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RESUME.

Dans la Eégion de Bouaké, en CBte d'Ivoire, ‘le traitement des gites
larvaires & Culex quinquefasciatus par la souche 1593-4 de Baceillus sphaericus a
mis en évidence, aux vues des résultats entomologiques et bactériologiques, les

faits suivants :

- 1a "rémanence" de la bactérie dans le milieu varie avec la concentra- |
tion utilisée; '

- Bacillus éphaericus 1593-4 semble se recycler dans les larves mortes
de Culex qutnquefhsczatus. Tbutef01s, ce recyclage ne se produit pas dans tous les

]

gites at n'est pas assez 1mportant pour assurer un controle efficace de 1a popula-

tion préimaginale.

Mots-clés : Bacillus sphaericus -~ Culex quinquefaseiatus - eau polluée - évalua-

tion sur le terrain - recyclage - Afrique de 1'Ouest.

SUMMARY,

At Bouaké (Ivory Coast), treatment of Culex quinquefasciatus breeding
51tes by Baeillus sphaerzcus strain 1593-4 has given, after entomologzcal and

bacter1ologlcal studles, the follOW1ng results :
- the concentratlon used modifies the residual activity of the bacteria;

- Baetillus sphaerzcus seems to recycle in dead Culex quinquefasciatus
larvae but only in a few breeding sites and not at a high enough level to suppress
mosquito larval population. ' ‘

Key-words : Baqillué sphaericus - Culex quinquefasciatus - polluted water -
field t;ials - récycling potential - West Africa.
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1. INTRODUCTION.

. Isolé én 1965 par KELLEN et al. & partir de larves moribondes de Culise-
ta ineidens, Bacillus sphaericus Weide 1904 suscite depuis ces dernidres années un
intérét croissant : la découverte de souches de plus en plus toxiques et les possi-
bilités de recyclage envisagées dés 1979 par HERTLEIN et al. font de cet insecti-
cide biologique dn agent de lutte prometteur pour le contrdle de certains Culici-

dae,

Nous avons évalué 1'efficacité de cette bactérie dans des réservoirs
d'eau polluée (puisards, fosses septiques) & Bouaké en Cdte d'Ivoire. Ces réser-
voirs constituent la plupart des gites préimaginaux & Culex quinquefasciatus qui

représente un matériel de choix pour une telle expérimentation :

‘- outre son intérét médical, les adultes représentent une nuisance non

négligeable en Afrique de 1'Ouest;

- les larves sont résistantes & de nombreux insecticides chimigques; '

~ les gites préimaginaux sont faciles & localiser, bien délimités et par
conséquent faciles & traiter.

Le travail que nous avons réalisé se divise en deux volets principaux :

- un volet entomologlque qui consiste principalement en une étude de la

dynamlque de la populatlon pre1mag1nale aprés traitement par le bacille;

- un volet bacterlo1oglque qui tentera d'éclaircir les phénoménes. bhser~
vés sur le terrain par analyse bactériolcgique de 1'eau prelevee dans les diffé-

rents compartlments du puisard,

2. MATERIEL ET METHODE.

2.1, Volet entomologique.

2.1.1. Bacillus sphaericus souche 1593-4,

La souche 1593-4 de Bacillus sphaericus a été Lgwlée en 1974 en Indonésie
a partir de larves moribondes de Culex quinquefasciatus. Malgré la découverte

récente de nouvelles souches trés pathogénes pour les larves de moustiques (2362,

2297 ...), cette souche n'en reste pas moins l'une des plus toxiques isolées

jusqu'a ¢ce jour.
. Nous disposions pour cette expérimentation de 700 grammes d'une poudre

primaire de spores de Bacillus sphaericus 1593-4 fournie par la firme SOLVAY. Cet-

-~ te poudre présente une grande stabilité dans les conditions ordinaires de stockage

{5° C -~ cbscurlte) : nous n'avons constaté aucune altération de sa tox101te(deter—

ninée par la méthode OMG de titrage biologique sur une souche locale de Culex

quznquefhsctatus) apres plus d'un an de conservation.
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2,1.2. Prospection, choix et échantillonnage des gites.

i

Si en Afrique de 1'Bst et différentes iles de l'Océan,Indien, Culex
quinguefasciatus s'est implanté en milieu rutal, il reste en Afrique de 1'Ouest
un moustique principalement urbain qui se développe dans les eaux polluéés des
caniveaux, puisards et latrines. Dans la ville de Bouaké, les gites préimaginaux
a Culex quinquefasciatus sont constitués essentiellement par les puisards et fos-
ses septiques et plus rarement par les fossés et caniveaux : contrairement & cer-
taines grandes villes africaines, notamment celles situées en bordure de mer, le
drainage des eaux de pluies et des eaux usées est ici suffisant pbuf éviiér un
engbrgemgnt de tout le réseau d'égolit et par conséquent i'apﬁarition dans ces ca-
niveaux de gites larvalres (photos N° 1, 2 et 3 en ahhexe des dlfferents types de

pulsards prospectés & Bouaké).

Une numérétion directe des populations préimaginéles des différents
puisards n'étant pas p0551ble, 1'echantlllonnage des gltes con51te en une mesure
relative de 15 derisité en stades préimaginaux 1es prelevements se font a l'aide
d'uné louche (methode du dipping, photo N° 3 en annexe), seules les larves stades

III/IV et les mymphes sont prises en compte.

Parm1 les différents pulsards recenses 3 Bouake, nous avons selectionne
dix d entré eux; rlches en larves de Culex quznquefhsczatus et d'uh accds alse.
Notons egalemenﬁ que nous aVons 1nforh¢ les pEOprletalkes de chaque pu1sard sur
les ralsons de ndtre passage, afin aré Viter tout; traiteMent ou vidange des gites

durant l'experlmehtatlon.

2.1.3. Tfaiﬁebeﬁf; cohtféiéréé la mortalité, peféistgncé de l'inSecticide.

Pour dés raisons dé cdmmbdlte, nous avons calcule les dosages ent fonc-
tion de la surface et nbn du volume a*eau Nous aVons éhbism trois éoncenﬁratlons.
1, 10 et 50 gr/m2 4 raisoh de 3 puisardé pat concéntidtioh €€ 1 témoin, soit un

total de lo,puisafds mis en obsdrvation.

A titre de compiraison, la plus faible concentration utilisée sur le
terrain équivaut environ & 10 fois la CL 100/48 heures obtenue au laboratoire en

eau distillée sur une souche locale de Culex quinguefasciatus.

Nous avons suivi 1'évolution de la population préimaginale pendant 4
mois environ aprés le traitement. Ce contrdle s'est effectué toutes les 48 heures
et s'est prolongé méme aprés réapparition de la population larvaire et nymphale &

son niveau initial (avant traitemént).
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2.2. Volet bactérioloc‘;’icjue°

Afin d'effectuer’un paralléle avee les observations entomeologiques, nous
avons realise au cours de ces 4 mois 4°' experlmentatlon des analyses bacterlologl*
ques d'echantlllons d'eaux prélevés dahs différents compartiments de puisards
traites.;Ces‘echant;llons étaient ensuite expédiés & un laboratoire de microbiolo-
gie de 1‘Ecoie de fhermacie d'Abidjan (Dr. LOUROU) et mis en culture afin de met-

tre en évidencé 1la présence éventuelle de Bacillus sphaericus dans le milieu.
2.2.1, Préldvemeht dés échantillons.

Les éChantiiions ont été coliectés dane deux des puisards traités a
1 gr/m (pulsards N° 2 ét 3. L apparell de prélévement consiste en une seringue
en verre de 50 ml prolongee par uh tuyau "crlstal" de deux métres de long lesté a
son extrémité: (photo N°® 4 en annexe) Ce dlsp051t1f permet d'effectuer des prélé-

vements en suéface, en profondeur, mais aussi dans le substrat meuble du pulsard.

|
'

Les cadavres de’ larves de Culex quznquefhsaeatus collectés parfois 1ors’

du "dipping" %ont egalement 1'objet d'analyses bactériologiques.
2.2.2. Fréquence des prélévements.

Un premler prelevement, reallse pour chacun des puisards avant le trai-
tement, permet de mettre en evidence la presenbe eventuelle de BaczZZus sphaericus
a l'état naturel dans 1e pulsérd. Les prelevements uiterleurs éont effectués des
qutuh changement “ndtable" apparatit dans 1a dynam1que de la p0pu1atlon prélmagl—

nale,
2.2.3. Analyse des échantillons.

Les condltlons opératoires sont exposées en annexe. Elles nous ont été

fournles gra01eusement par la firme SOLVAY qui nous a également llvre la poudre

primaire de Bacillus sphaerﬁcus. Le choc thermique & 65° C pendant 30 mn a pour .-

but d'éliminer les formes vegetatlves des diverses bactéries et champignons et ne
consetver que les germes sporulés. La nystatine élimine les moisisures et 1l'oxa-
cilline ‘inhibe la multiplication de certaines bactéries<(BaciZZus sphaericus est .

résistant & l'oxacilline jusgqu'a 5 meg/ml). -

Cette technique ne permet pas cependant de différencier les souches -

saproﬁhytes pouvant exister naturellement dans le gite : pour avoir la quasi cer-

‘titude d'avoir isolé la souche 1593, il faudralt avoir recours a la technique

Aserologzque d agglutlnatzon flagellaire.
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3. RESULTATS.
3.1. Mortalité larvaire et persistance de Bacillus sphaericus dans le milied.

Un premxer controle 48 heures apres le traitement montre que la mortali-
té larvaire est totale dans tous les pulsards traltes, méme & la plus faible dose.
La population préimaginale se réconstitue ensuzte progressivement suivant la con-
centration utilisée (tableaﬁ len anneﬁéi : les larves stades III/IV reapparals-
sent entre le 8&me et 1l6&me jour aprés le traitement a 1 gr/m ’ entre le 20eme
et 26éme jour & 10 gr/m2 et entre le 32&me et 36&meé jour & S0 gr/m . Notons
également que cette réapparition de ia*populatibh latvaire précéde tout naturelle-

ment de quelques jours la réapparition de la population nymphale.

3.2, Effet éecoﬁéaire’ de Bacillus sphaeéricus dans les puisards.

Nous avons poursuivi l'échéntiildnnége de la popﬁlétion préimaginale et
avons établi pour EhaCun des puisards un éképbique suf la dyhamique de }a,pbphla—
tion de Culex ghinguefasciatus pout uhe péridde de 4 mois aprds le traitemént.

3.2.1. Buisafd non traité {(puisard N° 1 - graphigue I en annexe).

Les dehéités 1arvaifes et nymphales passent par une série de minima et
de maxima trés marqués. Des observations effectudes sur le terrain et au labora-
toire par SUBRA en 1971 montrent que 1'allure de cette courbe est généralisable 2
1l'ensemble des pnisafds non tféités et qu'un grand nombre de facteurs conditionne,
3 des degrés divers, la dynamique de la population préimaginale de Culex quinque-

fasctatus.
3.2.2. puisards traités (puisards N° 2 é 10 - graphiqdes‘II a VIII en annexe).

Sur les 9 pu1sards traités, et malgré les precautlons gue nous avons = i~

eux
prises, 2 d'entre/n ont pu falre 1'objet d'une étude prolongée : 1'un de ces pui-

- sards a été vidangé peu aprés sa recolonlsatlon tandis que :1'autre s'est asséché

suite & un arret de l'alimentation en eau.

Aprés recolonisation des gites, lalpopulation préimaginale'des 7 pui= ..

- sards traités passe, comme pour le témoin, par une serie de ‘minima et de maxima, ¢
et les courbes prennent alors la méme allure que 1a courbe du puisard non traité.
Notons toutefois pour'un des puisards traité i 1 gr/m (graphique IV en annexe),
une disparition de la population préimaginale consécutive & un assdchement tempo- |

raire de ce gite.
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Dans le puisard N° 2 traité a l.'gr/m2 {graphique II en annexe), nous
avons constaté, 12 jours aprés la recolonisatién du gite, la présence de larves
mortes pendant pratiquement toute la durée de nos observations. Ce méme phénoméne
se feﬁrbuve, mais de fagon épisodique, dans les puisards N° 3 et 8 traités respec-
tivement 4 1 et 50 gr7m2 (graphiques III et VI en annexe). D'une fagon générale,
ces cadavres sdnt disséminds sur toute 14 surface de l'eau du puisard et cotoient

les larves vivintes présentes en beaucoup plus grandes quantités.
L'apbarition de cette mortalité larvaire ne semble pas modifier la dyna-
mique de la population préimaginale.

3.3. Résultats des analyses bactériologiques (tableau 2 en annexe).

L'analyse bactériologique des prélévements, pour les deux puisards,
avant le traitement s'est révélée négative, tant en surface qu'en profoﬁdeur ou
dans le substrat : il n'y a donc pas dans ces deux puisards de Bacillus sphaericus

a 1'état naturel,

Puisard N° 2 : nous avons effectué trois séries de prélévements et avons

décelé la présence de Bacillus sphaericus en surface 10 jours aprés le traitement,

/dans le substrat aprés 20 jours et & la fois dans le substrat et en surface 40°

jours aprés le traitement.

‘Puisard N° 3 : nous avons réalisé également 3 séries de prélévement .:-:

aprés le traitement gt avons décelé dans chacune des séries la présence de

Bacillus sphaericus uniquement dans le substrat.

Larves mortes : tous les cadavres de larves apparus aprés la recolonlsa-

tion des gites se sont révélés positifs en spores de Bacillus sphaerzcus.

'3.4. Paralldle entre les observations entomologiques et bactériologiques.

Un paialléle entre les courbes de dynamique des populations préimagi-
nales des puisards N° 2 et 3 et les résultats des analyses bacterlologlques (ta-

bleau 2 en annexe), nous amene aux hypothéses su1vantes :

- 1a présence de Bacillus sphaericus uniquement dans le substrat n af—

fecte pas la dynamique de la population préimaginale;

= la présence de Bacillus sphaericus uniquement en surface se traduit

par 1l'absence de population préimaginale dans le gite;

- la ﬁtésence de Bacillus sphaericus en surface et en profondeur nous
ramene au premler cas de figure avec presence supplémentaire de larves mortes

disséminées ' a la surface de 1'eau du puisard.

- I
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4., DISCUSSION.

4.1, Persistance de Bacillus sphaericus dans le milieu,

La recolonisation des gites larvaires & Culex quinquefasciatus traités
par Bacillus sphaericus semble dépendre de la concentration utilisée : la persis-
tance de l'effet larvicide ne dépasse pas 16 jours & 1 gr/m2 alors qu'elle atteint
plus d'un mois & 50 gr/mz. Ces résultats confirment les travaux de MULLIGAN et al.
(1980). Par contre, en ce gqui concerne Bacillus thuringiensis H-14, la concentra-
tion ne semble pas avoir d'action sur la rémanence (HOUGARD et gl., 1983; SUDOMO
et al., 198l).

Des ‘expérimentation menées en Inde n'ont permis d'observer aucun effet
résiduel d'une poudre primaire de la souche 1593 sur Culex quinquefasciatus
(Indian Council Medical Research 1977). KARCH (1984) obtient guant & lui 20 jouts
de rémanence en eau pollude & 160 mg/mzsavec la méme souche. Ces difgérents résul-
tats s'expliquent sans doute par les différentes conditions physicq—éhimiques ren-
contrées lors de ces expérihentations : il existe notamment une corrélation néga-
tive entre 1'efficacité de la souche 1593 et le degré de pollution de l'eau
(MIAN and MULLA, 1983; MILLIGAN et al. loe. ¢it.) ainsi que le degré de luminosité

(MULLIGAN et al. loe.. eit). Bien que nous n'ayons pas ce probleme en zone tropi-

- cale, notons toutefois qu'au laboratoire, les basses temperatures, réduisent

l'efficacité de Bacillus sphaericus (WRAIGHT et al., 1981).

‘ ~ Les analyses bactériologiques semblent indiquer que les gites redevien-~

nent positifs seulement quand les spores se retrouvent dans le substrat (§ 3.4.).

- Ceci confirme 1'hypothése de DAVIDSON et al., 1984; MULLA et al,, 1984; MULLIGAN

et al., loc. eit.,; SINEGRE et al., 1981 selon laquelle la matidre active s'enlise
dans‘le substrat et devient hors d'atteinte des larves. Ce substrat est un milieu
favorable pour les spores puisque HERTLEIN et al.; 1979; SINGER, 1980, ont montré
que les spores pouvaient reste; viables et infectantes pendant 9 mois. La pollu-
tion de l'eau est également un facteur qui inhibe la destruction des spores
(HORNBY et al., 1981). ‘

4.2. Recyclage de Bacillus sphaericus dans le milieu.

Les résultats des analyses bactériolqgiques montrent que leés cadevres
de larves retrouvés dans trois des puisards, aprés recolonisation des gites, sont
contaminés par des spores de Bacillus sphaericus. Les travaux de DAVIDSON et al.,
loe. cit.} DESROCHERS et GARCIA, 1984 et SILAPANUNTAKUL et al., 1983, montrent
que Bacillus sphaerzeus se multiplie dans les 1arves de Culex et que les spores

sont relachées dans le milieu environnant lors de la désintégration des cadavres.
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Nos observations ainsi que celles de ces différents auteurs laissent
suppbser que ce recyclage se produit également dans les puisards de Bouaké., Ce-
pendant, il ne suffit pas a4 assurer une suppression compléte de la population
préimaginale, ce qui confirme les résultats de HOTI et BALARAMAN 1984, D'autre
part, ce phénoméne n'est pas général (présence de cadavres dans sgeulement trois
des puisards traités) et ne semble pas dépendre de la quantité initiale de spores
déversée lors du traitement (2 des puisards sont traités a 1 gr/m2 et le troisié-

me a 50 gr/mz).

5. CONCLUSION.

La persistance de la souche 1593-4 de Bacillus sphaericus dans les gites
préimaginaux a Culex quinquefasciatus n'est pas suffisante pour assurer un contrd-
le efficace de la population larvaire de ce moustique dans les eaux polluées, Ce-
pendant, le phénoméne de recyclage observé dans certains puisards nous encourage

A poursuivre nos recherches dans ce domaine :

~ influence des conditions physico-chimiques (température et pH -de
l'eau, matiére en suspension, demande biologique en oxygéne ...):

- influence des facteurs biologiques (densité larvaire, espéces ...);

- évaluation sur le terrain d'autres souches de Bacillus sphaericus

telle la 2362, plus toxique au laboratoire que la 1593~4;

- marquage des spores avant traitement et devenir de celles-ci dans le

puisard, tests de terrain simulés au laboratoire ...

Ces ‘travaux devraient permettre de mieux cerner les condltlons favora-
bles a4 un recyclage optimum de Bacillus sphaericus dans les eaux polluees en
Afrique de 1'Ouest et d'envisager par la suite un contrdle biologique efficace de

Culex quinguefaseciatus par cette bactérie.
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ANNEXE

Photos N° 1 & 4 (pages 14 - 15)
Conditions opératoires (page 16)
Tableaux N° 1 et 2 (pages 17 - 18)

Graphiques N° I a VIII (pages 19 & 22).
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Photo N°I: Puisard formé d'un simple trou creusé dans le sol et colleciznt

les eaux de toilette et de faibles quantiids d'eamxde pluies.
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Photo N°2: Puisard limité par une paroi en parpaings et collectant

essentiellement les eaux de toilette.
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Photo N°3: Puisard entidrement cimerté et compartimenté, collectant

exclusivement les eaux de toilette. Echantillonnage du puisard

& 1'aide d'une louche: néthode du "dipping".

¢

Photo N°4: Dispositif de prélévement

‘des échentillons d'eaux,




N Recherche de spores viables de Bacillus sphaericus aprés

traitement en eaux polluées. Conditions opératoires.

1. Milieu utilisé : Gelose MP coulée en boite de Pétri.

. Peptone 5  (g/1)
) Extrait de levure 10
¥ Extrait de viande 5
CGlucose 10
NaCI . 3
Eau distillée 1 litre

PH ajusté & 7.2 avant stérilisation.
2. Antibiotique additionné : oxacilline

N ‘ Eau polluée (aprés 30mn a 65° C) 9 ml

_— oxacilline (& 50 mcg/ml) 1 ml
s6it une concentration finale de 5 mcg/ml

3, Antifongique additionné : nystatine

Eau polluée (aprés 30 mn a 65° C) 9 ml
nystatine (a 250 U/ml) 1ml

soit une concentration de 25 U/ml

- 4, Destruction des formes végétatives au bain-marie & 65° C pendant
30 minutes. '

P

5. Ensemencement sur milieu MP puis incubation & 37° C pendant 18/24 heures.
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y Nombre de jours aprés traitement .

1 ! ! ! ! ! ! v ! 1 ! ! ! !

: Puisard N° ; o \ 1 ' 10 \ 14 : 18 ) 22 ' 26 ; 28 ‘ 34 \ 36 y 38 1 40 \
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Tableau 1 : Persistance -de Bacillus sphaericus 1593 dans.les eaux polluées

£

en fonction de la concentration - évolution dans le temps de la

population larvaire de Culex quinquefasciatus ( + : présence de

larves stades III/IV. -

absence de larves stades III/IV).
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ropey

!Nombre de
}jours aprési
‘grditement

NIVEAU DE PRELEVEMENT

i 1
‘surface "Profondeur "Substrat’

Observations entomologiques

H

[

o

1

Crag

!

“Population piéimaqinale abondante

o

™ ! ol ! ! !
% . 10 oty - , - jAbsence de larves et nymphes )
’U L
ﬁ ! 20 | - !+ lGite en voie de recolonisation !
! ! ! ! !
& 40 + _ + Populatzon prelmaglnale abondante.
! ! ! ! {Présence de larves mortes. !
1,
< ! ! ! ! - 1)‘ D
R o - - - Population prelmaglnale abondante
! ‘ ! ! ! ! — et
:~, 10 v T - , !Gite en voie de recolonisation )
3 e ;
o ! 1 ! 1 I . . !
I 20 - - -+ Gite en voie de recolonisation
8 ! —1 ! i J— ‘ , 1
'g \ 98 - ! - y !Population préimaginale abondante ,
Tableau 2 : Analyse bactériologique des préléveménts d'eatx de puisard et

paralléle avec les observations éntomologiques ( + : présence

de spores. de Bacillus sphaericus., - : absence de spores de

Bacillus sphaericus).
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Graphe 1: étude de la dynamique de la population pféimaginale de
Culex quinguefasciatus dans un puisard non traitdé
(puisard X°1).

gtude de la dvnamique de la population préimagiga}e
de Culex quinguefasciatus dans un puisard traité a

1 gr/m? (puisard X°2),

Graphe I1:
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gtude de la dynamique de la population préimaginale de,
Culex quinguefasciatus dans un puisard traité a 1 gr/m”
(puisard ¥°3).

Graphe 111:

Graphe IV: &tude de la dynamique de 1a population préimag

inale‘d
Culex quinguefasciatus dané un puisard traité 2 1gr/m

(puisard X°4).
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Graphe V: &tude de la dynamique de la population préimaginale de, Graphe VI: Etude de la dynamique de la populztion préimaginale dej
Culex quinguefasciatus dans un puisard traité 3 l0gr/m* T Culex guinquefasciatus dans un puisard traité 3 50gr/m”

(puisard N°5).

- {puisard K°8).
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Culex guinguefasciatug dans un puisard traité a 50gr/m
(puisard N79). ’

de Culex guinguefasciatus dans un puisard traité a

S50 gr/m2 (puisard N°10).




