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~ INTRODUCTION. 

A Bouaké (Cete d'Ivoire) , des su iv i s  entomologiques des populations 
de Culex quinquefasciatus dans des puisards traités par Bacillus sphaeri- 
- CUS 1593-4 ont montré que cette bactérie semblait se recycler dans l e s  
cadavres de larves de moustiques, mais seulement dans quelques gztes 
(HOUGARD 7' e t  al 9 1985). Cependant, lvimpossibilité de realiser sur place 
des études bact6riologiques nua pas permis de confirmer le recyclage de 
B.sphaericus dans ces &tes. Le but de cette ktude est par canskquent de 

d'une part en Qvaluant la persistance et le recyclage de B.sphaericus 
dans les puisards, d*autre part en déterminant l e s  paramètres de pollution 
de l'eau des gPtes afin de voir srils influent sur lvefficacité, la per- 
sistance et le recyclage de B.sphaericus. En effet, différents auteurs 
ont montré que le niveau et le t y p e  de pollution de l'eau pouvaient in- 
f€Luencer lgefficacit6, la persistance et le recyclage de B,sphaericus 
dans l e s  g f t e s  B C.quinquefasciatus (DES ROCHERS & GARCIA, 1984 ; DAVIDSON 

Y complèter les données précédentes à 1 'aide dvanalyses bactériologiques 

%. 

et al., 7984 .; MULLA et al., 1984)* 



' MATERIEL ET METHODES, 

-1. EVALUATION DE B,sphaericus ETJE? LE TERRAIN, 

I a 1 a LesAîtes étudiés, 

. -  

-u ------up 

Cinq puisards ont été choisis dans la ville de Bouaké comme lieu 
dvétude. Deux types de puisards ont été retenus 
rois cimentés, divisés en 2 à 3 compartiments, et 2 puisards creusés & 
m%me le sol argileux, 8. fond et parois non cimentés. La surface des pui- 
sards était comprise entre 0,4 m2 et 1,8 m2 et leur profondeur totale entre 
0,90 m et l91O m au moment du traitement et la teneur en matières en sus- 
pension entre 10 et 450 m d l  selon l e s  puisards. La température et le pH 
de l'eau en surface, ainsi que la hauteur d*eau ont été mesurés tous l e s  
2 jours pendant l'étude. Des analyses bactériologiques ont ét4 effectuées 
à lDInstitut Pasteur dPAbidja.n Cocody pour évaluer la concentration en 
gemes anaérobies stricts et en germes aéro-anaérobies dans 19eau de sur- 
face  et l e  substrat,, 

3 puisaras 2 fond et pa- 

1.2, LPentomofaune colonisant l e s  auisards. 

LPentomofaune a &té évaluGe par la méthode du dipping, prélevement 
de 5 échantillons dveau de surface 8. l'aide dDune louche, soit un volume 
dDeau dvun litre,, prélevé dans les 10 premiers centimètres dveau. Avant 
l e  traitement , l e s  puisards étaient essentiellement colonisés par C.quinque- 
fasciatus, h des densités larvaires pouvant atteindre 1300 larves stades 
III et IV par litre. Quelques larves de Culex cinereus et Culex deceqs ont 
été rencontrées B des densités toutefois inférieures & IO larves stades, 
III-IV par litre, Les densités larvaires et nymphales des especes au m o m e n t  
du traitement sont données dans le tableau I en annexeo Outre des Culex, 
seules des larves de Psychodidés (Diptères) étaient présentes à des densi- 
tés larvaires très rarement supérieures à 100 larves par litre. 

1.3. Le traitement insecticide. L 
---31---L-y 

Quatre des puisards ont été traités à 10 g/m2 de BSP I (souche 
2362) o suspension concentrée contenant 2, -toTo spores/g fournie par la firme 
Solvay. L'insecticide a été d21ué au préalable 5 1% dans de l*eau du 
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robinet et Qpandu B 19aide d'une bouteille. 

1.4. Rérnanence de lQinsecticide et sédimentation des spores dans - -...u- -u -I---. C I  

1 'eau. 

La mortalité des larves de C,quinquefasciatus a Bté estimée 
par la méthode du dipping 24 et 48h après le traitement, puis tous 
les 2-3 jours jusquvà la réapparition de larves stade III et IV et 
de nymphes. 

La sédimentation des spores a 6th suivie en prélevant des 
échantillons d'eau en surface, B 1 mètre de profondeur et dans le 
substrat avant, immédiatement après, 2h, 6h, 1, 2, 3 jours après le 
traitement, puis tous les 4-7 jours. 

Tous l e s  échantillons ont ét6 conservés & -2OOC jusqu'à numé- 
ration des spores. Des dilutions au dixième, d'un volume total d'un 
ml, ont été chauffés au bain-marie pendant 72 minutes &. BOOC, et des 
aliquots de 0,l m l  de ces dilutions ensemencés par étalement en boiTtes 
de Pétri sur milieu MBS (KALFON et al., 1983) B 15 g/l de bacto-agar 
et 100 m g / l  de sulfate de streptomycine. Les b&%tes ont é-té incubées 
à 30-32OC pendant 48h. Les colonies ont &té identifiées morphologique- 
ment et microscopiquement. Le sérotype a été vérifié sur un échantillon 
de colonies par l e  test dPagglutination avec un sérum H5-I, préparé 
sur lapin 191nstitut Paateur de Paris (de BARJAC et al, 1980) . 
2. RECYCLAGE EN LABORATOIRE DES SPORES ,DE B.sphaericus DANS DES LAWES 

DE C. quinquefasciatus, - ..- 

Le recyclage de B.sphaericus dans des larves de C.quinquefas- 
ciatus a ét6 étudié sur des larves dans des eaux provenant de trois 
puisards différents en comparaison avec des larves vivant dans de l'eau 
distillée. Les effluents des puisards étant essentiellement des eaux 
de douche, I*in.fluence sur l e  recyclage de deux détergents couramnent 
utilisés en Côte d91voire, le savon de Marseille Blohom et la lessive 
Hélios, a été aussi étudié. Des lots de 25 larves stade IV jeune ont 

spores/ml. Six types doeaux ont été testés : 3 eaux de puisards filtrées 
ét6 mis en contact pendant 1/4 h avec une suspension de 150 m l  h 2.10 5 
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sur 200 t: m pour Qliminer l e s  p a r t i c u l e s  non i n g e s t i b l e s  par l e s  
l a r v e s ,  eau d i s t i l l é e ,  so lu t ion  de savon B 100 m g / l ,  s o l u t i o n  d'Hé- 
lios B 100 mg/ l .  Toutes contenaient 10 m g / l  de levure  de boulangez. 
Après 7/4 h de contact ,  l e s  l a r v e s  ont é t 6  r incées  e t  remises dans 
l e  mame type dPeau  non t r a i t e e  e t  contenant aussi 10 mg/l de l evure  
de boulanger, 

Des é c h m t i l l o n s  de 15 à 25 larves ont 6th  prélevées B 1/4, 
7, 4, 6 ,  72, 24, 48 e t  72 h après  l e  début du contact. Après ddsin- 
f e c t i o n  surperficielle h lQalcool 70 $ e t  deux rinçages & lqeau dis- 
t i l l é e  s t é r i l e ,  l e s  l a r v e s  ont é t 6  broyées dans 0,l ml d u e a u  par lar- 
ve. LorsquOun l o t  de l a r v e s  contenai t  à l a  fois des l a r v e s  v ivantes  
e t  des  l a r v e s  mortes, ces  deux ca tégor ies  n*&aien t  pas broyées en- 
semble. Les broyats  ont é t é  congelés & - 2OoC jusquvau comptage des 
b a c t é r i e s  avant (CFU)  e t  après (spores)  pas t eu r i sa t ion  B 80OC selon 
la technique d é c r i t e  au paragraphe l ,4 .  

' 

I 



RESULTATS . 
1. EXALUATION EN PUISARD. 

1.1. Variation des c a r a c t é r i s t i s u e s  de l ' eau .  - 
- J L . - - - P  

La température de l F e a u  en surface é t a i t  de 27$5OC 2 3OC, 
avec une amplitude journa l iè re  i n f e r i e u r e  B 2 O C .  Le $H moyen de l ' e a u  
mesuré i n  s i t u  Q ta i t  compris ent re  7p65 e t  7$97 selon l e s  puisards,  
a t t e ignan t  l e s  va leurs  extrijmes de 7 0 2 1  e t  8,25 pendant l*é-t;ude. La 
hauteur d*eau a peu v a r i é  au cours des deux mois  dOobservat ion,  ces  
t r o i s  paramètres ont donc &té relativement s tab les .  

Selon l e s  puisards ,  l a  concentration en germes anaérobies 
s t r i c t s  é t a i t  comprise en t re  lo2 e$ IO 4 gemes/ml. en surface e t  en t r e  

5 8 10 e t  10 
variait  de 10 
B 70" gemes/ml dans l e  subs t ra t .  

germesiml dans l e  s u b s t r a t ,  Celle en gemes  aéro-maérobies  
à, p lus  de IO" germes/ml en surface e t  é t a i t  supérieure  8 

La mor ta l i t é  a é t é  Qvaluée après  l e  traitement en comparant 
l e  nombre de l a r v e s  s tade I I I - I V  mortes au nombre t o t a l  de l a r v e s  
présentes dans 5 dippings, La  mor t a l i t é  
99 e t  I00 $ d a s  l e s  4 puisards,  e t  a t t e i g n a i t  100 $ à 4811, La réappa- 
r i t i o n  de Larves s tades  III a eu lieu au plus t a t  en t re  35 e t  42 jourso 
s o i t  5-6 semaineso a p r è s  l e  traitement.  Tout  au long de c e t t e  p&iode, 
des pontes e t  des larves  stade 1 (50  à plus de 2000/1) de C,quinque- 
f a s c i a t u s  é t a i en t  présentes  dans l e s  puisards  mais n'ont jamais a t t e i n t  
l e  stade II. 

24h é t a i t  comprise en t r e  

Doautres  espèces de Culex, C.decenso C, t igr ipes  e t  su r tou t  
C.cinereus, ont &t,é trouvées pendant c e t t e  période & des dens i tés  in f& 
r i e u r e s  à. I O  l a r v e s  s tade III-IV e t  nymphes par  litre. 

Il n g y  a pas eu de diminution s i g n i f i c a t i v e  du nombre de l a r v e s  
e t  nymphes de Psychodid6s9 24h après  l e  t ra i tement ,  malgré une inges t ion  
de 5.10 B ?O spores p a r  larve. 3 4 
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l , 3 .  Résul ta t s  microbiologigues. 
----------..-u-----.- -- 

L a  f i g u r e  I en annexe montre que l a  d i f fus ion  du BSP I dans 
lOeau a Q t 6  rapide puisque 6h après  l e  t ra i tement  les spores é t a i e n t  
r é p a r t i e s  de façon homogène de l a  surface au subs t r a t  (de l V o r d r e  de 

l e n t e ,  l a  concentrat ion en spores v i a b l e s  passant de IO4 spores/ml 

La concentration e t  l a  v i t e s s e  de sédimentation des spores à Im de 
profondeur e t  en sur face  é t a i e n t  s imi l a i r e s ,  

10 4 spores/ml), L a  s6dinentat ion des spores en surface a 6 t h  t r è s  

24h aprbs l e  t ra i tement  2, environ 10 2 spores/& deux m o i s  p l u s  tard. 

Le  puisard no 3 p résen ta i t  cependant une concentrat ion en spores 
v i a b l e s  en surface environ 10 f o i s  moins élevée que dans l e s  a u t r e s  
puisards ,  b ien  que l a  rémanence y a i t  é t é  l a  même. 

L a  sédimentation des spores dans l e  subs t r a t  semble suivre 
deux p r o f i l s  suivant l e  type de puisard. Dans l e s  pu isards  
cimenté (NO 3 e t  4 ) ,  l a  concentrat ion en spores dans l e  s u b s t r a t  a di -  

minué alors que dans l e s  puisards  à fond cimenté ( N O  1 e t  2) p e l l e  
est  r e s t é e  s t a b l e  ou a augmenté légèrement, 

fond non 

2. RECYCLAGE AU LABORATOIRE DES SPORES DANS LES LARVES DE. C quinque- 
f a sc i a tus .  

2.1. Mor ta l i té  ( tab leau  E e n  annexe), 
....-11-.1-- 

La  concentrat ion en spores dans ces  expériences en gobele t s  
( 2  I O 5  spores/ml) é t a i t  t r h s  proche de c e l l e  de l V e a u  de sur face  des 
puisards  quelques minutes après  l e  t ra i tement  2, 10 g/m2, de façon à 
ob ten i r  une m o r t a l i t é  aussi élevée que poss ib le  à 24h. Hormis dans 

1*eau  savonneuse, oÙ les témoins ont survécu moins de 4h, l a  mortal i -  
t é  des témoins des a u t r e s  l o t s  dueau  a é t é  comprise e n t r e  O e t  8$, à 
72h. La  mortali td.  des l a r v e s  t ra i tées  dans l P e a u  d i s t i l l é e ,  l v H é l i o s  
e t  1 9 e a u  d9un des puisards (No 5 )  é t a i t  proche de 100 $ à 24h, alors 
que dans l e s  eaux des a u t r e s  puisards  (No 3 e t  4 ) ,  respectivement 
7/3 e t  1/4 des l a r v e s  é t a i e n t  vivantes. Celles-ci ont é t é  r e t i r é e s  
des l o t s  B broyer e t  mises en observation pour ca l cu le r  l a  m o r t a l i t é  
B 48h et 72h. 

, ./* O 
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D a n s  les 6 types d'eau testés, l'évolution des spores dans 
l e s  larves a suivi le m$me schéma (fig. 2). Le nombre de CFU et de 
spores EZ diminué entre 1/4h et 6 h puis a augmenté à partir de 12h 
pour atteindre à 72h une concentration par larve supérieure d a s  
tous l e s  cas à la quantité ing6rée : il y a donc eu recyclage des 
spores dans l e s  larves. 

c 

Le nombre de CFU ingdrées en 1/4 h varie selon l e  type dteau 
c de 4 10 2 CFU/larve dans lgeau savonneuse à 8 10 3 CFU/larve dans 

lgHQlios. A l o r s  que la suspension de BSP 1 contient environ 74 $ de 
spores, résistautes à la chaleur, ce pourcentage n'est plus que de 
5 10 5 dans l e s  larves 1/4 h après lqingestion. 

La concentration minimale en CFV par larve a été atteinte 
6 h à 12 h après le contact et était au plus de 15 $ du norabre de 
CFU ingérées. A par t i r  de 12 h, le nombre de CFU a augmenté très 
rapidement jusqu9à atteindre I O 5  - IO 
4 types d*eaux. La sporulation a commencé peu de temps après l e  
début de la multiplication végétative des  cellules ayant surv6cu à 
12 h ; 60 k 98 des CPU ktaicnt sporulées à 72h. Dans lgeslu savon- 
neuse le recyclage dans les larves a ét6 plus faible que dans l e s  
autres eauxs 

6 CFU et spores par larve dans 
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D I S C U S S I O N  - CONCLUSION. 

c 

P 

Les larves de C.quinquefasciatus vivant en surface, il est 
donc essentiel de disposer de produits B sddimentation très lente. 

ml dveau en surface quelques minutes après le traitement, a, entrai- 
né une mortalité de 99-100 $ en 24h, et pendant 5-6 semaines sur 
des populations larvaires stade I I I - I V  dont l e a  densités variaient 
de 90 à plus de 1300 larves par litre. L a  rémanence de lvinsectici- 
de s9est poursuivie jusquvà un seuil de 7 &. 5,102 sporesiml en sur- 
face, cc qui est proche des résultats dPautres auteurs (DAVIDSON 
et al,, 1984 ; DES RGCHERS & GARCIA, 1984 ; NlcrLInk et al., 1984)* 

Un traitement à ?O g/m2 soit une concentration de 2 3.10 5 spores/ 

La diminution du nombre de spores dans le substrat pourrait 
sgcxpliquer par une percolation des spores dans l e s  couches profop- 
des, phénomène qui serait limité dans l e s  puisards B fond cimenté, 
ou par perte de la viabilitg des spores après un séjour prolongé 
dans le substrat, 

La faible concentration en spores dans le puisard no 3 pour- 
rait "cre due à sa teneur très élevée en mati8res en suspension 
(450 m g / l ) .  Des exp6riences sont en cours & Bouaké pour dtudier 
lPinfluence de celle-ci sur la vitesse de sédimentation des spores 
et leinfluence de plusieurs paramètres physico-chimiques de 1 Peau 
sur le maintien de la viabilité des spores dans lOeau et le subs- 
trat * 

Des eqériences de laboratoire ont montré que l e s  spores se 
recyclaient dans l e s  larves vivant dans de lveau de puisard traitée. 
Le recyclage proprement dit, cucst-8-dire la multiplication des CFU 
ayant survécu dans l e s  larves et la sporulation commence lors de la 
mort des larves, Les cadavres contenaient au plus I O 5  B IO6 spores/ 
larve trois jours après le traitement, chiffres également trouvés 
par DAVIDSON et al. , 1984 ; DAVIDSON e t  a l ,  1975 et RAMOSWI & HOPKINS 
1981. Le nombre de spores ingérées et la concentration à 72h sem- 
blent être inversement proportionnels à la teneur en mati&res en sus- 
pension des eaux de puisard, La lessive Hélios, à 100 m g / l ,  neaffecte 
pas le recyclage. Les larves nOayant pas survécu plus de 4h dans 

. e . ./. 
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l ' e a u  savonneuse, il n q e s t  pas possible de p réc i se r  dans ces  condi- 
t i o n s  si l e  recyclage a u r a i t  pu avoi r  Lieu à un niveau aussi élevé 
que dans l e s  a u t r e s  eauxo 

. 

Malgré ces r é s u l t a t s  de l abora to i r e  encourageants il r e s t e  8. 
v 6 r i f i e r  s i  l e  recyclage a l i e u  kgalement su r  le t e r r a i n  e t  à évaluer 
16 r ô l e  des spores recyclées  par  rapport  aux spores i s s u e s  du t r a i t e -  
ment dans l a  l u t t e  a n t i l a r v a i r e .  D e  plus ,  les cadavres des l a r v e s  
s6dimentan-t moins de 48h aprbs le t ra i tement  des puisards ,  l e s  spores  
éventuellement recyclées  à ce  moment là sont ho r s  Cle portée de larves 
vivant  en surface.  

Les recherches en cours 5 Bouaké vont donc po r t e r  su r  l e  rô l e  
de p lus ieurs  f ac t eu r s  (mat ières  en suspension, densi té  l a r v a i r e  notam- 
ment) sur  1Oingestion des spores e t  l e u r  germination, cwest-8-dire 
pendant l a  phase vivante  des l a rves ,  pu is ,  ce l les -c i  sédimentant rapi-  
dement après  l e u r  m o r t p  su r  l e  r a l e  des paramètres du subs t r a t  (pH,  O*, 
po ten t i e l  redox ...) sur l a  mul t ip l ica t ion  végétat ive e t  l a  sporula- 
t i o n  de I3,sphaericus & l v i n t 6 r i e u r  des cadavres. Enfin, des Qtudes 
seront  menées pour suivre  séparément la persis tance d g a c t i v i t é ,  dans 
l e  subs t r a t ,  de spores  i s s u e s  du t ra i tement  ou de recyclage dans l e s  
larves .  I1 s 9 a v è r e r a i t  donc que dans des  g î t e s  profonds dont l e  fond 
e s t  hors d * a t t e i n t e  des l a r v e s  l e s  spo res  présentes  dans l e  substrat 
aura ien t  comme r ô l e  de s e r v i r  de rdserve in sec t i c ide  qui pourra i t  
$ t r e  remise en Suspension l o r s  de vidanges des g î t e s  notamment. 
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2ABLEAU .I. : Entomofaune des puisards avant l e  t ra i tement  
(individu& dippings = i nd iv idus / l i t r e  en surface). 

1 
0 o ; loo 100 

! 
! ! 6h ! ! o  0 ' !  
! 12h ! O o ! o o !IO0 100 

96 4 i100 100 
! 
! 

! 
! 24h i 97,6 O 

o O !  o O !  o O !  

O O !  O O !  O O !  
! 
! 

TABLBAU II, Mor ta l i té  (%) des l a r v e s  de Coquinquefasciatus m i s o s  en 
contact  avec une suspension à 2.105 sp/ml dans d i f f é r e n t s  
types  dgeau  polluée (BS = t r a i t é ,  T = témoin). 



loli 1 o5 1 

I 

i 
+--r 8 I i 

j o u r s  : 1 ' 10 30 50 70 

l o G  , 
N O 3  (1,lOm) 

1 o5 

n 
m 
O 
rl 
W 

1 o4 

1 o3 

1 oz 

10 

n 
I t 4 r 

j o u r s  : 1 10 30 50 . 70 
-. 

N O 2  (1,lOm) 

9. 1 0  30 50 70 

1 10 30 50 7 0  i 

FIG. 1. Spores  rés is tantes  2 l a  c h a l e u r  présentes dans  l e s  p u i s a r d s  
a p r è s  traitement .?i 10 g/m2 d e  BSP 1 (sôuche 2362) : 
&-------.q) s u r f a c e ,  o--------o 1 in de  profondyur ,  
N o  1 e t  no  2 : p u i s a r d s  c imen tés ;  no  3iet  no 4 : p u i s a r d s  non 
cimentés, 
(1, 10 m) : h a u t e u r  d ' eau  au moment du traitement. 
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YIC, 2. - I I .  sphaerlcus totaux (-) CL S ~ O ~ C S  rCststanees i l a  
chnleur (- - -) presents dans les l arves  de C. qulnquefasr i t , t lrb  
.mises en contact yeudant 15 minutes dans les solutions su ivantes  

p. cle RSP 1 1 2 , 10 S ; ~ O W S  par ml. : 
A : ( X )  C u l l  d l t l l . L ¡ . l ~ k ,  ( 4 )  SUI.ULLUl1 d'1 lc lLoJ ;I 100 lllg/¡, 

( o )  solution d e  savon de Narsc i l l e  B 100 nig/l .  
D : eau des puisards no 3 (.), nu 4 ( o )  e t  no 5 ( x ) .  


