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1 - INTRODUCTION

Les premiers essais dé terrain réalisés avec le Bacillus thurin-
giensis H14 ont permis de mettre en &vidence la toxicitd remarquable de
cette bactdrie vis-i-vis des larves du complexe S. dammosum. L'inté€r8t de
son utilisation potentielle s'est révélé d'autant plus grand qu'est appa-
rue dans ce complexe S. damnosum une résistance crois@e aux insecticides
organophosphorés limitant consid@rablement le choix d’alternatifs du té-

méphos,

Un programme de criblage des formulations de B.t., HI4 a &t im-
médiatement mis en place grdce 3 la participation de 1'0MS et & la forte
motivation dont ont fait preuve les firmes concernBes., Ce programme a ra=
pidement débouché sur la sélection du Teknar(R) (Sandoz) qui, en quelques
mols, a atteint le stade de 1'utilisation opérationnelle. Dans le mSme
temps, un programme de recherches a permis d'Ztudier les avantages et les
inconvénients 1iés 3 l'utilisation des divers types de formulations pro=
duites par l'industrie, et de sélectiomner le type le mieux adapté 3 la

lutte contre l'onchocercose en Afrique de 1'0Ouest.

Lors du criblage ultérieur de nombreuses formulations, on s'est
heurté i des probldmes analogues i ceux rencontris dans la sélection des
larvicides chimiques. Il &tait trds difficile de prévoir 1l'efficacité
d'un produit et la seule démarche possible consistait 3 tester le plus de
formulations possibles afin d'augmenter les chances d'en sélectionner une

ou plusieurs qui soient performantes.

Uﬁe consultation avec les responsables du développement du B.?.
Hi4 de la Firme Solvay (Bruxelles) nous a permis de discuter les limites
de cette démarche et de mettre en oeuvre une apprcche plus rationnelle
du probléme. Cette approche consiste 3 tester systématiquement, &tape par
étape, les facteurs qui depuis la mise en culture du bacille jusqu'za 1'éla~-
boration de la formulation conditiomnent 1'efficacitd vis=3-vis des larves

de simulies,
La premi8re série d'essais qui fait 1'objet de ce rapport porte

sur des prodults primaires non formulds c'est-d-dire pour lesquels aucun

agent de formulation (mouillants, dispersants ,..) n'a 8té utilisé, L'Ztude
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de divers agents de formulation représente la deuxidme &tape de cette ap~
proche et sera présentée ultérieurement. Les produits test€s ne soat pas
nécessairement représentatifs de ce qu'il est possible de produire indus—
triellement et de commercialiser. Il s'agit d'une &tude pré&liminaire sur
la production des produits primaires qui serviront de base & 1'&laboration

des formulations.

Parallélement aux tests sur simulies, nous avons r2alisé des
tests sur 4. aegypti afin d'étudier le degré de similitude dans les résul-
tats obtenus et de vérifier si 1'information obtenue 8 partir des tests

sur moustiques est transposable aux simulies,

2. MATERIEL ET METHODES

Les 48 produits &tudiés sont tous du m@me type : concentrés de
suspension 3 tr&s fines particules, Il n'est pas possible de présenter ici
dane le détail les variables &tudiges car & divers degrés, elles relévent
du secret industriel, Cependant pour la clarté de l'expos& et en accord
avec le producteur; nous en donnerons une description sormaire. Ces varia-

bles présentées dans le tableau ! se répartissent comme suilt 3

Lignes My, M) et M3 représentent 3 milieux de culture différents.

Lis L2 et Ly représentent des taux de lyse bactérienne différents

c'est-d-dire 3 &tapes successives de la culture.

Colonnes A (1 & 3) et B (1 & 3) : les produits de la série B sont enrichis

en endotoxine par rapport 3 ceux de la série A,

1, 2 et 3 appliqués identiquement aux sé@ries A et B représentent
3 conditionnmements différents de la culture avant con-

centration.

Les lots 153 & 158 ont tous la mEme concentration par
rapport 2 la culture initiale tandis que les lots F

sont concentrés 1,6 fois par rapport & ceux-ci.
Dans un premier temps, nous avons procédé A um criblage sur

simulies & la concentration de 0,8 mg/l a4 1'aide du dispositif des mini~

gouttidres, Nous avons ensuite s@lectionnéd 16 formulations et avons pro-
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c&dé & un test complet (4 concentrations testies et 3 répliques par concen~
tration) pour vérifier la validitd des résultats obtenus par criblage &

dose unique., Certains de ces produits ont fait 1'objet d'un test bioclogique
sur larves de stade IV jeunes d'4., aegypt? souche Bora Bora (méthode stan-—
dard OMS). Les 48 produits ont &galement &té criblés sur 4, aegypti 3 rai-

son de 8 lots de 25 larves pour une concentration de b,25 mg/l.

Une étude sommaire des propriét€s physiques &e tous les lots a
8té réalisde au laboratoire. Nous avons contrdlé les qualitésde dispersion
du produit, sa fluidité et 1'homogéndité de la suspension obtenue. Afin de
limiter le nombre de domndes chiffrdes de ce rapport, nous ne mentionnerons
que 1gs observations relatives & la dispersion. Cing critdres ont &té rete-
pus qui sont 3 mulle (aucune dispersion), mauvaise (formation d'un nuage
avec de gros agglomérats), AB (dispersion correcte mais présence de petits

agglomérats), B (trés peu d'agglomérats), TB (dispersion parfaiie).

3. RESULTATS

Les résultats sont présentés dans 4 tableaux figurant en annexe.
A ces 4 tableaux s'ajoutent 18 fiches informatis@es de présentation des tests
complets avec analyse Log/probit des ré&sultats obtenus, Dans les tableaux 1
et 2, nous ne présentons que les mortalit@s obtenuss sur les larves de stades
6 et 7 cér elles sont généralement plus fiables que celles portant sur 1l'en-
semble des stades 1arvaires; Les r@sultats détaillés Ju screening figurent

dans les tableaux 3 et 4.

3.1. Influence du_milieu de culture :

B M e e g e el

Globalement, les r@sultats obtenus tant sur simulies que sur mous-

tiques ne font pas apparaltre de différence nette entre les milieux Ml et M2.

I1 est difficile de dire si le milieu M3 est plus efficace car les séries F

dans lesquelles il est utilisé sont en fait plus concentr@es que les autres.
Dans les séries ultérieurement testfes; on a constaté que les milisux M2 et

M3 domnaient des résultats comparsbles.

3.2. Influence de la concentration par rapport & la culture initiale :
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Le fait de concentrer 1,6 fois de plus procure un éain d'effica~
cit@ trés significatif. Toutefois, les lots les plus concentrés (séries F)
se dispersent généralement moins bien que les autres. Il est quand méme pos—
sible avec les &éries moins concentrées d'obtenir de bons résultats (lots
1 B des séries 153 & 158),

..I‘/Q‘C




3.3, Influence du_taux de_lyse bactérienne :
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Ce facteur influe différemment lorsqu'il est appliqué aux milieux
A et B, Compafé aux taux Ll et L2, le taux L3 donne avec le milieu My des
résultats moins bons, aussi bien sur moustiques que sur simulies mais ceci
ne se vérifie pas avec le milieu ¥Mp.Globalement il semble que le taux de
lyse Ly donne dans tous les cas sur simulies de meilleurs v&sultats, Il est

noter que les différences observées restent assez minimes,
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Les s8ries B (1 3 3) sont nettement plus efficaces que les A
(tableau 1), Ceci est trés net pour les lots 153 3 158 et moins net pour

les F du fait des forts pourcentages de mortalité observés avec cette série,

3.5, Influence du_conditionnement de la_culture_avant concentration :
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Qu'il s'agisse de la série A ou de la B, le conditionnement 3
donne toujours des ré&sultats nettement moins bons sur simulies et sur mous—
tiques, Cette différence est particuliBrement marquée pour les lots 156 &
158 3 A et 3 B ainsi que sur les lots FI11 et F12 3A et 3B. Le conditionne-
ment ! donne généralement de meilieurs résultats que le 2 sauf dans le cas
du milieuﬁMlssérie A o8 1l'on observe nettement 1l'inverse. Cette différence
entre les conditionmements 1 et 2 n'est plus apparente avec les combinai-

sons F car les pourcentages de mortalité observés sont trop proches (ta-

.bleau 1).

~

3.6, Fiabilité des résultats obtenus & partir d'un criblage a_dose unique :
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Si 1'on compare les résultats obtenmus 2 partir du criblage 3 ceux
des tests complets (tableau 2),on constate qu’il existe une corrélation sa-
tisfaisante entre les deux informations. Si 1'évaluation de ces 48 produits
avait été destinée 3 sélectionner les meilleurs d'entre eux devant ensuite
Stre testés sur le terraing il aurait &t nB8cessaire de choisir un seuil
d'acceptabilité assez large lors du criblage prélimimaire, Il aurait fallu
dans le cas précis retenir tous les produits donnant environ 95 7 de morta~
lité et plus poﬁr faire un test complet, Au~deld la pr&cision dans le résul-
tat n'est plus suffisante pour justifier un choix. Ainsi le lot FIT TA a dom~
né 94,9 % de mortalité & 0,8 mg/i/10 mn mais figure parmi les 3 premiers pour

son efficacité sur simulies comme sur moustiques (tableau 2),
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Comparaison des résultats obtenus sur moustiques et sur simulies :

3.7. Comparaison des résultats obtenus sur moustiques et sur simul
Si 1'cn compare les CL 50 respectives, l'on s'apercoit qu'il

existe pour ce type de preduit primaire une bonne corrélation entre les

mortalitds sur moustiques et sur simulies (tableau 2), Le screening 3

dose unique sur moustiques donne globalement une information qui corres—

pond aux ré&sultats sur simulies mais aurait conduit dans certains cas a

€liminer des proéuits intéressants comme les lots 153 IB, 155 IB, ou £lec~

tionner des produits moins efficaces tels que le lot 154 2A,

4, DISGUSSION - COMCLUSION

Cette série d'expérimentations a permis de recueillir un cexr=
tain nombre d'informations sur la production de produits primaires de
B. thuringiensis Hl4 devant servir de base & 1'élaboration des formula~
ticns antisimulidiennes. Certains facteurs jouént un r8le nettement plus
important que d'autres., Il ne semble pas que les 3 milieux de culture &tu-
diés (My, My, M3) donnent des résultats trés différents. Le milieu de cul-
ture est un facteur trd&s important dans la production du bacille & deux
niveaux. En premier lieu, il permet, en fonction de sa composition et de
sa richesse en divers &léments nutritifs, d'obtenir par unité de volume
un plus grand nombre de bacilles donc en fin de culture, une concentration
plus forte en cristaux (endotoxine). La culture sur milieu riche donne donc
de meilleurs résultats mais les colits de production sont nettement plus éle=
vés. En deuxidme lieu la composition du milieu de culture va conditiommer
la formulation 3 adopter. Selon les produits utilis@s, les r@sidus de fer-
mentation ou "ballast" qui représentent la fraction la plus importante dans
un produit primaire de B.t. Hl4, vont &tre plus ou moins fluides, se dis=-
perser plus ou moins bien et donc influer beaucoup sur les caractéristiques
finales de la formulation. Nous avons vu que globalement, le taux de lyse
2 donnait des résultats l&gdrement meilleurs que les 1 et 3. Avant la lyse
bactérienne, le cristal est inclus dans le sporange avec la spore. La for-
mation du cristal commence avant celle de la spore. Ce cristal, de nature
protéinique, présente en failt une structure composite et semble constitué
d'un agencement complexe de sous—unités., Il &tait d8s lors intéressant de
vérifier d'une part si au cours des divers stades de sa maturation, le cris-
tal présentait une toxicité vaxiablg et d'autre part si, inclus dans le spo-

range, i1 8tait aussi toxique pour les larves de simulies que lorsqu'il est
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34 178tat libre dans la culture. En effet, il a &té démontré qu'en augmentant
artificiellement le temps de transit intestinal des larves de simulies ayant
ingéré du B.t. Hl4, on augmentait sensiblement la toxicité de celui-ci, Ceci
semble traduire le fait que la digestibilitZ de la toxine est un facteur li-
mitant la toxicité du B.%t. Hi4 pour les larves de simulies chez lesquelles le

temps de transit intestinal est généralement court,

© La concentration de la culture originale ainsi que 1'app1icatioﬁ
d'autres procédés d'enfichissement ont ume influence tr&s favorable sur la
toxicité des produits. Cela est tout i fgit leégique dans la mesure ol la to-
xicité dépend étroitement de la tenetir en éndotoxine. $i la goncentratioﬁ,'
ainsi que la culture sur milieu riche sont des procédés qui ﬁermettent d'ob~
tenir des produits tr&s performants, ils sont souvent difficilement applica~
bles au niveau industriel et s'avBrent géndralement onéreux. Ce probléme de
1'enrichissement des formulations en endotoxine reste le probldme clef de la
mise au point de produits efficaces dont le colit soit compatible avec 1ltuti~
lisation & grande &chelle dans les pays en voie de développement. C'est dans
la mise au point de produits industriels d'&limination du "ballast" que des.

progrds spectaculaires restent 3 enregistrer.

Le principe du criblage 34 dose unique présente, nous l1'avons vu,
certaines limites ﬁais permet de s@lectionner trd@s rapidement les produits
les plus efficaces, En comparant les ré&sultats du criblage & ceux des tests
compléts pratiqués sur 16 produits différents, nous avons constaté qu'avec
une fourchette de 1l'oxdre de 5 % les résultats &taient aussi fiables dans les
deux cas. Ceci est intéressant dans le contexte actuel de cette série d'ex-
périmentations ol nous recevons un grand nombre de formulations pour lesquel-
les les firmea veulent une réponse aussi rapide que possible., De plus si la
CL 50, calculde 3 partir d'une série de 3 esgsais, est une donnée beaucoup plus
précise, il faut garder présent & l'esprit que 1l'information principale pour
apprécier 1'efficacité d'un lavvicide destiné & la lutte contre 1'onchocercose
reste la limite supérieure de la CL 100, Les produits n'ayant pas tous des
pentes paralldles; il est préférable pour le criblage de choisir une concen—-
tration donnant une mortalité aussi proche que possible de 100 % avec les

formulations les plus efficaces,
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Pour les produits primaires comme ceux ayant fait 1°'objet de
cette étude, il existe une bonne corrélation entre 1'activité biologique
sur larves de moustiques et de simulies. Un premier tri sur moustiques au
niveau de la firme aurait permis d'&liminer les produits les moins effica-
ces, Ce tri devrait toutefois reposer sur un titrage normal et non sur un
criblage a4 dose unique qui, dans le cas des moustiques ne donne pas des

résultats suffisamment fiables.

Les 48 produits qui ont fait 1'objet de cette &tude ne représen—
tent pas des formulations que 1l'industrie peut d&s maintenant produire,
Leur mise au point et leur &valuatiom étaiént destindes 3 mieux connaftre
les facteurs qui permettent d'amdliorer les produits primaires de B.Z.

Hl4., Si certains d'entre eux peuvent probablement Etre utilisé@s tels quels,
comme les lots 154 1B et FII 3B, la plupart doivent &tre formulé€s pour &tre
utilisables comme larvicides antisimulidiens. Cette &tude a donc &t& suivie
d'une démarche similaire concernant les formulations, Les ré&sultats feront

1'objet d'un rapport ultérieur,
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“ 2 3 9 nend enrichi .série A " enrichi
o B Conditionnement} Conditionnement. 2 {Conditionnement 3 | Conditionnement 1 {Conditionnement 2 | Conditionnement 3
. - - L] x .
153 L, | 687 iSimulies® . 9,8 85 98,1 87,4 67,4
59 ;Moustiques %% 87,5 79,5 55,5 98,5 62,9
62’9 86,4 . 64;7 98,5 89,3 56,9
154. L1 | 63,3 99,5 43 54,3 65 4649
155 Ly | 469 90, 1 45,6 93,9 83,3 79,7
51,5 47,2 17,8 36,5 46,5 18
156 L, | 9753 69 28 100 80,2 23,6
' .93,5 58 42,9 95,5 71 45,7
157 | 93 85,9 15,9 98,9 57,9 18,2
‘ 100 89 . 41,5 99,5 88 68 .
158" 1y | %52 50 4,6 98,6 61,4 4,8
-] 94,5 . 59,8 53,5 99,5 92,5 73
. Ly 94,9 98,5 74,3 99,2 100 91,5
84,5 . . 87,3 52,5 88 96,5 54,5
F 12 I‘?_ 100 100 57 100 100 73,3
- 88,5 a3 42,7 89,5 g7 56

Tableau 1 ~ Mortalités comparées sur simulies et sur moustiques.

% pourcentages de mortalitd

*% pourcentages de mortalité

des larves de stades 6 et 7 du complexe &, daymogym & 0,8 mg/1/10 mn

des larves de stade IV jeunes d'4, aegypti souche Bora~Bora 3 0,25 mg/l.




Mortalité sur simulies

Mortalité sur moustiques

Produit CL 50 stades 6~7 | % mortalitéstades’ CL 50 % de mortalitd
en mg/1/10* 6-7 3 0,8 mg/l/.‘t{)'t en mg/l a 0,25 mg/l

F I1 1B 0,076 99,2 0,067 88
156 1B 0,076 100 95,5
F 11 1A 0,083 94,9 0,082 84,5
F 12 1A 0,099 100 0,10
157 1B 10,103 98,9 97,5
F 12 24 0,109 100
158 1B 0,116 98,6 99,5
158 1A 0,118 96,2 94,5
153 2A 0,139 94,8 0,10 87,5
F 11 2A 0,154 100 0,007 | 87,3
157 1A 0,167 94,3 100
153 1B 0,168 08,1 0,158 55
156 1A 0,188 97,3 93,5
155 1B 0,189 23,9 0,222 36,5
155 38 0,39 78,7 . 0,19 ETHE
F.11 3B 0,672 91,6 - 028 o 54,5

Tableéau 2 — Comparaison ‘dés résultats cobtenusg sur similies et sur moustiques

(larves du complexe S. dammosum et d*4A. aegypti souche Bora-Bora,

stade IV jeunes).




Mortalitd sur simulies Dispersion du produit’
Lot
Stades 7 Tous stades Spontanée Aprés retournemept
153 1A | 67,03  (182)7 78,43 (343) | nulle AB
24 | 94,8 (154) | 96,15 (31y). v TB
- 3A 85 (180> | 89,3 (346) LA AB
18 | 98,13 (160) | 98,76  (323)] nulle ' B
28 | 87,41  (143) | 93,26 (361) " TB
B | 67,42 (132) | 74,89 (223) " AB
156 1A | 62,91  (213)| 74,79  (349) | nulle ‘ mauvaise
oA | 86,42  (162) | 91,72 (302) 4 AB ,
3A 64,71 {153) 74,69 (241) " mavvaise
i3 | 98,51 ( 67)1 98,13 (375) AR B
28 | 89,29  (168) | 92,24  (464) nulle
38 | 56,93 (202) | 63,74 (524) o B
155 1A 46,94 ( 98)1 77,32 (529) mauvaise TB
2A | 90,05 (191) | 95,10  (694) nulle AB
34 | 45,58 (147) | 69,85 (471) " AB
1B 93,94 { 99)Y | 98,76 (647) bonne : T8
2B 83,33 { 66) 95,24 (420) mauvaise TR
38 | 79,71 ( 69) | 98,85 (435) | nulle TB
156 © 1A | 97,30  ( 74) 83,82'. (649) nulle T8
24 | 69,01 ( 71) ] 92,57 (471) " TB
3A ] 28 . (75! 34,50  (403) " | TB
18 | 100 (159) | 99,65  (575)| nulle B
28 | 80,23 (193) 87,42 (445) " B
38 | 23,61 ( 72) 39,10 (335)] " TR

% éntre parenihéses : le nombre de larves testées.

Tableau 3 - Résultats du criblage & 0,8 mg/l exprimés en pourcentages de mortalité

et observationsg sur la dispersion des produits dams 1feau.




Mortalité sur simulies i Dispersion du produit
Lot Stades 7 " Tous stades Spontanée Aprés retournement -
157 1A | 94,29  (105)% 97,32 (448) | mauvaise TB
_2A | 85,88  ( 85) 1 94,89  (724) | mulle TB

3A | 15,86  (145) | 18,85 - (992) | mauvaise TB

18 | 98,85 (87| 99,81 (518) | mauvaise TB

2B | 57,89  ( 57)| 88,76  (507) | nulle B

38 | 18,18 - ( 22) | 46,21 (264) | pulle B
158 1A | 96,15 (52) 1 99,59  (723) | nulle TB

"2A | 50 ( 38) | 92,20  (513) " "

3A 4,55  ( 66) | 13,29  (617) " : "

1B 98,59 (79) | 99,83 (602) nulle . B

2B | 61,36  ( 88) | 90,76  (671) " _

3B 4,85  (124) | 14,67  (709) " "
F1ll 1A 94,95 (218) | 97,05 (647) mauvaise TR

2A | 98,52 - (203) { 99,38  (487) | nulle "

3A | 74,27 (241) | 81,44  (501) " mauvaise

18 | 99,19  (124) { 99,11 (451) | AB B

28 | 100 (120) {100 (412) | nulle "

38 | 91,55  (142) | 95,31  (384) " "
F12 1A {100 ( 60) {100 “(394) nulle 4 mauvaise

24 |1oo - ( 94) {100 {509) " . AB

34 | 57,02 (114) | 78,16  (467) " , AB

18 | 100 (73 100 (476) | nulle nulle

28 {100 ( 99) {100 (814) " . B

38 | 73,33 (105) { 85,71 (490) " B

% entre parenthéses : le nombre de larves testées

Tableau 4 ~ Résultats du criblage 3 0,8 mg/l exprimés en pourcentages de mortalitd

et observations sur la dispersion des produits dans 1'eau,




