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1 - INTRODUCTION 

L ~ S  premiers essais dk terrain réalis& avec le BaciEEus tlmrin- 
giensis H14 ona: permis de mettre en évidence la toxicitG remarquable de 

cette bactgrie vis=à-vis des larves du complexe So dmoswn. L'intGrgt de 
son utilisation potentielle s 'es t  révélé dFautant plus grand qu'est appa- 
rue dans ce complexe S. damosum une résistance croisGe aux insecticides 
organophosphorés limitant considgrablement le choix d'alternatifs du té- 
méphos * 

Un programme de criblage des formulations de B.t.  HI4 a été im- 
m6diatement mis eri place grâce à la participation de l'OMS et å la forte 
motivation dont ont fait preuve les firmes concem6es. Gk programe a ra- 
pidement debouché sur la sélection du Teknar") (Sandoz) qui, en quelques 
mois, a atteint 18 stade da l'utilisation opikationnelle. Dans le m&ne 
tamps, un programme do recherches a permis d'étudier les avantages et: les 
inconv6nients liés B l'utilisation des divers types de formulations pro- 
duites par l'industrie, et ds sélectionner le type le mieux adapté à la 
lutte contre l'onchocercose en Afrique de Z'Quest. 

Lors du criblage ultGrieur de nombreuses formulations, on s * e s t  

heust6 ili des problèmes analogues à ceux rencontr6s dzns la sélection des 
larvicides chimiques. 11 6tait très difficile de prgvoir lvefficacit6 
d'un produit et la seule dGmarche possible consistait 2 tester le plus de 
formulations possibles afin d'augmenter los chances d'en sélectionner une 
ou plusieurs qui soient performantes. 

Une consultation avec les responsables du développement: du B.$. 
H14 de la Fime Solvay (Bruxelles) nous a permis de discuter les limites 
de cette d6marche. et de mettre en oeuvre une approche plus rationnelle 
du problème. Cette approche consiste 2 tester syst&natiquement, étaps par 
Btape, les facteurs qui depuis la mise en culture du bacille jusqu'â 1*Qla- 
boratiora de la formulation conditionnent Z'efficacitG vis-à-vis des lames 
de simulies, 

La prenizre série d'essais' qui fait l'objet de ce rapport po~te 
sur des produits primaires non formul6s c'est-hlire. pour Lesquels aucun 
agent de fomulation (mouillants, dispersants . n'a ét6 utilisé, L'gtude 
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de divers agents de formulation représente la deuxième étape de cette ap- 

proche et sera présentée ultérieurement. Les produits test& ne so3t pas 

n6cessairenent représentatifs de ce qu'il e s t  possible de produire indus- 
triellemat et de comercialiser. Il s'agit d'une Zitude préliminaire SUP 

la production des produits primaires qui serviront de base 5 I'élaboration 
des fomulations, 

Parallèlement aux tests SUP simulies, nous avons rQalis6 des 

tests sur A ,  uegyp-ti afin d'gtudiar le degré de similitude dans les résul- 
tats obtenus et de vérifier si l'information obtenue B partir das tests 
sur moustiques est  transposable aux sinulies. 

2 H A T E R 1  E L  ET P4ETHODES 

Los 48 produits Studi& sont tous du m 8 m  type : concentrés de 

suspension à très fines particules, Il n'est pas possible de prgsenter ici 
dans le, dgtail les variables étudiées car å divers degr&, elles relèvent 
du secret industriel. CepenGant pour La clart& de l*exposQ et en accord 
avec le producteur, nous en donnerons une description sommaire. Ces varia- 
bles prgsentées dans le tz3lsau 1 se répartissent come suit : 

Lignes k%ls 142 et 133 reprgsentent 3 milieux de culture diffErents. 

LI, L2 at: L3 reprGsentsnt des taux de lyse bactQrienne diff6rents 
c'est-à-dire 3 &tapes guccensivea de la culture. 

Colonnes A ( 1  2 3) et B ( 1  à 3)  : Les groduits de la série I3 sont enrichis 
en endotoxine par rapport à ceux de la &rie A, 

I ,  2 et 3 appliqu6.s identiquernent aux sbrics R et B raprgsentent 
3 conditionnements différents de la culture avant con- 
centration. 

., 
Les Lots 153 B 158 ont tous la même concentration par 
rspport 2 la culture initiale tandis que 'Les lots F 
sone concentrés 1,6 fois par rapport B ceux-ci. 

Dans un premier temps, nous avoris procddé B un criblage sur 
shulies 2 la concentration de. 0,s mg/l 2 l'aide du dispositif des nini- 
gouttitres. ~ o u s  avons ensuite sglectionng 16' formulations et avons gro- 
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cédQ b un test complet ( 4  concentrations test6es et 3 répliques par concen- 
tration) pour vérifier la validit6 des r&ultats obtenus par criblage B 

dosa unique. Certains de ces produits ont fait lPobjet d'un test biologique 
sur larves de stade IV jeunes d'A. a a g y p ~  souche Bofa Bora (usthode stan- 
dard OMS). Las 48 produits ont également ZiS. criblss sur A. m g y p t i  2 rai- 
son de 8 lots de 25 larves pour une concentration de 0,25 mg/l. 

Une étude sommaira des pfopri6tGs physiques cis tohi; les lots a 
été r$ali$Qe au l&oratoire. Nous avons contrôlé les qualit& da dispersion 
du praduit, sa fluidité et lqhomog6n¿Xté de la suspension obtenue. Afin de 

limiter fe nombre de données chiffrges de ce rapport, nous ne mentionnerons 
que les observations relatives 5 la dispersion. Cinq critères ont Qté rate- 
nus qui sont : nulle (aucune dispersion), mauvaise (formation d'un nuage 
avec de gros agglouGrats), AB (dispersion correcte nais prgsence de petits 
zrgglo&rats) , B (très pau d'agglomérats) TB (dispersion parfaite). 

3. R E S U L T A T S  

Lea rgsultats sont prBsantQs dans 4 tableaux figurant en annexe. 
A ces 4 tableaux s'ajoutent 18 fiches informatisQes de prGsentation des tests 
complets avec analyse Log/probit des rzsultats obtenus. Dans les tableaux 1 

et 2, nous ne prgsentons que les mortalit6.s obtenues sur les larves de scindes 

6 et: 7 car elles sont ggnéralenont plus fiables qm ce?llas portant sur Iten- 
semble des stades larvaires. Les résultats détaill6.ç du screening figurent 
dans les tableaux 3 et 4 .  

Globalement, les rgsultzts obtenus tant: sur simulies que sur nous- 
tiques no font pas appalraPtre de diffgrence net te  entre los  milieux M1 et E!. 
Il est difficile. da dire  si 1s milieu E43 est plus efficace car les séries F 
dans lesquelles il est utilis6 sont en fait plus concentrées que les autres. 
Dans les sgrics ultErkurement testGes, on a constaté que les milieux p12 et 
ïB donnaient des r6sultats comparables. 

La fait de concentrer 1,6 fois de plus  procure tin gain d'effica- 
cité très significatif. Toutefois, les lots les plus concentr6s (sérias F) 
se dispersefit g6nbrala-m" moins bien que Pes autres. Il est quand m8me pos- 

s ib le  avec les 
1 B des séries 153 2 158). 

&ries inoins concentrGes d'obtenir de bons résultats (lots 
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I' 
' ,  3.3.  Influence dea taux de l z s e  bactérienne : 

--d....------- ------- 
Ge facteur influe diff6rermnent lorsqu'il esc appliqué aux milieux 

A e t  3. Comparé aux taux LI et L2, le taux L3 donne avec le nilieu Ml des 

résultats moins bonsp aussi bien sur moustiques que sur simulies nais ceci 
ne se vgrifie pas avec le milieu V2,Globalement il semble que le eaux de 

lyse L2 donne dans tous les cas sur simulies de meilleurs résultats, 11 est 
Z. noter que las différences observées restant assez miaimes. 

3.4. -----------c------------ Comparaison en t re  lots enr i ch i s  ( e )  e t  non enrich-isL.41 : 

Les sërias B ( 1  b 3 )  sont nettement plus efficaces que les A 
(tableau l ) ,  Ceci est: rrès net pour les lo ts  153 8 158 et moins net pour 

les F du fair des forts pourcentages do mortalitG observQs avec cette série. 

3 . 5 . Ln21 ~ e ~ c g  ~ ~ _ c ~ n ~ j ~ i ~ ~ ~ e ~ ~ ~ ~ - d ~  j-a-cu-1 ty-e-aLazt-cgnge@La t i on ; 

Qu'il s'agisse de la série A ou de la B, le conditionnement 3 
donne toujours des résultats nettenent moins bons sur simulias et sur mous- 
tiques. Cette différence est particulièrement marquGe pour les lots 156 B 

158 3 A et 3 3 ainsi que sur les lots FI1 et FI2 3 8  e t  30, Le conditionne- 
ment 1 donne généralement de meilleurs résultats que le 2 sauf dans le cas 

du milieuM19série A o3 lqon observa nettement l'inverse. Getta diffgrence 
entre les conditionnements 1 et 2 n'est: plus apparente avec les combinai- 
sons F car les pourcentages de mor-talité observés sont trop proches (ta- 
bleau l ) .  

3.4. F i a b i l i t é  des r @ s o l t a t s  obtenus à Lart'ir d'un cribla3e ã dose unique : 
1----1-- ------c 

Si lvon compare les rgsultats obtenus 2 partir du criblage 2 ceux 
des tests conplets (tableau 2),on constate qu9iL existe wie carréiation sa- 

tisfaisante entre les deux informations. Si 1'Gvaluation de cas 48 produits 
mait ét6 destinée 2 s&lectianner les meilleurs d'entre e w  devant ensuite 
Ztra testés sur le terrain, il aurait été n5cessaire de choisir un seuil 
d'acceptabilitë assez 'large f o r s  du criblage pr&liminaire. I1 aurait fallu 
dans le cas prEcis retenir tous les produits donnant environ 95 Z do morta- 
lit6 et plus your faire un test complet. Au-delà la précision dans le résul- 
tat &*est plus suffisante pour justifier un choix. Ainsi le lot F I 1  IA a don- 

né 94,9 X de mortalité 5 0,8 m g / T / 1 0  mn mais figure panni las 3 pre&ets pour 
son ef%icaci.tG sur simulies come sur moustiques (tableau 2). 
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3.7 .  " --------------------I_ Comparaison des résul t a t s  obtenus sur moustigugs-et- zur- SiEulies- : 

Si lPcn compare les CL 50 respectives, l*on s*aperqoit qravil 
existe pour ce type de produit primiire une bonne correlation entre les 
mortalités sur moustiques et sir simulies (tableau 2). Le screening 2 

dose unique SUT moustiques donne globelement une information qui corres- 
pond aux résultats sur sinlulias mais aurait conduit dans certains cas b 

Gliminer des produits intéressants come les lots 153 IB, 155 IB, ou~lec- 
tionnar des produits moins efficaces tels que le lot 154 2A. 

4 .  DISGUSSION - C O N C L U S I O N  

Cette sGrh d'expérimentations a penais de recueillir un Cer- 
tain nombre d'informatians sur la production de produits primaires de 
B ,  thwdng~ensis H I 4  devant servir de base ZI l'élaboration das formula- 
tions antisiruulidiennes. Certains facteurs jouent un r8le nettement plus 
important que d'autres, I1 ne semble pas qua les 3 milieux de culture étu- 
dies (M1, Mq29 donnent des résultats très différents. Le milieu de cul- 
ture est un facteur très important dans la production du bacille ã deux 
niveaux. En premier lieu, il pennet, en fonction de SR composition et de 
sa richesse en divers élGments nutritifs, d'obtenir par wité de volune 
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 coûts de production sont nettement plus Ble- 
V ~ S ,  En deuxième lieu la composition du mifieu de cultura va conditionner 
la formulation B adopter, Selon les produits utilisés, les rêsidus de fer- 
mentation au "ballastgs qui représentent la fraction la plus importante dans 
un produit primaire de B. t ,  K14, vont etre plus ou moins fluides, se dis- 
perser plus ou moins bien et donc influer beaucoup stir Les caract6ristiques 
finales de la fowiullation. Nous 2vons QU que globalement, le taux de lyse 
2 donnait des  résultats légsrement meilleurs que les I et 3. Avant la lyse 

bactikienne, 1s cristal est inclus dans le sporange avec la spore, La for- 
mation du cristal commence avant celle de la spore. C e  cristal, de nature 
protGinique, prgsente en fait une structure conposite et semble constitué 
d'un agencement complexe de sous-unités. I1 était dSs lors intéressant de 
vérifier d'uns part si au cours des divers stades de sa maturazion, la cris- 
tal pr6sentait une toxicit6 vaatiablz et d'autre part si, inclue dans 1e spo- 

range, il Stait aussi toxique pour les lames de simulies que lorsqu'il est 
I 

. O * / *  



B l'état libre ¿ans la culture. En effet, il a été di5montrQ qu'en augmentant 
artificiellement le temps de transit intestinal des larves de simulies ayanr 
ingéré du B.%. H14, on augmentait sensiblement la toxicité de celui-ci. Ceci 
semble traduira le fait qua la digestibilit6 de la toxine est  un facteur li- 
mitant la toxicif5 du B.t.  Hl4 pour les larves de simulies chez lesquelles le 
temps de transit intestinal est généraleaent court. 

La concentration de la culture originale ainsi que l'application 
d'autres pr:oc$dés d'cni%hissement ont une influence très favorable sur la 
toxicit6 des pfdduits. Cela est: tout 2 fait Idgiquc dans la mesure QÙ la to- 
xicitQ dépend Qtroitement de la tenehr en Bndotoxine. Si la concentration, 
ainsi que la culture sur milieu riche sont das proc&Iés qui permettent d'ob- 
tenir des produits très performants, ils sont souvent difficilement applichi 
bles au niveau industriel et sPav&ent généralement onéreux. Ce problème de 
l'enrichissement des formulations en endotoxine reste le problème clef de la 
mise au point da produits efficaces dont le coGt soit compatible avsc l'uti- 
lisation à grande échelle dans les pays en voie de dGveloppement. C'est dans 
la mise au point de produits industriels d'élimination du "ballast*' que des 
progrès spectaculaires restent à enregistrer. 

i 

Le principe du criblage B dose unique prgsente, nous l'zwons vu, 
certaines limitas mais permet ¿e sglectionner très rapidement les produits 
les plus efficaces. %n emparant î e s  résultats du criblage à ceux des tests 
coqlets  pratiqués sur 114 produits différents, nous avons constat6 qu'avec 
une'fourchette de l'ordre de 5 Z les r6sultats étaient aussi f iables  dans les 
deux cas. Ceci est intéressant dans 

p6rimentations où R.OUS recevons un gran6 nombre de formulations pour lesquel- 
les les firmes veulent une rBponse aussi rapide que possible. De plus si La 
CL 50, calculée 3 partir d'une &rie da 3 essais, e s t  une donnée beaucoup plus 
prQcise, il faut garder prBsent B l'esprit que l'information principale pour 
apprécier l'efficacité d'un larvicide destin6 2 la lutte contre Lvonchocercose 
reste la Limite supérieure de la CI, 108. Les produits n'ayant pas tous des 
pentes parallzles, il est prgférable pour le criblage da choisir une concen- 
tration donnant une mortalit6 aussi proche que possible de 100 % avec les 
formulations les plus efficaces. 

le contexte actuel de cette série d'ex- 
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Pour les produits primaires comme. ceux ayant fait l'objet de 
cette Gtude, il existe une bonne corrélation entre l'activité biologique 
sur larves de moustiques et de simulies. Un premier tri sur moustiques au 
niveau de la firme aurait permis ¿'¿Sliminer les prodcits les moins effica- 
ces. Ce tri devrait toutefois reposer sur un titrage n o m l  &.non sur un 
criblage 2 dose unique qui, dans le cas des moustiques ne donne pas des 
résultats suffisameat fiables. 

Les 48 produits qui ont fait l'objet de. cette Qtude ne reprQsen- 
tent pas des formulations que l'industrie peut dès maintenant produire. 
Leur mise au point et leur évaluation étaient destinges B mieux conndtre 
les facteurs qui permettent d'am6liorer les produits primaires de B o t .  

B l 4 .  Si certains d*entre eux peuvent probablement gtre utilis6s tels quelsg 
comae les lots X54 1B et F I 1  3 B ,  la plupart doivent Stre formulés pour être 
utilisables comme larvicides antisimulidiens. Cette 6tude a donc été suivie 
d'une démarche similaire concernant les formulations. Les résultats feront 
l'objet d'un rapport ultérieur. 
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Tabzeau 1 - Mortalit& comparées sur simu1ies et SUT moustiques, 
pourcentages de mortalité des lames de stades 6 e t  7 du complexe S, h o s w n  B 0,8 mg/l/lO mn 

%!% pourcentages do mortalits des larves da stade IV jeunes d'A. uegm+i souche Bora-Bora 2 0,25 %/l. 
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Produit 

F I l  1B 

I56 1B 

F I l . I A  

B 12 IA 

157 13 

F E2 2A. 

158 I 3  

158 I A  

153 2A 

F x a  2A 

157 1A 

I 5 3  IH 

156 IA 

155 133 

15% 3B 

F ]il 38 

1 "taxitg sur  moustiques 

CL 50  stades 6-7 

en m g / l / l O '  

0 2 O76 

0,076 

o;, O83 

0,099 

O, IO3 

o, 1 0 9  

O, 116 

0,118 

O, 139 

o, 154 

0,167 , 

O, 168 

0,188 - 

Q Y  189 

I 99,2 

1 GO 

9 4 , 9  

: .  E'OO . ' 

9839 

1 OQ 

98,6 

96,2 

94,s 

E 80 

94,3 

98, I 

9 7 , 3  

93,9 

, 3. 
79,7  

0,067 

o, O82 

0310 

o, IO 

0,097 

o, 159 

o, 222 

0919 

%3$# 
' I  

88 

95,s 

84,5 

9755 

99,s 

94,s 

87 ts  

87,s 

a O0 

55 

93,5 

36,5 

18 

1 51,s 
-L. 

% .  



I MorialitrB sur simulies I Dispersion du produit' 

Lot 
Stades 7 Tous stades 

i53 IA 67,03 . (182) 7 8., 43 (34.3) 
2A 94,8 96,15 (312) 

' 3A 05 ( 3 4 4 )  

63 ,74  (524 )  

77,32 (529) 

AprSs retouri~ewnt Spontanée 

mauvaise 

nulle 

I PO AB 
i 

bonne TB 

mauvaise TB 

nulle TB 

Ib 

m 
I I  

I f  

* entre parenthèses : le ~ d r e  de larves testi5.e~. 

Tableau 3 - RésulCats du criblage à 0,8 mgfl exprim6s en pourceneages de mortalit6 
et observations sur la dispersion des produits dans Xeezu, 



MorZalit6 SUT: simulies Dispersion du produit 

Stades 7 Tous stades Spontanée Après reZourzlement L o t  

I57 IA 94,29 (l05)* 97,32 (448)  mauvaise TB 
2A 85,88 ( 85) 34,89 (724) nulle Tl3 

3A I5,86 (145) 18,85 (992) mauvaise TB 

R entre parenthzses : Le nombre de 'Lames testées 

Tableau 4 - R-GsuLtars du criblage B 0,8 mg/l exprimés en pourcentages de mortal%5 
et observations sur la dispersion des  produits dans l'eau. 


