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Résumeé

Cette étude avait pour objectif d’évaluer I'efficacité larvicide de trois bactéries, Bacillus subtilis, Bacillus
velezensis, isolées a partir de mangues a Korhogo et Psevdomonas flvorescens, isolée a partir de tomates d
Abidjan, en Cote d’lvoire, sur des larves d’ Anopheles gambiae de stades 3 et 4. L'évaluation s’est faite au
laboratoire et d température ambiante au Centre d’entomologie médicale et vétérinaire de Bouaké. Les
larves de moustiques soumises aux tests de sensibilité aux larvicides, selon la méthode de I'OMS étaient de
la souche de référence sensible A7sumuv et la souche résistante Yaokoffikro. Au laboratoire, 8 subtilis,
B. velezensis et P. flvorescens ont induit 100% de mortalité sur Aisumu et 89%, 84%, et 77% de mortalité
sur la souche Yaokoffikro avec les concentrations respectives de 0,9 mg/l, 2,7mg/l et 1,5 mg/I. En revanche
d la température ambiante, 8. subtilis, B. velezensis et P. flvorescens n’ont induit que 81% de mortalité sur
Kisumu et 80%, 78% et 49% de mortalité sur la souche Yaokoffikro avec les mémes concentrations.
Concernant les doses létales, au laboratoire, sur A7sumu les DL99 ont été comprises entre 1,068 et 7,261
mg/l et au niveau de la souche Yaokoffikro entre 1,874 mg/I et 90,331 mg/Il. Par contre a la température
ambiante sur Aisumules DL99 ont été comprises entre 2,349 mg/l et 14,155 mg/l, tandis que sur la souche
Yaokoffikro, elles ont été comprises entre 2,463 mg/l et 90,980 mg/I. Les trois biolarvicides ont montré une
activité larvicide variant d’'une espéce de moustique d une autre avec une possible action inhibitrice de la
température et de la lumiére. Le Bacillus subtilis a été plus efficace contre les larves d’anophéles.

Mots-clés : biopesticides, Activités larvicides, Anopheles gambiae, Kisumu, Yaokoffikro, (ote d’Ivoire.
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Abstract

Evaluation of the effectiveness of Psevdomonas fluvorescens, Bacillus subtilis, and Bacillus
velezensis on Anopheles gambiae (giles, 1902), a major vector of malaria in Céte d'lvoire

This study aimed to evaluate the larvicidal efficacy of three bacteria, Bacillus svbtilis and Bacillvs
velezensis, isolated from mangoes in Korhogo, and Psevdomonas fluorescens, isolated from tomatoes in
Abidjan, Céte d'lvoire, on Anopheles gambiae larvae of instars 3 and 4. The evaluation was carried out in
the laboratory and at room temperature at the medical and veterenary entomology center in Bouaké. The
mosquito larvae subjected to susceptibility testing, according to the WHO method, were of the susceptible
reference strain Kisumu and the resistant strain Yaokoffikro. In the laboratory, 8. subtilis, 8. velezensis,
and 2. flvorescensinduced 100% mortality in Kisumu and 89%, 84%, and 77% mortality in the Yaokoffikro
strain at respective concentrations of 0.9 mg/L, 2.7 mg/L, and 1.5 mg/L. In contrast, at room temperature, .
subtilis, B. velezensis, and P. fluorescens induced only 81% mortality on Kisumu and 80%, 78%, and 49%
mortality on the Yaokoffikro strain at the saume concentrations. Regarding lethal doses, in the laboratory, on
Kisumu the LD99 were between 1.068 and 7.261 mg/I and at the level of the Yaokoffikro strain, between
1.874 mg/l and 90.331 mg/I. However, at room temperature on Kisumu the LD99s were between 2.349 mg/I
and 14.155 mg/1, while on the Yaokoffikro strain, they were between 2.463 mg/l and 90.980 mg/I. The three
biolarvicides showed varying larvicidal activity depending on the mosquito specieswith a possible inhibitory
effect of temperature and light. 8. subtilis was more effective against Anopheleslarvae.

Keywords : Biopesticides, Larvicidal activities, Anopheles gambiae, Kisumu, Yaokoffikro, (dte d’lvoire.

1. Introduction

Les moustiques constituent I'un des groupes d'insectes les plus importants. Non seulement, ils causent des
nuisances par leurs pigdres, mais ils transmettent également des maladies mortelles tel que le paludisme
[1]. Cette maladie contribue significativement d la pauvreté et a la fragilité sociale dans les pays tropicaux,
causant des millions de décés chaque année [2, 3]. En 2023, 263 millions de cas cliniques ont été recensés,
dont 95 % dans les pays d'Afrique subsaharienne, et 'on estime & 597 000 le nombre de décés dus au
paludisme [4]. Cette maladie endémique est I'une des principales causes de mortalité et de morbidité chez
les nourrissons et les jeunes enfants [4]. En Cdte d’lvoire, la prévalence hospitaliere est de 33% avec une
incidence annuelle de 267,6 cas pour 10 000 enregistrée en 2023 [5]. L'augmentation mondiale des cas de
paludisme vers la fin des années 1970, conjuguée aux résultats insuffisants des stratégies d'éradication
dans de nombreux pays, notamment tropicaux, a conduit a la recherche concertée de nouvelles méthodes de
lutte. Cette évolution est due en grande partie d I'émergence de souches résistantes de Plasmodivm
falciparum, agent pathogéne du paludisme a la chloroquine et a la sulfadoxine-pyriméthamine (SP), les
traitements de base [6]. En général, la lutte contre les vecteurs du paludisme se fait par I'vtilisation de
spirale, les pulvérisations d’insecticides chimiques a l'intérieur et a I'extérieur des habitations et surtout
I'usage de moustiquaires imprégnées d’insecticides. Ces pratiques pourraient constituer une menace pour
les écosystemes et avoir un impact souvent limité a cause de la résistance développée par les moustiques.
Une alternative importante aux insecticides chimiques est donc la lutte biologique, qui consiste  réguler les
populations de ravageurs d I'ide d'agents de lutte naturels tels que les prédateurs, les nématodes et les
insecticides microbiens [7]. Plusieurs auteurs ont constaté que les organismes utilisés dans les insecticides
microbiens sont essentiellement non toxiques et non pathogénes pour les organismes non ciblés [8]. La
sécurité offerte par les insecticides microbiens est leur plus grande force, car ils sont sans danger pour les
organismes non ciblés, protégeant ainsi I'environnement et la santé. |l a été démontré que les bactéries et
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les champignons tuent les moustiques a des degrés divers [9]. Bacillus thuringiensis var isrealiensis (BTI) et
Bacillus sphaericus sont utilisés dans des essais sur le terrain & I'échelle mondiale congus pour contrdler la
population de moustiques [10]. Par ailleurs, I'efficacité des souches bactériennes, Bacillus subtilis, Bacillus
velezensis et Psevdomonas flvorescens, isolées respectivement @ partir de mangues a Korhogo et de
tomates @ Abidjan en Cdte d'lvoire [11, 12] et éléments potentiels de bio contrdle et de protection des
cultures et/ ou des animaux d’élevage n'a jamais été évaluée sur les moustiques en général et les vecteurs
du paludisme en particulier. L'objectif général de ce travail est d'évalver I'efficacité de 8 subtilis, 8.
velezensis et P. flvorescens, sur Anapheles gambiae, vecteur majeur du paludisme en Cote d’lvoire.

2. Méthodologie
2-1. Zone d’étude

(ette étude a été réalisée au sein du laboratoire d’entomologie du Centre d’Entomologie Médicale et
Vétérinaire (CEMV) de I'Université Alassane Ouattara de Bouaké (Figure 1) d’avril & septembre 2023.
Chef-lieu de la région du Gbike, la ville de Bouaké (7° 41° 00" N, 5° 01’ 59"0) est située au centre de la
(ote d’lvoire @ environ 347 km d’Abidjan ; la capitale économique du pays. Cest la deuxieme ville la plus
peuplée de la Cdte d'lvoire [13]. Bouaké bénéficie d’un climat de type tropical avec deux grandes saisons
dont une pluvieuse allant de mars a octobre et une séche comprise entre novembre et février.

La pluviométrie varie de 1 000 mm a 1 700 mm avec une température moyenne généralement comprise
entre 25°C et 38°C avec [14].

Carte de la Cote d'lvoire
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Figure 1 : Carte de la (Gte d’Ivoire sitvant la ville de Bovaké o0 se trouve le Centre d’Fntomologie
Médicale et Vétérinaire (CEMV)
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2-2. Matériel biologique

Le matériel biologique est composé d'une part de larves d’An. gambiae issues de la souche de référence
sensible Aisumu, de la souche Yaokoffikro (résistante aux insecticides chimiques), et d’autre part, des
extraits liquides de bactéries P. flvorescens, B. subtilis et B.Velezensis (Figure 2) sans oublier le BTI
(Bacillus thuringiensis israelensis) VectoBac 374 WG.

Figure 2 : Matériel Biologique a I'insectarivm

A : Bac contenant des larves d’Anopheles gambiae de o souche sensible Kisumu
B : Assiette d fond blanc contenant des larves d’Anopheles gambiae s.1. issves de Yaokoffikro.

2-3. Matériel technique

Le matériel technique comprend le matériel de laboratoire et le matériel de prospection larvaire. 1 est
notamment constitué de Pilulier, louches, plateaux émaillés, scotchs en papier, pipettes, micropipettes 100 ml et
200 ml, pipette 10 ml, tubes en plastique de 12 ml avec bouchons ou sans bouchons, gobelets en plastique de
120 ml, erlenmeyer, éprouvette graduée, gants, cones jaunes et bleus, marqueurs, stylos, centrifugeuse, étuve.

2-4. Préparation des biolarvicides

La poudre de 87/(VectoBac 374 WG), 3000 ITU/mg a été utilisée comme poudre de référence. Pour préparer
des stocks de produit de référence, 100 mg de produit solide ont été pesés dans un récipient, auquel il a été
ajouté 1000 ml d’eav distillée produisant ainsi une solution de 1% ou 10 mg/L. Les insecticides testés sont
d’origine bactérienne. Il s’agit de B suvbtilis, B. velezensis, et P. flvorescens, des bactéries isolées
respectivement d partir de mangues d Korhogo et de tomates a Abidjan en Cote d’lvoire [11, 12]. La
préparation s’est faite en deux étapes. La préculture a été réalisée en préparant 150 mL de milieu YPG
(Yeast extract-peptone-glucose) reparti dans des erlenmeyers stériles en raison de 50 mL par erlenmeyer.
Ensuite, ces différents milieux ont été inoculés chacun avec une colonie dgée de 24h des trois agents de
biocontrdle bactérien (Psevdomonas sp, B. subtilis et B. velezensis) préalablement isolés sur milieu solide
[15]. La préculture est ensuite incubée a 30°C pendant 8 heures sous une agitation de 155 rpm. Cette
préculture a servi a préparer le surnageant bactérien. La culture bactérienne a été réalisée dans des
bouteilles stériles de 300 mL contenant 200 mL de miliev YPG. Ces milieux ont été respectivement inoculés
avec 50 mL de préculture de chaque agent de biocontrdle bactérien, ils ont par la suite été mis sous
agitation @ 155 rpm  30°C pendant 72 heures. L'oxygéne dissous était fixé a 30 % et le flux d'air ajusté
entre 2 et 2,5 litres aprés 72 heures. La culture bactérienne obtenue a été centrifugée a 6000 rpm a 4°C
pendant 10 minutes & l'aide d’une centrifugeuse réfrigérée (de marque ACM-CFG-54251, Inde). Le
surnageant a été recueilli dans des bidons stériles de 300 mL et conservés a 4°C [15]. Les tests ont été
réalisés avec les concentrations croissantes de chaque insecticide (Tableav 7).
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Tableau 1 : Concentration des larvicides testés

Insecticides Concentrations (mg/l)

81/ 0,005, 0,008;0,01,0,02;0,03;0,04;0,05;0,06 ;0,07
B. subtilis 0,1,;015;02,0,25;0,30,0,50,0,70,0,90;1,0

B. velezensis 0,5 ; ],5 ; 2 ; 2,2 ; 2,3 ; 2,4 ; 2,5 ; 2,6 ; 2,7 ; 2,8 ; 2,9 ; 3,0 ;3,]
P. flvorescens 0,02 ; 0,06 ; 0,] ;0,3 ; 0,5 ; 0,7 ; 0,9 ; ],I : |,3 ; ],5 ; |,7

2.5. Collecte et élevage des larves

Les larves de la souche Yaokoffikro ont été prélevées d la louche (méthode du Dipping ou coup de louche) ou
directement @ la pipette dans la localité de Yaokoffikro. Yaokoffokro (7°11° N, 5°1° 0) est un village
disposant de périmetres rizicoles situé dans la zone périurbaine de Bouaké. Cest un site expérimental ol
sont construites des cases par 'Institut Pierre Richet (IPR) pour I'évaluation des insecticides. Il s’agit d’une
zone de forte résistance d’An. gambiae aux pyréthrinoides. Les larves collectées ont été transvasées dans
des bacs en plastique contenant de I'eau de leurs gites respectifs. Ces bocaux ont subi un traitement
préalable sur le terrain consistant a les débarrasser des différents débris. Les bacs ont été par la suite
marqués puis ramenés au laboratoire du Centre d’Entomologie Médicale et Vétérinaire (CEMV) de
I'Université Alassane Ouattara (UAO) de Bouaké, au niveau duquel elles ont été triées et reparties par stade
larvaire (stade 3 et 4). Pour les eufs de moustiques de souches Kisumu, aprés acquisition, la mise en eau a
été faite au laboratoire (T : 26 — 30°C ; HR : 70 & 80%). Les larves de stades 3 ont été obtenues au hout
d’une durée d’environ six jours aprés cette mise en eau.

2-6. Conduite des bioessais

Les bioessais ont été réalisés sur les larves de la souche de référence sensible Aisumu et celles de la
souche sauvage Yaokoffikro o’4n. gambiae s./. Quatre lots de 25 larves de stades 3 ou 4 ont été utilisés
pour les tests (Figure 3) selon la méthode de 'OMS [16, 17]. Les récipients d'essai sont maintenus & une
température de 25 & 28 °C et de préférence soumis & une photopériode de 12 h de lumigre suivies de 12 h
d'obscurité. Brigvement, les larves triées ont été essorées & I'aide d’'une passoire avant d’8tre introduites
dans des gobelets tests contenant les différentes solutions de biopesticides. Tous les résultats des tests
larvaires ont été lus aprés 24 d’exposition pour les trois biopesticides (8. subtilis, B. velezensis, et
P. flvorescens). A chaque lecture, le nombre de larves mortes et celles nymphosées pour chaque
concentration ont été dénombrées et reportées sur des fiches (Figure 3B). Toute larve nymphosée est retirée
du test. L’essai est a reprendre quand plus de 10% de larves ont nymphosées dans les lots témoins ou si la
mortalité de celles-ci est supérieure ou égale a 20%. Si la mortalité des témoins est comprise entre 5 et
20%, le taux de mortalité est corrigé par la formule d’Abbott [18]. Au-deld de 20 % de mortalité des
témoins, le test n’est pas validé.
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Figure 3 : Exposition des larves d'anophéles aux différentes concentrations des biolarvicides

2.7. Analyse des données

Les données ont été saisies a I'nide du logiciel Microsoft Excel 2016. Les analyses statistiques ont été
réalisées a I'aide du logiciel Polo Plus, version 1.0 [19] avec un intervalle de confiance statistique a 95 % et
une valeur p < 0,05 considérée comme significative [20]. Les taux de mortalité ont été analysés selon les
sevils de sensibilité définis par 'OMS [21]. Les analyses LC probit ont été réalisées pour déterminer les
doses létales (DL50 et DL99) des différents larvicides. Polo plus est un progiciel regroupant quatre modules
statistiques. Le test du khi-deux (ou chi-carré, x2) a été utilisé pour analyser les données et déterminer s'il
existe une association ou une différence significative entre les DL.

3. Résultats
3-1. Sensibilité des larves d’4An. gambiae souche Kisumu et souche Yaokoffikro aux larvicides

e Avec la souche sensible Kisumu

Les résultats des bioessais ont montré des taux de mortalité allant de 1% da 100% sur les larves
d’An. gambiae souche Kisumv. Au laboratoire, la dose de 0,9 mg/l de 8. subtilis a induit un taux de mortalité
de 100%, supérieur au seuil de sensibilité défini par 'OMS. Cependant, d température ambiante ce taux est
de 81% avec la méme dose (Figure 4). Pour les deux autres larvicides (8. velezensis et P. fluorescens), les
doses nécessaires pour avoir un taux de mortalité de 98% sont plus élevées. La dose de 2,7 mg/l de
B. velezensis u induit un taux de mortalité de 100% au laboratoire, supérieur au seuil de sensibilité de
I'OMS, et 81% a température ambiante (Figure 5). Avec P. flvorescens, 1,5 mg/l ont été utilisés pour
obtenir un taux de mortalité au laboratoire supérieur a 98% (sevil de sensibilité de 'OMS) et 81% d
température ambiante (Figure 6).
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Figure 6 : Fvolution des taux de mortalité d’ An. gambiae, souche Kisumu indvit par P. flvorescens au
laboratoire et d température ambiante
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o Avec la souche de Yaokoffikro

Avec la souche d'4n. gambiae Yaokoffikro les taux de mortalité des larves varient de 2,00% a 98%. Ces
taux de mortalité sont inférieurs a ceux obtenus avec la souche de référence A7sumu. Au laboratoire, la
dose de 1,0 mg/l de 8. svbtilis a induit un taux de mortalité de 98%. Par contre d température ambiante le
taux de mortalité a été de 91% avec la méme dose (Figure 7). Pour B. velezensis, la dose nécessaire pour
avoir un taux de mortalité de 98% est plus élevée. La dose de 3,1 mg/l de 8. velezensis u induit un taux de
mortalité de 98% au laboratoire, équivalent au seuil de sensibilité de I'OMS, et 96% a température
ambiante (Figure 8). Avec P. flvorescens, la dose de 2,3 mg/l a provoqué un taux de mortalité de 100% au
laboratoire, taux supérieur au seuil de sensibilité de I'OMS, et 93% a température ambiante la (Figure 9).
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Figure 7 : Fvolution des taux de mortalité d’An. gambiae, souche Yaokoffikro induite par B. subtilis av
laboratoire et d température ambiante
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3-2. Détermination des doses létales

e Détermination des doses létales av laboratoire

Le Tableav 2Zprésente les doses létales a 50% (DL50) et a 99% (DL99) des différents larvicides. Chez An.
gambiae souche Kisumu, 0,257 mg/l et 1,068 mg/l de 8. subtilis ont suffi pour tuer respectivement 50% et
99% de larves. Tandis que les autres larvicides, 8 velezensis et P. flvorescens ont présenté des DL (50) et
DL (99) différentes et plus élevées que celles de 8 subtilis. D’une part, les valeurs de la DL (50) ont été de :
1,580 mg/I pour 8. velezensis et de 0,203 mg/l pour P. flvorescens, et d’autre part pour la DL (99) elles ont
été de 4,483 mg/l pour B. velezensis et de 7,261 pour P. flvorescens. Pour chacun des larvicides, les DL (50)
et DL (99) observées chez la souche Yaokoffikro sont plus élevées que celles observées chez la souche
Kisumu. En outre, les plus faibles DL ont été observées avec B swvbtilis : DL (50) = 0,401 mg/| et
DL(99) = 1,874 mg/l, tout comme chez la souche Kisumw.

Tableav 2 : 0L 50 et DL 99 d’An. gambiae souche Kisumv et souche Yaokoffikro av laboratoire

Larvicides An. gambiae (Kisumu) An. gambiae (Yaokoffikro)
DL 50 (ICos%) DL 99 (1Cs%) DL 50 (1Cos) DL 99 (1Cys0)
(mg/l) (mg/I) (mg/I) (mg/I)
81/ 0.006 (0,004-0,008) 0,051(0,037-0,092) 0.006(0,004-0,008) 0,051 (0,037-0,092)
B. subtilis 0,257 (0,240-0,274) 1,068 (0,925-1,272) 0,401 (0,366-0,439) 1,874 (1,532-2,425)
.B. velezensis 1,580 (1,392-1,736) 4,483 (3,813-5,747) 1,712 (1,582-1,829) 6,428 (5,468-8,021)
P.flvorescens 0,203 (0,166-0,245) 7,261 (4,764-12,583) 0,814 (0,681-0,997) 90,331 (44,53-234,861)

o Détermination des doses létales a température ambiante
Les doses létales a 50% (DL50) et a 99% (DL99) des différents larvicides a température ambiante sont
relativement plus élevées que celles observées au laboratoire. Pendant que chez An. gambiae souche
Kisumu, 0,257 mg/l et 1,068 mg/l de B. subtilis ont suffi pour tuer respectivement 50% et 99% de larves au
laboratoire, a température ambiante il faut une DL50 de 0,416 mg/l et une DL99 de 2,349 mg/| (Tableav 3)
Ensuite avec £ velezensis, 1, 580 mg/l et 4,483 mg/l ont permis d’éliminer au laboratoire de facon
respective 50% et 99% de larves au laboratoire, quand il a fallu 0,416 mg/I et 2,369 mg/| pour les mémes
résultats a température ambiante. Enfin avec P.flvorescens ; 50% et 99% des larves ont été éliminés
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respectivement par 0,203 mg/l et 7,261 mg/l au laboratoire contre 0,586 mg/l et 14,155 mg/| a température
ambiante. Concernant la souche Yaokoffikro, les doses nécessaires au laboratoire avec 8. subtilis ont été de
0,401 mg/I pour la DL50 et 1,874 mg/l pour la DL99 ; a température ambiante, ces doses se sont élevées a
0,429 mg/l et 2,463 mg/l. Lorsque pour B velezensis 1,712 mg/l et 6,428 mg/l ont permis d’éliminer
respectivement 50% et 99% de larves au laboratoire contre 2,118 mg/| et 7,008 mg/l a température ambiante.
Enfin, pour 2. flvorescens, les valeurs au laboratoire sont de 0,814 mg/l pour la DL50 et 90,331 mg/I pour la
DL99, alors qu’a température ambiante, elles ont atteint respectivement 1,480 mg/I et 90,980 mg/|.

Tableau 3 : JL 50 et DL 99 d’An. gambiae souche Kisumu et souche Yaokoffikro d température ambiante

Larvicides An. gambige (Kisumv) An. gambiae (Yaokoffikro)
DL 50 (1Co5) DL 99 (1Co5%) DL 50 (1Co5) DL 99 (1Co5%)
(mg/l) (mg/l) (mg/l) (mg/l)
81/ 0.006 (0,004-0,008) 0,051(0,037-0,092) 0.006(0,004-0,008) 0,051 (0,037-0,092)
B. subtilis 0,416 (0,388-0,447) 2,349 (1,975-2,896) 0,429 (0,400-0,461) 2,463 (2,064-3,050)
.B. velezensis 0,416 (0,388-0,447) 2,369 (2,069-2,762) 2,118(1,909-2,313) 7,008 (5,389-11,209)
P.flvorescens 0,586 (0,482-0,702) 14,155(8,767-21,727) 1,480(1,161-2,016) 90,980 (36,289-397,636)

o Détermination des doses létales chez les larves d’An. gambiae souche Kisumu en
fonction de la température av laboratoire

Les doses létales a 50% (DL50) et & 99% (DL99) des différents larvicides observés @ 25°C, sont les plus
faibles qui induisent des taux de mortalité chez Anopheles gambiae souche Kisumu (Tableav 4). A 25°C,
0,338 mg/I (DL50) et 0,931 mg/l (DL99) de Bacillus subtilis suffisent pour tuer les larves odAnapheles
gambiae souche Kisumu, alors qu'a 30°C il faut 0,548 mg/! (DL50) et 1,708 mg/I (DL99), et & 35°C il faut
0,567 mg/l (DL50) et 1,873 mg/l (DL99). Avec Bacillus velezensis, 2,260 mg/l (DL50) et 2,727 mg/l (DL99)
tuent les larves de A7sumw & 25°C.A 30°C il faut 2,429 mg/l (DL50) et 3,194 mg/l (DL99), et & 35°C il faut
2,448 mg/| (DL50) et 3,253 mg/I (DL99). Pour Pseudomonas flvorescens, & 25°C 0,663 mg/l (DL50) et 1,415
mg/! (DL99), sont nécessaires pour tuer les larves de A7sumv. d 30°Cil faut 0,934 mg/I (DL50) et 3,365 mg/|
(DL99), et & 35°C il faut 0,989 mg/I (DL50) et 3,595 mg/I (DL9Y).

Tableau 4 : 0L 50 et DL 99 d’Anopheles gambiae souche Kisumu a différentes températures av laboratoire

Larvicides An. gambiae (Kisumuy) 25°C An. gambiae (Kisumu) 30°C An. gambiae (Kisumu) 35°C
DL 50 (1Cs5%) DL 99 (1Cosw) DL 50 (1Cosw) DL 99 (1Cosw) DL 50 (1Cosw) DL 99 (1Cosw)

(mg/l) (mg/1) (mg/I) (mg/1) (mg/I) (mg/1)
0,051 (0,037 - 0.006 (0,004 - 0,051 (0,037 -

8T 0.006 (0,004 - 0,008) 009 0008 0,051(0,037-0,092) | 0.006 (0,004 - 0,008) 09
. 0.931(0.803 - 0.548 (0.488 - 1.873(1.521 -

8 subtilis | 0.338(0.225 - 0.407) 1279 0394 1708 (1415-2.329) | 0.567(0.506 - 0.615) 2652
. 2.727 (2.649 - 2.429 (2.357 - 3.253(3.042 -

8 velezensis | 2.260(2.118 - 2.328) 2908 2472 3.194(3.003-3.629) | 2.448 (2.381 - 2.490) 250
1.415(1.266 - 0.934(0.797 - _ 3.595(2.625 -

Pflvorescens | 0.663(0.470 - 0.766) L) iy 3.365(2.493—9.505) | 0.989 (0.868 - 1.069) )

Dans I'ensemble, les analyses statistiques ont montré une différence significative entre les taux de
mortalité observés avec les différentes souches de larves pour chacun des biolarvicides. La comparaison
entre les taux de mortalité indvite au laboratoire par £ subtilis sur la souche Aisumu et la souche
Yaokoffikro a montré une différence significative (x2 = 91,11, df = 2 et p < 0,05). Cette comparaison a
également montré une différence significative entre ces deux souches de larves avec B velezensis
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(x2 = 34,03, df = 2, p < 0,05) et avec P. flvorescens (x2 = 167, df = 2 et p < 0,05). A la température
ambiante, la comparaison entre les mortalités enregistrées sur la souche A7sumv et la souche Yaokoffikro

avec 8. subtilis n’a montré aucune différence significative (x2 = 0,38, df = 2, p > 0,05). Par contre cette
comparaison a montré une différence significative respectivement avec les mortalités induites par 8. velezensis
(x2 = 61,50, df =2, p < 0,05) et celles observées avec P. flvorescens(x2 =113, df =2, p < 0,05).

4. Discussion
4-1. Sensibilité des larves d’An. gambiae souche Kisumu et souche Yaokoffikro aux larvicides

La lutte antilarvaire réalisée en complément des Moustiquaires Imprégnées a Longue Durée d’Action et de
la Pulvérisation Intra domiciliaire pourrait fortement contribuer a la réduction de la transmission du
paludisme [22, 23]. L’étude de la sensibilité des larves d’ Anopheles gambiae aux larvicides biologiques
constitue donc un élément essentiel pour I'évaluation des stratégies de lutte antivectorielle basées sur la
gestion des stades larvaires. Dans cette étude, I'efficacité de trois biolarvicides a été testée. Il s'agit de
B. subtilis, B. velezensis et P. fluorescens, isolés respectivement a partir de mangues d Korhogo et de
tomates a Abidjan en (ote d’lvoire [11, 12]. Ces trois larvicides microbiens ont été testés au laboratoire et d
température ambiante sur les larves d’4n. gambiae souche Kisumu et souche Yaokoffikro. Les résultats des
tests ont montré que ces biolarvicides ont induit des mortalités élevées en conditions de laboratoire,
souvent supérieures ou proches du seuil de sensibilité de 98 % défini par I'OMS, surtout avec 8. subtilis qui
a présenté une bonne efficacité aussi bien sur les larves d’4n. gambiae souche Kisumv que sur celles de la
souche Yaokoffikro. Ces résultats sont similaires d ceux rapportés dans certaines régions africaines
montrant la sensibilité des stades larvaires d’ Anapheles face aux larvicides microbiens tels que Bacillus
thuringiensis var. israelensis (Bti) et Bacillus sphaericus (Bs) [22, 24 - 27]. Les résultats obtenus au
laboratoire au cours de la présente étude indiquent également que 8. velezensiset P. fluorescens, bien
qu’ayant conservé une certaine efficacité, se sont révélés moins actifs que 8 subfilis sur les deux souches
larvaires testées. Cette tendance corrobore les conclusions de plusieurs travaux antérieurs, qui ont placé
B. subtilis en téte de plusieurs agents larvicides microbiens. Ainsi, une étude menée au Nigeria [28] a
montré sa supériorité face a Psevdomonas aeruginosa et & Bacillus polymyxa. Par ailleurs, un rapport de
I'’Anses sur les insecticides potentiels pour la lutte antivectorielle conforte cette position avec le classement
de 8. subtilis en bonne place selon I'échelle SIRIS de toxicité/écotoxicité, parmi 129 substances évaluées
[29]. Ces éléments placent B. subtilis comme un candidat larvicide biologique prometteur, méritant des
recherches approfondies en vue d’une possible intégration dans I'arsenal des outils complémentaires de
lutte antivectorielle pour I'élimination du paludisme.

4-2. Détermination des doses létales @ température ambiante et chez les larves
d’An. gambiae souche Kisumu en fonction de la température au lauboratoire

Au niveau des doses létales (DL50 et DL99), les analyses ont révélé que chez la souche sensible Kisumu en
laboratoire, 8. subtilis u présenté les plus faibles doses létales (DL) pour provoquer respectivement 50 % et
99 % de mortalité, ce qui témoigne d’une honne efficacité de ce biolarvicide en milieu contrdlé. Par contre
B. velezensis et P. flvorescens ont requis des concentrations plus élevées, ce qui illustre des profils
d’efficacité variables selon la nature du biolarvicide, comme cela a été observé dans des études
comparatives de larvicides microbiens [22]. Par ailleurs, il faut souligner que tous les biolarvicides testés
sont relativement plus efficaces au laboratoire qu’d température ambiante. De plus les doses létales
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(DL50 et DL99) ont augmenté chez la souche 4isumv avec 'augmentation de la température au laboratoire.
Cela montre que certains facteurs environnementaux tels que la température et la lumiére peuvent
impacter I'efficacité de ces biolarvicides. Les résultats obtenus au laboratoire orientent sur ce constat et
suggérent d’envisager des formulations protégeant les principes actifs contre les variations de
températures pour un usage opérationnel. D’autres études ont fait le méme constat, avec la mise en
évidence d’une diminution de I'activité toxique de 8. sphaericus, poudre Stauffer @ 70°C et la perte totale de
cette activité a 100°C sur les larves de stade 4 o'4n. stephensiST15 [30]. Par ailleurs un essai biologique
standard en laboratoire a permis d’évaluer la perte d’activités larvicides de diverses formulations aprés
avoir été exposé a différentes températures de stockage et de manipulation. De plus, le transport de
produits dans des conditions extérieures pendant une période prolongée a entrainé une perte d’activité plus
importante que dans d’autres conditions [31].

5. Conclusion

Les travaux effectués ont montré que des doses relativement faibles de larvicides microbiens 8 svbtilis,
B. velezensis et P.fluorescens peuvent réduire, voire éliminer les larves d'4n. gambiae. Les larves d’An.
gambiae souches Aisumv et Yaokoffikro ont été mieux contrdlées par 8. subtilis comparativement aux deux
autres larvicides. Toutefois il faut approfondir les études sur d’éventuelles résistances des moustiques a ces
biolarvicides, leur rémanence et leur utilisation en conditions naturelles en prenant en compte I'impact de
certaines composantes telles que la température et la lumiére ofin de valider leur efficacité. Aprés quoi,
ceux-Ci pourraient constituer un outil complémentaire de lutte contre le paludisme et fortement contribuer a
I'atteinte des objectifs d’élimination de cette maladie dans les pays endémiques.
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