below Kossou Dam, treatment has only been in ef·
fect since March 1979. It is in Ulis area U\3t failures of
regular treatment wcre first suspected. In March 191:10 bit
ing rates at Chutes Gau thier on the Lower Bandama in
creased steadily in spite of weekly laP,'iciding and by June
biting rates of up to 2377 llies/man per day were obse....ed.
Susceptibility testing on larvae of S. damnosum s.l. using
the Mouchet test (Mouchet et al. 1977) confinned the exis·
tence of resistance to temephos at Chutes Gauthier (Guillet
et al. 1980).

The occurrence of this resistance has led to an intensifica·
tion of the search for alternative insecticides that are en·
Yironmentally acceptable for the la.... icidal control of the
black fly vecton. Recent control successes wilh the micro·
bial insecticide, Bacillus rhuringitmsis Berliner (serotype
H·14) against S. damnosum s.1. under laboratory and field
conditions (Undeen and Berl 1979, Guillet and de Baljac
1979) and against other species of black flies (Undeen
and Colbo 1980, Frommer et al. 1981, Molloy and Jamn·
back 1981, Undeen et al. 1981) indicate that this agent
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offers an alternative means of control with possible impie·
mentation within the near future.

This paper presenls resulls from a large-scale field trial of
the Sandoz 402-)·WOC formulalion of 8. tiluringiellSis
(H·14) at the Danangoro rapids complex on the Marahoué
River in South Central Ivory Coast (Lat. 7° Il 'N; Long.
SOS6'W) and a smaller trial conducted at Timbé on the N'
Zi River.

Materiill and Methods
The 40'km .lrelch of Ihe Marahoué River belwcen Dan.goro vil·
I:I\,,,, and a point 6 km wesl of Bouan.. was scleclcd as the treal·
""'nI localion bacause lhere L, resiSlance 10 temepho. in Ihe loeal
population of black !lies, an ab undanee of brceding siles, and a
I,"k or ,Iow segment. of lhc river. The Danangoro rapid. complex
begin. 6 km bclow Oanagoro vill'~e. Arter bifurC""ling, lhe M,ra·
houé is fUteher divided inlo sever,1 waler courses of various .izes.
Slream velocilies in exce.. o( 1 rn/sec are lhe average (or lhc corn·
plcx. Below Ihe complex, lhe various ,lreams coale.ce 10 form a
single watcrway.

One weck prior 10 lre'lmcnl, 12 bn:eding siles wcre selecled wilh·
in lhe main channels of lhe Danagoro rapids complex for placcmenl
of artilicial Sub'lrale, in (ast current. One ,ubstrale eon,Lsled of a
'trip of ribbcd plaslie ribbon (26 x 2 cm) ,imilar 10 lhe artificial
sub,lrale 01 Williams and Obcng (1962) and the olher a "mini·
broom" of lhe type u,cd by Elouard <p:rson"1 communication}
for the ..mpling o( non-targel fauna. Bolh W<lC faslened 10 , small
triangle construcled of baihng wire 12.5 cm on a side}, whieh in
turo w..' lied to lr,i1ing vegelalion "'ilh heavy Iishing line. Three
,,,dl artilieial ~ub,lr,le' "'cre placed in caeh of Ihe 12 sampling
sih:s.

The day bcforc lr~armcnl. the Marahouê wa~ pro~p.:l'h.·J hy ()t,lat

l'rom the village of Dananl:uro lu a l'l'")inl 34 km du\\'n~lrcam hum
the pro(lOsed trcalOient applit..-alinn lun.... iu~' ahuyc Ih,,' \,'umpl...·.'\.
Whcn natural br....cdin~ ,itc~ ..'...... n.· J'1)und (h..·~ w\.'r...· malklo!l1 \A:illl ..
strip of rcd clolh. Twcl1IY~lwO ~ilc~ ....·l·re market!. im.:luding a \,un
lrol ncar DifnaJ1lCOrO viUall...· and th\: fcmaindcr bclWlI:'l:1l Ih~ rLipids
and 34 km down~lrc.. m. The cycnlll~ bef'1re trcaltlk.:nt a SlIlh." lJiO"
a~sttY sysll.'m (Fi~. 1), 'imilar to lhat of \Villon .nJ l'ravi,) f 1'J~5).
WOlS set up on the h"Jl~ uf Ihe ri~hl channcJ ur the l:umplcx. \\'al&:r
whlch was cuarscly filtcrcd to ptc,·.... nt inCa~c of !cave\ ilnd other
de bris was supplied from lhe ,h'c, by siphun. I.arvae of S. ,Jal/lnu·
su". s.l. (probably S. souhren,e Vajillle and Dunbar. b.wd un pre·
vions cylolaxonvlIlY cMeredilh 19HU, unpuhlbhcd OCP inlcrn.1 re'
porll collected within Ihe comple.~ were pb""d in Ihe ~ulle" and
allow.:d to allao:h.

On the moroins of Irc,lmcnt (S';plembcr 17. J9110l onc arlilicial
.substratc \VillS rClI10vcd t'rum ""illch of thc 12 :"oampling ~ltC\ :am! pn:..
~crvcd in BU '10 airu".)!. The mnlrol larvae al Dan.ngoro .nd the
maturai hrccding sitc~ dowllsu",·am \Vcn' r~·pro"fl\:L.'h:d immcdiat.:ly
bdore trealment. lIa,ed on unpnhlbhed repc>lls of Guillel and b·
"afrre Ihat 1.6 ppOl/IO min of th" Sando1. 402 formulatiun (ba;ed
on the tutal furmutatiun) produ",'cd 100',( mOrlalit)' in S. damno
3UIII ,.1. 1arvac in 'imall strl:am5. I.S pp. III J0 min ot" IJK: furmulalÎun
was scleeled lor the nr>1 large-scale lrial. '1 he S.ndoz 4112 technic,1
infurmalion ~lIcct state.' th.H OJ~,(;r of the furmuLoatiuli Îj ··activ( ill·
g.n·dicnl'· plus 99.2 ',4 im:rt inKr",·dicnb.. Th..: oaçtual conçl."ntratiotl ul
"actiye ingrcdicnt U during a IO"lOin trcatmcnt p...·riod, chcn,·fore.
was only 0.1I 12 l'pm.

A di,charge raie of 457 m 3/scc (Iemp. 26.1l 'c, pH 7.2) WlI> me",·
ured Ihe moroing of Ireallnenl al the lIonanJ hridge. 411 k III belo,,"
the t[calm~nt ~iLe. In order lo prnducl: thl:: d""sircd (';u04.."Cntratiun
of B. Ilruringiensis (11·141 formnl"lion. 416.4 liler> of the 4U~ fur·
mulation (22 .'Onlainers, 5 US ~,1. ea~hl were ulilized. This """, d~
IUlcd with a minimum uf HO';:. wah~r in SS·litcr rnctal ba[Tcl~ and
rnixed 10 provi.le a re.dlly miscible su,pension. Duc 10 the bulk of
lh~ rnalerial (770 Il, il wa' added to Ihe riv,'r in scven increlllenh
(Iwo 55-liler barrels e"ch trip). Each inclelllcnt was applied in a
lransvcrse band using a sm.1l boal willt an alla"hcd melal frame
10 sccure Ihe barrels in a horizonlal position (Fig. 2). Simultane
ou.ly with lhe tirs! addilion of formulalion 2.5 km .buve rhe <·om·
plex. noal' wcre plaeed in the waler to dclermin. Ihe lra"el of lite
treiited water column. Subsequenl addilion, o( lhe forrnulalion
were made al lho,e poinls ;,\ lite river 10 whkh Ihe fioals had
driftcd. Thi, provided les> inilial dilulion, a lighter "front" of for
mul,tion .nd beller effective carry. Tite final addition o( formula
lion was made 10 III ,hove lhe divergence of lhc Marahou~ whieh
marks lhe lop of lh~ cornplcx. The clo,",l "mpling sile, wet<
500 01 below lhe final point of application.

Fig. 2 Dllivlry apperelu, for the IPIllicalion of 8. rhur;nl/'"n.;,
su,pension

Immedialcly afler lrealmenl, waler temperalure W", del<'rmined
wilh. mcreury lh<'rmomeler and pli with a lIellige@ eompar,lOr.
At 20 and 50 hours po.l-I,calment, arlinciaJ sull.lral •• were col,
lecled and pla"cd in .I.... hol and Ihe rnarked nalulal brccding sit,-s
were inspecled (or living, moribund and dead Simulium la",e.
Specimens or Simulium spp. and nOIl·lar~ct inSf..'cts on natural ~uh~

strates wcrc also prcscrvcd in 80% ah:ohol.
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Tlb. 1 Av.,agl nurri>ef of Simll/illm tpp. on Iniflclal subtt,""1
in the Oanangoro rlpidt before and att., a 1.5 ppm/l0 min appl;·
carion of rhe Sandoz 402 formulation of 8«i11111 rhllringianlis
IH·141 ISeptlmt>.r 11-19. 1980)

Results and D~ussion

Within 6 hours of treatment ail of the S. damnosum sJ.
larvae in the gulter apparatus located in the Danangoro
complex were detached or dead and still secured in place.
Inspection of the artificial substrates 20 hours after treat
ment revealed only 6 S. cJamnosum s.l. larvae and these
were probably the result of drift from upstream popula.
tions. Natural substrates where large numbers of 7th instars
of S. da"mosum s.l. had been found the previous day were
completely devoid of larvae. Although there was a large re·
duc lion in the numbers of the other Simulium species on
the artificial subslrates (Table 1), several larvae were found
on natural substrates within the rapids complex 20 hours
post·treatmenl. These probably also resulted from post·
treatment drift from the untreated area upstream. but
may have also been due to lower susceptibility. The uni
foml resu/ts at ail of the sampling sites throughout the
Danangoro complex at 20 hours indicate that the larvicide
was fairly weil distributed into the various channels.

ACIer "'turning 10 the labor.tury al Uouaké. Ille anil1cial .ub.u.les
were wa.lled in 80 % akohul and the allaelled inseel. removed. SI·
mu/ium Jumnusum sJ. Iawae were 'eparaled from olher Simuliutll
'pp. and boUI groups wcre counted. The lIon-largel in",cl. were al
so 'eparated and depo.ired wilh Ihe O.R.S.T.O.M. Hydrobiology
laboralory. Bouaké for subsequenl an.ly.is.

A te.l al 0.8 ppm of Ihe Sandoz formelalion was conduetcd on lhe
N'Zi Rher near Timbé. Due ta lhe paucily of S. damnosum s.l. lar
vae in tlle N·Z.i al lhal lime. the as.es.,menl of carry was nol reas
iblc. Eflicaey was Sludied .lSing lhe gUller apparalus. whieh w.s
placod al lhe side of lhe river 200 m down'lream from lhe Timbé
bridge. Simulium damnosum s.l. I..vae werc col1celed from an isol
aled brecding sile upslream wilh lhe .id of a heHeopler. Other 'pe
cies of Simulium Were <:olIecled from lhe lalo. a small slream near
by.

The Iarvae were allowed la aeclimale ovcrnighl in lhe gullers. which
wcre suppUed wilh pumpcd river water. Prior la lrealmenl. pupae
were removed from lhe guller. A conc-cnlralion of 0.8 ppm/lO min
of lhe Sandoz formul.lion wu applied after suspending lhe m.lerial
in 60 % waler. Three transverse band. of lhe inoculum were applicd
from the Timbé bridge over aS-min pcriod. A river diseharge of 21
m3{see reqllued 10.J Ulers of Ihe formulation la produee Ihe de.ired
concenlralion. Tusbulencc of lhe river ususred suflicient mixing of
Ihe formu"'lion prior la reaehing Ihe inlake of Ihe pump' which
suppUed waler la lhe bioassay apparat us.

Three and 6 houss afler lrealmenl morlaHly was auessed by colleel'
ing lhe lar..e lhal had been caughl in lhe nels al lhe end of each
gUlles (Fi&- 2). Thosc Iatvae litaI remained allaehed after dealh
were removed wilh forceps. The lar..e were placcd in 80% aleohol
and subscqucnlly <:ounled and idenlilied in lhe Ial.oralory. Duc la
logisilie ooflsideralions. lhe le.l was lerminaled 6 hours afler lreal
menl. wvae whicb wese slill aUve al lhal lime wese also preserved
in alcohol for oounling and idenlification.

Mean No. 'arva. %S.E.llubttrare
Hours pott·lrearmanr

Pre-rr"lment 20 50

Within 50 hours posl·treatment, larvae of Simillium spp.
incJuding S. damllosulll s.l. had increased in numbers on
the artificial substrates in the Danangoro complex, OSlen·
sibly as the result of drift and post-treatment halch. In
spection of tJle natural substrates at Danangoro village
(control) at 20 and 50 hours post-treatment revealed no
natural reduction of the untreated larvae.

Natural substrates below the rapids were devoid of living
S. cJamnosum s.l. larvae as far as 19 km downstream. Mo·
ribund larvae and very few survivors were observed he
tween 19 and 28 km. Sevcral sur..iving larvae of S. dam/llJ

sum s.1. were found at the 28 km point.

Larvae of S. schouledeni Wanson were found alive only
4 km donwstream from the treatment point indi.::ating a
possible lower susceptibility to B. Ihurillgiensis (1i-14).
The numbers of larvae of S. scilOUleJelli and other species,
however, were fairly low ( 1- 4/site per 10-15 min search)
between the 4 and 20 km points but increased sharply be
10w that section. Differentiai susceptibility to 8. Ihurillgiell'
sis in mosquitoes and black flies has been demonstrated in
previous investigations (Lac.:y et al. 19711, de Ila~ac and
Coz 1979, Lacey and Lacey 1981. Molloy et al. 1981).

Of the species utilized in our studies, only S. c1anlllosum
s.l. is a vector of Onchocerca volvulus. With the exception
of S. Iridem none of the olher species are anthropophilic.
Simulium Iridem is only considcred an accidenlal man
biter, with preferred hosts being fowl and equids (Philip
pon 1978). The main advaMage of differential susceptibili
ty to B. Ihuringiensis (11-14) in sucll innocuous species is
the lessened disruplion to the food chain by lhe regular
application of a larvicide ....hich concommilanlly controls
the vector species. At higher dosages. however. survi\'ors
of these species would undoubtedly be affected.

On the second day of post·treatment prospection, mori
bund larvae of S. cJamllosum s.1. wcre still found between
the 19 and 34 km sites indicated eithcr delaycd develop·
ment of disease symptoms due to the cumulalive effects
of the diluted fonnulation and prolonged exposure to 8.
Ihuringiensis (11-14) or a retarded pathogenesis in larvae
that were affected eartier by a low concentration of the
fonnulation. These symptoms were not observed in larvae
in the guller apparatus in the rapids complex, wherc dealh
followed the addition of lhe formulation witJlin 6 hours.

Table 2 presents the number of non·target insects found
on the artiflcial substrates in the Danangoro complex irn·
mediately before Ireatment and 20 and 50 hours post.
treatmenl. The number of Trichoptera was too low to
enable an accu rate me.Jurement of any possible adverse
effects caused by the Sandoz fonnulation. No apparent
ilI~ffects were observed with the other non-target fauna.
Post.treatment prospection of natural substrates between
Danangoro rapids and Bouaflé revealed an abundance of
Ephemeroptera and evidence of Trichoptera and Chirono·
midae. A detailed analysis of the effects of the Sandoz
fonnulation on non-target fauna will be presented by the
O.R.s.T.OM. Hydrobiology Laboratory at a later date.

The success of the Danangoro study was due to a variety
of factors. Simulium damnosum s.1. has already demon
strated a high level of susceptibility to B. IhurùlgiellSis
(H.14) (Undeen and Berl 1979, Guillet and de Barjac

10.312.8
10.812.8
4.311.7
0.41 .2

309

0.5%.4
2.01.7
O.ho4
0.31.3

411.154Totll larva.

Spleiet

Simu/illm dIImnosum 1.1. 40.1% 11.8
S. IInicornurum 40.31 9.3
S. /fioianl 14.3% 5.4
S. schouredani 1.51 .9
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Tab. 2 Non-rarger launs collaeted lrom arrlficial substrares ln the
Oanapo repid, belore and 20 and 50 hOuri airer treaunenr wirh
1.5 ppm/1 0 min 01 the Sandoz 402 lormulation of Secil/u. thurin·
gi-m.i. lH-14) lSeptember 17-19. 19801

Chironomidae
~noc~diu. sp. 2 4 4
Cricotopu. _dri.

1 1
IllJd.tu~

Tenyterlll. Ip 7 2 5
Cryprochironomu. op. 1
$rrictochironomu. 'p. 14 13 8

1979). The elevated water ternperature undoubtedly influ·
enced the level of activity in this test. Lacey et al. (1978)
and Molloy et al. (1981) have reported a positive correla·
tion between temperature and activily of B. thuringiensis
against black flies. The rugh discharge and veloci ty of the
Maral10ué were responsible for the ideal carry that was ob
served_ Wondng ....ith stre:un 5 varying in discharge from 200
to 3,400 Iiter:l/rnin, Undeen and Colbo (1980) found a po·
sitive correlation between the! size of the stream and dis.
tance of effective dOWl1stream carry of inoculum. The San·
dO"l fOffilulation was shown to be effective in eurlier trials
with S. t.1Dmnosum s.1. (Guillet and Escaffre, unpublished
data). The diluent apparently a1lows suspension of individu·
al spores and crystals and does not interfere wilh the fine
particle capture mechanisms of the larvae.

The results of the N'Zi River test at 0.8 ppm/l 0 min are
[lresented in Table 3. Although additional tests are needed
prior to any definite conclusions regarding efficacy of San·
doz 402 al 0.8 ppm, it is evident that the limits of effec·
tive control are in the vicinity of this concentration. Six
IlOurs aCter treatmellt those larvae which survived (alliate
matars) showed nosigns of loss of vitalily, a1though at this
lower concentration one m ight eApect additiona! mortality
over the next 24 hours.

The data in Table 3 indicate a more unifoffil mortality re·
SPOllse of Simlllium spp. to 8. thuringiensis than in the
Oanangoro test. lIowever, comparison of the two tests re·
garding differential species suSl:eptibiiity would be hœard·
ous due to variation of severa! parameters: the close proxim-

Numbar collaetad
Houn posNreatmenr

Pra·trlat ment 20 50
91
95
91

76
83
6G

100

" Cumulative poll-rntar·
menr manallrv

3h 61t
Total larvee

utilized

Simulium demnOlum s.l. 522
S. cervicomutum 425
S. hargr.elltl.i 36
S. unicornurum 8

Species

Tab. 3 The larvicidal aetiviry 01 Sendoz 402 lormulation of 8acillui
thuringiensi. (H·14) ar 0.8 ppm/l0 min again.r $imulium ,pp. on
rite N'Zi Ri_ (Novembar 7. 19801

Literature
de Bafjac. H.. J. Coz: Sensibilité comparée de six espèces diffé

rentcs de moustiques à BacU/u. rhurinlfiensis .ar. i.rae/en.i•.
Bull. Wld. Hlth. Org. 57 (\ 979) 139-141
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imity of the exposed larvae to the treatment point, the
nature in which the test was conducted (gutter apparatus),
the change in species composition of the test population
and the small stream origin for aIl of the species excepl
S. damnmum s.1.

Although preliminary in nature, the high monality and
excellent carry obtained in these studies show rhat B. thu·
rillgiensiJ (H-14), even at a concentration as low as 0.8 %
active ingredient has potential as an alternative to conveil·
tional larvicides for the control of Simulium vectors or
onchocerciasis. nie minimal effe!cts of B. thuringiemis
(11·14) on non-target organisms (Dejoux 1979, Colbo and
Undeen 1980, Molloy and lamnback 1981) and Ihe re·
duced possibility that Simulium spp. could becorne! resis
tant to the complex of proteins that make up the cS-endo·
toxin are addiùonal henc!fits which enhance the feasibility
of making this agent operalional.

ln order to become operational, activity/mg of formulation
should be increased and (without changing the nature of
the diluents) the suspension should be 50ch that the undi·
luted formulation could he addcd directly to the! river and
mix readily without prior suspension in water.

Additional studies, in a variety of stream types and hydre
logical conditions against other cyto~"peciesof the S. diJm·
nosum complex, and at additional concentrations are war·
ranted. In an area of the Onchocerciasis Control Programme
where resistance to temephos had developed rapidly in
comparison with Ihe rest of the programme, 8. rhuringiemis
(H-14) may provide a long-lasting ioocuous solution 10 a
complicated problem.
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73

70

20
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49

la
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Emphemeroptera
Tricor'(thidH
PUlUdoc/oaon ber-

r~ndi

Cilncropti/um ,pp.
A froba..tide. ,p
c..ellomed.. ,pp.

Taxon

Trichoptera
Ch_top.yche

fa/cifere
C. digit. te
Orthotrich;' sp.
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L'utilisation d'une formulation à base de
Bacillus thuringiensis H14 dans la lut te

contre l'onchocercose en Afrique de l'Ouest

II - Stabilité dans les conditions de stockage en milieu tropical (1)

Pierre GUILLET (1)

Henri ESCAFFRE (3)

Jean-Michel PRUD'HOM (3)

116aum6

lA formulation Teknor· (Sandoz) ci bcue de Bacillus thuringiensis JIU prNente une stabilittf remar
quable dans les conditions de stockage en milùu tropical. Après 16 mois de stockage ci Bouaké (Côte d' Illoire)
SOUJI a/lri comme en plein soleil, ceUe formulation conserlle toute son efficacité lIis-ci-lIis des larlles du comple=e
S. damnosum. Les dilutions d'eau qu'il est nécessaire de réaliser pour son utilisaJÏon sont également stables pen
dant plus de 6 mois.

Mots-cl6s : Complexe S. damnosum - Onchocercose - Bacillus thuringiensis Hi'" - Stahilité stockage.

Summary

Tua USE OP A Bacillus thuringiensis H14 FORMULATION FOR ONCHOCERCIASIS CONTROL IN WI!ST AFRICA. II 
liTORAca STABILrry

The Teknor • formulation, a water based dispersibla concentrate of Bacillus thuringiensis H14 (Sandoz)
stored during 16 mOlltha right in the sun in a tropical country (at Bouaké, Illory Coast) remains fully effectille
against S. dalllllosum complez larllM. The mean mazimum temperature in the sun during this storage was
32,30 C with a lIIazimum of 35,60 C. No difference was obserlled between batehes stored in the sun alld in an
air-cundilionnecl room. The formulation has to be diluted with 20 % uf water before its use and this dilution
is also quite stable more thall 6 1II0nths. Storage stability does not represent in any WClY il factor limiting the
operaÛonal use of B. thurillgiellsis 1114 in onchocerciasis control programmes.

Key words : S. damnosum complex - Onchocerciasis - BaciUU8 thuringiensis lI14 - Storage stability.

La formulation Teknar n (Sandoz) A base de
BacillU8 thuringiensis Hg présente une efficacité
vis·A-vis des larves du complexe S. damnosum
ainsi que des caractéristiques physiques qui pero

mettent d'envi~ager favoral.lement son utilisation
opérationnelle dans le cadre de ln lutte contre
l'onchocercose (Guillet et al., 1982). Cette utilisa
tion pose toutefois dc sérieux p.·oLlèlllcs logistiques

(1) Cette recnerche a reçu le support financier du Programme Spécial P.N.U.D.-nanque Mondiale-O.M.S. de Recherches
et de Formation concernant les Maladies Tropicale., dan. 10 cadre des accords panés entre l'O.R.S.T.O.M., et l'O.C.C.G.E.

(2) En/omologisl. mAdical O.II.S.T.O.M., /.1/. T.O., BP. 1500, BouakA, C61. d'/I'oi,•.
(3) Tochnid.n d·'n/omologi. mAdical. tU l'O.RS.T.O.M., /./t T.O., BP. 1500, BouahA, C61. d'Noir••

Cali. O.U.S.T.O.""/., .d,. Eni. mU. el Pa,acÏ/ol., vol. XX, nO 3, 1082 : 181·185 181
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dans la mesure où les quantités à appliquer demeu·
rent élevées (1,6 mg/l/l0 mn soit 960 cc par /111/5

de débit) et où il est nécessaire de diluer préalable·
ment la formulation avec de l'cau avant de l'utiliser.
Du Cait de l'apparition d'une résistance au témé·
phos (Guillet et al 1980a) et plus récemment d'une
résistance croisée à un autre composé organo
phosphoré, le chlorphoxim (Kurtak et al., 1982),
le Teknar demeure le seul alternatif valable pour
le traitement des zones où se manifeste la résistance.

La 8-endotoxine du B. thuringiensis H14
possède une stabilité remarquable. La poudre
primaire R 153-78 conservée sous récipient hermé
tique en zone tropicale (l:Jouaké, Côte d'Ivoire)
(Guillet et al., l!180b) ou en suspension aqueuse
au lahoratoire (Sinàgre, IfJ!iO) conserve pendant
l'lus de six mois toute sa toxicité. Contrairement Il
la poudre primaire, les Cormulations telles que le
Teknar contiennent un certain nombre d'ingré
dients (inhibiteurs de Cel'mentation, agents tensio
actiCs...) susceptibles d'ulTeeter la stabilité de la
toxine. De plus l'u tilisation opéra tionnelle du
Teknar suppose un stockage prolongé des Clits
en plein soleil sur les aires de ravitaillement (durée
minimum de un an). En outre, la dilution de la
formulation juste aVlInt utilisation s'avère être
dillicilement réalisahle ct devrait ètre Caite pllr
avance.

Une étude a été entreprise sur la stabilité de la
Cormulation Teknar dans diverses conditions de
stockage en milieu tropical ainsi Ilue sur la stabilité
des dilutions prètes à l'elllploi.

1. MAT~IUEL ET MltTIIODES

1.1. La formulation

Le Teknar est une suspension concentrée de
spores et cristaux dc n. thurillgiensis H14. Son
titre hiologique est d'environ 600 unités interna
tionales il elles aegypti par milligramme. Sa viscosité
est élevée (2000 CP Il 18°C) et l'on n'observe avec
le temps aucune sédimcntation des matières solilles
dans les Cûts. Les tcsts ont été réalisés avec un lot
de 2 000 1 parvenu en Côte d' 1voire au mois de
septembre 1D80.

1.2. Les condlllons de slockage

Trois Cûts de plastique blanc d'origine ont été
stockés Il I30uaké respectivement en plein soleil,
sous abri dans un magusin ct dans un local climatisé

pendant les heures chaudes (bureau). Les prélève
ments ont été elTectués après 4, 6, 10 et 16 mois, en
milieu de Cût apràs agitation. En plein soleil, tout
au long de la période de stockage, la moyenne des
températures maxima a été de 32,3°C variant de
29,5 Il 35,6°C. Sous abri, lu température moyenne
a été de 25,6°C (moyenne des maxima : 30,9OC
et des minima : 21,4°C). En local climatisé, la
température moyenne est de l'ordre de 21t°C et
les variations sont relativement Caihles (± 3oC).
Des lots de Cormulation dilués avec 20 % d'cau
du robinet ont également été stockés en récipient8
de verre sous abri et testés uu hout de l, 2, 4, 20,
45 ct 180 jours.

1.3. Le conlNle de l'efflcacllé des lots

Les lots correspondant Il dilTél'entes durées de
stockage ont été testés Il l'uide d'un dispositiC de
mini gouttières.

La méthodologie a été décrite précédmnlllent
(Guillet et al., IDl)2). Les dilutions préalahles ont
été testées comparativement Il une dilution l'répa
rée extemporanément Il partir du lot eons(!rvé
en local climatisé. Deux tests compll'ts ont été
réalisés avec cc lot après 10 et 16 mois dl~ stockage
alln de pouvoir compnrer les valeurs caraetéristi'luell
Il celles d'un lot n'ayant suhi au(:nn stockage
prolongé. Les tests ont été réalisés Il Akakro sur le
Goué, petite rivière de Corèt peuplée l'ur S..VqfWlltU

sum et à Touha sllr \a l"ér';dougouba, grunde rivièrc
de savane peuplée par S..VOu."reilse résistant au
t';méphos.

2. RËSULTATS

A la concentration de 0,3 mg/l/l0 mn, on
pellt observer une dilTérenee llignilicative d'elli
cacité entre les lots: après 4 ct 10 Illois de stoeka!!;I',
le lot conservé en local c1imutisé présente une elli
cacité supérieure aux autres tandis 'lue l'on o\,ser\'e
exactement l'invcrse après 16 Illois de ~tockage.

l~n revallehe, la nlOrtalit'; dell larves expos(;e~ ù
une concentration de l,Ii mg/l/l0 11111, proche dl!
la CL 100, ne permet de déceler alleUlle dilTérencc
signillcative d'ellicaeité qllellell que soient la durée
et les conditions llu stockage (tahI. 1). Les lests
complets réalisés après 10 ct 16 Illois de stockage
eonllrment ces résultats daus la mcsure où l'ou
n'observe entre lell lots testés aucune dilT';rellce
siguilleative au nivl'au des CL 50 e~ CL!J5 (~ahl. ~I).
Après 16 mois tle stockage, les drOites tle regr"ssloll

1112 Cah. O.U.S.1'.O.f',f., ur. EIII. ",hl. •, Partui/ul., vol. XX, ,,0 3, 1982 : 11l1-1B5
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TABI.EAU 1

Elficacit6 du Teknar en Conction de la durée et des conditions de stockage (tests en gouttières, 4 répliques par 101)

Nombre Conditione Concentration ~rlalit~ obs~rv~e ~t

de mois de stockaKe Lieu testée (nombr. de lar"es tus-
de stockale (mg/l/IO mn) lées tous stades)

4 Bureau Akakro 0,3 83,7 ~ 3,4 (535)

Magasin Akakro 0,3 &4,3 ~ 5,2 ( 513)

Soleil Akakro 0,3 65,6 ~ 4,6 (610)

6 Bureau Akakro 1,6 95,2 ~ 2,3 (353)

Halaein Akakro 1,6 95,4 ~ 1,9 (4&2)

Soleil Akakro 1,6 96,6 ! 1,8 (413)

10 Bureau Touba 0,3 30,6 ~ 8,7 (350)

Halasin Touba 0,3 24,5 ! 8,7 (383)

Soleil Touba 0,3 20,9 ~ 9,1 (31:18)

16 Bureau Akakro 0,3 39,9 ~ 5,3 (807)

1,6 97,9 ! (711 )

Hagasin Akakro 0,3 48,8 ! 5,3 (696)

1,6 94,4 ! 1,8 (628)

Soleil Akakro 0,3 52,1 ! 5,3 (635)

1,6 98,5 ! 0,9 (670)

obtenues à partir Jes lots conservés en local clima
tisé et au soleil présentent une linéarité et un
parallélisme (test du ;(2) qui permettent de calculer
la puissance relative du premier lot par rapport
au second. Celle-ci est de 1.1 ce qui traduit un
niveau J'efficacité parfaitement semblable pour les
deux lots.

Les dilutions de Teknar obtenues cn rajoutant
20 % d'eau 11. la formulation s'avèrent être extrê
mement stables et l'on Il'enregistre aucune perte
d'efficacité après 6 mois de stockage (tah!. III).

3. DISCUSSION - CONCLUSIO:'II

La formulation Teknar de Bacilllts tliurillgiellsia
H14 présente une stahilité remar,(uahle et après
16 mois de stockage en plcin soleil, on n'enregistre
aucune perte d'efficacité vis-1J.-vis des larves du
complexe S. damnosum. Les variations observées
à la concentration de 0,3 mg/I/10 IOn sont proba
blement dues aux conditions <le milieu (turhidité
de l'eau) et aux espèces du complexe S. damllo~ulll

concernées. A une concentration voisine de la

C/Jh. D.n.S.T.D.M., ,ér. Ent. méd. el PCJI'IUiloL, vol. XX, nO 3, 1982 : 181-185 183
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TABLEAU Il

Efficacité du Toknar en lonotion do la durée et de. condition. de Itockage, oxprimée en lonction de. valeun caroctériotique.
(caloulée. l partir de to.t. completa: 4 concentration. et 3 répliques par conccntrotion)

Val.urs caractEristiqu.s

Condition. d. Lieu de. CL 50· CL 95·stockase test. Pente

Aucun 0,24 1,0 2,7
.tockes_ Touba (0,23 - 0,25) (0,91 - 1,1)

10 IllOis 0,38 1,23 3,2

magasin Touba (0,27 - 0,52) (0,81 - 3,4)

16 lIlOi. 0,35 1,0 3,5

lIIagasin Akakro (0,28 - 0,43) (0.75 - 1,8)

16 IllOis 0,29 0,85 3,5

.oleil Akakro (0,20 - 0,42) (0,5 - 3,3)

• entre parentha••• l'intervalle de confianca au .euil de 95 %.

TABL....U III

184

Conservation du Teknar dilué "veo 20 % d'eau, stookage IOU' abri.
Tcst. en minigouttière. à la concentration de 1,6 mg/l/10 minutes

Lieu de. CP.CI Akakro Tou b a Akakro

Ourée d. stockait.

en jours 0 0 20 45 0 160

Morealité ob••rvée

.t (nombre d. lar- 95,2 :: 2,3 95 :: 1,7 92,2 : 2,5 98.6 :: 0,6 99.1 100 99,5 96,7 :: 1,2 95,3 :: 1,7

v•• telci.s, tous (l5l) (661) (464) (1243) (347) (307) (411 ) (889) (674)
Itad•• )

Cah. O.n.S.T.O.M., .Ar. Ent. ",Ad. el POr<UÎlo/., vol. XX, nO 3, 1982 : 191-185
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CL 100, ces variations disparaisscnt totalement.
Le lot. Caisant l'objct de cette étude présente une
eflicaeité en gouttières légèrement inCérieure à
celle d'autres lots de Teknllr précédemment testés.
Il a été stocké sous ahri dès son arrivée en Côte
d'Ivoire.

La Cormulation diluée dans l'eau s'avère
également très stahle et l'efficacité vis-à-vis des
larves de simulies demeure inchangée. Des tests
biologiques sur A. aegypli n'ont pas été réalisés
simultauément dans la mesure Oil le critère essen
tiel était l'eflicaeité vis-à-vis des larves du complexe
S. dalllnoslIlII. En tout état dc cause, il est peu
prohahle que le titre hiologilJue de la Cormulation
ait cté altéré au cours du stockage.

Il est à noter que la tcmpérature enregistrée
au cours de la présent" étlllie u'a jamais été excessive.
Il serait souhaita!>I.! de contrôler également la
stabilité de la Cormulation stockéc dans des zones
à climat plus chaud ct contrnsté, notamment cu
zone dc savaue sOlHlauienlle à la limite norrl de
répartition de S. damno.YIlI/l s.l.

Le Teknar présent.: dans les conditilln~ de
stoekage sur le terrain en milieu tropical uuc
~tahilité comparahle, si cc u'est meilleure, à cell.~

de~ larvicidl's cOII\'cutionuc!s tels que l'Almte Il

(CE). La stahilite des .Iilutious préparées ~ur plm:c

permettrait d'envisager l'acheminement vers les
points d'utilisation rie Cormulations l'lus concentrées
à diluer sur place. Cela diminuerait sensil,l('mcnt
le coQt du transport intercoutineutal ct Caciliterait
l'achcminement \'er~ les aires rie stockage cu "rouss.,.
Ccci ne serait réalisahle hien entendu qu'avec des
Cormulations à base d'cau tellcs que le Teknar
ou le bactimos Il li.JllÎde (Solvay), sous réservc que
cette concentration plus élevée n'altère pas leur
stabilité au stockage.

Si la stahilité du Teknar et celle prohable
d'autres Cormulations à hase de B. liluringillflsis
1111t constitue un Cacteur favorahle pour son utili
sation dans le cadre d'un progrnmme dt: luLLe contre
l'onchocercose, il n'en demeure l,as moins iurlispen
sahle d'améliorer le~ IwrCorlllancl's des Cormula
tious existantes.

RE~IERC.EMENTS
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INTRODUCTION

Les premiers essais de terrain du Bac~ thuking~en4~ H14

contre les larves du complexeS~ damno4Um ont été réalisés en Afrique de

l'Ouest dès 1979 (GUILLET et de BARJAC, 1979, GUILLET et ESCAFFRE, 1979 a).

Les r~sultats ont été très encourageants et rapidement l'industrie a proposé

plusieurs formulations expérimentales (GUILLET et ESCAFFRE, 1979 b). Des re

cherches ont alors été entreprises pour définir le type de formulation le mieux

adapté à une éventuelle utilisation dans le cadre du programme de lutte contre

l'onchocercose entrepris par l'Organisation Mondiale de la Santé dans la région

du bassin de la Volta (GUILLET et al., 1985 a et b).

Rapidement une formulation a été sélectionnée, le SAN 402

WDC dont l'efficacité et les caractéristiques physiques ont permis d'envisager

favorablement l'utilisation. Des essais en grandeur réelle ont été réalisés pour

en définir les modalités pratiques. La concentration donnant une efficacité

totale sur tous les stades larvaires était de 1,6 mg/l pendant 10 mn. Pour se

disperser correctement après l'application dans les gites larvaires, la formu

lation a dû être au préalable diluée avec 20 %d'eau. Sans dilution, le produit

se disperse mal et son efficacité est alors médiocre (GUILLET et al., 1982 a).

Dans une rivière à fort débit, un traitement expérimental a eu une portée effi

cace (distance en aval du point de traitement sur laquelle l'efficacité reste

• Ce travail a bénéficié, dans le cadre des accords passés entre l'ORSTOM et
l'OCCGE, d'une subvention de l'Organisation Mondiale de la santé •

•• ORSTOM - SSC - 70 à 74 route d'Aulnay - 93140 BONDY - FRANCE

••• Institut Pierre Richet (IRTO) - BP 1500 - BOUAKE - COTE D'IVOIRE
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totale) de 20 km (LACEY et al., 1982). Enfin cette formulation a pu être

stockée plus d'un an sur le terrain sans que l'on observe de perte d'efficacité

(GUILLET et al., 1982 b). Les performances du SAN 402 WDC, bien qu'en dessous

de celles d'un bon larvicide chimique tel que l'Abate aD se sont avérées remar

quables pour un agent de lutte biologique.

En 1980, une résistance au téméphos (Abate) est apparue

chez deux espèces forestières du complexe S. damno~ (S. 40U~en4e et S. 4anc
tipauti Vajime et Dunbar, 1975) dans l'aire du programme de lutte contre l'on

chocercose (GUILLET et al., 1980). Le chlorphoxim, un autre composé organophos

Phoré, a été utilisé en remplacement de l'Abate mais une résistance à ce composé

s'est également développée rapidement (KURTAK et al., 1982). Dès 1981, l'utili

sation du B. thuA~g~~ H14 est alors apparue comme la seule solution envisa

geable pour la poursuite des traitements dans les zones concernées par la résis

tance. C'est la raison pour laquelle cet agent de lutte biologique dont une for

mulation acceptable avait été sélectionnée, a très rapidement atteint le stade

de l'utilisation opérationnelle.

Dans la routine des traitements, il s'est avéré nécessaire

d'appliquer, selon la saison, entre 3 et 20 fois plus de B. thuA~g~en4~ H14

que d'Abate. Il importait donc, pour envisager son utilisation à grande échelle,

que l'industrie puisse produire massivement des formulations de qualité rigou

reusement constante. En 1982, il a été produit suffisamment de Teknar~ (nom

commercial du SAN 402 wnC) pour couvrir les besoins du programme de lutte en

1982 (241 000 1) et en 1983 (300 000 1).

Il n'existait alors et n'existe toujours pas de spécifica

tions particulières pour les formulations de B. thuA~g~e~ H14. La seule

garantie réside dans la teneur en endotoxine. Cette teneur exprimée en Unités

Internationales, se mesure par titrage biologique des formulations avec des

larves d'Aede4 degypti en référence à une préparation standard. Un contrôle

basé sur le titre A. degypti a été réalisé à la demande de l'Organisation Mon

diale de la Santé (OMS) avant que les fûts ne soient expédiés. Dès leur récep

tion en Afrique de l'Ouest, des prélèvements ont été effectués pour contrôler

l'efficacité de quelques lots vis-à-vis des larves de l'insecte cible, les lar

ves du complexe S. damn04wn. Ces contrôles ont été réalisés parce qu'il n'existe

• produit par Sandoz.
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pas de relation systématique entre le titre des formulations exprimé en Unités

Internationales (U.I.) A. degypti/mg et leur efficacité vis-à-vis des larves du

complexe s. damno~ (GUILLET et di. 1982 c). Seul le contrôle basé sur l'effica

cité vis-à-vis des larves de simulies pouvait donc fournir une information per

tinente.

Cette efficacité a été évaluée à l'aide d'un dispositif

d'évaluation à échelle réduite. Un tel dispositif permet de mesurer l'efficacité

dans des conditions optimums à partir de suspensions homogènes, sans que la

dispersion spontanée puisse être prise en compte. Les contrôles de qualité doi

vent donc porter également, comme cela est le cas pour la plupart des formula

tions de pesticides, sur les caractéristiques physiques. Parmi celles-ci, la

viscosité, dans le cas du Teknar, joue un rôle important car elle conditionne

dans une certaine mesure la dispersion spontanée du produit et donc son effica

cité lors des traitements en ririère.

Il était donc important de vérifier outre leur efficacité,

que la viscosité des différents lots était suffisamment constante pour qu'une

dilution avec 20 %d'eau garantisse systématiquement une bonne dispersion. En

effet, pour des raisons de logistique (capacité de chargement des hélicoptères

de traitement), les formulations doivent normalement être aussi concentrées que

possible et appliquées sans dilution préalable. Dans le cas du Teknar, la dose

utilisée (1,6 mg/l/l0mn avec 20 %d'eau) représente la limite au-delà de laquelle

il ne peut pratiquement plus être appliqué.

MATERIEL ET METHODES

_ Prélèvements: Un fût a été prélevé au hasard par l'OMS dans chacun

des 32 lots reçus au moment de cette étude. Après agitation, 125 ml ont été

prélevés à la pipette entre le tiers inférieur des fûts et la surface, en remon

tant pendant l'aspiration. Ils ont été stockés à 4° C dans des flacons de verre.

_ Tests d'efficacité: Ils ont été réalisés avec le dispositif des mini

gouttières utilisé pour l'évaluation de l'efficacité des formulations de B. thu
~~ng~e~~ H14 (GUILLET et al. 1985 ~. Le temps d'exposition des larves est de

10 mn et la lecture s'effectue après 24 h. Ce dispositif donne des résultats

tout à fait identiques à ceux obtenus sur le terrain. Les tests ont été réalisés
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avec des larves de stades 6 et 7 de S. yahen4e Vajime et Dunbar 1975, une espèce

forestière du complexe S. damno~. Un premier criblage a été réalisé à la con

centration de 1,6 mgll pendant 10 mn qui doit normalement donner 100 J de morta

lité. Le criblage a été répété dans le cas des lots ayant donné moins de 98 J

de mortalité. A partir de 98 J, l'efficacité est considérée comme satisfaisante.

Pour comparer plus précisément les niveaux d'activité des difrérents lots, des

tests complets ont été réalisés avec 5 concentrations ; ils ont été répétés 3

fois.

- Titrage biologigue : Il a été réalisé avec des larves d'A. aegyp~

souche Bora Bora conformément au protocole défini par l'OMS (ANON., 1981). Des

larves de stade 4 jeune ont été utilisées 72 h après l'éclosion. L'élevage des

larves a été réalisé dans des conditions standardisées à 29° C. La préparation

de référence utilisée a été l'IPS 80 (de BARJAC, 1981) un standard intérimaire

titrant dans notre laboratoire 15 000 U.I. A. aegyp~/mg par rapport à l'ancien

standard IPS 78 (de BARJAC, 1979). Un triple essai a été pratiqué pour chaque

lot. Les résultats des tests d'efficacité et ceux du titrage biologique ont été

interprétés avec un programme d'analyse-probit (FINNEY, 1971) permettant de

calculer les valeurs caractéristiques et leurs intervalles de confiance au

seuil de 95 %.

_ Caractéristiques physiques : Ne disposant pas alors de matériel spé

cialisé, un test simple a été mis en oeuvre. ,Les temps d'écoulement des 5 premiers

ml dans une pipette de 10 ml ont été mesurés à la température de 25° C. Ce test,

dans lequel on mesure un écoulement par gravité, donne une indication sur la

viscosité cinématique du produit. Quatorze lots choisis au hasard ont été uti

lisés. Le temps d'écoulement a été mesuré pour le produit pur puis dilué avec 10,

20, 30 et 40 J d'eau du robinet. Parallèlement, on a observé la dispersion dans

des éprouvettes en verre de 1 l, l'orifice de la pipette étant maintenu à 15 cm

au-dessus de l'éprouvette. On a recherché une relation empirique entre le temps

d'écoulement de la formulation pure et la quantité d'eau devant être rajoutée

pour obtenir une bonne dispersion. Celle-ci a été jugée satisfaisante lorsque

l'on a obtenu un nuage homogène sans formation d'agrégats qui sédimentent rapi

dement.

A la demande de l'OMS, une étude préliminaire a été réalisée

par un laboratoire spécialisé dans les formulations de pesticides. Cette étude
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a porté entre autre SUr la viscosité, la teneur en matière sèche et la densité

de 8 lots. Les premiers résultats nous ont été aimablement communiqués (HENRIET,

comm. pers.).

RESULTATS

Sur les 32 lots de Teknar testés, 30 ont eu au criblage à

1,6 mg/l/l0mn une efficacité égale ou supérieure à 98 %. Seuls 2 lots ont eu

une efficacité insuffisante (moins de 95 %) sur 2 essais successifs réalisés

avec deux prélèvements. Ce sont ces 2 lots qui après un essai complet ont eu les

CL 50 et CL 90 les plus fortes. La CL 50 moyenne des 32 lots était de 0,17

mg/l/l0mn avec un coefficient de variation de 19,5 %. La CL 90 moyenne était de

0,47 mg/l/l0mn avec un coefficient de variation de 8,7 %(tableaux 1 et 2).

Les résultats obtenus sur larves de moustiques sont plus

homogènes. La CL 50 moyenne était de 0,3 mg/l avec un coefficient de variation

de 2,7 %seulement sur les 17 lots testés. Les titres biologiques s'échelonnent

entre 735 et 1322 U.I. A. degyp~/mg avec une moyenne de 1000 U.I. (tableaux 1

et 2). Il n'existe pas de corrélation entre les CL 50 observées sur simulies et

sur moustiques (r2<:O,l). Les deux lots les moins efficaces sur simulies avaient

un titre biologique supérieur à 1000 U.I.

Des résultats nettement moins homogènes ont été enregistrés

au niveau des caractéristiques physiques. Le temps d'écoulement de 5 ml de

formulation non diluée a varié de 5,2 à 22,6 s soit un écart de 335 % (tableau 3).

Dans le cas d'une dilution avec 20 %d'eau, cet écart était encore de 130 %. Sur

14 lots, 4 seulement se dispersent correctement etl0 ont nécessité une dilution

de 30 à 40 %. Les résultats obtenus dans le laboratoire spécialisé ont également

permis de constater une importante variabilité entre les lots. Sur 8 échantillons,

l'écart sur la matière sèche était de 37 %et celui sur la viscosité de 67 %

(HENRIET, comm. pers.).
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DISCUSSION ET CONCLUSION

Les lots de Teknar étaient représentatifs d'une production

industrielle d'environ 600 000 1. Durant la fermentation du bacille et la con

centration finale de la culture, le seul critère d'efficacité dont dispose le

formulateur est la teneur en endotoxine déterminée par titrage biologique sur

larves de moustiques. Le fait que les CL 50 A. aegyp~ mesurées au cours de la

présente étude aient eu un coefficient de variation de 2,7 %seulement, démontre

que la firme maîtrise parfaitement la fermentation et l'ajustement du titre de

ses préparations. Les valeurs observées sur les 32 lots ont toujours été nette

ment supérieures au minimum garanti qui est de 600 U.1. A. aegYP~/mg.

Les résultats obtenus sur les larves du complexe S. damno~
ont été moins homogènes bien que dans l'ensemble très satisfaisants. Dans la

mesure où il n'existe pas de relation systématique entre le titre biologique des

préparations et leur efficacité vis-à-vis des larves du complexe S. damno~um

(GUILLET ~ al., 19820,toC. C~.), les firmes qui ne disposent pas d'élevage de

simulies· ne peuvent pas contrôler l'efficacité de leurs formulations destinées

à la lutte antisimulidienne. C'est ce qui explique que 2 lots, en dépit d'un

titre biologique supérieur à 1000 u.r. A. aegypti/mg, aient pu présenter une

efficacité insuffisante vis-à-vis des larves du complexe S. damno~um. Globale

ment, l'efficacité observée vis-à-vis des larves de moustiques a donc été par

faitement satisfaisante, et les résultats obtenus sur simulies, en l'absence de

moyens de contrôle, ont été très encourageants.

En revanche, les variations observées au niveau des carac

téri~tiques physiques représentent un inconvénient sérieux. Dans de nombreux

traitements (agricoles ou antimoustiques) les formulations de ce type sont

diluées dans un "tank" avant application. Leur dispersion spontanée importe peu,

et des variations au niveau de la viscosité sont sans importance. Il en va

différemment dans le cas des traitements larvicides contre les vecteurs de l'on

chocercose. Nous avons vu que le produit doit être appliqué pur ou aussi peu

dilué que possible et se mélanger spontanément au contact de l'eau. Une varia-

• Il n'existe pas encore d'élevage d'espèces de simulies néarctiques et a fortio
ri d'espèces du complexe S. damno~ permettant d'envisager concrètement ce
contrôle.
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tion même minime au niveau de la viscosité de la formulation peut modifier le

résultat des traitements. Ceci est d'autant plus vrai, qu'en raison des quan

tités à appliquer, ·le B. ~~ng~e~ H14 est utilisé à la limite de la CL 100,

pratiquement sans marge de sécurité. Le moindre changement au niveau de la dis

persion se traduit alors immanquablement par une diminution de l'efficacité des

traitements. Dans le cadre d'un programme de lutte contre l'onchocercose qui

vise à l'interruption de la transmission de la maladie, ceci n'est pas acceptable

car les traitements doivent être systématiquement efficaces à 100 %. Par ailleurs,

l'utilisation de dosages plus élevés ou d'une dilution supérieure à 20 %ne peuvent

pas être envisagées.

Les résultats des tests préliminaires sur les caractéristi

ques physiques des différents lots n'ont qu'une valeur indicative. Si ces carac

téristiques n'ont pas pu être mesurées aussi précisément et systématiquement

qu'elles auraient dû l'être, la variabilité observée était quant à elle bien

réelle et cause de plusieurs échecs constatés lors de traitements opérationnels.

Il est apparu indispensable de définir des normes propres

aux formulations de B. ~~g~e~ H14 car celles-ci restent à de nombreux

égards très différentes des formulations de pesticides conventionnels. Dans le

cas des larvicides antisimulidiens, ces normes devront garantir à l'utilisateur

une bonne dispersion spontanée de la formulation. Le B. ~~ng~e~ H14 peut

être produit en très grandes quantités et les garanties d'efficacité sont de

plus en plus satisfaisantes. Des progrès restent encore à faire dans le domaine

des caractéristiques physiques qui doivent être améliorées et demeurer parfai

tement constantes. Dans le cas de la lutte antisimulidienne, une formulation

autodispersible ayant une efficacité totale à 0,5 - 0,8 mg/1/10mn pourrait con

currencer valablement les meilleurs larvicides chimiques pour les traitements de

saison sèche (GUILLET ~ al., 1984).

L'emploi généralisé du B. ~Lng~e~ H14, même limité aux

périodes de basses eaux dans le cas des traitements antisimulidiens, est très

souhaitable car il entrainerait une diminution de la pression de sélection par

les insecticides chimiques ainsi que de la pression sur l'environnement dans

des situations écologiques souvent très sensibles. Prévenir le développement ou

l'extension de la résistance aux insecticides et préserver l'environnement cons

tituent les impératifs majeurs pour le programme de lutte contre l'onchocercose.

Le B. ~~ng~e~ H14, par ses caractéristiques exeptionnelles, a dans ce

contexte, un rôle indiscutable à jouer.
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Larves du complexe S.ünu.U.um damno-4Wn Larves Aed~ aegyp~

%mortal1 té à

Lots 1,6 mg/l/10mn CL 50 CL 90 CL 50 Titre en
mg/l/10mn mg/l/10mn mg/l U.L/mg

série 1 série 2

20.111 99,2 0,38 !. 0,06- 0,80 -

20.141 95,2 98,1 0,31 i 0,02 0,80

21.131 95,0 99,4 0,24 ~ 0,024 0,80 0,32 !: 0,09 938

21.321 99,3 0,12 t 0,034 0,30

21.331 94,8 64,9 0,39 !: 0,032 0,98 0,29 !: 0,02 1049

21.341 99,1 0,14 : 0,02 0,33

21.381 98,6 0,19 i 0,026 0,54 0,41 ~ 0,03 735

21.431 99,1 0,14 : 0,021 0,50

21.481 100 0,28 t 0,027 0,66 0,24 ~ 0,09 1038

21.491 99,5 0,16 ± 0,026 0,45

21.501 99,7 0,23 : 0,022 0,65 0,32 ~ 0,091 946

21.521 99,7 0,12 ~ 0,004 0,39 0,33 j: 0,02 901

21.671 100 0,18 t 0,04 0,41 0,28 : 0,09 1083

21.681 99,6 0,20 ~ 0,006 0,52 0,28 ± 0,03 1064

21.701 100 0,21 t 0,01 0,39 0,37 ~ 0,03 806

21.711 99,1 0,21 i; 0,019 0,47 0,27 .t 0,019 1119

* intervalle de confiance 95 %.

Tableau 1 - Evaluation comparative des lots de Teknar (~~~ng~e~ H14)
sur larves âgées (stades 6 et 7) du complexe Slmut~ damno4Um et
sur larves d'Aed~ aegyp~ souche Bora Bora (stades 4 jeunes).
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Larves du complexe S-UnuUu.m damno-tmn Larves Aed~ aegyp~

% mortal1 té à CL 50 CL 90 CL 50 Titre enLots 1,6 mgll/10mn mg/l/10mn mg/l/10mn mg/l U.I./mg

série 1 série 2

21.712 99,5 0,21 ~ 0,019- 0,46

21. 731 100 0,21 1 0,016 0,42

21. 741 99,2 0,14 l 0,021 0,35 0,29 ~ 0,040 1024

21.742 93,6 99,3 0,17 ~ 0,019 0,41 0,28 ~ 0,031 1083

21. 751 100 0,14 ~ 0,015 0,40 0,23 ~ 0,032 1322

22.141 100 0,21 .: 0,015 0,34

22.142 100 0,25 ~ 0,010 0,56 0,28 1- 0,048 1087

22.173 98,1 0,05 ~ 0,003 0,33

22.181 91,6 87,8 0,29 =0,040 0,94 0,28 .!. 0,032 1071

22.191 98,1 0,06 ~ 0,002 0,31

22.201 95,9 99,3 0,07 ~ 0,033 0,47 0,31 .: 0,044 955

22.211 100 0,10 ± 0,021 0,37

22.231 95,4 99,1 0,04 .1 0,003 0,41

22.241 100 0,20 :. 0,014 0,32

22.261 100 0,21 =0,013 0,41 0,37 :. 0,050 822

22.271 100 0,20 :. 0,010 0,36

* ~ntervalle de confiance 95 %.

Tableau 2 - Evaluation comparative des lots de Teknar (Ba~ thuA~ng~e~i4 H14)
sur larves âgées (stades 6 et 7) du complexe ~u~~ damno~um et
sur larves d'Aed~ aegyp~ souche Bora Bora (stades 4 jeunes).
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Lots o % 10 % 20 % 30 % 40 %

20.141 13,2 7,5 5,4 4,6 3;9

21.321 5,2 3,9 .hl 2,8 2,6

21.331 9,0 6,3 5,6 M 4,3

21. 381 6,3 4,4 .h2 3,1 2,8

21.431 10,6 5,9 4,5 .h2 3,1

21.481 15,4 8,8 6,3 4,8 ~

21.501 20,9 11,7 7,1 5,7 4,8

21, 701 22,6 9,8 6,3 4,9 ~

21.731 - 8,4 5,5 M 4,0

21.742 6,9 4,9 1& '3, 1 2,7

22.141 18,1 8,0 5,6 4,5 M.
22.181 6,1 4,0 .l.t.1 2,9 2,5

22.211 15,7 8,0 5,5 4,6 ~

22.291 14,9 8,1 4,9 ~ 3,4

Tableau 3 - Temps d'écoulement en secondes de 5 ml de Teknar (viscosité
cinématique) en fonction de la dilution (volume-volume) avec
de l'eau du robinet à 25 0 C.

Les valeurs soulignées indiquent les taux de dilution pour
lesquels la formulation se dispersait correctement (nuage de
fines particules sans agrégats).
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PRESENT STATUS AND PROSPECTS FOR USE OF Bac~ttuA th~ing~en4~ H14

IN ONCHOCERCIASIS CONTROL

Pierre GUILLET.

When resistance to temephos and other organophosphate

compounds was pointed out in the S~~ damno~um complex (1, 2, 3),

B. ~ing~en4~ H14 appeared, in 1982; to be the only alternative

available for the continuation of larviciding in the zones where resis

tance had occurped. For this reason, B.. 'thuAing~en4~ H14, of which a

suitable formulation was already tested (4, 5) and commercially availa

ble, was immediately introduced in the Onchocerciasis Control Programme

(OCP) treatment scheme.

B. ~ing~en4~ H14 presents several of the characteris

tics required for use as a larvicide in onchocerciasis control :

- efficacy : the non-formulated primary products (freeze-dried or

spray-dried) are highly toxic against blackfly larvae (LC100 from 0.05

to 0.2 mg/l during 10 mn). The efficacy of experimental or commercial

formulations already tested is lower (LC100 from 0.4 to more than 3.2

mg/l/10mn).

- stability : the stability of the B. ~ing~en4~ H14 endotoxin

is well known (6). The storage stability of the commercial formulation

used in the OCP was tested in Ivory Coast and it was shown that 25 1 drums

can be stored in the field for more than 16 months in the open sun with

out any significative loss of efficacy against S~tlum larvae (7).

- selectivity : extensive studies have been carried out in the

laboratory (mammal safety tests) and in the field (environmental safety)

which clearly proved the innocuity of B. ~~ng~en4~ H14. Recently'it

was shown that the endotoxin, which is in fact a protoxin, when hydrolized

(in vitro or in the gut of susceptible insects) is highly toxic for mam

mals upon injection but, fortunately, completely not toxic upon ingestion

(8). It is not known whether or not the fraction of the toxin (polypeptide)

active against diptera upon ingestion and mammals upon injection is the

same. However, this information has no practical incidence on the use of
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B.thuAing~en4~ H14 in vector control operations.

- prospects for development of resistance : no significant diffe

rence in the response to B. thuA~g~e~ H14 was found between insecticide

susceptible and resistant strains of mosquitoes, no matter what detoxifica

tion process was involved (dehydrochlorinases, oxidases, esterases•.• ) (9).

The susceptibility of S. damno4um complex larvae is not affected by resistance

to organophosphate compounds (10). The potential for laboratory development

of resistance has been tested using Cu!ex q~que6a4e~ larvae. A total of

more than 50 generations have been completed to date under selection pressure.

A slightly increased tolerance was noted following the 16th generation but

larvae quickly recovered normal susceptibility after selection pressure was

stopped (11). Though such observations obtained in the laboratory have a rela

tively limited predictive value, the conclusions are optimistic regarding the

continued use of B. ~~g~en4~ H14.

- mass production : a very rapid advance was noted in the develop

ment of mass production of B. thuA~g~en4~ H14 adapted from technics used in

the production of other serotypes. Great quantities of B. thuA~g~en4~ H14

can be industrially produced with a very satisfactory and constant level of

efficacy. The viscosity of the formulation, which is an important parameter

regarding application, is more difficult to adjust ; significant progress is

actually being made.

Preliminary research has been carried out to determine

the most suitable type of formulation to develop for onchocerciasis control

according to the feeding behaviour of the blackfly larvae, hydrological condi

tions and operational requirements for spraying in the rivers. The best type

turned out to be water suspensions of dispersed crystals (12, 13).

The formulation presently used in the OCP is a water disper

sible concentrate, Teknar~(Sandoz). It is used at a uniform dosage of 1.6

mg/l during 10 mn, in dvy as well as in rainy season treatment conditions.

For spontaneous dispersal in the rivers, Teknar, prior to application, must be

diluted with 20% water, which increases the quantity to carry and to apply.

In practice, its application necessitates the use of a large helicopter and

is limited to the treatment of rivers in which current flow does not exceed

50 m3/s.
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The relative performances of AbateGD (a 20% temephos emul

sifiable concentrate used in the OCP) and Teknar are compared in the following
tables :

l - Dry season conditions (low current flow)

Dosage Amount for Approximative cost
Formulation

1 m3/s
Carry

(mg/l/10mn) for 1 m3/s treated*

Abate O. 1 300 cc no 3.6 us $

Teknar 1.6 960 cc no 4.3 us $
+

20% water

II - Rainy season conditions (high current flow)

Dosage Amount for Approximative cost per
Formulation

1 m3/s
Carry

km treated per m3/s *(mg/l/10mn)

Abate 0.05 150 cc 30 - 40 km 0.045 - 0.06 US $

Teknar 1.6 960 cc <5 km ~ 0.9 US $
+

20% water

* application cost not included.

The respective costs of treatments with Teknar and Abate

during the dry season are relatively comparable. However, due to the variable

and excessive viscosity of the formulation, Teknar is much more difficult to

apply than Abate and results are not systematically garanteed. Moreover,

application cost is higher, due to a 3.8 times increase in the volume required.

In rainy season conditions, the cost difference is at least 15 to 20 times

greater and the application of Teknar, when feasible, is also very prohibitive.

In these conditions, B. thuA~g~en6~ H14 is not at all competitive, and

consequently formulations must be irnproved.
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The improvement of formulations relates to their physical

characteristics, as well as their potency. The present objective is to develop

a self-dispersive formulation 2 to 4 t1mes more effective than Teknar. This

objective is technically possible and industry is actively working in this

direction to make it economically feasible.

A screening programme has been developed for the evaluation

of new experimental formulations. To date, more than 200 formulations produced

by 4 indus trial companies have be~n tested under simulated field conditions.

Six of them have reached the stage of field evaluation, and two among these

the stage of operational application: Teknar and BactimosQD (Solvay). The

second one is used at the same dosage but does not need previous dilution

prior to application. Mass production of this formulation is still subject

to difficulties.

From recent bioassays and field evaluations, it appears that

in the near future, with normal, as well as with asporogenic strains, new for

mulations will be available with suitable physical characteristics to give

100% mortality at 0.8 mg/l/10mn.

However, one must stress that during rainy season, the

probability is low to achieve a satisfactory carry (e.g. 20 km or more), even

with improved formulations and spraying conditions. On that point, B. ~in

g~n4~ H14 will probably never be competitive with good formulations of

chemical insecticides like Abate. On the contrary, it will be competitive for

dry season treatments where carry is always very limited whatever insecticides

and formulations are used.Furthermore, according to competition between com

panies and an increase in the market volume, the future relative price of

B. ~ing~en4~ H14 will probably decrease.

The use of B. ~ing~en4~ H14 in the OCP in West Africa

proves that this agent can be routinely used in a very large scale vector

control operation in tropical area. Untill now, its use in an emergency situa

tion induced by resistance to organophosphate insecticides raised sorne diffi

culties. This situation will change when new improved formulations will be

completed and co~mercially available.
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Integrated control of onchocerciasis vectors cannot yet be

considered through the simultaneous use of different control agents and methods,

but rather with alternance of compounds showing drastically different modes

of action. The alternative use of properly formulated B. thuk.tng~en4~ H14

during the 8 months of dry season and a chemical larvicide during the 4 months

of rainy season would be an optimal control solution i the initiation of

which is highly desirable throughout the whole OCP area. This treatment zcheme

could bring about a significant decrease in the selection pressure process

of chemical insecticides on onchocerciasis; vectors, as weIl as environment in

very sensitive ecological situations.
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BACILLUS THURINÇIENSIS H14, A BIOCONTROL A~ENT fOR ONCHOCERCIASIS
CONTROL IN WEST AFRICA

GUILLET (P.). ESCAFFRE (H.), PRUD'HOM (J.M.) ~

INTRODUCTION

Human onchocerciasis or river blindness control in Africa is actual-
ly based on the use of insecticides which kill the larval stage of the vector
of the Simulium damnosum complex. The World Health Organization in 1974 started
a vast control programme (o.C.P.) in seven West African countries. The programme
covers an area of 764.000 kml and 18.000 km of river system have to be treated
each week for a period of twenty years. These treatments consist of aerial spraying
of insecticides in the breeding sites. During dry season (low water) each bree
ding site must be treated individually whereas at high water (rainy season) treae
ment points are much more spaced. From 1974 to 1980, the use of an organophosphate
compound, temephos, gave very good.results in the ccintt:orofS~damnosumcoinplex'popu
lations with a tolerable effect on the equilibrium of non-target organisms in
treated rivers. In 1980 resistance to temephos occurred in the Simulium soubrense
Simulium sanatipauli pair, vector of onchocerciais in forest area (Guillet et al.,
1980). Another organophosphate compound, chlorphoxim, was used as an alternative
but resistance developped; to this compound also and spread out rapidly (Kurtak
et al., 1982). Recently cross resistance to several organophosphate compounds
suitable in the cnntext of this programme ha$ been deco~str3ted (Guillet, Kurtak,
unpublished data). The prospects of using other chemical insecticides are actual
ly very limited because of their relative toxicity to riverine populations, nQn~

target organisms or their low level of efficacy for the larvae of S. damnos~

complex. In this context, BaaiZlus thuringiensis HI4 appears to be not as an ele
gant solutionmr the future but as the only alternative available at present ~Qr

the continuation of larviciding in the zones where resistance bas occurred.

1. THE OPERATIONNAL USE OF S; THURINGIENSIS H14 IN WEST AFRICA

The formulation presently used is Teknar~ SAN 402 l (Sandoz). Among
the different B.t. HI4 formulations tested in rivers, rekna~ represents the
best compromise between the level of efficacy for $. damnosum complex larvae and
the physical characteristics which enable its use in aerial operationnal treat
ments.· The modalities of its use have already been described (dosage: 1.6 mgr·.
1/10 mn, prior dilution of the formulation with 20 7. water, application by helicop
ter equiped with nozzles or rapid release system, Guillet et aZ~, 1982 A, Cheke
1981 unpublished data). The stability of the pure or diluted formulation is remar
kable since no loss of activity ia noticeable after 16 months storage of the drums
in the open sun in West Africa (Guillet et al., 1982 B). The use of Teknar has
however a serious logis tic drawback because the quantities to be applied are 4 to
8 times more important than that of temephos and its effective "carry" is much
less inferior. In a preliminary trial by O.C.P. in the Ivory Coast on a river
with a very large discharge (457 m3/s) a carry of about 20 km was recorded (Lacey
et al., 1981) as compared to 50 to 60 km with temephos. However trials carried.
out subsequently in the O.C.P. have shown that this "carry" of 20 km is the maxi
mum that can be expected with this formulation. Teknar is thus suitable for treat-

---------------~-------~-~------------
1 O.C.C.Q.E. - Instit~t de Recherches sur 1~ Trypanosomiase e~ l'Onchocercose 

B.P. 1500 - BOUAKE (Côte d'Ivoire)
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ments during dry season when the discharg~are low and the carry is consequently
very limited whatever the formulation of insecticide used. On the contrary, its
use in the rainy season because of the larger quantities which have to be applied
and the number of treatment points is not realistic at present from practical and
economical point of view. New batches of Teknar having an increased delta endo
toxin content have been recently tested and found to be 2 to 4 times more effec
tive (Guillet et aL., 1982 C, Ocran and Agoua, pers. comm.). When these formula
tions become commercially available, it should be possible to use B.t. HI4 in
the rainy season and eventually to extend its use in the savannah zones as an
alternative to temephos to limit the possible spread of resistance to organophos
phates into savannah populations of S. damnosum complex.

II. PROBLEMS ASSOCIATED WITH IMPROVEMENT OP'B. 'THURINGIENSIS H14 BLACKFLY
LARVICIDES

Generally the efficacy of blackfly larvicides is closely related to
the formulation (Jamnback and Means, 1968 j Guillet and ~scaffre, 1979). It is
the same for B.t. HI4 formulations of which the efficacy vis~à-vis S. damnosum
complex larvae does not necessarily depend on the delta endotoxin content ex
pressed in terms of I.T.U. A. aegypti/mg. For a given formulation efficacy varies
proportionnally with the delta endotoxin content (Table 1). On the other hand
from one formulation to another, the ratio.A. aegypti biological titre/LC 50
S. damnosum can vary considerably Cup to 200 times) indicating that for certain
formulations there is no relation at aIl between A. aegypti; titre anù toxicïty
to blackfly larvae (table II). This disparity can be explained generally by
three main factors: the active ingredient itself (parasporal crystals), black
fly larvae and their feeding behaviour and lastly the fç>rxnulaticns. '

When B.t. H14 is tested on mosquito and blackfly larvae under compa
rable conditions (contact 24 h in the lab with distilled water) one can note a,
very satisfactory concordance between the A. aegypti and ~. ~08um titres
(table III). However when the same products are tested in troughs under more
natural conditions this concordance no longer exists (table III). In these con
ditions, with an exposure period of la mn and an . intestinal transit of 2 to
15 mn the larval mortality of blackfly larvae no longer varies proportionnally
with the endotoxin content. It is probable that a proportion of toxin is not
digested. If the retention time of the B.t. H 14 in the gut is artificially
increased by inhibiting feeding immediately after treatment (Gaugler and MOlloy,
1980) or by paralyzing the larvae with sublethal doses of pyrethroids its toxi
city is considerably increased. The retention time of B.t. H14 crystals in the
gut of A. aegypti larvae during bioassays where no food is provided is conside-,
rably longer than in blackfly larvae under natural conditions. It is not exclu
ded that at different stages of the growth of crystals or the preparation of the
products the toxin can be more or less digestible (membrane formation, presence
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of proteases ••• ). This could be manifested by a variation in toxicity to
blackfly larvae which May not be detected in the bioassay with A. aegypti.
The growth medium of the BaoiZZus can equally condition its toxicity. l{ith
S. damnosum larvae the Le 50 of preparations can vary from 0.35 to 5 mg/il
10 mn (about 15 times) due only to the changes in the growth medium. The .
toxicity varies finally on the type of primary products used. the freeze dried
powders being always more toxic than the air dried ones tor example.

The feeding modalities of blackfly larvae have been extensively
studied. Concerning the ingestion of B.t. H14. it is important to remember
that the larvae can ingest large particles (in the oder of IOO.u) as weil as
fine ~olloidal particles less than 1'p. The fine particles (~ 2 '..u) which cons
titute an important part of the material ingested by the larvae (Wotton J977)
are trapped by an adhesive mucus which coats their tiltrering organs (Ross and
Craig, 1980) ; it consists essentially of passive filtration. The big particles
are filtered by sievingaction of the ~an rays and ingested more or less rapidly
according to their size and consistence. The intestinal transit time in S. dam-.
nosum is usually very short. In natural conditions a time of 2 to 15 mn is lar~

gelr sutficient for MOst of the larvae.

II. III. Formulations:-------
. There are generally two types of formulations, either the particles

are big clumps or they are isolated spores and crYstals. The e~ficacy of the
former which are usually wettable powders, increases with increasing size of
clumps up to an optimum (40 to 70,P) varying from one formulation to another
and accordingm the larval instar. The addition of a cement to aggregate spores
and crystals decreases the efficacy considerably. The efficacy, in MOSt cas~s.

varies proportionnally with the exposure period, long exposures at low concen
trations giving better results. By adding certain; surfactants to primary powder
aqueous suspensions. one can noticeably increase or decrease their efficacy. The
fine particle formulations.which are generally water dispersible eoncentrates
are better adapted to operationnal requirements. Their efficacy is usually not
dependent on exposure time. The ingested mass of such fine particle. formulations
taken in by blackfly larvae is smaller compared with the big particle suspensions
but their effectiveness can be as good because of a better contact crystals
digestive enzymes and a considerable increase in the number of active particles.
This higher number of active particles moreover confers a better "carry" to this
type of formulations than with the wettable powders where the number of particles
is much more limited. Under natural conditions the turbidity of the water does
not affect their efficacy contrary to formulations with big particles of which
the efficacy decreases considerably with turbidity. It is very likely that in
this case higher turbidity acts not by feeding inhibition but rather by increasing
the speed of intestinù transit or by a competitive selection between B.t. H14
particles and natural particles uptake.
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III. CONCLUSION

Considering the mode of nutrition of S. damnosum larvae. the hydro
logical conditions in West Africa and operationnal requirements. the most con
venient B.t. H14 formulations for Onchocerciasis control are the water disper
sible concentrates. The experience acquired with Teknar shows that the evalua
tion of this type of formulation ls very similar to that of conventionnaI insec
ticide formulations. The practical use of Teknar actually limits the use of
B.t. H14 to dry season treatments in zones where the larvae are resistant to
insecticides. However. the remarkable stability of the toxin in general and of
Teknar in particular as weIL as the level of efficacy recorded with new ex?eri
mental formulations offer very promising prospects.

Serious difficulties are usually encountered in the improvement of
the formulations due to the generally poor relation between toxicity vis-à-vis
mosquitoes and Simu~ium larvae. As long as A. aegypti biological titre is not

a relevant criterian to estimate blackfly formulations efficacy. the chemical
companies do not possess a bioassay procedure which can guide them in impro
ving their formulations. They must send material to specialized laboratories
with aIL the risks involved. which slows down the process of improving blackfly
larvicide formulations.

We have noticed that a certain number of factors act separately o~

conjointly to determine the efficacy of B.t. H14 formulations. lt is not less
true that the toxicity of this entomopathogen to blackfly larv~~ is still a lar~

gely unexplored field where much morework needs to be done. It is to be recal-.
led that B. t~~ngien8i~ H14 remains at present the only available alternative
to the World Health Organization since the appearance of insecticide resistance
in certains areas of the Onchocerciasis Control Programme which has been going
on for six years with considerable success.· .
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SUMMARY

Since the appearance of resistance to insecticides in human oncho
cerciasis vectors in West Airica BaciLLus thuringiensis HI4 is actually the
only alternative available to the Onchocerciasis Control Programme to continue
its treatment. operations in the zones where resistance has been detected. The
best formulations adapted to prevailing conditions in the Programme are the
water dispersible concentrates. Amang these, TeknarR which has given the best
results is commercially available and used operationnally. Its stability is such
that drums can be stored in the field in the open sun for more than 16 months
without any loss of activity. However, the dosages to be applied (1.6 mg/l/IO Mn)
and the relatively poor "carry" of this formulation limit its use to dry season
treatments. Its use in rainy season (high water) is unrealistic from pratical and
economical points of view. New formulations 2 to 4 times more effective have al
ready been tested and should, when available, be possible to use pratically in the
same conditions as the best chemical larvicides.

The effectiveness of blackfly larvicides ia usually closely related
to the formulation. With regard to B.t. HI4 there is generally no relation from
one formulation to another between the A. aegypti titre expressed in international
units and the toxicity to blackfly larvae. The same applies with primary products
when tested under natural conditions. In such conditions the time of intestinal
transit in the larvae of S. damnosum complex is very short and a portion of the
ingested crystals do not liberate their toxin in the gut. The more or less good
digestibility of the crystal is a factor which limits the toxicity of B.t. HI4
to blackfly larvae contrRry to the larvae of Mosquito which under bioassay con"
ditions have a much longer intestinal transit time. Qther factors condition, to
varying degrees, the effectiveness of B.t. H14 formulations on blackfly larvae
among which are: the growth medium, the size of clumps in the formulation,: the
presence or absence of surfactants, the exposure period and the turbidity of the
river water. It is pratically actually impossible using bioassay on A. aegypti'
larvae to forecast .. the effectiveness of these formulations and even of the pri
mary products on blackfly larvae. The chemical companies have to send their mate"
rial to specialised laboratories which significantly slows down the process of
improving their formulations. .

The use of B.t. HI4 in the O.C.P. has already reached an operationnal
level. The rapid progress in the knowledge of this entomopathogen and the effort
devoted by the firms into its further development will make it possible to fully
integrate B. thuringiensis HJ4 in large scale vector control operations in deve
lopping countries as well as in developped countries.
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A. aegypti titre CL 50 S. damnosum
Formulations (LT.U./mg) (mg/l/IO mn)

itrou<>h test-)
TEKNAR(R) 40~ l 540 0,24
TEKNAR 3 X 2150 0,05

TEKNAR H 28 -:: 1900 0,08

TEKNAR H 31 -::: 1900 0,078

Table l Comparison berween A. aegypti titre of Teknar formulations and their
toxicity to S. damnosum complex larvae.

A. aegypti titre CL 50 S. damnosum
Formulations (LT.U ./ing) (mg/l/IO mn)

(trough test)

W.D.P. 50 % :: 1500 0,18

Wettable (ROGER BELLON)

dispersible
BACTIMOS (R) 6000 0,62
(SOLVAY)

powder VECTOBAC(R) 6108 II 2000 0,17
(AB BOTT)

TEKNAR 402 l 600 0,24
Water TEKNAR H 28 "" 1900 0,08-
dispersible R 1471 C.R. 1270 18
concentrate (SOLVAY)

Table II Comparison of various B.t. HI4 formulations between A. aegypti titre
and their toxicity to S. damnosum complex larvae.

Sample RBI RB2 RB5 RB6 BTF 1136 BTF .1137

Strain WI.OO WI.OO 1884 1884 WI.36-5 Wl 36-5

A. aegypti titre
(I .T•U•/mg) 6870 5470 8645 10720 7500 30000

S. damnosum titre
(I.T.U./mg) 10142 10142 12814 17J51 ... ':'"

(LAB. Test)

%mortality at
0.05 mg/l/lO mn 94.9 69.4 84 40.3 85 91
(trough test)

Table III Comparison of yarious freeze dti&d B.t.. »J4 powders between the
A. aegypti titre and their toxicity to S. d~09um ~omplex laryae
both in the laboratory (24 h contact in ~istilled water) and in field
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INTRODUCTION

Pour être utilisable, un insecticide, qu'il soit

chimique ou d'origine biologique, doit être formulé. En matière d'insec

ticides utilisables contre les larves de simulies, la formulation revêt

une importance primordiale. Dans la lutte antilarvaire contre les mous

tiques, l'insecticide est appliqué dans l'eau stagnante où se déplacent

les larves. Plusieurs types de formulations peuvent être employés, leurs

performances dépendant plus de la matière active elle-même que de la

formulation.

Dans le cas des simulies, les larves vivent fixées dans

l'eau courante. C'est donc la formulation qui, après s'être dispersée

dans le courant, est entrainée et va conduire la matière active jusqu'à

la cible; le temps de contact est toujours relativement bref. Mal for

mulé, le meilleur insecticide n'atteindra pas la cible, ou ne sera pas

ingéré. C'est le cas par exemple du téméphos qui peut avoir une efficaci

té remarquable ou au contraire médiocre selon la formulation utilisée.

* Ce travail a bénéficié, dans le cadre des accords entre l'ORSTOM et
l'OCCGE, d'une subvention de l'Organisation mondiale de la Santé.

** ORSTOM - SSC - 70 à 74 route d'Aulnay - 93140 BONDY - FRANCE.

*** Institut Pierre Richet (IRTO) - BP 1500 - BOUAKE - COTE D'IVOIRE.
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Il en va de même pour le BaeLiiu~ ~hu~gLen~~ H14.

Dès les premiers essais, il est apparu que la formulation jouait égale

ment un rôle important (GUILLET et ESCAFFRE, 1979, MOLLOY et ai., 1981).

L'influence d'un certain nombre de facteurs a été étudiée systématique

ment (nature et taille des particules, temps de contact, âge des larves,

turbidité de l'eau, GUILLET et ai., 1985 a et b). Toutefois, il est apparu

très tôt que les produits primaires utilisés dans les formulations ne pré

sentaient pas nécessairement la même toxicité pour les larves de simulies

que pour les larves de moustiques et avaient une influence importante sur

l'efficacité des formulations (GUILLET et ai., 1982).

La teneur des préparations de B. ~hu~gLen~~ H14 en

endotoxine est mesurée par titrage biologique avec des larves d'Aede~

aegypti. Si l'on n'observe généralement pas de relation entre le titre

A. aegypti des formulations et leur efficacité contre les larves de simu

lies (GUILLET et ESCAFFRE, ioe. e~., MOLLOY et ai., 1984), il peut en

être de même dans le cas des produits primaires (non formulés) (GUILLET

et ai., 1982, ioe. ~.).

Une évaluation comparative de plusieurs produits primai

res de B. ~hu~LngLen~~ H14 a été réalisée parallèlement avec des larves

de simulies appartenant au complexe SLmuiLum damno~um et des larves

d'A. aegyp~ pour étudier, en fonction des conditions d'utilisation, le

degré de corrélation des résultats obtenus.

MATERIEL ET METHODES

Les tests avec les larves d'A. aegyp~ ont été réalisés

conformément à la méthode préconisée par l'Organisation mondiale de la

Santé (Anon, 1981). Pour chaque série, un triple essai a été pratiqué.

Dans certains cas, une dose unique a été appliquée avec deux répétitions

et quatre lots de 25 larves par répétition. Dans tous les cas, le temps

de contact est de 24 h en eau distillée, sans adjonction de nourriture.
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Les tests avec les larves de simulies ont été réalisés

avec trois dispositifs différents :

- Mini-gouttières: il s'agit d'un dispositif de plusieurs

gouttières en parallèle (jusqu'à 50) alimentées avec de l'eau de rivière

en circuit ouvert et qui sont utilisées en routine pour l'évaluation de

l'efficacité des formulations de B. zhu~~ng~en~~ H14 (GUILLET ez al.,

1985 c) ; le contact est de 10 mn et la lecture s'effectue 24 h après.

Ce dispositif donne des résultats identiques à ceux obtenus en rivière.

- Dispositif de Colbo et Thompson (1978) : dans ce dispositif,

le brassage de l'eau est assuré par des barreaux magnétiques. Le temps de

contact est de 24 h à 25 0 C en eau distillée, sans adjonction de nourri

ture. Dans ces conditions, le transit intestinal des larves est pratique

ment stoppé (ELOUARD et ELSEN , 1977), alors qu'il est de 15 à 20 mn avec

le dispositif précédent ainsi que dans les conditions naturelles.

- Dispositif d'agitateurs à bouteilles: ce dispositif dérivé

de celui décrit par Hembree ez al., 1980, a été mis au point pour tester

la sensibilité des larves du complexe S. damno~um à la toxine du B. zhu

~~g~en~~ H14 (GUILLET ez al., 1985 d). Le contact est de 3 h en eau

distillée à 25 0 C, sans adjonction de nourriture ; le décompte de la

mortalité s'effectue immédiatement après.

Tous les tests avec les larves de simulies ont été

réalisés avec des larves âgées (stades 6 et 7), pour la plupart de S.

yahen~e Vajime et Dunbar. Quatre à six concentrations ont été utilisées

par test avec généralement quatre lots de 25 à 30 larves par concentration.

Chaque test a été répété au minimum deux fois. Les résultats, basés sur

les pourcentages de mortalité larvaire, ont été interprétés à l'aide d'un

programme analyse-probit (FINNEY, 1971) sur micro ordinateur; les CL 50

sont exprimées en mg/l avec un intervalle de confiance au seuil de 95 %.
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Plusieurs types de préparations de B. thu~Lng~~~~~ H14

ont été utilisés

- des poudres lyophilisées (RB 1, 2, 5 et 6) ou atomisées

(R153-78 et Bt.Bl.45) fournies par Solvay Biochem,

- des suspensions aqueuses stabilisées non formulées (153 A

et 153 B, 155 et 157 B, 158 A, F11 A et B, F12 A) fournies également par

Solvay Biochem,

- des poudres primaires (HO 522 à 910) obtenues le plus souvent

par précipitation à l'acétone, et fournies par l'USDA* (Dr H.T. Dulmage)

dans le cadre d'un programme de criblage de différents isolats de B.

thu~g~~~~ H14 en collaboration avec l'OMS,

- pour illustrer le rôle joué par la formulation elle-même,

huit formulations liquides ont été testées (Bactimos A et 7126 A) fournies

par Solvay Biochem.

Compte-tenu de l'existence de plusieurs standards

successifs du B. thu~~ng~en~~~ H14, les résultats ont été exprimés sur la

base des CL 50 et non sur celle de titres biologiques en référence à l'un

des standards.

RESULTATS

Rappel du rôle joué par la formulation

L'adjonction d'agents de formulation dans un produit

primaire peut augmenter considérablement son efficacité contre les larves

de simulies. Cette efficacité, pour la même dose, passe de moins de 30 %
à plus de 99 %de mortalité, sans que l'on n'observe aucune modification

de la toxicité contre les larves d'A. aegypt~ (tableau 1).

* United States Department of Agriculture, Brownsville, Texas.
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Toxicité comparée des produits non formulés

Lorsque ces produits sont testés dans des conditions

comparables (contact de 24 h en eau distillée avec le dispositif de Colbo

et Thompson pour les larves de simulies), on observe une concordance hau

tement significative entre les résultats obtenus sur moustiques et sur

simulies, avec un coefficient de corrélation r
2

= 0,92 (y = 1,34x - 0,99

après transformation logarithmique des CL 50) (tableau 2).

Lorsque le temps de contact n'est plus que de trois

heures pour les larves de simulies, mais toujours en eau distillée, (agi

tateurs à bouteilles), on observe une corrélation significativement moins
2

bonne: r = 0,72 (y = 0,77x + 0,81).

Enfin, lorsque le temps de contact avec les larves de

simulies n'est plus que de 10 mn, dans de l'eau de rivière (mini-gouttières),

on n'observe plus aucune corrélation entre les résultats obtenus sur mous

tiques et sur simulies : r
2 = 0,20 (y = 1,85x - 0,53) (tableau 4).

DISCUSSION ET CONCLUSION

L'importance de la formulation dans l'efficacité àes

produits à base de B. thu~~g~en6~ H14 est aussi significative que dans

le cas des larvicides chimiques. L'exemple mentionné ici avec le BactimosCB)

ne fait que confirmer un phénomène déjà bien connu. Toutefois, les produits

primaires eux-mêmes jouent un rôle important et qui, jusqu'à présent, a été

probablement trop souvent attribué à la formulation.

Les différences d'efficacité observées entre les larves

de moustiques et celles de simulies dépendent en fait beaucoup plus des

conditions d'utilisation de la toxine que de l'insecte utilisé. En effet,

si l'on modifie les tests avec les larves d'A. aegypt~ en limitant le temps

de contact à 10 mn seulement, on obtient des résultats qui se rapprochent

sensiblement de ceux obtenus avec les larves de simulies dans le dispositif

des mini-gouttières ( GUILLET, non publié).
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Dans ce dernier dispositif, les larves sont exposées

pendant un intervalle de temps bref à une forte dose de toxine, comme dans

les traitements en rivière. En revanche, dans le dispositif de Colbo et

Thompson et lors du titrage avec A. aegyp~, les larves, au cours d'une

période de 24 h, sont exposées à une succession de faibles doses en fonc

tion de leurs périodes de prise de nourriture. L'utilisation d'eau distil

lée réduit pratiquement à néant le transit intestinal et la toxine ingérée

demeure dans l'intestin. Dans les mini-gouttières, le transit intestinal

est au contraire très rapide, notamment dans l'intestin moyen où a lieu

l'activation de la toxine (CHARLES et de BARJAC, 1983). Cette activation

doit intervenir rapidement pour que la ou les toxines puissent être inté

gralement libérées.

Plusieurs hypothèses peuvent être émises pour expliquer

les degrés de corrélation divers observés :

- la première concerne la nature de la ou des toxines. Les

cristaux du sérotype H14 sont constitués de sous-unités toxiques qui sont

des polypeptides d'un poids moléculaire allant de 28 000 à 140 000 daltons

selon les auteurs. Si la présence de plusieurs polypeptides est unanime

ment reconnue, leur pouvoir insecticide respectif est très controversé,

notamment celui des sous-unités de 25-28 000 et 65 000 daltons (HUBERT

et ai., 1981, TYRELL et ai., 1981, KONIKARA, 1984, LEE et ai., 1985,

ARMSTRONG et ai., 1985). Il serait possible que, selon les conditions

d'exposition des larves, ce soient des toxines différentes qui agissent.

Il a été montré par exemple, que certaines toxines avaient une action

essentiellement haemolytique et d'autres une action neurotoxique (CHILCOTT

et ai., 1984). Toutefois, les résultats présentés ici ne permettent pas

d'étayer cette hypothèse.

- La deuxième hypothèse concerne l'activation de la protoxine

en toxine(s) au cours du transit intestinal. On a observé que si l'on

augmente le temps de tran5it intestinal chez les larves de simulies, on

augmente significativement l'efficacité du B. ~hu~~gien~i~ H14 (GAUGLER

et MOLLOY: 1980, GUILLET, non publié). Dans les conditions normales
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d'utilisation du B. ~hu4Lngiené~ H14 avec les larves de simulies, la ou

les toxines ne sont probablement pas intégralement libérées. L'activation

de la protoxine s'effectue sous l'action de protéases en milieu alcalin.

Ces protéases, selon les auteurs, peuvent être endogènes, l'activation

de la toxine étant alors un processus autolytique (BULLA ~ al., 1977,

CHILCOTT ~ al., 1981), ou au contraire, être contenues dans l'intestin

des larves de moustiques et de simulies (TYRELL ~ al., loc. c~.,

NICKERSON, 1982, PFANNENSTIEL ~ al., 1984, ARMSTRONG ~ al., loc. c~.).

Il existe dans le sérotype H14 des métallo-proteases

endogènes qui peuvent être totalement inhibées par l'adjonction d'EDTA~.

Cette adjonction ne modifiant pas la toxicité vis-à-vis des larves d'A.

aegyp~, il en a été déduit que ces protéases n'étaient pas impliquées

dans l'activation de la protoxine (PFANNENSTIEL ~ al., loc. c~.).

Récemment, on a observé que l'agitation de suspensions

de B. ~hu~ingienéié H14 (IPS 80) en présence d'EDTA n'entrainait effecti

vement aucune modification de la toxicité vis-à-vis des larves d'A. ae

gyp~. En revanche, il n'en n'est pas de même pour les larves de simulies.

Avec le dispositif des agitateurs à bouteilles, l'EDTA entraine une aug

mentation de la CL 50 de deux fois~ tandis que dans les mini-gouttières,

il semble inhiber totalement l'activation de la toxine et entraine une

diminution pratiquement totale de la mortalité qui passe de 95 %à 1,7 %
seulement (GUILLET et BOURGOIN, non publié).

Ces observations préliminaires qui font l'objet d'une

autre étude, semblent démontrer le rôle éventuel des protéases, et par

ticulièrement celui des métallo-protéases, dans l'activation de la proto

xine chez les larves de simulies. Le rôle éventuel des protéases a égale

ment été discuté dans le cadre d'une étude relative à l'influence du

mixage sur la toxicité du B. thu~ingienéié H14 (GUILLET et DUVAL, 1985).

* EDTA acide éthylène-diamine-tetraacétique.
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Il semblerait que ce soit plutôt au niveau de l'activa

tion de la protoxine et de la libération des toxines dans l'intestin que

les différences observées entre les larves de moustiques et de simulies

trouvent leur explication que dans la présence de plusieurs toxines ayant

des modes d'action différents.

Les différences de toxicité des produits primaires de

B. zhu~gLen~~ H14 vis-à-vis des larves de moustiques et de simulies

représentent un phénomène probablement sous-estimé jusqu'à présent et

qui a, sans aucun doute, retardé le processus de la mise au point de for

mulations commerciales utilisables à grande échelle dans la lutte contre

les vecteurs de l'onchocercose en Afrique de l'Ouest.
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RELATIVE TOXICITY OF Bac~tu~ ~hu~g~en~~ H14
FOR MOSQUITO AND BLACKFLY LARVAE.

Formulation by itself is weIl known to be a key factor
regarding the efficacy of blackfly larvicides. This is true also for
B. ~hu~~g~en~~ H14. When a primary product was properly formulated, its
efficacy increased from 30 %up to 99 %without any significative change
in the toxicity for mosquito larvae (table 1).

When primary products were tested against mosquito and
blackfly larvae under similar conditions (24 h exposure time in distilled
water, without food), the observed correlation in LC 50s was highly signi
ficative (r2 = 0.92, table 2).

When the exposure time for blackfly larvae was reduced
to 3 h, this correlation decreased significantly (r2 = 0.72, table 3).

Finally, when blackfly larvae were exposed during 10 mn
only in river water, no correlation at aIl was observed (r2 = 0.2, table 4).

This discrepancy seems to depend more on the toxin
activation in the gut than on the possible existence of several toxins
with preferential activity against mosquito or blackfly larvae. The role
of proteases and the influence of a protease inhibitor (EDTA) are briefly
discussed.

These differences observed in the relative toxicity of
B. ~hu~~g~en~~ H14 unformulated products was not sufficiently stressed
in the past and was probably involved in slowiGg down the production of
suitable formulations for onchocerciasis control in West Africa.

KEY WORDS : B. ~hu~~ng~en~~ H14, mosquito, blackfly, relative toxicity.

RESUME

On observe des différences importantes dans la toxicité
des produits primaires de B. ~hu~~g~en~~~ H14 vis-à-vis des larves de
moustiques et de simulies. Ces différences dépendent étroitement de leurs
conditions d'utilisation et semblent liées à l'activation de la toxine
dans l'intestin, plutôt qu'à la présence de plusieurs sous-unités toxiques
préférentiellement actives sur l'un ou l'autre de ces insectes cibles.

MOTS CLES : B. ~hu~~g~en~~ H14, moustique, simulie, toxicité comparée.
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Pourcentages de mortalité et (nombre de larves testées)

Produit
,

non formulé formulé 1 formulé 2 formulé 3i

is 1 23,3 (390) 43,2 (185 ) 92,3 (174 ) 97,2 (144)
1Bactimos AtM 39,7 (200) 39,5 (200) 38 (200) 51,5 (200)

1 s 29,4 (367) 54,3 (291) 65,9 (213) 99,5 (433)
7126 A

lM 12 (200) 11 ,7 (200) 13,7 (200) 7,3 (200)

Tableau 1 - Evaluation comparative de huit formulations
de BaeLtiu~ ~hu~Lng~en~~ H14
sur les larves de simulies et de moustiques.

(la première colonne correspond au produit primaire
non formulé, les trois autres à trois formulations
différentes de ce produit).

S ShnuUwn damno~um ~. i. :
larves de stades 6 et 7, tests en mini-gouttières,
concentration 0,8 mg/l, temps de contact 10 mn,
lecture après 24 h.

M = Aede~ aegIJP~~

concentration 0,25 mg/l pendant 24 h à 25° c.
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s.unuWnn damno~um ~.L Ae.de.~ ae.gypt-i

Produit
CL 50 CL 50
mg/l IC 95 % mg/l IC 95 %

RB 6 0,006 0,005 - 0,007 0,025 0,023 - 0,026

RB 1 0,011 0,010 - 0,013 0,039 0,037 - 0,042

RB 5 0,011 0,009 - 0,011 0,031 0,029 - 0,033

RB 2 0,012 0,011 - 0,013 0,050 0,045 - 0,051

Bt. Bl. 45 0,014 0,012 - 0,015 0,027 0,025 - 0,029

R153-78 0,055 0,047 - 0,064 0,091 0,086 - 0,096

IPS 78 0,180 0,160 - 0,210 0,270 0,260 - 0,280

Y = 1,34x - 0,99
2 0,92 !r =

Tableau 2 - Evaluation comparative de sept produits primaires
de Ba~).tlu~ thu~-ing-ie.n~~ H14
sur les larves de simulies et de moustiques.

S.unilium damno~ um ~ .l. :
test avec le dispositif de Colbo et Thompson 1978,
contact 24 h à 25° C en eau distillée.

Ae.de.~ ae.gypt-i :
contact 24 h à 25° C en eau distillée.
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Shnu.Uwn damno-flwn -fl.L Ae.de.-fl ae.gyp:tJ..

Produit CL 50 CL 50
mg/l IC 95 % mg/l IC 95 %

HD 919 0,068 0,061 - 0,076 0,045 0,044 - 0,047

HD 563 0,102 0,092 - 0,112 0,052 0,050 - 0,054

HD 522 0,109 0,100 - 0,119 0,035 0,034 - 0,037

HD 786 0,139 0,128 - 0,151 0,040 0,038 - 0,042

HD 648 0,151 0,136 - 0,167 0,081 0,078 - 0,083

RD 790 0,182 0,166 - 0,199 0,073 0,071 - 0,075

HD 659 0,219 0,200 - 0,241 0,049 0,047 - 0,050

HD 655 0,232 0,212 - 0,255 0,100 0,096 - 0,104

RD 794 0,248 0,225 - 0,274 0,247 0,241 - 0,253

HD 649 0,280 0,250 - 0,310 0,189 0,183 - 0,196

HD 653 0,380 0,340 - 0,410 0,142 0,138 - 0,146

HD 656 0,595 0,549 - 0,645 0,243 0,236 - 0,249

HD 654 0,682 0,639 - 0,730 0,268 0,259 - 0,277

Y = 0,77x + 0,81 2 = 0,72r

Tableau 3 - Evaluation comparative de 13 produits primaires
de Ba~J..tlu-fl :thu~J..ngJ..e.n-flJ..-fl H14
sur les larves de simulies et de moustiques.

Shnu.Uwn damno-flwn -fl.l. :
tests avec agitateurs à bouteilles (GUILLET e.:t al., 1985)
contact 3 h à 25° C en eau distillée.

Ae.de.-fl ae.g yp:tJ..
contact 24 h à 25° C en eau distillée.
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ShnuUum damno-6um -6.L Ae.de.-6 ae.gypt:"[

Produit
CL 50 CL 50

mg/l/10mn lC 95 % mg/l/24h lC 95 %

F11 1B 0,076 0,058 - 0,098 0,067 0,061 - 0,073

F11 1A 0,083 0,062 - 0,112 0,082 0,070 - 0,092

F12 1A 0,099 0,086 - 0,113 0,100 0,090 - 0,110

153 2A 0,139 0,120 - 0,160 0,100 0,080 - 0,120 1

F11 2A 0,154 0,130 - 0,180 0,097 0,091 - 0,104 1

1153 1B 0,168 0,140 - 0,190 0,159 0,150 - 0,170

155 1B 0,189 0,170 - 0,210 0,222 0,210 - 0,230

155 3B 0,390 0,330 - 0,460 0,190 0,170 - 0,210

F11 3B 0,670 0,610 - 0,740 0,220 0,200 - 0,250

158 3A 1,910 1,200 - 2,800 0,190 0,180 - 0,200

1 157 3B 3,200 2,100 - 4,600 0,103 0,092 - 0,180

1 y = 1,85x - 0,53
2

= 0,20r

Tableau 4 - Evaluation comparative de 11 produits primai~es

de Bac..i..tlU-6 t:hu~..i..ng..[e.n-6..[-6 H14
sur les larves de simulies et de moustiques.

ShnuUum damno-6um -6. L :
tests en mini-gouttières, contact 10 mn en eau
de rivière, lecture après 24 h.

Ae.de.-6 ae.gypt:"[ :
contact 24 h à 25° C en eau distillée.
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THE EFFECT OF BLENDING ON THE TOXICITY OF Bac~t~ ~~g~e~~ SEROTYPE H14

PREPARATIONS AGAINST MOSQUITO AND BLAKFLY LARVAE.'

Pierre GUILLET"

Jacques DUVAL'"

INTRODUCTION

The determination of the potency of various Bac~

~~ng~e~~ serotype products is based on different bioassay procedures,

each of them consisting of an acceptable compromise rather than a fully

satisfactory testing method. The technics used so far vary according to the

serotype and the test insects involved, but the reliability of results is

likely to be affected by the same factors. Among these factors is the homo

geneity of the tested bacterial suspensions in relation to the feeding

behaviour of the target insect and the insolubility of the toxin.

The bioassay results are usually calculated using a log

probit model which supposes that aIl individuals within a given concentra

tion are exposed to the same dose of toxic material (FINNEY, 1971). This is

very difficult to achieve with the particulate insoluble endotoxin of B. tnu
~~g~e~~ H14 which is activated only upon ingestion. It is therefore essen

tial to try to provide each individual for each dosage, with the same amount

of crystals under the same presentation (particle size and distribution

within the larval feeding zone).

When dry preparations of B. ~~ng~e~~ H14 (freeze dried

or spray dried) are diluted into liquid suspensions, they usually form aggre

gates of spores, crystals, vegetative cells and fermentation residues of

variable size (from 1 to more than 100 pm).The Mean size of these aggregates

is an important factor regarding the distribution of the toxin and its inges

tion by the larvae. It depends a great"deal on the mode of preparation of the

, This study was funded by UNDP, World Bank, WHO Special Programme for research

and training in Tropical Diseases.

" ORSTOM - SSC - 70 à 74 route d'Aulnay - 93140 BONDY - FRANCE

'" Pierre Richet Instituee (IRTO) - BP 1500 - BOUAKE - IVORY COAST
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initial suspension. Various devices are commonly used for the homogenization

of suspensions such as magnetic stirrers, vortexes, blenders or Dangoumau

type shakers.

From informaI discussions with people performing B. thu
~~g~e~~ H14 bioassays, it appears that blenders, though producing fairly

homogeneous suspensions of small size particles, can affect the toxicity of

the preparations. Laboratory trials were carried out in order to elucidate

this phenomenon and to verify if it occurs with blackfly as weIl as with

mosquito larvae.

MATERIAL AND METHODS

Trials were carried out using the new proposed international

standart IPS 82 produced by Pasteur Institute (de BARJAC and LARGET-THIERRY,

1984) and 3 formulations produced by industry : an experimental liquid sus

pension for blackfly control Bactimos®, batch R-155/1B, 1059 LU. AedUl

a.egYPü/mg (Sol vay)" ; a water dispersible concentrate Teknar~ batch 21.521,

514 I.U. A. a.egYPü/mg (Sandoz) ; and inactived Teknar, an experimental sample

produced by Sandoz as a result of blending of the commercial batch, 429 I.U.

A. aegypü/mg. The potency of these formulations was determined according to

the WHO recommended method (Anon., 1981) using an A. aegypü potency of 15,000

l.U. for IPS 82.

When dispersed in the water, Teknar produces homogeneous

suspensions of individualized spores and crystals. Bactimos produces mostly

individualized spores and crystals with a few big aggregates irregular in

shape and size (10 to 50 ~m). The mean size of aggregates was not determined

as it remains difficult to evaluate the relative proportions of the toxin

contained in big aggregates compared with individualized crystals. IPS 82

also produces big aggregates, sorne of which remain after homogenization.

Blending was carried out 24 h before bioassay with an usual

domestic blender using either undiluted formulation or 250 ml of 5 g/l distilled

water suspensions (0.5 g/l with IPS 82).
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Bioassays with blackfly larvae were carried out with

S~~m yahe~e Vajime et Dunbar 1975 , late instar larvae (mean post

genal length 460 pm), a forest species belonging to the S~~ damno~

complex, vector of onchocerciasis in West Africa. The test apparatus was a

minigutter system routinely used for the screening of B. ~~g~e~~ H14

formulations (larvae collected in the field, contact 10 Mn, post-exposure

period 24 h). Four to five concentrations were tested with 3 to 4 replicates.

With mosquito larvae, a triple bioassay was systematically carried out with

5 to 6 concentrations.

RESULTS

The use of a blender for the homogenization of B. ~~
g~~~ H14 preparations strongly affected its toxicity against blackfly

larvae. The inactived Teknar was 3 times less effective than the commercial

one (table 1). In our blending procedure, the loss of efficacy was only

1.8 times after 45 s blending, contrary to Bactimos whose LC 50 increased

respectively 1.5, 3.5 and 19.5 times after 5, 15 and 45 s blending (table 1).

On the other hand, the toxicity against Mosquito larvae was much less affected.

The efficacy of Teknar (either inactived or blended commercial formulation)

was not significantly changed (table 2). The LC 50 of Bactimos and IPS 82

increased respectively 2.9 and 2.7 times after 5 s blending without additional

effect after more than 5 s (table 2). When pure (undiluted) formulation was

blended, the loss of efficacy was more limited ; LC 50 increased 2 times

compared with the 2.9 times with a 5 g/l suspension.

Blending had a significative effect on the particle size

of Bactimos and IPS 82 suspensions. Big aggregates was partly broken up and

only few remained after 45 s blending.

DISCUSSION - CONCLUSION

The influence of blending on the particle size of Bactimos

and IPS 82 is likely to play a role in the inactivation process reported in

this paper. Reduced efficacy is much more marked with blackfly larvae than

with Mosquito larvae. The former are exposed only 10 mn to B. ~~g~e~~
H14 and consequently, their fil ter feeding efficiency according to the par-
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ticle size is a critical factor. On the contrary, Mosquito larvae are exposed

during 24 h (144 times longer) and can ingest Most of the B. ~ing~en4~ H14

particles in the bioassay cups, whatever their size within a certain range

(e.g. 1 to more than 100 pm). The relationship between the particle size of

B. ~~ng~e~~ H14 formulations and their efficacy against blackfly larvae

has already been mentioned (GUILLET and ESCAFFRE, 1979, MOLLOY et al., 1981,

MOLLOY et al., 1984, GUILLET et al., 1985).

Decreasing particle size is probably not the only factor

involved in this activation process. Inactived Teknar has the same particle

size as the commercial one and is 3 times less effective against blackfly

larvae. It is difficult to conceive that the decreasing particle size of Bac

timos by itself, can be responsible for the 20 times decrease in efficacy.

One of the particularities of the H14 serotype is founded

in its crystals which are irregular in shape and size (TYRELL et al., 1981,

CHARLES and de BARJAC, 1982, BOISVERT et al., 1982). They consist of an assem

bly of several subunits differing in size and electron density, and are usual-

ly surrounded by an envelope (TYRELL et al., toc. c~t., CHARLES and de BARJAC,

toc. c~.). The blending May lead to the destruction of envelopes and eventually

splitting up crystals in smaller subunits. Such mechanical action could explain

the obtained results in that the individualized subunits are less easily ingested

or, the proteases included in the preparations are activated and degrade the

toxin. This last hypothesis must be considered.

As mentioned by NICKERSON (1982), the H14 serotype bacterial

sporulation " is a process characterized by extensive protein turnover and con

sequently, crystals are released into a highly proteolytic environment "

It is assumed in the literature that B. ~ing~~~ H14

crystals May contain endogenous protease(s) which May be responsible for acti

vation of the protoxin under alkaline conditions in the gut of susceptible in

sects (BULLA et al., 1977, CHILCOTT et al., 1981). When heat treated under

alkaline conditions, crystals loose Most of their toxicity (increases in LC 50

up to 1000 times due to protease inactivation: CHILCOTT et al., toc. c~t.).

On the other hand, such a phenomenon could also be due to heat denaturation of

the active polypeptide (LECADET, pers. comm.). Moreover, the possible role of

proteases in protoxin activation is not unanimously accepted. It is generally
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stated that insect gut enzymes are much more effective than endogenous protea

se(s) in activating the protoxin and that the latter are not involved in the

.activation process (TYRELL et al., toe. eit., NICKERSON, toe. eit., PFANNEN

STIEL et al., 1984,ARMSTRONG et al., 1985).

The blending of pure or diluted B. ~ing~en4~ H14 pre

parations probably leads to an activation of proteases which could further

degrade the toxin (BOURGOIN, pers. comm.). The reason why the toxicity of Teknar

is much less affected than that of Bactimos could be explained by 3 different

factors

- The proteases content of Teknar May be lower, possibly due to the

stabilisation of the culture at an early stage, when proteases content still

increases.

2 - The newly formed B. ~ing~en4~ H14 crystals are surrounded by

an envelope as previously mentioned and such an envelope can be removed with

additional incubation time (NICKERSON, toe. clt.). If Bactimos is produced

with older cultures or is improperly stabilized compared with Teknar, crystals

may be less protected by their envelopes and consequently more susceptible to

the action of proteases.

3 - The pH of Teknar could be lower than the one of Bactimos, and a

lower pH is known to be responsible for lower protease activity (LUTHY, pers.

comm.). The pH of preparations was not checked during our assays.

The reason why this inactivation process is much more
effective with blackfly larvae than with Aede~ larvae may be due either
to the fact that more than a single polypeptide may be involved in the
intoxication process of mosquito and blackfly larvae or to different
protoxin activation conditions in their gut. It was already shown that
in the conditions of activity against blackflies (very brief exposure
period and intestinal transit time), the toxicity of B.thu~Lnglen~~ E14
dose not eorrelate with the toxicity against mosquito larvae ( Guillet
f.t ai. 1982). This aspect will be discussed in an other paper which is
presently in preparation.
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The results of this study underline the necessity to avoid

the use of certain homogenization technics in bioassays. Any method with a

strong mechanical impact on crystals such as blending or sonication has to be

avoided. Furthermore, in routine bioassay procedures, mother suspensions should

be prepared as gently as possible, preferably with a high dilution rate (e.g.

~50 mg/l) in order to minimize the possible action of proteases.

Whether proteases activate or degradate the

toxin, their influence on B. ~ing~en6~ H14 toxicity must be stressed.

Companies involved in the production of formulations for blackfly control are

aware that the A. aegyp~ potency is not a reliable criterion and that prepa

rations May be more or less effective against S. damno4Um complex larvae than

expected. The proteases and their activity, which can depend on growth condi

tions, sporulation stage, the use of stabilizing or formulation agents (car

bonates for example can strongly affect the toxicity of B. thuking~en6~ H14,

SCHNELL and NICKERSON, 1983) must be taken into account in the production of

B. ~~ng~en6~ H14, especially when it is used for blackfly control.
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SUMMARY

The use of a blender to homogenize B. th~~g~e~~ H14

suspensions leads to a significant loss of toxicity against mosquito and

almost all blackfly larvae. This loss depends on preparations used. The main

factor involved seems to be the action of proteases ~hich are probably acti

vated by blending and then degrate the tcxin. The use of blender or sonication

has to be avoided. Proteases must be taken into account in the preparation

of B. ~~ng~e~~ H14 formulations, especially for the control of blackfly

larvae.

KEY WORDS

RESUME

B. ~~g~e~~ H14 toxin, blending, proteases, inactivation,

mosquito, blackfly.

L'agitation de suspensions de B. ~~g~e~~ H14 à l'aide

d'un "blender" entraine une perte importante de toxicité vis-à-vis des larves

de moustiques et surtout de simulies. Cette perte dépend également de la pré

paration utilisée. Le "blender", en agissant sur la taille des particules, peut

entrainer une légère perte d'efficacité. Mais le phénomène observé pourrait

s'expliquer surtout par l'action des proteases qui, activées par l'agitation

vigoureuse, peuvent dégrader la toxine. L'utilisation de procédés d'agitation

tels que "blender" ou ultra-sons doit être évitée. Le rôle des prot.eases est

important et doit être pris en compte dans la prépa~ation des formulations de

B. ~~g~e~~~ H14, surtout lorsqu'elles sont destinées à la lutte antisimu

lidienne.

MOTS eLES: B. ~~ng~en~~ H14, toxine, inactivation, protéases, moustiques,
simulies.
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LC 50 (mg/l)

Preparation blendedunblended 5 s 15 s 45 s

Bactimos R

batch 155-1B 0.19 0.28 0.69 3.73

(1059 LU.)
(0.17 - 0.20)· (0 . 25 - o. 31) (0.55 - 0.87) <3.5 - 4.0 )

Tel<!lar R

batch 21.521 0.37 0.67

(514 LU.)
(0.35 - 0.40) (0.60 - 0.77)

Inactivated 1. 14Teknar
(1. 1 - 1. 2 )

(429 1. U. )

• 95 %confidence l~m~ts.

Table 1 - Changes in S~~m damno4Uffl complex larvae LC 50s
according to blending of suspensions.

(minigutter test,S. yahe~e, mature larvae,
10mn exposure period, 24h post exposure period)
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LC 50 (mg/!)

Preparation blendedunblended 5 s 15 s 45 s

Bactimos 155-1B 0.17 0.49 0.57 0.56

(5g/l suspension) (0.14 - 0.20)* (0.44 - 0.54) (0.52 - 0.63) (0.50 - 0.63)
1059 LU. 367 LU. 316 LU. 321 LU.

Bactimos 0.34

(undiluted) (0 . 28 - o. 41)
529 LU.

Teknar 21.521 0.35 0.40 0.46 0.44

(5g/l suspension) (0.29 - 0.42) ( 0 . 36 - O. 45 ) (0.43 - 0.49) (0.39 - 0.49)
514 LU. 450 LU. 391 LU. 409 LU.

Teknar 0.34

(undiluted) (0 . 28 - O. 41)
529 LU.

Inactivated 0.42
(0.33 - 0.51)Teknar 429 LU.

IPS 82 standart 0.012 0.032 0.037 0.035
(0.5g/l suspen.) (0.010 - 0.015) (0.027 - 0.037) (0.030 - 0.044) (0.029 - 0.044)

* 95 %conf~dence l~m~ts.

Table 2 - Changes in Aede4 aegyp~ LC 50s according to the blending of suspensions.

(Bora-Bora strain, young 4th instar larvae, WHO bioassay procedure)
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INTRODUCTION

L'utilisation massive d'insecticides organo-phosphorés dans

le cadre du programme OMS de lutte contre l'onchocercose (OCP) en Afrique de

l'Ouest a engendré rapidement la sélection de populations résistantes chez

deux espèces forestières S~4oub~en4e et S~tlum 4ane~aul~ Vajime

et Dunbar 1975, du complexe S~~m damno4um (GUILLET et al., 1980, KURTAK

et al., 1982, GUILLET et KURtAK, 1985). L'ampleur de ce phénomène a pratique

ment réduit à néant l'arsenal des insecticides utilisables contre les larves

des vecteurs forestiers de l'onchocercose. L'utilisation du Bac~ th~~

g~e~ H14 est apparue comme la seule alternative envisageable pour la pour

suite des traitements dès qu'une formulation raisonnablement efficace fut

sélectionnée (GUILLET ~ al., 1982, LACEY et al., 1982 a).

La sensibilité des larves de simulies à la toxine du B. thu

~~g~en4l4 H14 qui agit exclusivement par ingestion, n'a pu être mise en évi

dence en utilisant la méthode mise au point par MOUCHET et al. (1977) pour les

insecticides à action de contact rapide. Cette méthode consiste à exposer les

larves pendant 3 h en eau stagnante et dans ces conditions, les larves ne peu

vent ingérer les particules en suspension dans l'eau. Une méthodologie nouvelle

a donc du être mise au point afin de pouvoir détecter une éventuelle baisse de

sensibilité engendrée par l'utilisation massive de cet entomopathogène dans

* Ce travail a bénéficié d'une subvention de l'Organisation Mondiale de la
Santé.

** ORSTOM - SSC - 70 à 74 route d'Aulnay - 93140 BONDY - FRANCE

*** Institut Pierre Richet (IRTO) - BP 1500 - BOUAKE - COTE D'IVOIRE
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certaines rivières de l'aire du programme OCP.

Diverses contraintes ont du être prises en compte dans la
mise au point de cette méthode :

- pour qu'elles puissent se nourrir, les larves doivent être placées

en eau courante ; de plus, les mouvements de l'eau doivent être aussi homogènes

que possible à l'intérieur de chaque récipient et d'un récipient à l'autre,

pour que les larves se nourrissent de façon uniforme ;

- en tenant compte de l'expérience acquise avec le titrage biologique

des préparations à base de B. ~~g~en4~ H14, tous les paramètres expéri

mentaux doivent être rigoureusement standardisés ;

- enfin, cette méthode doit être simple, utilisable sur le terrain

et donner des résultats fiables.

Plusieurs méthodes ont déjà été décrites et utilisées en

Amérique du Nord pour l'évaluation des préparations de B. ~~g~~ H14

avec des larves de simulies (COLSO et THOMPSON, 1978, LACEY et MULLA, 1977 a,

GAUGLER et al., 1980, HEMBREE et al., 1980). Par la suite, une procédure

standard a été propo~ée afin de pouvoir comparer directement les résultats

obtenus par différents auteurs (LACEY et al.,1982 b). La méthode décrite dans

le présent travail est une adaptation de cette procédure aux conditions parti

culières d'utilisation sur le terrain avec des larves du complexe S. damno4um.

MATERIELS ET METHODES

Dispositif de mesure de la sensibilité

L'appareil mis au point se compose de deux parties: un caisson isotherme et

un couvercle adaptable amovible (photo 1). Le couvercle comporte 12 axes ro

tatifs munis chacun d'une poulie et entrainés par une courroie solidaire d'un

moteur électrique. A chacun des axes est fix~une bouteille plastique (diamè

tre 7,5 cm, hauteur 15 cm). Le caisson isotherme comporte 12 bechers en Mano

lène~d'une capacité de 1 l (diamètre intérieur 10 cm, hauteur 15 cm). Au

moment du test, le couvercle est placé sur le caisson et chaque bouteille

plonge au centre d'un becher. L'agitation de l'eau est produite par la rota

tion des bouteilles. Le couvercle est traversé par 12 tubes rigides par où
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est introduite la suspension bactérienne au moment du traitement. Ces tubes

débouchent chacun au niveau d'un becher. Le caisson fermé est isotherme et les

variations de température à l'intérieur n'excèdent pas 1° C au bout de 3 h

pour des variations à l'extérieur de 5° à 10° C. (Photo 2)

Préparation des suspensions bactériennes

La plupart des tests ont été réalisés avec l'IPS 80, un standard intérimaire

fourni par l'Institut Pasteur de Paris et titrant 15 000 cr.I. Aede~ ~egyp~mg

paç rapport à l'ancien standard IPS 78 (de BARJAC et LARGET, 1981). La pastille

de produit lyophilisé (50 mg environ) est pesée puis disposée dans une fiole

jaugée complétée à 1 1 d'eau distillée. Un barreau magnétique de 7 cm et 40 g

environ de billes de verre de ~ mm sont ensuite ajoutés pour obtenir un brassage

vigoureux pendant 2 h à l'aide d'un agitateur magnétique à la vitesse maximum

de rotation. Cette suspension, ajustée à 50 mg/l, est conservée au réfrigérateur

et transportée sur le terrain en glacière. Les dilutions préparées extemporané

ment ne sont jamais conservées. Quelques tests ont été également réalisés avec

une formulation, le TeknaraD(Sandoz) titrant 1100 U.I./mg (lot 21.731).

Réalisation du test

Les larves prélevées dans les gîtes sur leurs supports naturels sont rapide

ment triées et introduites dans les bechers contenant 480 ml d'eau distillée

ou à défaut d'eau filtrée déchlorée. Lorsque les larves ne sont pas utilisées

immédiatement, elles sont conservées dans un linge humide au frais. Le couver

cle est ensuite fermé, le moteur mis en marche et l'on introduit immédiatement

10 ml de suspension bactérienne. Le tube d'introduction est ensuite rincé

avec 10 ml d'eau distillée, ce qui ramène le volume final d'eau dans les bechers

à 500 ml.

Les larves sont maintenues en contact avec la suspension pendant toute la durée

du test. Aucune nourriture n'est ajoutée. Pour la lecture, on dénombre les

larves vivantes, moribondes et mortes ainsi que les nymphes en commençant d'abord

par celles fixées sur les bouteilles puis celles des bechers préalablement vidés

de leur eau. Les larves vivantes sont repliées sur elles-mêmes ou se replient

au contact de la pince tandis que les larves moribondes ne réagissent que peu

ou pas à ce contact. La lecture doit être effectuée rapidement pour éviter le

dessèchement des larves. Chaque test (5 concentrations et 2 répliques par con-

- 3 -



- 406 -

centration) est répété au minimum 3 fois. Les mortalités corrigées (formule

de Abbott) varient généralement entre 15 et 100 ~. Les valeurs caractéristiques

sont calculées sur ordinateur (programme analyse-probit, FINNEY, 1971) et

l'intervalle de confiance, calculé sur la CL 50, correspond à une probabilité

de 95 %. Ouand les intervalles de confiance d'une série de tests se chevauchent,

les données sont regroupées pour le calcul des valeurs caractéristiques moyennes.

Tous les tests ont été réalisés sur le bas Bandama en Côte d'Ivoire, avec des

larves de S. 4oub~en4e/~tipauti.

Paramètres étudiés

- le temps de contact : 2, 3, 6, 12 et 24 h respectivement à 25° C avec des

larves de stade 7 (histoblastes bien développés et longueur

moyenne de la postgena 470 ~) ;

- la température: 20°, 25° et 30° C, temps de contact 3 h, larves de stade 7

- le stade larvaire: les larves ont été regroupées par catégories d'âge à

partir de critères morphologiques simples (écailles sur la

partie dorsale des segments abdominaux et plaques thoraci

ques, KURTAK, 1980) : stades 3 et 4 (postgena 210 p), stades

5 et 6 (340 ~) et enfin stade 7 , temps de contact 3 h à 25°C;

- le nombre de larves par becher : respectivement 15, 30, 60 et 120 larves de

stade 7 , temps de contact 3 h à 25° C

- la vitesse de rotation des bouteilles : 120, 130 et 150 tours/mn correspondant

au niveau des bouteilles respectivement à 47, 51 et 59 cm/s

temps de contact 3 h, 25° C, larves de stade 7 ;

- le temps d'adaptation avant le traitement: la suspension bactérienne est

introduite dès la mise en marche du moteur ou 10, 20 et 40 Mn

plus tard, temps de contact 3 h, 25° C, larves de stade 7.

RESULTATS

Les lignes de régression correspondant aux mortalités obte

nues après 3, 6 et 12 h de contact sont parallèles. La pente correspondant à

24 h de contact est plus accentuée, tandis qu'après seulement 2 h de contact

elle est beaucoup plus faible (graphique 1). Après 2 h de contact les résultats

obtenus sont hétérogènes (plus de 100 %d'imprécision sur la CL 50, X2
signifi

catif). La précision du résultat est satisfaisante entre 3 h et 24 h de contact
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(10 à 14 %d'imprécision sur CL 50, X2 non significatif) et la relation

dosage x temps de contact reste constante (tableau 1).

On n'observe aucune différence significative dans les

résultats obtenus à 25° et à 30° C (tableau 2). Les CL 50 observées présen

tent des variations aléatoires de l'ordre de 3 fois (au maximum) qui sont

indépendantes de la température. En revanche, à 20° C la CL 50 est 10 fois

plus élevée, le X2 hautement significatif et la pente de la ligne de régres

sion très faible (graphique 2).

Les larves de stades 3-4 et 5-6 sont respectivement 4 et

2 fois plus sensibles que les larves de stade 1 (tableau 3). C'est avec le

dernier stade que l'on obtient la meilleure corrélation dose-mortalité et donc

la plus faible marge d'erreur (graphique 3).

Les résultats obtenus avec 15 et 30 larves par becher sont

pratiquement identiques (tableau 4). En revanche, avec 60 et 120 larves on note

une forte augmentation des CL 50 ainsi qu'une diminution très nette de la pente,

la ligne de régression correspondant à 120 larves par becher étant pratiquement

plate (graphique 4).

La vitesse de rotation entre 120 et 150 tours/mn n'influe

pas sur le résultat (tableau 5). La vitesse de 150 tours/Mn a été adoptée.

Seule l'introduction immédiate de la suspension bactérienne

dès la mise en marche du moteur permet d'obtenir des résultats satisfaisants.

Au-delà de 10 mn, on observe une grande hétérogénéité des résultats ainsi qu'une

augmentation des valeurs caractéristiques (de 3 à 5 fois au niveau de la CL 95)

(tableau 6). Ce phénomène s'observe également avec d'autres espèces comme S. haA
~eaVe4~ ainsi qu'avec une suspension bactérienne différente (Teknar au lieu

de IPS 80).

DISCUSSION - CONCLUSION

Cette série d'expérimentations a été faite afin de mettre

au point une méthode simple et fiable pour réaliser sur le terrain des tests de
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sensibilité des larves du complexe S. damno~ à la toxine du B. thuA~g~en4~

H14. L'influence d'un certain nombre de paramètres expérimentaux a du être

étudiée systématiquement en vue de proposer un protocole d'évaluation standar

disé.

Le temps de contact minimal pour obtenir des résultats

satisfaisants est de 3 h. C'est également la durée retenue par MOUCHET et at.
(!oc. c~.) pour les insecticides de contact. Un contact de 24 h serait théo

riquement préférable, mais il présente deux inconvénients: d'une part il est

difficile d'obtenir sur le terrain une alimentation électrique continue, et

d'autre part, la proportion de nymphoses (lorsqu'on utilise des larves de

stade 7) qui ne dépasse pas généralement 5 %après 3 h, atteint 20 à 30 %après

24 h. Comme cela est démontré ultérieurement, la solution ne réside pas dans

l'utilisation de larves plus jeunes. Entre 3, 6 et 12 h de temps de contact, il

s'est avéré préférable pour des raisons pratiques, d'opter pour un temps de 3 h.

La proportionnalité entre le temps de contact et la mortalité est comparable

à ce qui est observé avec les insecticides chimiques conventionnels (MOUCHET

et al., !oc. c~.) pour lesquels un temps de contact de 3 h donne également

entière satisfaction. FROMMER et al.(1980) démontre au contraire, qu'au-delà

de 60 mn de contact, la mortalité des larves de S. v~ (lue après 24 h

de mise en observation) n'augmente plus significativement.

Le nombre de larves utilisées doit être constant. Toutefois,

ce qu'il importe de respecter, c'est le rapport entre le nombre de larves et

le volume de la suspension. Avec 8 ou 4 ml d'eau par larve correspondant res

pectivement à 60 et 120 larves par becher, il est probable que toute la frac

tion accessible de la toxine soit ingérée par les larves, de ce fait, la morta

lité n'augmente plus proportionnellement à la concentration (pente très faible

des lignes de régression obtenues). Ce phénomène ne se produit plus avec 30

larves par becher et c'est ce nombre qui a été retenu.

La température entre 25° et 30° C, qui correspond à celle

généralement obse~vée dans les gîtes larvaires (OCRAN et at., 1982) n'influe

pas significativement sur la sensibilité des larves au 8. ~g~en4~ H14.

Les variations observées dans les CL 50 dépendent plutôt de la variabilité

naturelle de la réponse à la toxine du B. ~lng~en6~ H14 des larves collec

tées sur le terrain. Il en est de même chez les larves d'A. aegyp~ pour une

gamme de températures comprises entre 19°et 33° C (SINEGRE et al., 1980).
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En revanche, lorsque les larves sont placées dans des conditions de tempéra

ture inférieures à celles dans lesquelles elles se développent normalement,

leur activité trophique est ralentie, ce qui entraine une moindre ingestion

de la toxine et donc une mortalité plus faible. Dans le cas des larves du

complexe S. damno~m testées à 20° C, la brusque variation de température

explique également en partie les résultats observés. Les auteurs travaillant

avec des larves se développant en eaux plus froides notent généralement une

nette corrélation entre la température et la mortalité (MOLLOY et al., 1981,

LACEY et MULLA, 1977 b , LACOURSIERE et al., 1982). Il en est de même avec les

larves de moustiques (WRAIGHT et al., 1981). Toutefois, il n'a pas encore été

démontré si la température agissait sur le rythme d'ingestion des particules

par les larves et/ou sur leur sensibilité intrinsèque à la toxine.

Les larves jeunes sont plus sensibles que les larves âgées.

Ce phénomène a déjà été observé chez les larves de simulies (GUILLET et de

BARJAC, 1979, MOLLOY et al., toc. cit.) ou de moustiques (WRAIGHT et al., toc.
cit.). Il en est de même pour la plupart des insecticides chimiques, même si

dans le cas des larves du complexe S. damno4Wm, les différences observées avec

le téméphos sont plus fortes qu'avec le B. th~~g~en4~ H14. Aucun critère

morphologique acceptable ne permet de différencier les stades larvaires 3,

4, 5 et 6. Seul le stade 7 peut être identifié avec certitude, ce qui explique

que son utilisation entraine un gain de précision dans les résultats obtenus.

Le stade pharate qui précède la nymphose et au cours duquel les larves de mous

tiques cessent de s'alimenter, semble à peu près inexistant chez les larves

du complexe S. damno4Um*. Les larves de stade 7 ont donc été retenues.

Le temps d'adaptation joue incontestablement un rôle impor

tant. Ce phénomène, qui avant d'être mis en évidence, avait conduit au rejet,

de nombreuses séries de tests, pourrait éventuellement être évité en ajoutant

de la nourriture dans l'eau. Toutefois, l'apport de nourriture est difficile

à standardiser et, en interférant avec le comportement trophique des larves

(GAUGLER et MOLLOY, 1980), il peut modifier le résultat des tests. Les bons

résultats obtenus sans temps d'adaptation ont permis de résoudre ce problème.

* L'utilisation d'une poudre fluorescente a permis de démontrer que la propor

tion de larves de stade 7 à ébauches branchiales noires qui ne se nourrissent

pas est toujours très faible et comparable à celle observée chez les autres

stades larvaires (GUILLET, non publié).
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La stabilité des standards conservés en réfrigérateur est

suffisante pour qu'ils puissent servir de nombreuses années comme produit de

référence pour les tests de sensibilité au B. ~ing~e~ H14 (de BARJAC et

LARGET-THIERRY, 1984).

Les conditions expérimentales peuvent se résumer ainsi

Temps d'acclimatation

Temps de contact

Stade larvaire

néant.

3 h.

7.
Température : 25° C.

Vitesse de rotation 150 trs/mn.

Eau : distillée, permutée ou filtrée.

Nourriture néant.

Suspension bactérienne IPS 80.

Cette méthode, en tant que test de sensibilité, doit

permettre de définir aussi précisément que possible, le ou les critères q~i

aideront à mettre en évidence le développement éventuel d'un mécanisme de

résistance. Ces critères peuvent être : la CL 50, la CL 95, la pente de la

droite (ou le rapport CL 95/CL 50) et enfin, la limite supérieure de la CL 100.

La valeur relative de chacune de ces valeurs caractéristiques dépend de la

nature du ou des mécanismes de résistance. Il n'est actuellement pas possible

de prédire lequel serait le plus significatif dans le ca~ du B. th~~g~e~~

H14. La CL 100 représente une valeur importante dans le cas des insecticides

chimiques conventionnels. La matière active, une fois dissoute, affecte égale

ment toutes les larves d'un lot traité par une action de contact. Au contraire,

la toxine du B. thUÂ~g~en4~ H14 est insoluble (donc particulaire) et n'agit

que par ingestion. Sa répartition dans les différents lots traités ne peut pas

être parfaitement homogène, surtout si les cristaux sont agglomérés ou s'ils

ont tendance, une fois individualisés, à adhérer aux parois des récipients. De

plus, seules les larves qui se nourrissent activement au cours du test peuvent

être affectées par la toxine. Il est fréquent d'obtenir 2 à 3 %de larves qui

ne se nourrissent pas et survivent après ?4 h de contact (A. aegypZi) tout aussi

bien que 3 h (S. damno4um 4.l.) à des concentrations 2 à 8 fois supérieures

à la CL 100 généralement enregistrée. La limite supérieure de la CL 100 du

B. ~ing~e~ H14 est donc une valeur variable et peu précise. Elle ne devra
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par conséquent pas être retenue comme un critère fiable pour la mise en évi

dence d'une éventuelle baisse de sensibilité à la toxine. En revanche, la

CL 50 et surtout la CL 95, ainsi que la pente de la ligne de régression sont

définies avec une relative précision. Leur suivi et la comparaison avec les

données obtenues avant le traitement devraient permettre de mettre en évidence

cette éventuelle baisse de sensibilité qui se traduira vraisemblablement par

un déplacement de la ligne de régression vers les forts dosages et/ou une

augmentation significative de la pente.

La possibilité de définir une dose diagnostique, ainsi que

l'étude de la sensibilité relative des différents groupes d'espèces du complexe

s. damno4Wm feront l'objet de la deuxième partie de ce travail.
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RESUME

Une méthode est proposée pour évaluer la sensibilité des lar
ves du complexe S. damno~ à la toxine du B.thuA~g~en4~ H14. Cette méthode,
basée sur un temps de contact de 3 h, est simple, applicable sur le terrain et
donne des résultats fiables. Son utilisation permettra la mise en évidence d'un
phénomène de résistance à la toxine, dans l!hypothèse où une telle résistance
pourrait se développer par suite de l'utilisation massive du B. ~~g~en4~
H14 dans le cadre de la lutte contre l'onchocercose.

Mots cléS: B. thuA~g~en4~ H14, complexe S. damno4UM, résistance, méthodologie.

SUMMARY
A method for testing susceptibility of the S~tium damno~

complex larvae to the B. thuA~g~en4~ serotype H14 toxin. l - Methodology

The basic requirement for this study was to propose to the
Onchocerciasis Control Programme, which is massively using B. ~~g~e~ H14,
a simple method than can be applied in the field and which produces reliable
results for the detection of an eventual resistance of the S. damno~ complex
larvae to the B. thuA~g~~ H14 toxin. A method which fullfills these requi
rements was adapted f~om the standard procedure proposed by LACEY et al.,1982.

The influence of several experimental parameters was syste
matically investigated in order to define a standard protocole :

- Exposure period : the mortality was assessed after 3, G, 12 and 24 h. The
corresponding dose/mortality lines were almost parallel and the
ratios exposure period/LC 50 constant just as LC 50 95 %confidence
limits. For practical reasons, a 3 h exposure period was selected.
No food was added.

- Water temperature : the LC 50 observed at 25° C and 30 0 C, which correspond
to the water temperature in the larval breeding sites, were obvious
ly the same. At 20° C, results were erratic and LC 50 much higher.
25° C was selected as a temperature easy to maintain in the field.

- Larval instar : the 3-4th and 5-Gth instars were respectively 4 to 2 times
more susceptible than the 7th instar. The ultimate larval instar,
which is the only one that can be precisely identified, produces the
most accurate data and was consequently selected.

- Number of larvae per beaker : with 15 and 30 larvae per beaker (500 ml)
results were almost identical and satisfactory. With GO and 120
larvae, the LC 50 values increased respectively 20 and 150 times
and the slope of the regression lines decreased sharply. 30 was
the selected number.

_ Pre-exposure acclimatation period : the best results were obtained without
any acclimatation period·., With 10 mn only or more, heterogeneous
results were systematically obtained with significant increase
in the LC 50 and LC 95 values. No explanation was provided for
such a phenomenon.

_ Bacterial suspension : IPS 80, an interim standard was used. Dosages are
expressed in mg/l only.

Key words : 8. thuA~g~e~ H14, S. damno4um complex larvae, susceptibility
testing, methodology.
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Photo 1 -

Dispositi:f ct 1 agi tateurs ouver·t.

Photo 2 -

:Dispos-l t.if dl agi tat.eurs fermé ..



Tellps
CLSOllI0-3.

Intervalle IlIIprécis10nde de CL9S1110-3 Pente X2
contact 1Ilg/1 contiance· S

1Ilg/1

2 h 81 1lO- 162 102.0 -- 0,9_ S

3 h 33 29 - 37 13,8 230 1,9 NS

6 h 19 17 - 21 11.7 160 1,8 NS

12 h II 10 - 13 10,0 78 1,9 NS

2_ h 8 7 - 9 1~,3 22 3,7 NS

Tableau 1 - Intluence du telllps de cont.ct.

(température 2S' C, stade larvaire 7, IPS 80)

CLSOX10- 3
Intervalle IlIIpréc1sion CL9S1110-3Tellpérature de S Pente X2

1Ilg/1 oonriance· 1Ilg/1

2O'C 180 ~1 - 780 336,0 6300 1,1 S

25' C 21 18 - 23 16,7 180 1,7 NS

30' C 21 17 - 23 17.7 170 1,8 NS

Tableau 2 - Influence de la température.

(temps de contact 3 h, stade larvaire 7, IPS 80)

Stade 1 -3 1Intervalle IlIIpréc1sion CL9S1110-3 X2
larva1re

1
CLSOlll0 de S Pente

mg/l : confiance· 1Ilg/1

3 et - , 12 i 10 - 1_ 20,0 2S0 1,2 NS
1

Set 6 1 28

1

22 - 36 27,7
1

_00 1,_ S

7 i _0 3S - _6 1~,3 -SO 1,6 NS
1

Tableau 3 - Influence du stade lerve1re util1sé.

(temps de contect 3 h, température 25' C. IPS 80)

1 9S S

Nombre de
CLSOlll0-3

Intervalle IlIpr"=1aionlarvea par de CL9S1110-3 Pente X2
becher 1Ilg/1 oontianoe· S 1Ilg/1

IS 23 19 - 28 21 320 1,_ NS

30 28 25- 32 12 250 1,7 NS

60 ISO 100 - 220
__ ,2

16 920 0,8 NS

120 -120 710 -23900 _80,0 _2 SOO O,~ NS

Tableau _ ~ Influence du nombre de larves par becher.

(temps de contact 3 h, température 25' C, atade larvaire 7. IPS 80)

Vitesse
CLSOxl0-3

Intervalh hlpréc1sion 1de de CL9S1110-3 Pente X2
rotation 1Ilg/1 coni"'lar.ce· S 1Ilg/1

120 trs/D!ll 32 2~ - _2 33,3 2S8 1,7 S

130 trs/mn 28 25- 31 12,0 250 1,7 NS

ISO trs/mn 28 2~ - 32 1~,2 210 1,7 NS

Tableau S - Influence de la vitesse de rotation des bouteilles.

(telllps de oontact 3 h, température 2S' C, stade larva1re 7, JPS 80)

Temps CLSOlll0-3
Intervalle IlIIpréc1s1on

d'adaptation : de
1

CL9S1110-3 Pente X2
1Ilg/1 oonriance" mgll

Omn 36 31 -
_,

13.7 337 1.7 NS

10 M 63 ~8 - 82 31,2 879 1._ S

201V1 -9 30 - 81 63.3 1 763 1.1
1

S

qO mn 8S 73- 98
IS, _

932 1.6 i NS

Tableeu 6 - Influence du tellps d'edaptation event tre1tement.

(telllps de contact 3 h. tempéreture 2S' C, atade lervdre 7,

Teknar lot 21.731)

1 9S 1
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INTRODUCTION

Une méthodologie a été proposée pour tester la sensibilité

des larves de simulies à la ~-endotoxine du BacJ~lu4 thuA~ng~e~ H14

(GUILLET ez al., 1985). Elle a été conçue pour être utilisée sur le terrain

avec des larves des simulies vectrices de l'onchocercose en Afrique de l'Ouest

appartenant au complexe s~tiUm damno~um. En tenant compte de la nature

complexe des polypeptides qui constituent la toxine du B. ~~g~e~ H14

et de leur mode d'action, les chances de voir se développer une résistance

devraient être plus limitées que dans le cas des insecticides conventionnels

tels que les organophosphorés. Toutefois, ce risque ne peut pas être négligé.

En effet, le B. ~~ng~e~ H14 a été utilisé à grande échelle depuis 1982

dans le cadre du vaste Programme de Lutte contre l'Onchocercose dans la Région

du Bassin de la Volta pour détruire les populations larvaires des espèces

du complexe S. damno~um résistantes aux insecticides organophosphorés.

Cette méthodologie a été standardisée pour que les résultats

obtenus soient reproductibles. Par la suite, une enquête a été réalisée pour

mesurer la sensibilité à la toxine de quelques populations de S. damno~1 ~.t.

* Ce travail a bénéficié d'une subvention de l'Organisation mondiale
de la Santé.

** Institut de Recherches sur la Trypanosomiase et l'Onchocercose
BP 1500 BOUAKE Côte d'Ivoire.



- 422 -

Les données obtenues avant l'emploi systématique du produit servent à défi

nir la sensibilité de base de populations composées de diff~rentes espèces

du complexe S. damno~um, et ultérieurement, à déterminer leur éventuelle

diminution de sensibilité.

L'exécution de tests de sensibilité dans les zones traitées

est souvent impossible car le nombre de larveR disponibles est cénéralement

insuffisant. L'interruption momentanée des traitements, qui permettrait aux

populations larvaires de se reconstituer, doit être évitée dans toute la

~esure du possible car elle risque d'engendrer une reprise de la transmission

dans les zones normalement protégées. Dans ce cas, on se limite à tester les

populations vis-à-vis d'une seule dose diagnostique qui permet de déterminer

si une fraction appréciable de la population n'a plus une sensibilité normale.

Oes doses diagnostiques (ou doses discriminatives) ont été

proposées pour détecter la résistance aux insecticides organophosphorés

chez les larves d'Aede4 degypti (MOUCHET et dl., 1972, COOSEMANS et al., 1977).

Ces doses sont d'environ 10 fois la valeur de la CL 50 moyenne avec les pente~

des lignes de régression dose-mortalité (rapports CL 95/CL 50) allant de

1,7 à 2. Ces doses ont été établies à partir des valeurs obtenues sur 170

à 200 souches.

Des doses diagnostiques pour le téméphos ont également été

proposées dans le cas des larves du complexe S. damno~um (MOUCHET et al.,

197~. Les données disponibles étaient alors beaucoup plus limitées, mais

compte tenu de l'expérience acquise avec les larves d'A. degypti, ces auteurs

ont également fixé la dose diagnostique à 10 fois la valeur de la CL 50

moyenne. Les travaux exécutés ultérieurement, lors de l'apparition de popu

lations résistantes, ont confirmé la validité de ces doses discriminatives

(GUILLET et al., 1980).

Les données obtenues avec la toxine du B. ~~g~e~~ H14

sur quatre populations de différentes espèces du complexe S. aamno~ ont
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été comparées à celles obtenues avec le téméphos (AbateCB) (GREBAUT et

GUILLET, 1977). Cette comparaison a été établie pour voir s'il était possi

ble de recommander, comme pour le téméphos, l'emploi de doses diagnostiques

dans le suivi de la sensibilité des larves du complexe S. damno4Um à la toxine

du 8. ~~ng~e~ H14.

MATERIEL ET METHODES

Les tests ont été réalisés conformément à la'méthodologie

proposée dans la première partie de ce travail (GUILLET et al., 1985 toc.
~.). La préparation bactérienne utilisée a été l'IPS 80, un standard inter

national intérimaire du 8. thuA~ng~e~ U14 (de BARJAC et LARGET, 1981).

Les tests ont été réalisés dans quatre localités d'Afrique

de l'Ouest sur différentes espèces du complexe S. damno4Um Vajime et Dunbar

1975

- Manantali (Mali) sur le Baffing, en zone de savane soudanienne avec

des larves de S. d~egueke~e et s. ~quamo~um,

- N'Golodougou (Côte d'Ivoire) sur la Bagbé, en zone de savane guiné

enne, sur une population larvaire composée en majorité de S. ~oubken

~e et S. damno4Um ~.~.,

- Chutes Gauthier (Côte d'Ivoire) sur le Bandama, en zone de forêt

dégradée, avec des larves de S. ~oubke~e et S. ~ctl~,

- Akakro (Côte d'Ivoire) sur le M'Pedo, en zone se forêt dense, avec

des larves de S. yahe~e.

Aux chutes Gauthier, 17 tests successifs ont été réalisés

(un test comporte 5 concentrations et 2 répétitions), répartis en 4 séries

d'expérimentations. Ailleurs, 3 à 5 tests ont été réalisés. Pour chaque

série d'essais, les résultats ont été regroupés par concentration afin de

pouvoir calculer les valeurs caractéristiques moyennes à l'aide d'un pro

gramme d'analyse probit (FINNEY, 1971). L'intervalle de confiance est donné

au seuil de 95 %.

- 3 -
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Les résultats de l'ensemble des tests (29 au total) ont été

regroupés et comparés aux résultats obtenus par la méthode Mouchet (MOUCHET

et al., 1977 loc. clt.) avec le téméphos dans plusieurs localités de savane

de l'Afrique de l'Ouest (20 au total) (GREBAUT et GUILLET, loc. clt.). Un

coefficient de variation des valeurs caractéristiques a été calculé

Coeff. variation = 100 x Ecart-type / Moyenne

RESULTATS

On a observé d'une localité à l'autre des différences signi

ficatives de sensibilité. Toutefois, les écarts observés ,~~ont pas excédé

3 fois (tableau 1). L'écart entre les valeurs extrèmes des CL 50 prises

dans leur ensemble a été de 4,2 fois (0,014 à 0,059 mg/l) de même que pour

les CL 95 (0,14 à 0,59 mg/l) (tableau 1). La population larvaire aux Chutes

9authier était légèrement plus sensible à la toxine du 8. thukLng~e~ H14

que les trois autres populations testées. Toutefois, si l'on tient compte

de la variabilité des résultats des différents tests pour chaque population,

la différence entre les populations est minime et à peine significative au

seuil de 5 %.
Les résultats ont présenté de nombreuses similitudes avec

ceux obtenus pour le téméphos : mêmes CL 50 moyennes, coefficients de varia

tion voisins (légèrement plus forts pour le téméphos) et des écarts entre

les CL 50 et CL 95 maxima et minima identiques. La seule différence a résidé

dans la pente des lignes de régression dose/mortalité qui est presque deux

fois plus faible dans le cas du B. ~Lng~e~~ H14 (tableau 2).

DISCUSSION ET CONCLUSION

Les populations larvaires de S. 40U~en4e et S.~~

en zone de forêt sont 1,5 à 2 fois plus sensibles à la toxine du 8. ~~n
g~~ H14 que les autres populations testées.

- 4 -
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On a pu noter un degré de similitude élevé entre les résultats

obtenus sur les larves du complexe S. damna4Uffl par deux méthodes différentes

avec un insecticide chimique d'une part et un insecticide biologique d'autre

part. Cette similitude n'est toutefois pas surprenante, dans la mesure où

il s'agit dans les deux cas d'insecticides, même s'ils n'ont pas la même

origine. La concordance observée dans les valeurs des CL 50 est une coInci

dence. Ce parallèle permet de recommander pour le B. ~~ng~e~ H14 comme

pour le téméphos l'emploi de doses diagnostiques. Pour le téméphos, leur uti

lisation a donné entière satisfaction et a permis de détecter rapidement la

résistance lorsque celle-ci est apparue (GUILLET et al., 1980 lac. ~.).
Pour la toxine du B. ~~g~e~ H14, du fait que la pente des lignes de

régression est plus faible (2 fois), cette dose doit être fixée à 20 fois la

valeur de la CL 50 moyenne. Dans le cas de l'IPS 80, elle serait de 0,6 mg/l

mais peut être ramenée à 0,5 mg/l, ce qui représente encore 2 fois la valeur

de la CL 95 moyenne. Si plus de 5 $ des larves survivent à 0,5 mg/l, des

tests complets doivent être pratiqués.

L'interprétation des tests de sensibilité à la toxine du

B. ~~g~e~ H14 doit être conduite avec prudence. En effet, contraire~

ment au téméphos qui dans le cas des tests de sensibilité agit par contact,

la toxine n'agit que par ingestion. Ceci suppose que toutes les larves au

moment du test aient un comportement trophique normal et ce n'est pas tou

jours facile à obtenir. Ainsi la CL 100 est-elle relativement variable, et

l'interprétation des tests devra se faire surtout sur les CL 50 et CL 95,

ainsi que sur la pente des lignes de régression. L'emploi d'une dose diagnos

tique de 20 fois environ la CL 50 laisse une marge de sécurité acceptable.

Dans le cas du téméphos, un coefficient de résistance (R/S)

de 2 fois au niveau de la CL 50 et 5 fois pour la CL 95 a été observé très

rapidement après l'apparition de survivants aux doses diagnostiques et a

entrainé un échec complet des traitements opérationnels (GUILLET et ~.,
1980 lac. ~.). Pour la plupart des traitements insecticides, c'est en pré

présence d'un coefficient de résistance nettement plus élevé qu'on constate

un tel phénomène. Dans les traitements antisimulidiens, la concentration

est ajustée de façon très précise pour éviter les surdosages onéreux et

dan~reux pour l'environnement. Concernant le B. thuA~ng~en4~ H14, l'effi

cacité limitée des formulations actuellement disponibles conduit à utiliser

- 5 -
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ce produit à la limite de la CL 100, sans aucune marge de sécurité. Un sous

dosage accidentel ou une légère baisse de sensibilité se traduiraient immé

diatement par un échec partiel des traitements. Cette particularité propre

aux traitements antisimulidiens souligne la nécessité de surveiller constam

ment et très précisément la sensibilité des populations régulièrement trai

tées, notamment avec le B. ~~g~e~ H14, et de ne pas conclure à la

résistance sans avoir réalisé plusieurs tests complets.

En tenant compte de l'expérience acquise dans la détection

et le suivi de la résistance aux insecticides organophosphorés, et du fait

que le résultat des tests de sensibilité à la toxine du B. ~~g~~

H14 ne sont pas plus variables que ceux obtenus avec le téméphos, il devrait

être possible de mettre rapidement en évidence une baisse de sensibilité

à la toxine chez les larves du complexe S. damno4um si celle-ci survenait.

- 6 -
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SUMMARY

The susceptibility of four larval populations belonging

ta the SLmutium damno~um complex was tested, both in savanah and forest

areas. The differences observed between mean LC 50 values of different

populations did not exceed 3 times and 4 times between extreme LC 50's

within populations.

These results were compared with those obtained with

temephos in 3 hours susceptibility tests and turned out to be comparable

except the mean slope of regression lines which was 2 times lower with

BaeLltu~ thu~ng~en~~é H14 than with temephos. The use of diagnostic

doses was recommended. Tt was fixed at 0.5 mg/l during 3 hours that is

to say 20 times the mean value of the overall LC 50's.

KEY WORDS

RESUME

B. thu~~g~en~~ H14, tlackflies, susceptibility, diagnostic
dose.

La sensibilité à la toxine du Bae~u~ thu~~ng~en~~~

H14 de quatre populations larvaires du complexe SLmu~um damno~um a été

testée. L'écart observé entre les populations ne dépasse pas 3 fois au

niveau de la CL 50 ; il atteint 4 fois pour les valeurs extrèmes au sein

d'une même population. L'emploi d'une dose diagnostique a été préconisé.

La valeur de cette dose a été fixée à 20 fois la valeur moyenne des CL 50

obtenues sur l'ensemble des populations, soit 0,5 mg/l pendant 3 heures.

MOTS CLES :B. ~hu~~ng~en~~é H14, simulies, sensibilité, dose diagnostique.
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(Xl

1

Localité
Valeurs moyennes (mg/l) Valeurs extrèmes (mg/l)

Date Espèces dominantes
CL 50 x 10-2 CL 95 x 10-2 CL 50 x 10-2 CL 95 x 10-2

Manantali S. d.i.eguvr.eMe 4,9 25 4,1 - 5,0 19 - 34
(Mali ) 01/83 S• .6quamMwn (4,4 - 5,4 ) (min. max. )

(savane)

N'Golodougou S. 4oub/teMe 5,8 31 5,6 - 5,9 25 - 3904/83 S. damnMum .6 •.6.(Côte d'Ivoire) (savane) (5,1 - 6,5)

Akakro 11/82 S. yahen.6e 4,7 34 3,6 - 5,9 31 - 39
(Côte d'Ivoire) (forêt) (4,1 .. 5,2)

08/82 3,6 21 3,2 - 4,5 17 - 36
(3,1 - 4,1)

12/82 2,0 17 1,4 - 2,7 14 - 21

Chutes Gauthier S. .6oub/ten.6e (1,8 - 2,3)

(Côte d'Ivoire) S. 4anetipaaU

02/83 (forêt) 2,8 24 2,7-3,1 19 - 39
(2,5 - 3,2)

03/83 3,9 36 3,1 - 5,1 26 - 59
(3,3 - 4,6)

Tableau 1 - Résultats des tests de sensibilité à la toxine du Bac.i.llu.6 thuA.i.ng.i.e~ H14 de différentes populations
larvaires du complexe S.i.mul.i.um damno~. (larves de stades 6 et 7, contact 3 h, Température 25° C, IPS 80)

1

~
1\)
(Xl
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téméphos B. ~~ng~e~ H14

Moy. Maxi. Mini. Ecart Moy. Maxi. Mini. Ecart

CL 50 (mg/l) 0,031 0,072 0,017 4,2 0,03.1 0,059 0,014 4,2

Coeff. variation 13,4% 11,6%

CL 95 (mg/l) 0,13 0,23 0,068 3,4 0,25 0,59 0,17 3,5

Coeff. variation 19,2% 13,5%

CL 95/CL 50 4,2 8,1

Dose diagnostique 0,25 0,5proposée (mg/1)

Tableau 2 - Comparaison des résultats des tests de sensibilité à la toxine du
B~e~ thuA~g~e~ H14 et au téméphos.

B. ~~g~~ H14 : 29 données, larves de stades 6 et 7, contact
3h, température 25° C.

Téméphos : 20 données, larves de stades 4 et 5, contact 3 h, tempé
rature 20° à 25° C. (méthode Mouchet)

- 9 -
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LA LUITE CONTRE L'ONCHOCERCOSE HUMAINE
ET LES PERSPECTIVES D'INTEGRATION DE LA LUTTE BIOLOGIQUE

P. GUILLET

Institut de Recherches sur la Trypanosomiase et l'Onchocercose.
OCCGE/ORSTOM - B.P. 1500, Bouaké, Côte d'Ivoire

Pour être utilisable dans la lutte contre l'onchocercose, un insecticide ou
un agent de lutte biologique doit présenter impérativement certaines caracté
ristiques parmi lesquelles :
- pouvoir être produit en masse à un coût réaliste,
- être correctement formulé afin de pouvoir être appliqué et avoir une effica-
cité totale contre les vecteurs,
- être suffisamment stable pour subir un stockage prolongé sur le terrain en
zone tropicale,
- avoir une toxicité modérée vis-à-vis des organismes non cibles.

L'emploi généralisé d'un insecticide chimique en Afrique de l'Ouest a
engendré des résistances chez certaines espèces vectrices. Ultérieurement des
phénomènes de résistance croisée ont considérablement restreint l'arsenal des
insecticides utilisables. Le recours à la lutte biologique s'est avéré indispensa
ble. Le Bacil/us thuringiensis Hl4 de Barjac répond parfaitement aux exigences
mentionnées. Il est utilisé opérationnellement pour le contrôle des populations
résistantes. Son emploi généralisé serait possible en améliorant les performan
ces des formulations actuelles et en diminuant leur coût d'utilisation. Les
perspectives d'utilisation d'autres agents que les bactéries sporogènes (mermi
thides, champignons, microsporidies) ne peuvent actuellement être évaluées
tant que n'aura pas été résolu un certain nombre de questions parmi lesquelles:
la spécificité parasitaire, le degré d'efficacité, les possibilités de productions
de masse et la stabilité au stockage.

La lutte biologique contre les insectes vecteurs de maladies tropicales connaît actuellement
un regain d'intérêt. Cela est dû aux phénomènes de plus en plus courants de résistance aux
insecticides, au souci sans cesse croissant de protéger l'environnement ainsi qu'à la découverte
récente du Bacillus thuringiensis H14. Cette bactérie entomopathogène a connu un dévelop
pement très rapide et, moins de 4 années après sa découverte, a atteint le stade de l'utilisation
opérationnelle à grande échelle dans la lutte cOJ;ltre l'onchocercose en Afrique de l'Ouest. A tra
vers cette opération, nous analyserons les perspectives offertes par l'utilisation d'agents de lutte
biologique contre les vecteurs de cette maladie.

L'ONCHOCERCOSE HUMAINE DANS LE MONDE

L'onchocercose est une filariose dermique transmise par des simulies du genre Simulium.
Cette maladie, qui dans sa phase avancée provoque la cécité, touche environ 30 millions
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d'individus dont près de 99 % se trouvent en Afrique intertropicale et le reste au Yémen, en
Arabie Saoudite et en Amérique Centrale et du Sud.

La stratégie de lutte contre cette maladie est conditionnée par les contraintes imposées par
le parasite d'une part, ses vecteurs d'autre part, ainsi que par les moyens de lutte disponibles.

Le parasite, Onchocerca volvulus Leuckart, vit chez l'homme plus de 10 ans et il n'est
actuellement pas possible de le détruire par l'emploi de médicaments filaricides en campagnes
de masse. La seule arme disponible reste la lutte antivectorielle. Cette lutte doit être continue et
durer une quinzaine d'années jusqu'à disparition totale du parasite chez l'homme.

Les contraintes dues aux vecteurs et à leur milieu naturel sont très différentes selon qu'il
s'agisse d'onchocercose africaine ou sud-américaine et conditionnent les armes que l'on peut
leur opposer.

LEs VECTEURS AFRICAINS

Ils appartiennent en majorité au complexe Simulium damnosum Theobald. Ils ont un
cycle de développement très court (durée de vie larvaire de 8 j à 25 j, 25 à 30 générationsl
an). Les larves colonisent des cours d'eau d'une certaine importance dont le débit moyen peut
varier de quelques m3 /s (petites rivières de savane) à plus de 1000 m3 /s (grandes rivières de
forêt) e).

Les adultes se déplacent beaucoup et peuvent migrer sur des centaines de kilomètres. Pour
être efficace, une campagne de lutte devra donc porter sur de grandes étendues afin de minimiser
les phénomènes de migration et de réinvasion des zones traitées (Philippon & Le Berre, 1978 ;
Le Berre & Philippon, 1982). En Afrique de l'Ouest et Centrale, entre 13° de latitude Net
12° de latitude S, les foyers sont généralement contigus. Le faciès de la maladie diffère sensible
ment en zone de forêt et de savane ; dans ce dernier milieu, elle est beaucoup plus grave et
entraîne un taux de cécité élevé. Les vecteurs de savane sont généralement différents de ceux de
forêt.

TI existe en Afrique de l'Est, au Kenya et en Tanzanie notamment, des petits foyers isolés
où les larves des vecteurs (S. neavei Roubaud, S. damnosum s.1.) se développent dans les torrents
des régions montagneuses dont le débit est rarement élevé et les eaux moins chaudes. Les adultes
semblent s'y déplacer sur de plus faibles distances. S. neavei dont les larves vivent fixées sur des
crabes se rencontre généralement à une altitude plus élevée que S. damnosum s.1. et ne transmet

:; pas toujours l'onchocercose, notamment dans les bassins où ces 2 espèces sont présentes.

LES VECTEURS D'AM~RIQUECENTRALE

Le vecteur majeur est S. ochraceum Walker. Les larves se développent dans des cours d'eau
insignifiants (0,1 à 10 Ils) abondants le long des montagnes volcaniques aux flancs abruptes et
densément boisés (Anon., 1976). Le nombre de gîtes est généralement très élevé. Le cycle de
développement larvaire est relativement plus long (supérieur à 15 j). Les foyers sont localisés et,
comparés à ceux de l'Afrique de l'Ouest, de taille restreinte (de quelques km2 à quelques
milliers de km2 ). En Amérique du Sud (Vénézuela, Brésil) le degré de gravité de l'onchocercose
est mal connu. Les vecteurs sont S. metallicum Bellardi, dont les larves colonisent des cours
d'eau de taille moyenne et, S. exiguum Roubaud et les espèces du groupe S. amazonicum
Goeloi dans les rivières et les fleuves importants.

(1) Des traitements ont été réalisés sur la Sanaga (Cameroun) et le fleuve Zaïre à des débits respectifs de
6000 et 80.000 m3/s soit dans le 2ème cas 6000 1d'insecticide par point d'épandage.
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STRATEGIE DE LA LUTTE CONTRE L'ONCHOCERCOSE

La diversité évoquée ci-dessus à propos des différents foyers d'onchocercose conditionne la
stratégie à adopter pourla lutte.

LA LUTTE EN AFRIQUE INTER-TROPICALE

La principale opération est le programme OMS de lutte contre l'onchocercose dans la région
du bassin de la Volta (OCP) en Afrique de l'Ouest (Philippon & Le Berre, 1978 ; Le Berre &
Philippon, 1982 ; Walsh et al., 1981). Ce programme en cours depuis 1973 couvre une superficie
de 700.000 km2 et concerne 7 Etats (Bénin, Côte d'Ivoire, Haute-Volta, Ghana, Mali, Niger et
Togo).

La localisation des gîtes larvaires et la dispersion des femelles concourrent à l'utilisation des
traitements larvicides plutôt qu'adulticides. Selon la saison, 4000 à 18.000 km de rivières doi
vent être surveillés et, si besoin est, traités chaque semaine pendant 20 années. Les traitements
doivent être systématiquement efficaces à 100 % afin de pouvoir ramener le taux annuel de
piqûres (TAP : nombre de piqûres par homme et par an) de 300.000 et parfois plus dans les
conditions naturelles, à moins de 1000, seuil au-dessous duquel l'endémie onchocerquienne
reste très basse et ne constitue plus un problème de santé publique. Du fait de l'étendue des
zones traitées et de leur inaccessibilité en saison des pluies, les traitements sont réalisés par
avion et hélicoptère.

La pratique de ces traitements impose l'utilisation de formulations d'insecticides parfaite
ment auto-dispersibles et efficaces sous un faible volume du fait de la capacité de chargement
limitée des aéronefs. La portée, c'est-à-dire la distance sur laquelle le traitement reste totalement
efficace en aval du point d'épandage, doit être aussi grande que possible de manière à limiter le
nombre de points de traitement et la quantité d'insecticide consommée. L'Abate~ un concentré
émulsifiable à 20 %de téméphos (organophosphoré), répond à ces exigences. En saison sèche, il
est utilisé à la dose de 0,1 mg/l pendant 10 mn et chaque gîte doit être traité individuellement
du fait de l'absence de portée due au faible débit des rivières. En hautes eaux (saison des pluies),
la dose est de 0,05 mg/l/lO mn et la portée efficace dans les mêmes rivières atteint 30 à 50 km.
Le ravitaillement des aéronefs impose le stockage des fûts en brousse où ils restent en plein
soleil pendant parfois plus d'un an. Pour le Programme OCP, la quantité d'insecticide consom
mée annuellement est de l'ordre de 160.000 à 180.0001 et représente environ 10 % du coût
total du Programme. Après 10 années d'utilisation continue son impact sur le milieu naturel,
régulièrement évalué, est jugé comme très acceptable.

Il existe d'autres exemples de lutte, en Afrique de l'Est notamment. La focalisation de la
maladie a permis dans certains cas comme au Kenya avec S. neavei d'aboutir à l'éradication du
vecteur (Mac Mahon et al., 1958). Toutefois l'ampleur des opérations de traitement dans ce
type de foyers est sans commune mesure avec l'exemple précédemment cité.

EN AMtRIQUE CENTRALE ET DU SUD

Des essais de lutte à l'aide du DDT ont été entrepris au Guatemala dès 1945 (Fairchild &
Barreda, 1945). Un projet de lutte pilote, également au Guatemala, est en cours (Ogata, 1981).
Les traitements sont réalisés à l'aide de blocs de plâtre imprégnés de téméphos qui, en se dissol
vant, libèrent une concentration de 0,1 mg/l pendant 1 h environ. La portée des traitements est
très faible, même lorsque la dose appliquée est double (Takoaka et al., 1981).

Le problème majeur de ce type de campagne réside dans la multiplicité des gîtes à traiter
ainsi que leur accessibilité toujours problématique. Le coût de l'insecticide en lui-même ne
représentant qu'une faible part du prix de revient, il devrait être possible d'utiliser des larvicides
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plus onéreux, même si l'onchocercose ne constitue pas en Amérique du Sud un problème socio
économique aussi grave qu'en Afrique. Au Guatemala par exemple, sur 2 bassins couvrant au
total une superficie de 9,6 km2

, il faut réaliser 370 points de traitement et la consommation
annuelle de téméphos est de 2,3 kg.

PROBLÈMES RENCONTRES DANS LE DEROULEMENT
D'UNE CAMPAGNE DE LUiTE CONTRE L'ONCHOCERCOSE

Le programme OCP peut inscrire à son passif 2 écueils: les phénomènes de réinvasion, déjà
mentionnés et la résistance aux insecticides. Ce dernier point est particulièrement important.

Des populations d'espèces forestières du complexe S. damnosum ont très rapidement déve
loppé une résistance au téméphos (Guillet et al., 1981). Le c1ùorphoxim, un autre composé
organophosphoré, a été utilisé en remplacement mais les larves ont également développé une
résistance à ce composé (Kurtak et al., 1982). Simultanément a été mise en évidence une
résistance croisée à la plupart des composés organophosphorés utilisables en santé publique
(Kurtak, comm. pers.,).

Les autres familles de larvicides présentent des caractéristiques nettement moins avanta
geuses que les organophosphorés. Les organochlorés tels que le métoxychlore sont beaucoup
plus efficaces dans les eaux froides que chaudes. Le DDT longtemps utilisé avec succès est
considéré comme indésirable par les écologistes du fait de son accumulation dans les chaines
alimentaires. De plus les larves du complexe S. damnosum peuvent développer une résistance
à ce composé (Guillet et al., 1977). Les carbarnates, outre leur toxicité généralement élevée
vis-à-vis des mammifères, ont un effet larvicide très limité (Jamnback & Frempong Boadu, 1966;
Quelennec et al., 1970). Les pyréthrinoïdes présentent dans l'ensemble un pouvoir larvicide
très élevé; la deltaméthrine®(K-Othrine), par exemple peut être utilisée à des doses 15 à 20
fois moindres que celles de l'Abate (Dejoux & Guillet, 1980). Mais,cornme tous les composés
de cette famille sa toxicité vis-à-vis de la faune non cible, en particulier des poissons, limite les
perspectives d'utilisation.

Les régulateurs de croissance représentent une famille d'insecticides en pleine expansion.
Les mimétiques d'hormones juvéniles comme le méthoprène n'agissent à des doses raisonnables
que sur les larves âgées (Dove & Mac Kague, 1975 ; Thompson & Adams, 1979). Les inhibiteurs
de mue comme le diflubenzuron sont normalement actifs lors de chaque mue à la condition que
le temps de contact soit relativement long (Lacey & Mulla, 1978a, b). Des essais préliminaires
réalisés sur les larves du complexe S. damnosum ont montré qu'avec des temps de contact brefs,
que l'on observe dans la pratique des traitements opérationnels (10 rnn et moins), ce type de
produit n'est pas efficace même à des dosages élevés.

L'apparition de la résistance croisée aux composés organophosphorés a conduit à intensifier
la recherche de larvicides de remplacement mais, depuis 2 années maintenant, aucun nouveau
larvicide chimique n'a atteint le stade opérationnel. La résistance apparue dans la zone forestière
n'a qu'un impact très modéré sur l'ensemble puisqu'elle intéresse des espèces associées à une
onchocercose peu grave; mais le développement d'une résistance chez les espèces savanicoles du
complexe S. damnosum associées aux foyers les plus graves de la maladie risquerait d'hypothé.
quer l'acquit de 10 années de traitement d'une efficacité remarquable. Dans l'état actuel des
recherches sur le développement des insecticides au sens large du mot, l'utilisation d'agents de
lutte biologique constitue la seule alternative. Le B. thuringiensis H14 n'est pas seulement une
des solutions élégantes proposées pour des traitements expérimentaux, mais un produit opéra
tionnellement employé, même si la formulation actuelle présente de nombreuses insuffisances.
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LES AGENTS PATHOGÈNES DE SIMULIES
ET LEURS PERSPECfIVES D'UTILISATION DANS LA LUTTE BIOLOGIQUE

LES BACT€RIES

Bacillus sphaericus Meyer & Neide : 4 produits primaires (souches 1593 et MR4) ont été
testés sur des larves du complexe S. damnosum Us ne présentent aucune toxicité même à des
dosages très élevés et des temps de contact longs. II en est de même vis-à·vis des espèces néarcti
ques comme S. vittatum Zetterstedt (MoUoy, comm. pers.). Dans le cadre du programme OMS
de screening des bactéries entomopathogènes, de nouvelles souches et préparations à base de
B. sphaericus vont de nouveau être testées sur les larves du complexe ~: damnosum.

Bacülus thuringiensis H14 : les premiers essais sur larves des vecteurs d'onchocercose ont
été réalisés au laboratoire (Undeen & Berl, 1979) et sur le terrain (Guillet & de BaJjac, 1979),
en Mrique de l'Ouest en 1979. Pour être utilisables, les produits primaires qui se sont avérés
remarquablement efficaces et d'une parfaite sécurité d'emploi (Dejoux, 1979) doivent être
correctement formulés. Les preoùères formulations ont été testées en 1979 (Guillet & Escaffre,
1979) et le programme d'évaluation a été rapidement intensifié grâce à une coopération étroite
entre l'OMS et l'industrie.

Les recherches entreprises en Afrique de l'Ouest ont permis de démontrer que le type de
formulation le oùeux adapté à la lutte contre l'onchocercose est le concentré de suspension
dispersible (suspension de spores et cristaux individualisés).

Leurs taux de sédimentation sont très faibles (Guillet et al., 1979). Leur efficacité ne
dépend ni du temps d'exposition des larves (Guillet et al., 1982a) ni de la turbidité de l'eau.
Du fait des modalités de nutrition des larves de sïmulies, on n'observe pas de compétition
trophique entre les fines particules actives de B. thuringiensis H14 (l à 2 J.L) et les particules
naturelles dont se nourrissent les larves. Cette compétition existe nettement pour les formu
lations à grosses particules (20 à 50 J.L de diamètre), qui sont moins retenues par les larves lorsque
la concentration en particules naturelles augmente. Ces formulations sont donc nettement moins
efficaces dans les eaux chargées de matières en suspension que l'on rencontre très fréquemment
en zone tropicale, notamment en saison des pluies. Pour une formulation donnée, une augmen·
tation du titre exprimée en un Aedes aegypti se traduit généralement par une augmentation
d'efficacité vis-à-vis des larves de simulies. En revanche, d'un type de formulation à l'autre,
cette relation n'est pas systématique (Guillet et al., 1982b).

Une formulation à base de B. thuringiensis H14, le Teknar®, un concentré de suspension
titrant au oùnimum 600 un A. aegypti/mg, sélectionné en 1981 (Guillet et al., 1982a ; Lacey
et al., 1982) est maintenant utilisée opérationnellement par OCP pour le traitement des popula
tions larvaires résistantes aux insecticides organophosphorés. Le dosage employé en toute saison
est de 1,6 mg/l de formulation pendant 10 mn (soit 960 cmJ pour un débit de 60.000 l/mn).

La portée, comme tous les larvicides antisimulidiens, est fonction du débit. Faible aux
basses eaux, elle peut atteindre 20 km aux débits élevés (2,7.10' l/mn) (Lacey et al., 1982)
mais s'est avérée dans la pratique limitée à 8-10 km. Pour se disperser spontanément, le Teknar
doit préalablement être dilué avec 20 % d'eau, ce qui augmente les quantités à appliquer. Pur ou
dilué, sa stabilité est remarquable et il peut être stocké plus de 16 mois en plein soleil sans perte
d'efficacité (Guillet et al., 1982c).

li est toutefois apparu indispensable de rechercher des formulations ayant des caractéris
tiques opérationnelles plus avantageuses. Plus de 200 nouvelles formulations fournies par
l'industrie ont été testées sur les larves du complexe S. damnosum (Guillet, non publié) en
vue d'identifier point par point les facteurs qui depuis la fermentation du bacille jusqu'à sa
formulation peuvent conditionner son efficacité. Les meilleures formulations actuelles sont
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4 fois plus efficaces que le Teknar avec des propriétés physiqu~s améliorées, mais n'ont pas
encore atteint le stade opérationnel du fait de leur coût de production.

Le Teknar a été également utilisé avec succès au Guatémala (Undeen et al, 1981 ; Gaugler
et al, 1982), mais du fait des très faibles débits observés les dosages utilisés sont nettement
plus élevés et la portée très faible. .

LEs PROTOZOAIRES

Les ciliés. Des ciliés du genre TetrahymeTl/l (ou d'un genre proche) ont été décrits sur
adultes du complexe S. damnosum (Corliss et al., 1979 ; Lewis, 1960, 1965)et surS. ochraceum
au Guatémala (Ganns, 1975). la prévalence naturelle des ciliés chez les femelles du complexe
S. damnosum en Mrique de l'Ouest est généralement très faible (rarement plus de 1 à 2 %). Si
l'on observe habituellement un grand nombre de ciliés par femelle infectée, leur pathogénicité
n'a pas encore été prouvée et encore moins leuIS potentialités comme éventuels agents de lutte
biologique.

Les microsporidies. Ce sont après les mennithides, les parasites les plus fréquemment
rencontrés chez les simulies. Deux espèces ont été trouvées chez S. damnosum s.l. : Thelohannia
fibrata Stricldand 1913 (Undeen, comm. peIS.) et Pleistophora simulii (Ezenwa et al., 1974).
Dans la nature la prévalence est parfois élevée (jusqu'à 15 % chez S. squamosum, une des espèces
du complexe S. damnosum en zone de forêt).

Des tentatives d'infestation à partir de spores prélevées sur des larves contaminées de dernier
stade larvaire se sont soldées par un échec (Guillet, non publié),comme cela a été le cas avec
d'autres espèces de simulies (Weiser & Undeen, 1981). Les espèces mentionnées sont cosmopoli
tes et naturellement présentes dans le milieu. n est probable que leur introduction artificielle
n'augmente la prévalence que très temporairement. Des microsporidies de larves de moustiques
du genre Nosema ou Vavraia peuvent être produites en laboratoire et se transmettent expéri
mentalement sans difficulté. loIS d'essais sur le terrain, il n'a jamais été possible d'obtenir des
taux d'infestation dépassant 50 à 80 % (Anthony et al., 1978). Avant de pouvoir envisager
l'utilisation de microsporidies pour lutter contre les larves de simulies, il est indispensable de
résoudre le plOblème posé par la transmission du pathogène, sa spécificité parasitaire, son pou
voir larvicide réel et son effet sur les adultes (fécondité, transmission).

Les champignons. Une des espèces cosmopolites les plus courantes Coelomycidium simulii
Debaisieux 1919 a été trouvée chez S. neavei et S. adersi Pomeroy, une espèce couramment
associée à S. damnosum s.1. Un Coelomomyces a été identifié chez S. metallicum au Honduras
(Garnham & Lewis, 1959). Les cas d'atteinte par mycose chez les larves de vecteuIS d'oncho
cercose semblent rares. En revanche l'on trouve parfois des ftlaments mycéliens sur les femelles
vivantes de S. damnosum (un cas de prévalence de plus de 60 % a été signalé en Côte d'Ivoire)
qui pourraient être des phycomycètes pathogènes. Des Entomophthora ont été trouvés chez
S. damnosum s.l. au Cameroun (Lewis, 1965). Deux missions ont été consacrées à ce groupe
d'entomopathogènes en Côte d'Ivoire mais n'ont pas abouti (Remaudière & Papierock, comm.
peIS.).

Les virus. Bien que les infections par virus cytoplasmiques polyhédriques puissent être
décelées à l'œil nu, il n'en a, semble-t-il, pas été mis en évidence chez les vecteuIS d'onchocer
cose. la prévalence de ce type de parasitisme dans la nature semble très limitée et encore mal
connue.

Les nématodes. Le parasitisme par mermithides est très fréquent chez les simulies notam
ment en zone tropicale. Trois espèces ont été décrites en Afrique de l'Ouest sur S. damnosum
s.l. :Isomermis lairdi, Gastromermis leberrei et Gastromermis philipponi (Mondet et al., 1977a,b).
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Trois espèces ont également été décrites chez S. metallicum en Amérique Centrale Neomeso
mermiJ travisi (Vargas et al., 1980) Mesomermis guatemalae (Poinar & Takaoka, 1981) et
Isomermis benevolus (Poinar & Takaoka, 1979). De nombreuses espèces de mermithides ont été
décrites chez d'autres espèces de simulies.

Le parasitisme de S. damnosum s.1. par 1. lairdi en Afrique de l'Ouest a été bien étudié
(Mondet, 1981). La prévalence chez les femelles piqueuses peut être de 20 à 25 %et même dans
certains cas atteindre 50 %. Le parasite, dans la plupart des cas, stérilise la femelle en bloquant
le développement ovarien. Lorsque la prévalence est élevée, on observe un pluriparasitisme, qui
entraîne un déséquilibre très net de la sex-ratio avec production d'une majorité de mâles. Le
parasitisme chez les larves est fréquent mais sa prévalence est généralement plus élevée dans les
petits cours d'eau temporaires que dans les grandes rivières.

Quatre espèces de mermithides ont été décrites comme agents potentiels de lutte biologi
que contre les simulies (Poïnar, 1981) : Mesomermis flumenalis Welch 1967, Gastromermis
viridis Welch 1962, lsomermis wisconsinensis Welch 1962 et Isomermis lairdi. Il s'agit là de
parasites spécifiques, difficiles à produire dans la mesure où il n'existe pas encore d'élevages
de masse de larves de simulies. Un essai de lutte limité a été entrepris avec M. flumena/is sur
S. venustum Say dans une toute petite rivière de l'Etat de New-York (Molloy & Iamnback, 1977).
fi s'est avéré très difficile de dépasser 80 %de parasitisme et la portée du traitement a été faible.
n faudrait diminuer le coût de production des parasites respectivement de 10.000 et 100.000
fois pour être «compétitif» avec l'Abate et le Métoxychlore.

n existe des espèces de mermithides non spécifiques telles que Romanomermis cu/icivorax
Ross & Smith produites en masse in vivo pouvant parasiter des larves de simulies (Finney, 1975).
Lors d'essais réalisés sur S. damnosum s.1. en Afrique de l'Ouest (Colbo et aL, 1978), il a été
démontré que même à des doses massives, ce parasite ne pouvait infester plus de 0,5 % des
larves de premier stade seulement. Son emploi ne peut donc pas être envisagé.

Neoaplectana carpocapsae Weiser (Steinernema [eltiae Filipjev 1934, Steinemematidae)
est un nématode qui peut parasiter près de 250 espèces d'insectes dont les larves de simulies.
Sa production in vivo est relativement aisée. Des essais réalisés sur des larves de S. vittatum et
S. verecundum Stone & Jamnback ont permis de constater que du fait de la taille élevée des
parasites, ce nématode n'infeste que les larves âgées (MoUoy et al., 1980). Ses perspectives
d'utilisation sont donc très limitées pour les vecteurs d'onchocercose dont les populations
larvaires présentent simultanément tous les stades. fi a également été testé sur des vecteurs
d'onchocercose au Mexique (Gaugler et al., 1982).

DISCUSSION - CONCLUSION

Pour remplir son objectif, un progranune de lutte contre l'onchocercose, du moins en
Afrique, s'il est basé sur l'utilisation de larvicides, doit détruire systématiquement de l'ordre de
99,9 % des larves. Des traitements efficaces à 90·95 % seulement auraient pour conséquence
le maintien d'une population résiduelle de femelles assurant un taux de piqûres supérieur au
seuil acceptable de 1000 piqûres par homme et par an.

La régulation naturelle des vecteurs par les agents pathogènes mentionnés dans cet exposé
n'a aucune incidence significative sur la transmission de la maladie et sur son degré de gravité. Il
n'est donc pas surprenant de constater que des zones en Afrique de l'Ouest, dans lesquelles le
parasitisme par mennithides atteint 50 %des femelles de S. damnosum, présentent quand même
une onchocercose hyperendérnique due à un taux de transmission élevé.
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Le fait que les larves de simulies vivent en eaux courantes et donc que les traitements larvi
cides n'ont jamais de rémanence conditionne les modalités d'utilisation des agents de lutte
biologique. Dans l'état actuel des choses, cette utilisation ne peut consister qu'en applications
séquentielles comme n'importe quel larvicide conventionnel afm de détruire systématiquement
les simulies ou altérer leur capacité vectrice.

Nous avons pu constater que le nombre de parasites et agents pathogènes décrits chez les
simulies vectrices de l'onchocercose est très limité comparativement aux autres espèces de
simulies. Les recherches sur les agents pathogènes de simulies en zones tropicales ont jusqu'à ce
jour été singulièrement négligées. La plupart des spécialistes résident en zones tempérées et
n'interviennent que rarement lors de mission «safari») généralement de courte durée, ou pour
examiner du matériel fixé par des entomologistes de terrain qui' n'ont souvent qu'une compé
tence limitée en pathologie des insectes.

De la description d'un pathogène d'insecte à son utilisation comme agent de lutte biolo
gique, il existe un «fossé») considérable, le plus souvent infranchissable. Qu'il s'agisse de micro
sporidies ou de champignons, les données concernant les modalités de transmission du parasite,
sa pathogénicité réelle et les possibilités de production en masse in vitro sont actuellement trop
fragmentaires pour pouvoir évaluer raisonnablement leurs potentialités dans la lutte biologique
contre les vecteurs d'onchocercose.

Le parasitisme par Mermithidae est un phénomène mieux connu. Les quelques essais de
lutte entrepris contre les simulies ont permis de démontrer qu'il était difficile d'obtenir des taux
de parasitisme supérieurs à 70-80 %et la production de masse in vitro n'est pas encore réalisa
ble. Malgré de nombreux travaux consacrés à ce sujet, l'emploi d'helminthes dans la lutte
biologique contre les vecteurs d'onchocercose n'offre, dans l'état actuel des choses, pratique
ment aucune perspective d'utilisation.

Il est peu probable que des parasites appartenant à ces 3 groupes soient, à moyen tenne,
utilisables massivement dans une campagne de lutte contre S. damnosum s.l. En revanche, la
lutte contre les vecteurs d'onchocercose en Amérique Centrale pourrait offrir des perspectives
intéressantes. Les débits très faibles des rivières et la nécessité des traitements manuels laissent
une plus grande latitude dans le choix des moyens de lutte à utiliser. Ces foyers d'onchocercose
représentent donc un milieu favorable pour tester de tels agents de lutte biologique.

nexiste dans le domaine de la lutte biologique contre les simulies une différence importante
entre le B. thuringiensis Hl4 et tous les autres agents potentiels de lutte biologique. Le premier
est infiniment plus perfonnant à tous les niveaux (efficacité, stabilité, commodité d'utilisation
et coût de production). Représente-t-il pour autant l'anne absolue ? Nous allons à l'aide de
quelques chiffres le situer dans son contexte actuel d'utilisation.

Pour protéger les zones de résistance aux insecticides dans le Programme OCP, il faudrait
utiliser par an l'équivalent de 80.000 litres d'Abate soit 1.600.000 litres de B. thuringiensis
H14 (Teknar) c'est-à·dire :!O fois plus.

Actuellement pour protéger pendant 6 à 8 mois la moitié environ des zones où la résis
tance est effective. il a fallu doubler le budget insecticide de tout le Progranlffie. Pour des
raisons de logistique (capacité des appareils), il est très difficile de traiter en routine les rivières
dont le débit dépasse 20 m3 /s. La protection des zones de rés~tance n'est possible que grâce à
une alternance judicieuse entre le Teknar et le Chlorphoxirn, pourlequelles larves développent
une résistance instable.

n est indispensable d'améliorer les performances de la fcrmulation présentement utilisée.
L'obiectif serait une fonnulation à dispersion spontanée aussi efficace que possible (une amélio
ration de l'ordre de 4 fois de la CL 100 est souhaitable), ayant en hautes eaux une portée opéra·
tionnelle de l'ordre de 20 km et d'un prix de revient équivalent à celui de l'Abate. Cet objectif
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est techniquement réalisable et l'industrie travaille activement dans ce sens. La première appro
che consiste à augmenter la teneur en endotoxine (par culture sur milieu enrichi ou concentra
tion en fm de culture) et à utiliser des agents de fonnulation qui optimisent l'efficacité de la
toxine.

L'exemple de la lutte contre l'onchocercose en Afrique de l'Ouest démontre que le B. thu
ringiensis H14, en dépit de ses imperfections actuelles, est déjà un instrument de lutte intégrée.
Son utilisation même limitée à la saison sèche (basses eaux) pennet de relâcher significativement
la pression de sélection par les insecticides chimiques ainsi que la pression sur l'environnement.
La lutte intégrée contre les vecteurs d'onchocercose ne se conçoit pas comme l'utilisation simule
tanée de plusieurs agents de lutte mais comme une alternance de produits présentant des modes
d'action radicalement différents. Pour des raisons de logistique, il est difficile d'envisager l'em·
ploi de plus de 2 ou 3 produits. L'alternance B. thuringiensis H14 (8 mois, saison sèche) 
Abate (4 mois, saison des pluies) en zones de savane, où la résistance ne s'est pas encore mani
festée, serait très souhaitable.

S'il est apparu nécessaire de situer le B. thuringiensis Hl4 dans son contexte actuel d'utili
sation contre les vecteurs d'onchocercose, il représente toutefois un réel progrès qui a pennis de
résoudre le problème posé par la résistance aux insecticides. Ce n'est point là son seul mérite,
car il a renforcé la crédibilité de la lutte biologique et fait prendre conscience de la nécessité
d'intensifier les recherches dans ce domaine.
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SUMMARY

The control of human Onchocerciasis and the prospects for biological agents

An insecticide or biological agent for use in Onchocerciasis control must havt: certain
caracteristics including mass production at a realistic cost, a formulation which can be easily
appiied and is fully effective against vectors, sta bility during severa! months storage in the tropics
:110 moderate toxicity to man and non-target organisms. The widespread use of one chemical
insecticide in West AfTica has caused resistance in 2 vector species of the Simulium damnosum
complex. Cross-resistance subsequently appeared which limited the number of usable insecti·
cides. Recourse to biological control was therefore necessary. Bacillus thuringiensis Hl4 de
Barjac fulfilled the above mentioned requirements for a control agent. It is being used opera
tionally for the control of insecticide-resistant populations. Its use should be extended by
improving perfonnances of available formulations and increasing cost-effectiveness. The pros
pects for biological control agents other than spore-fonning bacteria (mennithids, fungi, micro
sporidia) cannat be evaluated presently as long as a number of questions remain unanswered vu.
host-parasite specificity, degree of efficacy, mass production and storage stability.
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LA LUTTE C'ONTRE LES VECTEURS DE L'ONCHOCERCOSE

EN AFRIQUE DE L'OUEST

ETUDE DE LA RESISTANCE ET RECHERCHE DE NOUVEAUX LARVICIDES.

- .......

Des méthodes ont été mises au point pour évaluer l'efficacité
de différentes classes d'insecticides utilisables contre les larves des
vecteurs de l'onchocercose dans le cadre d'un vaste Programme de lutte en
Afrique de l'Ouest.

Une résistance au téméphos a été mise en évidence, suivie
d'une résistance aux autres composés organophosphorés. Compte-tenu des
perspectives limitées offertes par les insecticides conventionnels, on a
évalué l'efficacité de nouvelles classes d'insecticides, en particulier
les régulateurs de croissance et les agents de lutte biologique.

Les résultats limités obtenus avec les premiers n'ont pas en
core permis d'envisager leur utilisation. Les facteurs qui conditionnent
l'efficacité du BacLllu~ ~hu4ingLen~~ H14 ont été étudiés; uri type de
formulation adapté à l'utilisation sur le terrain a été sélectionné.

Cet entomopathogène peut être produit industriellement en
très grandes quantités ; son utilisation a rapidement atteint le stade
opérationnel pour le traitement des larves résistantes aux insecticides.
Les risques de développement d'une résistance à la toxine bactérienne sont
très faibles mais ont toutefois été pris en compte. L'amélioration des
formulations va permettre d'étendre sensiblement leurs possibilités
d'utilisation.

MOTS eLES Onchocercose, lutte antivectorielle, larvièides, résistance,
BacLllu~ ~hu~LngLen~~ H14 (formulations).




