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Résumé
ol
Dans 1'eau claire, les spores de Bacillus sphaericus perdent leur viabilité

dans les premi8res 24 heures sous l'action des rayons solaires . Un fond de ter-
re favorise leur viabilité . Dans 1'eau polluée, les spores sont mieux protégées
de cette action . La sédimentation est telle que quatre heures aprés leur appli-
cation dans les milieux, le nombre de spores sur le fond est comparable 3 celui
en surface, quelle que soit la qualité de l'eau, claire ou polluée . '

Au cours des 40 jours d'essais, le nombre de spores accumulées au fond des
gltes est resté relativement constant dans 1'eau polluBe aussi bien sur le ter—
rain qu'en laboratoire . Ces spores viables ne semblent pas disponibles pour les

larves de Culex pipiens .

Summary
In clear water, Bacillus sphaericus spores lose their viability through sun

ray action during the first 24 hours but with a soil substrat they live longer .
In polluted water, the spores are protected against sun ray action . Sedimentation
is such that 4 hours after treatment the spore number on the bottom is similar

to that on the surface wether the water is clear or polluted .

During the 40 days test, the spore numbers on the bottom remained comparati-
vely stable in polluted water, in the laboratory as well as in the field . These
viable spores do not seem to be available for Culex pipiens larvae .

Bacillus sphaericus ne posséde aucune toxicité pour la faume aquatique non
cible et pour les mammiféres (MULLIGAN et al., 1978 ; de BARJAC, 1979) . Plusieurs

souches ont &té& isolées dont certaines sont trés actives vis & vis des larves de
moustiques . Actuellement, 58 souches sont connues (de BARJAC et al., 1985) .

Une possibilité de recyclage de B, sphaericus a &té &voquée par HERTLEIN et
al., 1979 . La persistance de la bactérie a &été &tudiée notamment par HORNBY et
al. 1984 et par HOTI et BALARAMAN, 1984 . DES ROCHERS et GARCIA, 1984 ; KARCH
et COZ, 1984 ont observé une toxicitd &levée des spores présentes dans les cada-
vres de larves, réussissant ainsi 2 infecter des larves saines de Culex pipiens.

La présente &tude qui s'ins&re dans celle de 1'&volution et du devenir des
% spores a &té réalis@e, d'une part en laboratoire dans différents types d eau,
d'autre part sur le terrain dans des gites & Cx pipiens du Littoral Méditerranéen

Frangais .

Matériel et mé&thode

- Analyses bactériologiques : Les &chantillons destinés & 1l'analyse subi

sent, dans les premi&res heures qui suivent leur prélévement, un choc thermique
d 80°C pendant 12 minutes au bain-marie . De la nystatine & 250 U/ml leur est
additionnée dans un rapport de 1 8 9 . Chaque &chantillon est ensuite ensemencé&o
2 raison de 100 pl sur milieu solide MBS (KALFON et al., 1983) ayant regu aupa-~
ravant 100 ppm de streptomycine . La lecture a lieu apr@s 48 heures d'incubatio
a 35°c ; 1 1dent1f1catlon des spores est faite en contraste de phase . -
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Huit aquariums 1dent1ques, soit deux séries 53
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- Epreuves de laboratoire :
A et T.de quatre sont exposés au solell, en 8t&, 3 1l'extérieur du laboratoire.

De la terre est déposée sur 2 .cm d'E palsseur au fond des aquariums T puils tous
regoivent huit litres de milieu composé soit d'eau du réseau (A et T ) soit d'un
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m&lange, en proportion croigsante, d'eau et d'effluent primaire de gtation d'épu-
ration . Les Indices de pollution (KAUL et al., 1977) sont alors proches des va-
leurs suivantes

Al et T1 ¢ 2,3 ; A2 et T2 ¢ 40 3 A3 et T3 : 113 ; A4 et T4 : 156 .
La hauteur d'eau est voisine de 20 cm .

Une poudre de la souche 2362 Dulmage est appliquée dans les huit aquariums 3
raison de 0,02 mg/l . Au jour Jo .puis tous les sept jours, des &chantillons de
2 ml sont prélevés 3 la surface et au fond . ParallZlement, 50 larves stade L2/
L3 de Cx pipiers sont introduites dans les milieux . La mortalit€& est observée
aprés 72 heures de contact .

- Epréuves deé terrain : Trois poudres de B. sphdericus : 2 formulations
(Dulmage et Abbott 6184) de la souche 2362 et la souche 2297 ou MR4 sont chacu-
nes appliquées aux concentrations de 0,0006, 0,02, 0,5 et 1,5 mg/l dans des gites
identiques . Ces gites sont constitu@s par des cuves magonnées, # ciel ouvert, de
2,7 m de cdté, remplies avec de l'eau du réseau urbain sur une hauteur de 50 cm.
L'eau stagnante se pollue rapidement et h&berge dé&s lors de nombreuses larves de

Cx Eigiens . .

Les Echantillons destinés & 1'analyse bactériologique ont &té& prélevés au
fond des gites & 1'aide d'un appareil spécial, mis au point par 1'un de nous ‘
pour effectuer stérilement des prélévements d'eau dans les puits et forages en vue
de leur contrdle de qualité .

R&sultats

~ Epreuves de laboratoire :

- Influence des rayons solaires sur la viabilité des spores :

Le dénombrement des spores en surface et au fond 4 heures apré&s leur intro-
duction dans les différents milieux montre une tr&s nette diminution de leur via-
"bilité en eau claire sans substrat . On ne retrouve en effet que 60 et 120 spores/
ml respectivement en surface et au fond de 1'aquarium Al alors que leur nombre est
le plus souvent sup&rieur & 103 dans les autres aquariums . Aprés 24 heures, les
spores ont complétement perdu leur viabilité dans Al .

On peut conclure de cette premidre analyse que la turbidité de 1l'eau liée 3.
sa pollution protdge les spores tr&s gsensibles aux rayons solaires et que la pré-
gsence d'un substrat de terre joue dans le méme sens .

Une mortalité de 82 7% des larves de Cx pipiens a &té observéesur le pool in-
troduit dans Al 2 Jo . Du fait de 1l'absence de spores variables apré&s 24 heures,
on peut conclure qu'un temps de contact de 4 h, suffit pour induire une mortalité
considérable . KARCH, 1984 a, du reste, not& que des contacts de 4 heures produi-
sent le méme effet que ceux de 72 heures .

- Influence de la pollution et du substrat de terre sur la sédimentation

et _sur_la persistance des spores :

Les histogrammes des figures l et 2 montrent qu'aprds quatre heures, la sédi-
mentation est comparable dans tous les aquariums . Le nombre de spores sur le
fond est @ peu de chose prés &gal & celui retrouvé en surface, que 1l'eau soit pol-"
luée ou non, avec ou sans substrat .

Par contre, les histogrammes de la figure 1 tendent 3 montrer que la viabilité
des spores est d'autant meilleure que 1'eau est polluée , En surface, les spores
gardent leur viabilité& 7 jours en AZ et 14 jours en A3 et A4 , Sur la terre, la
viabilité .des spores a diminué en A2 & partir du 21 jour, aucune spore n'&tant
plus prégente le 40® jour . En A3 et en A4, leur nombre est resté pratiquement
constant pendant au moins 40 jours .

Les histogrammes de la figure 2 montrent que la terre contribue 3 augmenter
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la viabilité des spores . En effet, en Tl, en présence d'eau pure et de terre, la
viabilité des spores est de 14 jours alors qu'elle est inférieure a& 24h. en pré-
sence d'eau pure sans terre .

- Activité larvicide

Les graphiques 1i6s aux histogrammes des figures | et 2 ne permettent pas
d'établir une corrélation nette entre 1'activité larvicide d'une part et, d'autre
part, la nature du milieu, la présence du substrat de terre ou le nombre de spores.
Ces divers facteurs jouent certainement un rdle que des &tudes complémentaires plus
fines pourraient mettre en &vidence . On note seulement que dans tous les milieux
3 1'exception de T2, la mortalité diminue nettement & partir du 2le jour et qu'a
J+40 11 n'y a plus d'activité larvicide bien que les spores soient présentes sur
le fond, souvent en nombre aussi &levé qu'en début d'expérience dans les aquariums
A3 - 4 et T6 - 7 - 8 . On pourrait penser qu'aprés sédimentation la terre "masque"
les spores comme l'ont montré SINEGRE et al., 1981 avec les cristaux de Bacillus
thurlnglen51s . Ce facteur joue certainement un réle mais il expllque mal que les
memes résultats soient obtenus en A3 - 4 sans fond de terre 3 moins que la sé&di-
mentation de la nourriture apportées aux larves en cours d'epreuve joue aprés
plusieurs semaines le méme rdle que le substrat .

~ Epreuves de terrain

La numération bact8riologique des 3 poudres a donn& des résultats proches les
uns des autres, # savoir : 1,4. 109 , 1,3 . 109 et 1,9 . 109 respectivement pour
les poudres 2362 Dulmage, 2362 Abbott et 2297 .

Les résultats du dénombrement, au cours du temps, des spores viables accumu-
lées sur le fond des gites pour les concentrations initiales de 0,02, 0,05 et 1,5
mg/1l de poudres sont donnds sous forme de graphiques figure 3 . Ces résultats
confirment et prolongent ceux obtenus en aquarium : quelle que soit la poudre
expérimentée, le nombre de spores accumuléssur le fond est &levé d&s le 3e jour
qui suit 1'application . Ce nombre se maintient constant jusqu'au 28 e jour .

Sur le plan entomologique, les résultats détaill&s concernant 1'activité
larvicide sur Culex pipiens font l'objet d'un article en préparation . Signalons
toutefois que 1l'effectif larvaire s'est reconstitué dans les différentes cuves
avant le 28e jour confirmant ainsi que les spores présentes au fond ne sont plus
efficaces malgré la présence de cadavres quelle que soit la poudre utilisée .

Discusgion et conclusion

Les rayons solaires détruisent totalement les spores de Bacillus sphaericus
en eau claire dans les 24 heures qui suivent leur application, ce qui va dans le
sens des travaux de MULLIGAN et al., 1980 . L'un des problémes les plus impor-
tants est de connaltre le devenir des spores aprés traitement et dans quelle
mesure elles restent ou non disponibles pour les larves . HORNBY et al., 1984
pensent que la persistance de la bactérie dépend uniquement de la spore ; DES
ROCHERS et GARCIA, 1984 ont montré que Bacillus sphaericus persiste en labora-
toire pendant 20 jours et obtiennent une bonne activité vis 3 vis de Cx pipiens
dans différents types d'eau en montrant qu'd 1'extérieur, les cadavres de larves
protégent les bactéries contre les effets délétéres du soleil . ‘

Nos travaux montrent que 1l'eau polluée et la présence de terre au fond des
gites prolongent la viabilité des spores . La s@dimentation rapide pose le problé-
me de leur disponibilité pour les larves, c'est en effet en surface que se nour-—
rissent essentiellement celles de Cx piEiens . Le phénoméne de sédimentation de
la matiére active a &té longuement &voqué pour Bacillus thuringiensis no tamment
par  SINEGRE et al., 1981 et par HOUGARD et al., 1983 .,

Sur le terrain, das le 3e jour, les spores des trois poudres accumulées au
fond des gites restent en nombre sensiblement constant et gardent leur viabili-
té . Aprés sédimentation, elles ne semblent plus dlsponlbles pour les larves,
1'effectif larvaire se reconstitue en effet une semaine aprés 1l'application dans
les gites traités 3 0,5 et 1,5 mg/l.
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Unc honne formulation de Bacjillus sphaericus, assurant un maintien des spores
en surface de l'eau, serait trés utile dans le cadre de la lutte contre les popu-
lations de Cx pipiens devenant de plus en plus résistantes aux insecticides conven-
tionnels
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