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Résumé

Des études réalisées depuis plusieurs
années ont révélé que les méthodes utili
sées pour la détermination de la dispersion
au sol des insecticides chimiques ne pou
vaient être utilisées avec le Bacillus thu
ringiensis. Ainsi, une nouvelle méthode
fut développée permettant la détermina
tion de la quantité de spores viables dépo
sées au sol par unité de surface. La mé
thode est décrite en détail pour la rendre
accessible à tout utilisateur intéressé.

Abstract

Studies carried out for many years
revealed that the methods used for de
posit assessment of chemical insecticides
could not be used with Bacillus thuring
iensis. A new method was developed
giving the quantity of viable spores dis
persed per surface unit.

Details of this method are concisely
described making it available to any in
terested user.

Des exemplaires vous sont offerts
gratuitement au:

Centre de recherches forestières
des Laurentides

Service canadien des Forêts
Environnement Canada
1080, route du Vallon
Sainte-Foy (Québec)
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Couverture: Spores de Bacillus Ihuringiensis.
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sous éclairage à fond noir. (X 1200).
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Introduction

Des recherches intensives ef
fectuées au cours des trois dernières
années ont montré que les méthodes
employées jusqu'à présent pour
évaluer le dépôt au sol des suspen
sions de Bacillus thuringiensis au
cours de leurs dispersions aériennes
ne permettent pas de connaître la
quantité réelle de matière active qui
se dépose. En effet, le papier Kro
mekote ® ne permet que d'estimer
la dimension des gouttelettes dis
persées et le volume total déposé et
non la quantité de matière active
déposée au sol. L'estimation de la
dispersion par fluorométrie et co
lorimétrie ne permet que de
connaître le volume total déposé de
façon un peu plus directe qu'avec
les papiers Kromekote ®. Cepen
dant, ces méthodes ont été déve
loppées pour estimer le dépôt des
préparations d'insecticides chimi
ques qui sont des solutions alors
que les préparations de B. turin
giensis sont des suspensions. Ainsi,
le nombre de spores viables conte
nues dans une gouttelette varie
selon la concentration et la formu
lation utilisée ainsi que selon le do
sage et le volume à l'hectare. On
peut aussi utiliser les filtres Milli
pore ® ou des boîtes de Pétri avec
gélose nutritive afin d'estimer le
nombre de colonies de B. thurin
giensis par centimètre carré crois
sant sur le milieu. Ces méthodes
indiquent s'il Y a eu dépôt et per
mettent de trouver le nombre de
colonies de B. thuringiensis par
centimètre carré, nombre corres
pondant sensiblement au nombre de
gouttelettes par centimètre carré
obtenues avec le papier Krome
kote ®.

Récemment nous avons déve
loppé une méthode d'estimation du
nombre de spores déposées au sol
au cours des applications de B. thu
ringiensis. Les étapes de réalisa
tions consistent en:
1. l'exposition à la dispersion de

récipients contenant un volume
déterminé d'un conservateur
bactériologique;

2. la réalisation en laboratoire des
dilutions appropriées des sus
pensions (conservateur + B.
thuringiensis);

3. l'inoculation sur gélose nutritive
du mélange conservateur + B.
thuringiensis, l'incubation, et le
comptage du nombre de colonies
de B. thuringiensis croissant sur
le milieu de culture.



Matériel requis

Option A

Lorsque toutes les facilités de la
boratoire sont disponibles.

Matériel

1. Récipients pour exposition à la
dispersion sur le terrain: bocaux
à large ouverture en polymé
thylpentène, Fisher scientifique,
n° 11-823-30a , capacité de 125
mL, environ 3,80 $ l'unité (fi
gure 1).

2. Tubes de culture contenant 4,5
mL d'eau peptonée à 2,5%.
L'ensemble est stérilisé. Il est
recommandé d'utiliser les tubes
de culture Fisher scientifique, n°
14-957M, environ 150,00 $
pour 300 tubes.

3. Eau non chlorée ou eau distillée.

4. Bacto-peptone, Difco n° 0118
01-8, environ 50,00 $ pour
500 g.

Figure l. Bocaux avec large
ouverture pour la cueillette de la
dispersion.

5. Boîtes de Pétri avec gélose nu
tritive, disponible à l'Institut
Armand Frappier, Laval des Ra
pides (Québec), 0,35 $ l'unité.

6. Pipettes sérologiques jetables
Falcon, 1 mL, graduées 1/100;
Fisher scientifique, n°
13-675-1B, environ 164,00 $
pour 1 000 pipettes (figure 2).

7. Glacière portative, thermomè
tre, réfrigérateur, mélangeur
(Scientific Products, DeLuxe
Mixer, S8200), brûleur à gaz
(bunsen).

8. Stérilisateur fixe ou mobile.

9. Incubateur ou pièce chauffée
(29° C). (La pièce doit être
maintenue à la noirceur).

Figure 2. Pipettes sérologiques
et eau peptonée.

Option B

Lorsqu'il n'y a pas de facilités de
laboratoire.

Le matériel est le même que dans
l'option A. Cependant, les items 1
et 2 peuvent être obtenus préparés
dans tout laboratoire de microbio
logie, d'hôpital ou d'institutions
gouvernementales spécialisées.

a Le nom du fabricant est donné à titre
d'exemple et n'est pas une recomman
dation du Service canadien des forêts.

Figure 3. Agitation manuelle.

2



Méthode de préparation
et procédures

1. Conservateur bactériologique:
eau peptonée à 2,5 %

- Dissoudre 25 g de bactopeptone
dans 1 000 mL d'eau (eau dis
tillée de préférence).
In~roduire dans chaque bocal à
large ouverture 31 mL d'eau
peptonée obtenue précédemment
(figure 1).

Stériliser à l'autoclave durant
20 minutes à 121°Cet27 ,68 g/cm2

de pression.

Note: Le 31 mL d'eau peptonée
ajoutée dans les récipients décrits
ci-dessus facilite l'interprétation
des résultats (nombre de spores
viables déposées par centimètre
carré). En effet, la superficie de
l'ouverture de ces récipients est de
31 cm2 et ainsi 1 mL d'eau peptonée
correspond à 1 cm2 . L'aire exposée
à la dispersion est de 7T r2; r =

rayon, 7T 3,1416.

2. Travaux en forêt

Sur le territoire à traiter et selon
le dispositif prévu, placer les réci
pients (avec eau peptonée à 2,5 %)
ouverts avant le traitement au B.
thuringiensis. Chaque récipient
devra être identifié par 2 étiquettes,
le premier sur le récipient lui
même, et l'autre sur le couvercle.
Les étiquettes doivent être rédigées
avec un crayon de plomb. Laisser
les récipients ouverts au moins 30
minutes après l'arrosage, puis bien
refermer. Si le temps de retour au
laboratoire dépasse 4 à 6 heures,
placer les récipients dans une gla
cière portative contenant 2 sacs ou
récipients de glace artificielle b •

3. Dès le retour au laboratoire

Placer les récipients (eau pepto
née 2,5 % + B. thuringiensis) dans
un réfrigérateur domestique ou ef
fectuer les dilutions pour l'estima
tion du nombre de spores viables de
B. thuringiensis qu'ils contiennent.

Dilution

Bien agiter le récipient contenant
l'échantillon (figure 3) puis préle
ver, à l'aide d'une pipette sérologi
que, 0,5 mL de la suspension (fi
gure 4) et l'introduire dans un tube
contenant 4,5 mL d'eau peptonée à
2,5 % (figure 5), ce qui donne une
dilution de 1/10. Boucher le tube
avec de la ouate. Mélanger 10 se
condes au moyen du mélangeur
mentionné précédemment (figure
6). Prélever 0,5 mL de cette dilu
tion et l'introduire dans 4,5 mL
d'eau peptonée à 2,5 % pour obte
nir une dilution 1/100. Répéter
cette opération une ou deux fois
pour obtenirles dilutions 1 x 10-3 et
1 x 10-4.

b Connu sous le nom de «Ice Pak» «Frigo
Pak» etc ...

Figure 6. Agitation.

=""~1:r l!n(,
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Figure 5. Dilution de l'échantillon
de 0,5 mL dans 4,5 mL d'eau peptonée
dans les tubes de culture.

Figure 4. Prélèvement de 0,5
mL d'eau peptonée à 2,5 % ex
posée à la dispersion.
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point d'échantillonnage. Cette
méthode permet aussi de contrôler
la qualité et la pureté des suspen
sions dispersées. Également, le
conservateur bactériologique uti
lisé (eau peptonée à 2,5 %) a été
choisi spécialement pour pouvoir,
selon le cas, faire une estimation
ultérieure de tous les micro
organismes autres que B. thurin
giensis qui pourraient provenir
d'une contamination accidentelle
ou qui sont normalement présents
dans la microflore de l'air.

x 100

A x volume/ha de suspension (en mL)

108
B=

Efficacité =

L'efficacité de la dispersion au
point de vue dépôt au sol sera donc
donnée par la formule:

M

Par ailleurs supposons que A est
le nombre de spores viables conte
nues dans 1 mL de suspension fi
nale de B. thuringiensis, alors le
nombre de spores viables initiale
ment dispersées par centimètre
carré soit B sera donnée par la for
mule:

Inoculation

Prélever au moyen d'une pipette
sérologique 0,1 mL de la suspen
sion de B. thuringiensis dans cha
cune des dilutions (1/100, 1/1 000
et 1/10 000). Chaque prélèvement
est ensuite bien réparti sur la sur
face de gélose nutritive de trois
boîtes de Pétri distinctes (figures 7
et 8). Laisser sécher les boîtes de
Pétri et les placer renversées dans
un incubateur ou dans une pièce
chauffée à 29° C pendant 18 heu
res. Les colonies deB. thuringien
sis sur gélose nutritive sont alors
comptées.

Notes:
1. Si de grandes quantités de colo

nies apparaissent, il est possible
d'utiliser un compteur de colo
nies, mais ceci est facultatif.

2. Avant chaque prélèvement les
suspensions de dispersion de B.
thuringiensis doivent être bras
sées vigoureusement.

B

Ainsi, connaissant le nombre de
spores viables déposées au cours
des dispersions aériennes deB. thu
ringiensis, il est possible de déter
miner, d'une part l'efficacité de la
dispersion par rapport à la quantité
initialement dispersée, pour chaque

C. Dilution 1/10000

Figure 9. Colonies sur la gélose nutri
tive; du haut à gauche dans le sens des
aiguilles d'une montre: témoin, dilu
tions 1/10 000, 1/100 et 1/1 000.

~-
Figure 8. Étalement sur la gélose
nutritive.

Figure 7. Inoculation de 0,1 mL de la
dilution désirée sur la gélose nutritive.

= N X 103 spores
0,1 X 10-2 viables/cm 2

M=

M = N x 105 spores viables/cm2

(figure 9).

M = N x 10' spores viables/cm2

(figure 9).

On fait ensuite la moyenne des
trois valeurs de M obtenues.

Calcul du nombre de spores
viables déposées au sol par
centimètre carré

B. Dilution 1/1 000

A. Dilution 1/100

Si N (figure 9) est le nombre de
colonies croissant sur la gélose nu
tritive le nombre de spores viables
déposées par centimètre carré (M)
sera donc égal à

N
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Si des micro-organismes autres
que B. thuringiensis apparaissent
sur la gélose nutritive (après ino
culation des suspensions diluées), il
est nécessaire de le signaler immé
diatement à votre surveillant ou à
un spécialiste du domaine de la pa
thologie des insectes qui détermi
nera le type de contamination.
Mais, normalement, si les applica
tions de B. thuringiensis sont ef
fectuées en respectant toutes les
normes d'épandage et si les pro
duits commerciaux de B. thurin
giensis sont satisfaisants, il ne de
vrait pas y avoir d'apparition de
micro-organismes autres que B.
thuringiensis.

Remarques

1. La dilution du dépôt de B. thu
ringiensis dans l'eau peptonée
doit être effectuée avec préci
sion.

2. Les préparations de B. thurin
giensis sont normalement tota
lement sécuritaires (tolérance 0)
et n'ont aucune action sur
l'homme et les autres êtres vi
vants. Elles agissent seulement
contre les larves des Lépidoptè
res visés. Il n'est donc pas né
cessaire de prendre des précau
tions spéciales pour manipuler
les suspensions deB. thuringien
sis.
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Abstract

Studies carried out for many years
revealed that the methods used for de
posit assessment of cheminaI insecticides
could not be used with Bacillus thuring
iensis. A new method was developed
giving the quantity of viable spores dis
persed per surface unit.

Details of this method are concisely
described making it available to any in
terested user.

Résumé

Des études réalisées depuis plusieurs
années ont révélé que les méthodes utili
sées pour la détermination de la dispersion
au sol des insecticides chimiques ne pou
vaient être utilisées avec le Bacillus thu
ringiensis. Ainsi, une nouvelle méthode
fut développée permettant la détermina
tion de la quantité de spores viables dépo
sées au sol par unité de surface. La mé
thode est décrite en détail pour la rendre
accessible à tout utilisateur intéressé.

Copies are available free of charge from:
Laurentian Forest Research Centre

Canadian Forestry Service
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1080, route du Vallon
Sainte-Foy, Québec
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Coyer: Spores of Bacillus thuringiensis,
smear stained with nigrosin and observed

over dark field illumination. (X 1200).
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Introduction

Intensive research during the
last three years revealed that me
thods used up to now for evaluat
ing the deposit of Bacillus thurin
giensis formulas during aerial
treatments do not quantify the
active material reaching the tar
gel. A rough evaluation of the
droplet diameter spectrum and
the total volume of spray deposi
ted is obtained on Kromekote®
papers but living material is not
quantified. Deposit assessment
by fluorometry and colorimetry
indicate the total volume deposi
ted more directly than Kromeko
te® papers. However, these me
thods were developed for chemi
cal insecticides which are solu
tions; B. thuringiensis formulas
are suspensions. The number of
viable spores in a droplet vary
with formulas, concentrations,
dosage, and volume per hectare.
Also, Millipore® filters and Petri
dishes with nutrient agar show the
number ofB. thuringiensis colonies
per square centimetre growing on
the medium. This number is an
approximation of droplets per
square centimetre determined with
Kromekote® papers.

Recently a method was deve
loped to determine the number of
spores deposited after B. thurin
giensis treatment. The procedu
res are:
1. Exposing containers with a

given quantity of a bacteriolo
gical conservative to spray;

2. Producing, in the laboratory,
appropriate dilutions of the
suspensions (concentrate + B.
thuringiensis) ;

3. Inoculating the conservati ve
+ B. thuringiensis mixture on
nutrient agar, incubating and
determining the number of B.
thuringiensis colonies growing
on the culture medium.



Material required

Option A

When complete laboratory fa
cilities are available.

Material

1. Containers to be exposed to
spray: Autoclavable polyme
thylpentene containers (wide
mouth jars), Fisher Scientific
No. 11-823-30a , capacity 125
mL, approximately $3.80 per
unit (Figure 1).

2. Culture tubes containing 4.5
mL of 2.5% peptonized water
are sterilized. It is recommend
ed to use Fisher Scientific No.
14-957M culture tubes, about
$150.00 for 300 tubes.

3. Non-chlorinated or distilled
water.

4. Bacto-peptone, Difco No.
0118-01-8, about $50.00 per
500 g.

Figure 1. Wide mouth jars used
for sampling dispersion.

5. Petri dishes with nutrient agar;
available from Institut Armand
Frappier, Laval des Rapides,
Quebec, approximately $0.35
per unit.

6. Falcon serological disposable
pipets, 1 mL graduated 1/100;
Fisher Scientific 13-675-1 B;
(about $164.00 for 1 000 pipets)
(Figure 2).

7. Portable ice box, thermometer,
refrigerator, mixer (Scientif
ic Products, Deluxe Mixer,
S8220), gas bumer (bunsen).

8. Portable or built-in sterilizer.

9. Incubator or heated room at
29° C (room should be kept
dark).

Figure 2. Serological pipets
and peptonized water.

Option B

When no laboratory facilities
exist.

Material is the same as in Option
A, but items 1 and 2 can be pre
pared in any microbiology labora
tory, hospital, or specialized gov
emmental institution.

a Brand names are given as an example
and they do not mean endorsement by
the Canadian Forestry Service.

Figure 3. Manual stiring.
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Method for Preparation
and Procedures

1. Bacteriological conservative:
2.5% peptonized water

- Dissolve 25 g of bacto-peptone
in 1 000 mL of water (prefera
bly distilled water).

Introduce in each wide mouth
jar 31 mL of peptonized water
previously obtained (Figure 1).

Sterilize during 20 minutes at
121 0 C with 27.68 g of pres
sure/cm2 .

Note: The 31 mL of peptonized
water added in the above-men
tioned containers facilitates de
termining the number of viable
spores/per square centimetre. The
opening of these containers is 31
cm2 ; 1 mL of peptonized water
corresponds to 1 cm 2; 'TT r 2 is
exposed to spray; r = radius,
'TT = 3.1416.

Figure 4. Sampling 0.5 mL of
2.5% peptonized water exposed
to spray.
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2. Field work

Prior to B. thuringiensis dis
persion over the territory to be
treated and according to a pre
determined plan, place the open
containers containing 2.5% pep
tonized water. Using a lead pen
cil, identify each container with
two labels: one on the container
and one on the lido

The containers should remain
open at least 30 minutes after
spraying, then be tightly closed.
If return time to the laboratory
is between 4 to 6 hours, a porta
ble ice box with 2 ice packs b

should be used for transport.

3 . In the laboratory

Place the containers (2.5%
peptonized water + B. thuringien
sis) in a refrigerator or proceed
wi th the dilution to assess the
number of viable spores they con
tain.

Figure 5. Dilution of the 0.5 mL in
4.5 mL of peptonized water in culture
tubes.

Dilution

Stir well sample in containers
(Figure 3) then, with a serological
pipet collect 0.5 mL of the sus
pension (Figure 4) and insert it in
a tube containing 4.5 mL of pep
tonized water at 2.5% (Figure 5)
making a 1/10 dilution (stop tube
wi th absorbent cotton). Mix 10
seconds with the above-mentioned
mixer (Figure 6). Collect 0.5 mL
of this dilution and introduce it in
4.5 mL of 2.5% peptonized water
to obtain a 1/100 dilution. Repeat
the operation one or two times to
obtain dilutions 1 x 10-3 and
1 x 10-4 .

b Known by the name "!ce Pak", Frigo pak
etc ...

Figure 6. Shaking.



Dispersion efficacity in terms of
deposit will be given by the for
mula:

Let A be the number of viable
spores contained in 1 mL of final
B. thuringiensis, B, the number
of viable spores initially dispersed
per square centimetre will be given
by the formula:

A x Volume/ha of suspension (in mL)
B = ---------=-------.:---.:

108

Inoculation

Use a serological pipet to col
lect O. 1 mL of B. thuringiensis
s,uspension from each dilution
(1/100, 1/1 000, 1/10 000). Spread
each sample on the medium in
three Petri dishes (Figures 7 and
8). Let the Petri dishes dry and then
place them upside down in an
incubator or in a room heated at
29° C for 18 hours. Then estimate
the number of B. thuringiensis
colonies on the nutrient agar.

Notes
1. If many colonies are growing,

a colony counter could be used,
but this is optional.

2. Before each sampling, the sus
pensions with B. thuringiensis
deposit should be thoroughly
shaken.

Assessing the number of viable
spores deposited/per square
centimetre

Efficacity =
M

B
x 100

When the number of viable
spores deposited during aerial
treatment with B. thuringiensis
is known, the efficacity can be de
termined for the quantity initially
dispersed on each sarnpling point.
The quantity and purity of the
dispersed suspensions can aiso be
controlled. The bacteriological
conservative chosen (2.5% pep
tonized water) allows one to deter
mine, whenever necessary, aIl
microorganisms, other than B.
thuringiensis, present because of
accidentaI contamination or be
cause they are present in the air
micro-flora. If microorganisms

A. Dilution 11100

If N (Figure 9) is the number of
colonies growing on nutrient agar,
the number of viable spores depos
ited per square centimetre (M)
would be equal to

N
M = = N X 103 viable

0,1 x 10-2 spores/cm2

B. Dilution 1/1 000
M = N X 104 viable spores/cm2 (Figure 9),

C. Dilution 1110000
M = N x 105 viable spores/cm2 (Figure 9),

The average of the three M
values is calculated.

Figure 7. Inoculation of 0.1 mL of the

required dilution on nutrient agar.,

~
Figure 8. Spreading on nutrient agar.

Figure 9. Colonies on nutrient agar;
from topleft,.. clockwise: control, dilu
tions 1/10 000, 1/100 and 1/1 000.
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other than B. thuringiensis grow
on nutrient agar (after inoculation
of the B. thuringiensis + pepto
nized water suspension), a spe
cialist in the field of insect patholo
gy may identify the type of contami
nation. When B. thuringiensis
treatments are carried our accor
ding to dispersion standards, and
when commercial B. thuringien
sis concentrates are satisfactory,
no microorganisms other than B.
thuringiensis should be present.

Remarks

1. Dilution of the B. thuringiensis
deposit + peptonized water
suspensions should be precise.

2. B. thuringiensis formulas are
usuaHy safe (tolerance 0), and
have no action on men or aH
other living organisms other
than the target lepidopterous
larvae. No other special atten
tion is required to manipulate
B. thuringiensis suspensions.
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