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ADMINISTRATION

DOYEN : TCHOUANKEU Jean- Claude, Professeur

VICE-DOYEN / DPSAA: ATCHADE Alex de Théodore, Professeur
VICE-DOYEN / DSSE : NYEGUE Maximilienne Ascension, Professeur
VICE-DOYEN / DRC : NOUNDJEU Pierre, Maitre de Conférences

Chef Division Administrative et Financiére: NDOYE FOE Florentine Marie Chantal, Maitre de
Conférences

Chef Division des Affaires Académiques, de la Recherche et de la Scolarité DAARS : AJEAGAH
Gideon AGHAINDUM, Professeur

1- DEPARTEMENT DE BIOCHIMIE (BC) (43)

N° NOMS ET PRENOMS GRADE OBSERVATIONS
1. | BIGOGA DAIGA Jude Professeur En poste
2. | FEKAM BOYOM Fabrice Professeur En poste
3. | KANSCI Germain Professeur En poste
4. | MBACHAM FON Wilfred Professeur En poste
5. | MOUNDIPA FEWOU Paul Professeur Chef de Département
6. | NGUEFACK Julienne Professeur En poste
7. | NJAYOU Frédéric Nico Professeur En poste
8. | OBEN Julius ENYONG Professeur En poste
9. ACHU Merci BIH Maitre de Conférences | En poste
10. ATOGHO Barbara MMA Maitre de Conférences | En poste
11. AZANTSA KINGUE GABIN BORIS Maitre de Conférences | En poste
12. BELINGA née NDOYE FOE F. M. C. | Maitre de Conférences | Chef DAF/FS
13. DAKOLE DABQY Charles Maitre de Conférences | En poste
14. DONGMO LEKAGNE Joseph Blaise | Maitre de Conférences | En poste
15. DJUIDJE NGOUNOUE Marceline Maitre de Conférences | En poste
16. DJUIKWO NKONGA Ruth Viviane Maitre de Conférences | En poste
17. EFFA ONOMO Pierre Maitre de Conférences | VD/FS/Univ Ebwa
18. EWANE Cécile Annie Maitre de Conférences | En poste
19. KOTUE TAPTUE Charles Maitre de Conférences | En poste
20. LUNGA Paul KEILAH Maitre de Conférences | En poste
21. MANANGA Marlyse Joséphine Maitre de Conférences | En poste
22. MBONG ANGIE M. Mary Anne Maitre de Conférences | En poste




23. 112 MOFOR née TEUGWA Clotilde Maitre de Conférences | Doyen FS / UDs
24, NANA Louise épouse WAKAM Maitre de Conférences | En poste
25. NGONDI Judith Laure Maitre de Conférences | En poste
26. Palmer MASUMBE NETONGO Maitre de Conférences | En poste
27. PECHANGOU NSANGOU Sylvain Maitre de Conférences | En poste
28. TCHANA KOUATCHOUA Angele Maitre de Conférences | En poste
29. | AKINDEH MBUH NJI Chargé de Cours En poste
30. | BEBEE Fadimatou Chargée de Cours En poste
31. | BEBOY EDJENGUELE Sara N. Chargé de Cours En poste
32. | FONKOUA Martin Chargé de Cours En poste
33. | FOUPOUAPOQUOGNIGNI Yacouba Chargé de Cours En poste
34. | KOUOH ELOMBO Ferdinand Chargé de Cours En poste
35. | MBOUCHE FANMOE Marceline J. Chargé de Cours En poste
36. | OWONA AYISSI Vincent Brice Chargé de Cours En poste
37. | WILFRED ANGIE ABIA Chargé de Cours En poste
38. | BAKWO BASSOGOG Christian Bernard Assistant En Poste
39. | ELLA Fils Armand Assistant En Poste
40. | EYENGA Eliane Flore Assistant En Poste

MADIESSE KEMGNE Eugenie | Assistant En Poste
41. | Aimée
42. | MANJIA NJIKAM Jacqueline Assistant En Poste
43. | WOGUIA Alice Louise Assistant En Poste

2- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE ANIMALES (BPA) (49)
1. AJEAGAH Gideon AGHAINDUM Professeur DAARS/FS
2. DIMO Théophile Professeur En Poste
3. DJIETO LORDON Champlain Professeur En Poste
4, DZEUFIET DJOMENI Paul Désiré Professeur En Poste
. CcD et Vice
5 ESSOMBA née NTSAMA MBALA Professeur Doyen/EMSB/UYI
6. KEKEUNOU Sévilor Professeur Chef de Département (a.i)
7. NJAMEN Dieudonné Professeur En poste
8. NOLA Moise Professeur En poste
9. TAN Paul VERNYUY Professeur En poste
Inspecteur de service [/
10. | TCHUEM TCHUENTE Louis Albert Professeur Coord.Progr./MINSANTE
11. ZEBAZE TOGOUET Serge Hubert Professeur En poste
12. ALENE Désirée Chantal Maitre de Conférences Vice Doyen/ Uté Ebwa
13. | ATSAMO Albert Donatien Maitre de Conférences En poste
14. | BILANDA Danielle Claude Maitre de Conférences En poste
15. | DJIOGUE Séfirin Maitre de Conférences En poste
GOUNOUE KAMKUMO Raceline épse N .

16. | FOTSING Maitre de Conférences En poste




17. :\ﬁ‘géiPTCE'CE)UKENG Hermine epse Maitre de Conférences En Poste
18. KANDEDA KAVAYE Antoine Maitre de Conférences En poste
19. | LEKEUFACK FOLEFACK Guy B. Maitre de Conférences En poste
20. | MAHOB Raymond Joseph Maitre de Conférences En poste
21. | MBENOUN MASSE Paul Serge Maitre de Conférences En poste
22. MEGNEKOU Rosette Maitre de Conférences En poste
23. | MOUNGANG Luciane Marlyse Maitre de Conférences En poste
24, NOAH EWOTI Olive Vivien Maitre de Conférences En poste
25. | MONY Ruth épse NTONE Maitre de Conférences En Poste
26. MVEYO NDANKEU Yves Patrick Maitre de Conférences En poste
27. NGUEGUIM TSOFACK Florence Maitre de Conférences En poste
28. | NGUEMBOCK Maitre de Conférences En poste
29. | TAMSA ARFAO Antoine Maitre de Conférences En poste
30. | TOMBI Jeannette Maitre de Conférences En poste
31. | AMBADA NDZENGUE GEORGIA ELNA Chargé de Cours En poste
32. BASSOCK BAYIHA Etienne Didier Chargé de Cours En poste
33. ETEME ENAMA Serge Chargé de Cours En poste
34, FEUGANG YOUMSSI Francois Chargé de Cours En poste
35. FOKAM Alvine Christelle Epse KENGNE Chargé de Cours En poste
36. | GONWOUO NONO Legrand Chargé de Cours En poste
37. | KOGA MANG DOBARA Chargé de Cours En poste
38. | LEME BANOCK Lucie Chargé de Cours En poste
39. | MAPON NSANGOU Indou Chargé de Cours En poste
METCHI DONFACK MIREILLE FLAURE Chargé de Cours En poste
40. | EPSE GHOUMO
41. | NGOUATEU KENFACK Omer Bébé Chargé de Cours En poste
42. | NJUA Clarisse YAFI Chargée de Cours Chef Div. Uté Bamenda
43. | NWANE Philippe Bienvenu Chargé de Cours En poste
44. | TADU Zephyrin Chargé de Cours En poste
45. | YEDE Chargé de Cours En poste
46. | YOUNOUSSA LAME Chargé de Cours En poste
47.| KODJOM WANCHE Jacguy Joyce Assistante En poste
48.| NDENGUE Jean De Matha Assistant En poste
49.| ZEMO GAMO Franklin Assistant En poste

3- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE VEGETALES (BPV) (32)

1. | AMBANG Zachée Professeur Chef de Département
2. | DJOCGOUE Pierre Frangois Professeur En poste

3. | MBOLO Marie Professeur En poste

4. | MOSSEBO Dominique Claude Professeur En poste

5. | NDONGO BEKOLO Professeur En poste

6. | ZAPFACK Louis Professeur En poste

7. | ANGONI Hyacinthe Maitre de Conférences | En poste

8. | BIYE Elvire Hortense Maitre de Conférences | En poste

9. | MAHBOU SOMO TOUKAM. Gabriel Maitre de Conférences | En poste




10. | MALA Armand William Maitre de Conférences | En poste
11. | MBARGA BINDZI Marie Alain Maitre de Conférences | DAAC /UDla
12. | NGALLE Hermine BILLE Maitre de Conférences | En poste
13. | NGONKEU MAGAPTCHE Eddy L. Maitre de Conférences | CT/ MINRESI
14. | TONFACK Libert Brice Maitre de Conférences | En poste
15. | TSOATA Esaie Maitre de Conférences | En poste
16. | ONANA JEAN MICHEL Maitre de Conférences | En poste
17. | DJEUANI Astride Carole Chargé de Cours En poste
18. | GONMADGE CHRISTELLE Chargé de Cours En poste
19. | MAFFO MAFFO Nicole Liliane Chargé de Cours En poste
20. | MANGA NDJAGA JUDE Chargé de Cours En poste
21. | NNANGA MEBENGA Ruth Laure Chargé de Cours En poste
22. | NOUKEU KOUAKAM Armelle Chargé de Cours En poste
23. En
NSOM ~ZAMBO EPSE PIAL  ANNIE Chargé de Cours détachement/UNESCO
CLAUDE
MALI
24. | GODSWILL NTSOMBOH NTSEFONG Chargé de Cours En poste
25. | KABELONG BANAHO Louis-Paul-Roger | Chargé de Cours En poste
26. | KONO Léon Dieudonné Chargé de Cours En poste
27. | LIBALAH Moses BAKONCK Chargé de Cours En poste
28. | LIKENG-LI-NGUE Benoit C Chargé de Cours En poste
29. | TAEDOUNG Evariste Hermann Chargé de Cours En poste
30. | TEMEGNE NONO Carine Chargé de Cours En poste
31. | DIDA LONTSI Sylvere Landry Assistant En poste
32. | METSEBING Blondo-Pascal Assistant En poste
4- DEPARTEMENT DE CHIMIE INORGANIQUE (Cl) (27)
1.| GHOGOMU Paul MINGO Professeur M/.n/s.tre Charge  de
Mission PR
2.| NANSEU NIJIKI Charles Péguy Professeur En poste
3.| NDIFON Peter TEKE Professeur CT MINRESI
4.| NENWA Justin Professeur En poste
5.| NGOMO Horace MANGA Professeur Vice Chancelor/UB
6.| NJIOMOU C. épse DJANGANG Professeur En poste
7.| NJOYA Dayirou Professeur En poste
8.| ACAYANKA Elie Maitre de Conférences | En poste
9.| EMADAK Alphonse Maitre de Conférences | En poste
10 KAMGANG YOUBI Georges Maitre de Conférences | En poste
11 KEMMEGNE MBOUGUEM Jean C. Maitre de Conférences | En poste
12 KENNE DEDZO GUSTAVE Maitre de Conférences | En poste
13 MBEY Jean Aime Maitre de Conférences | En poste
14 NDI NSAMI Julius Maitre de Conférences | Chef de Département
15 NEBAH Née NDOSIRI Bridget NDOYE Maitre de Conférences | Sénatrice/SENAT
164 NYAMEN Linda Dyorisse Maitre de Conférences | En poste
17 PABOUDAM GBAMBIE AWAWOU Maitre de Conférences | En poste
14 TCHAKOUTE KOUAMO Hervé Maitre de Conférences | En poste
19 BELIBI BELIBI Placide Désiré Maitre de Conférences

Chef Service/ ENS Bertoua
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20 CHEUMANI YONA Arnaud M. Maitre de Conférences | En poste
21 KOUOTOU DAOUDA Maitre de Conférences | En poste
22. | MAKON Thomas Beauregard Chargé de Cours En poste
23. | NCHIMI NONO KATIA Chargée de Cours En poste
24. | NJANKWA NJABONG N. Eric Chargé de Cours En poste
25. | PATOUOSSA ISSOFA Chargé de Cours En poste
26. | SIEWE Jean Mermoz Chargé de Cours En Poste
27. | BOYOM TATCHEMO Franck W. | Assistant En Poste
6- DEPARTEMENT DE CHIMIE ORGANIQUE (CO) (34)
1.| Alex de Théodore ATCHADE Professeur Vice-Doyen / DPSAA
2.| DONGO Etienne Professeur Vice-Doyen/FSE/UYI
3.| NGOUELA Silvére Augustin Professeur Chef de Département UDS
PEGNYEMB Dieudonné Emmanuel Professeur Recteiur UBertoua/ Chef
4, de Département
5.| MBAZOA née DJAMA Céline Professeur En poste
6.| MKOUNGA Pierre Professeur En poste
7.| TCHOUANKEU Jean-Claude Professeur Doyen /FS/ UYI
8.| AMBASSA Pantaléon Maitre de Conférences En poste
9.| EYONG Kenneth OBEN Maitre de Conférences En poste
10 FOTSO WABO Ghislain Maitre de Conférences En poste
11f KAMTO Eutrophe Le Doux Maitre de Conférences En poste
12| KENMOGNE Marguerite Maitre de Conférences En poste
13 KOUAM Jacques Maitre de Conférences En poste
14 MVOT AKAK CARINE Maitre de Conférences En poste
15 NGO MBING Joséphine Maitre de Conférences Chef de Cellule MINRESI
16 NGONO BIKOBO Dominique Serge Maitre de Conférences C.E.A/ MINESUP
17 NOTE LOUGBOT Olivier Placide Maitre de Conférences Dir ENS/Uté Bertoua
18 NOUNGOUE TCHAMO Diderot Maitre de Conférences En poste
19 TABOPDA KUATE Turibio Maitre de Conférences En poste
20 TAGATSING FOTSING Maurice Maitre de Conférences En poste
21 OUAHOUO WACHE Blandine M. Maitre de Conférences En poste
22 ZONDEGOUMBA Ernestine Maitre de Conférences En poste
23| MESSI Angélique Nicolas Chargé de Cours En poste
24| MUNVERA MFIFEN Aristide Chargé de Cours En poste
25| NGNINTEDO Dominique Chargé de Cours En poste
26| NGOMO Orléans Chargée de Cours En poste
27| NONO NONO Eric Carly Chargé de Cours En poste
28| OUETE NANTCHOUANG Judith Laure Chargée de Cours En poste
29| SIELINOU TEDJON Valérie Chargé de Cours En poste
30| TCHAMGOUE Joseph Chargé de Cours En poste
31| TSAFFACK Maurice Chargé de Cours En poste
32| TSAMO TONTSA Armelle Chargé de Cours En poste




33| TSEMEUGNE Joseph Chargé de Cours En poste
34 NDOGO ETEME Olivier Assistant En poste
6- DEPARTEMENT DES ENERGIES RENOUVELABLES (ER) (1)
1. | BODO Bertrand | Professeur | Chef de Département
| 7- DEPARTEMENT D’INFORMATIQUE (IN) (22)
Chef de Divisiond des Sl/
1 ATSA ETOUNDI Roger Professeur MINESUP
Inspecteur Général
5. FOUDA NDJODO Marcel Laurent Professeur Académique/ MINESUP
3.| NDOUNDAM Réné Maitre de Conférences En poste
4.| TSOPZE Norbert Maitre de Conférences En poste
o~ e , Chef  de Cellule
5. ABESSOLO ALO’O Gislain Chargé de Cours MINEOPRA
6. | AMINOU HALIDOU Chargé de Cours Chef de Département
7. | DJAM Xaviera YOUH - KIMBI Chargé de Cours En Poste
8. | DOMGA KOMGUEM Rodrigue Chargé de Cours En poste
9. | EBELE Serge Alain Chargé de Cours En poste
10. | HAMZA Adamou Chargé de Cours En poste
11. | JIOMEKONG AZANZI Fidel Chargé de Cours En poste
12. | KOUOKAM KOUOKAM E. A. Chargé de Cours En poste
13. | MELATAGIA YONTA Paulin Chargé de Cours En poste
14. | MESSI NGUELE Thomas Chargé de Cours En poste
15. | MONTHE DJIADEU Valery M. Chargé de Cours En poste
16. | NZEKON NZEKO'O ARMEL JACQUES | Chargé de Cours En poste
17. | OLLE OLLE Daniel Claude Georges Chareé de Cours Directeur Adjoint
Delort & ENSET Ebolowa
18. | TAPAMO Hyppolite Chargé de Cours En poste
19. | BAYEM Jacques Narcisse Assistant En poste
20. | EKODECK Stéphane Gaél | Assistant
En poste
Raymond
21. | MAKEMBE. S . Oswald Assistant Directeur CUTI
22. | NKONDOCK. MI. BAHANACK.N. Assistant En poste
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| 8- DEPARTEMENT DE MATHEMATIQUES (MA) (33)

| 1. \ AYISSI Raoult Domingo \ Professeur ‘ Chef de Département

2. | KIANPI Maurice Maitre de Conférences En poste

3. | MBANG Joseph Maitre de Conférences En poste

4. | MBEHOU Mohamed Maitre de Conférences Chef de Division/ENSPY

Chef de Département de

MBELE BIDIMA Martin Ledoux Maitre de Conférences | modélisation et applications

5. industrielles/ENSPY

6. | NOUNDIJEU Pierre Maitre de Conférences | VDRC/FS/UYI

7. | TAKAM SOH Patrice Maitre de Conférences En poste

8. | TCHAPNDA NJABO Sophonie B. Maitre de Conférences Directeur/AIMS Rwanda

9. | TCHOUNDJA Edgar Landry Maitre de Conférences En poste

10| AGHOUKENG JIOFACK Jean Gérard | Chargé de Cours Chef Cellule MINEPAT

11| BOGSO ANTOINE Marie Chargé de Cours En poste

12| BITYE MVONDO Esther Claudine Chargé de Cours En poste

13| CHENDJOU Gilbert Chargé de Cours En poste

14| DJIADEU NGAHA Michel Chargé de Cours En poste

15| DOUANLA YONTA Herman Chargé de Cours En poste

16| KIKI Maxime Armand Chargé de Cours En poste

17| LOUMNGAM KAMGA Victor Chargé de Cours En poste

18| MBAKOP Guy Merlin Chargé de Cours En poste

19| MBATAKOU Salomon Joseph Chargé de Cours En poste
MENGUE MENGUE David Joél Chargé de Cours Cf;ef Dpt /ENS - Université

20 d’Ebolowa

21| MBIAKOP Hilaire George Chargé de Cours En poste

22| NGUEFACK Bernard Chargé de Cours En poste

23| NIMPA PEFOUKEU Romain Chargée de Cours En poste

24| OGADOA AMASSAYOGA Chargée de Cours En poste

25| POLA DOUNDOU Emmanuel Chargé de Cours En stage

26| TENKEU JEUFACK Yannick Léa Chargé de Cours En poste

27| TCHEUTIA Daniel Duviol Chargé de Cours En poste

28| TETSADJIO TCHILEPECK M. Eric. Chargé de Cours En poste

29| FOKAM Jean Marcel Assistant En poste

30| GUIDZAVAI KOUCHERE Albert Assistant En poste

31| MANN MANYOMBE Martin Luther | Assistant En poste

32| MEFENZA NOUNTU Thiery Assistant En poste

33| NYOUMBI DLEUNA Christelle Assistant En poste

9- DEPARTEMENT DE MICROBIOLOGIE (MIB) (24)
1 ESSIA NGANG Jean Justin Professeur Chef de Département
5 NYEGUE Maximilienne Ascension Professeur VICE-DOYEN / DSSE

Vil




3 SADO KAMDEM Sylvain Leroy Professeur En poste
4 ASSAM ASSAM Jean Paul Maitre de Conférences En poste
c BOUGNOM Blaise Pascal Maitre de Conférences En poste
. BOYOMO ONANA Maitre de Conférences En poste
KOUITCHEU MABEKU E KOUAM
. pse Maitre de Conférences En poste
; Laure Brigitte
g RIWOM Sara Honorine Maitre de Conférences En poste
9 NJIKI BIKOT Jacky Maitre de Conférences En poste
Chef de Service de la
TCHIKOUA Roger Maitre de Conférences f . v
Scolarité
10
1 ESSONO Damien Marie Chargé de Cours En poste
1 LAMYE Glory MOH Chargé de Cours En poste
13 MEYIN A EBONG Solange Chargé de Cours En poste
14 MONI NDEDI Esther Del Florence Chargé de Cours En poste
I NKOUDOU ZE Nardis Chargé de Cours En poste
16 NKOUE TONG Abraham Chargé de Cours En poste
TAMATCHO KWEYANG Blandine | Chargé de Cours
- En poste
Pulchérie
17|
18 SAKE NGANE Carole Stéphanie Chargé de Cours En poste
1 TOBOLBAI Richard Chargé de Cours En poste
20 EZO’0O MENGO Fabrice Télésfor Assistant En poste
51 EHETH Jean Samuel Assistant En poste
- MAYI| Marie Paule Audrey Assistant En poste
53 NGOUENAM Romial Joél Assistant En poste
54 NJAPNDOUNKE Bilkissou Assistant En poste
10. DEPARTEMENT DE PHYSIQUE(PHY) (42)
1. | BEN- BOLIE Germain Hubert Professeur En poste
2. BIYA MOTTO Frédéric Professeur DG/HYDRO Mekin
DJUIDJE KENMOE  épouse
3. ALOYEM Professeur En poste
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4. | EKOBENA FOUDA Henri Paul Professeur Vice-Recteur. Uté Ngaoundéré
5. | ESSIMBI ZOBO Bernard Professeur En poste
6. EYEBE FOUDA Jean sire Professeur En poste
7. HONA Jacques Professeur En poste
8. NANA ENGO Serge Guy Professeur En poste
9. | NANA NBENDJO Blaise Professeur En poste
10. | NDJAKA Jean Marie Bienvenu Professeur Chef de Département
11. | NJANDJOCK NOUCK Philippe Professeur En poste
12. | NOUAYOU Robert Professeur En poste
13. | SAIDOU Professeur Chef de centre/IRGM/MINRESI
14. | SIMO Elie Professeur En poste
15. | TABOD Charles TABOD Professeur Doyen FSUniv/Bda
16. | TCHAWOUA Clément Professeur En poste
17. | WOAFO Paul Professeur En poste
18. | ZEKENG Serge Sylvain Professeur En poste
19 ENYEGUE A NYAM épse | Maitre de | Chef de Division de la formation
" | BELINGA Conférences continue et a distance
Mat
20. | FEWO Serge Ibraid aitre €| £n poste
Conférences
. Maitre de
21. | FOUEJIO David . Chef Cell. MINADER
Conférences
22. | MBINACK Clément Maitre €| £n poste
Conférences
MBONO SAMBA Yves Christian | Maitre de
23. . En poste
u. Conférences
24. | MELI'l Joelle Larissa Maltrle de En poste
Conférences
25. | MVOGO ALAIN Maitre %€ | £n poste
Conférences
Maitre de
26. | NDOP Joseph Conférences En poste
27. | SIEWE SIEWE Martin Maitre 9| En poste
Conférences
28. | VONDOU Derbetini Appolinaire Maltrle de En poste
Conférences
29. | WAKATA née BEYA Annie Sylvie | M2 itre € | Directeur/ENS/UYI
Conférences
30. | WOULACHE Rosalie Laure Maltrle de En stage depuis février 2023
Conférences
31. | ABDOURAHIMI Chargé de Cours En poste
37, AYI%S.I EYEBE Guy Francois | Chargé de Cours En poste
Valérie
33. | CHAMANI Roméo Chargé de Cours En poste
34 DJIOTANG TCHOTCHOU Lucie | Chargée de Cours En poste
" | Angennes
35. | EDONGUE HERVAIS Chargé de Cours En poste
36 KAMENI NEMATCHOUA | Chargé de Cours En poste
" | Modeste
37. | LAMARA Maurice Chargé de Cours En poste
38. | NGA ONGODO Dieudonne Chargé de Cours En poste
39. | OTTOU ABE Martin Thierry Chargé de Cours

Directeur Unité de production
iX




des réactifs/IMPM

40. | TEYOU NGOUPO Ariel Chargé de Cours En poste
41. | WANDJI NYAMSI William Chargé de Cours En poste
42. | SOUFFO TAGUEU Merimé | Assistant En poste

11- DEPARTEMENT DE SCIENCES DE LA TERRE (ST) (43)

1. | BITOM Dieudonné-Lucien Professeur Doyen / FASA /Uds

2. | EKOMANE Emile Professeur Chef Div./Uté Ebolowa
3. | GANNO Sylvestre Professeur En poste

4. | NDAM NGOUPAYOU Jules-Remy Professeur En poste

5. | NDJIGUI Paul-Désiré Professeur Chef de Département
6. | NGOS Il Simon Professeur En poste

7. | NKOUMBOU Charles Professeur En poste

8. | NZENTI Jean-Paul Professeur En poste

9. ONANA Vincent Laurent Professeur gzzj;rtement/Uté. Eb. de
10. | YENE ATANGANA Joseph Q. Professeur Chef Div. /MINTP

11. | BISSO Dieudonné Maitre de Conférences En poste

12. | Elisé SABABA Maitre de Conférences En poste

13. | EYONG John TAKEM Maitre de Conférences En poste

14. | FUH Calistus Gentry Maitre de Conférences Sec. D’Etat/MINMIDT(ai)
15. | GHOGOMU Richard TANWI Maitre de Conférences Chef de Div. /Uté Bertoua
16. | MBIDA YEM Maitre de Conférences En poste

17. | MBESSE Cécile Olive Maitre de Conférences En poste

18. | METANG Victor Maitre de Conférences En poste

19. | MOUNDI Amidou Maitre de Conférences CT/MINIMDT

20. | NGO BIDJECK Louise Marie Maitre de Conférences En poste

21. | NGUEUTCHOUA Gabriel Maitre de Conférences CEA/MINRESI

22. | NJILAH Isaac KONFOR Maitre de Conférences En poste
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24. L%HQES\L/IJNTE Jacqueline epse Maitre de Conférences Chef. Cell /MINRESI
25. | TCHOUANKOUE Jean-Pierre Maitre de Conférences En poste

26. | TEMGA Jean Pierre Maitre de Conférences En poste

27. | ZO’0 ZAME Philémon Maitre de Conférences DG/ART

28. | ANABA ONANA Achille Basile Chargé de Cours En poste

29. | BEKOA Etienne Chargé de Cours En poste

30.| ESSONO Jean Chargé de Cours En poste

31.| MAMDEM TAMTO Lionelle Estelle, Chargée de Cours En poste
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32.| MINYEM Dieudonné Chargé de Cours Chef Serv./Uté Maroua
33.| NGO BELNOUN Rose Noél Chargée de Cours En poste
34.| NGO'O ZE ARNAUD Chargé de Cours En poste
35.| NOMO NEGUE Emmanuel Chargé de Cours En poste
36.| NTSAMA ATANGANA Jacqueline Chargée de Cours En poste
37.| TCHAPTCHET TCHATO De P. Chargé de Cours En poste
38.| TEHNA Nathanaél Chargé de Cours En poste
39.| FEUMBA Roger Chargé de Cours En poste
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41.| KOAH NA LEBOGO Serge P. Assistant En poste
42.| NGO’O ZE ARNAUD Assistant En poste
43.| TENE DJOUKAM lJoélle Flore, épouse | Assistante
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Répartition chiffrée des Enseignants de la Faculté des Sciences de I’Université de Yaoundé |

NOMBRE D’ENSEIGNANTS

DEPARTEMENT Professeurs

Maitres de Conférences Chargés de Cours

Assistants Total

BCH 8 (01) 20 (12) 9 (04) 6 (05) 43 (22)
BPA 11 (01) 19 (09) 16 (05) 3(02) 49 (17)
BPV 6 (01) 10 (02) 14 (08) 2 (00) 32 (11)
cl 7 (01) 14 (04) 5 (01) 1 (00) 27 (06)
co 7 (01) 15 (05) 11 (05) 1(00) 34 (11)
ER 1 (00) / / 1 (0)
IN 2 (00) 2 (00) 14 (01) 4 (00) 22 (01)
MAT 1 (00) 8 (00) 19 (02) 5 (01) 33 (03)
MIB 3 (01) 7 (03) 9 (05) 5(02) 24 (11)
PHY 18 (01) 12 (04) 11 (01) 1(00) 42 (06)
ST 10 (00) 17 (03) 13 (03) 3 (01) 45 (09)
74 (07) 124 (42) 121 (35) 31(11) 350 (95)
Total
Soit un total de 350 (95) dont :
- Professeurs 74 (07)
- Maitres de Conférences 124 (42)
- Chargés de Cours 121 (35)
- Assistants 31(11)
() = Nombre de Femmes 95
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RESUME

La prévention des maladies a transmission vectorielle et principalement le paludisme repose
essentiellement sur [’utilisation des insecticides de synthése. Cependant, du fait du
développement et de I’expansion rapide de la résistance des vecteurs aux insecticides, les
travaux récents envisagent 1’utilisation des insecticides & base des extraits de plantes, comme
une alternative dans la lutte contre les vecteurs. Ces extraits ont 1’avantage d’avoir plusieurs
principes actifs dans leur composition, sont moins nocifs pour les organismes non cibles et par
ailleurs biodégradables. La présente étude a consisté en 1’évaluation des activités insecticide
et adjuvant des huiles essentielles des feuilles de Cannabis sativa et de Piper umbellatum sur
deux vecteurs majeurs des maladies au Cameroun : Anopheles gambiae s.I. et Culex
quiquefasciatus, dans les conditions de laboratoire. Les huiles essentielles des feuilles de
Cannabis sativa et de Piper umbellatum ont été extraites par hydrodistillation a 1’aide d’un
appareillage de type Clavenger et analysées par chromatographie en phase gazeuse couplée a
la spectrométrie de masse. Les tests biologiques de susceptibilité ont été réalisés selon les
procédures édictées par I’OMS (2005, 2013) et la CDC (2013) sur les larves de troisieme
stade et les adultes femelles d’Anopheles gambiae s.l. et de Culex quinquefasciatus agees de
deux a cing jours et n’ayant pas pris de repas sanguin. Ces essais se sont déroulés sous une
température comprise entre 25°C et 28°C, une humidité relative moyenne de 78% et une
photopériode de 12L : 12D. Les rendements d’extraction des huiles essentielles de Cannabis
sativa et de Piper umbellatum ont été tres faibles (0,044% et 0,012%) respectivement pour
Cannabis sativa et Piper umbellatum. L’analyse chimique de ces huiles essentielles a révélé
81 composés pour Cannabis sativa et 24 composés pour Piper umbellatum. Ces constituants
sont en majorit¢ des terpenes et d’autres composés aromatiques. La caractérisation
moléculaire par la PCR des moustiques du complexe Anopheles gambiae récoltés aux abords
de la riviére Ewoé a donné 4,33% d’Anopheles gambiae s.s. et 95,77% d’Anopheles coluzzii ;
tandis que D’identification morphologique des moustiques récoltés a 1’étang de Melen a
donné: 2% d’Anopheles gambiae s.l., 7% de Culex perfuscus et 91% de Culex
quinquefasciatus. Pour ’activité larvicide apres 24 heures d’exposition, les CLs ont été de :
0,501% ; 1,168% ; 0,03% pour Cannabis sativa et 0,51% ; 0,61% ; 0,09% pour Piper
umbellatum, tandis que les CLgs ont été de : 0,95% ; 2,21% ; 0,17% pour Cannabis sativa

et 0,91% ; 1,09 % ; 0,23% pour Piper umbellatum, respectivement pour les souches
de laboratoire d’Anopheles gambiae s.s., sauvage d’Anopheles gambiae s.l. et pour Culex
quinquefasciatus. Aprés une exposition de 48 heures, les CLsg ont été de : 0,201% ; 0,217% ;
0,005% pour Cannabis sativa et 0,43% ; 0,58% ; 0,05% pour Piper umbellatum, tandis que
les CLgs ont été de : 0,381% ; 0,412 ; 0,110 pour Cannabis sativa et 0,79% ; 1,05% ; 0,160%

pour Piper umbellatum, respectivement pour les souches de laboratoire d’Anopheles gambiae
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s.s, sauvage d’Anopheles gambiae s.l. et pour Culex quiquefasciatus. Concernant 1’effet
adjuvant des huiles essentielles des feuilles de Cannabis sativa et de Piper umbellatum pour
I’efficacité du témephos sur les larves traitées, apres une exposition de 24 heures, les CLsg ont
été de : 0,14% et 0,002% pour Cannabis sativa ; 0,30% et 0,0011% pour Piper umbellatum,
tandis que les CLgs ont été de: 0,35% et 0,026% pour Cannabis sativa ; 0,64% et 0,024% pour
Piper umbellatum, respectivement pour la souche sauvage d’Anopheles gambiae s.l. et pour
Culex quinquefasciatus. Apres 48 heures d’exposition les CLsg ont été de: 0,011% et 0,0013%
pour Cannabis sativa, 0,023% et 0,001% pour Piper umbellatum, tandis que les CLgs ont été
de: 0,17% et 0,013% pour Cannabis sativa ; 0,38% et 0,015% pour Piper umbellatum,
respectivement pour la souche sauvage d’Anopheles gambiae s.I. et Culex quingquefasciatus.
S’agissant des essais adulticides, les TKDso ont été de: 23+0,7min; 28+1,55min et
6+0,24min pour Cannabis sativa et 5x0,4min; 9+0,2min et 19+0,57min pour Piper
umbellatum ; tandis que les TKDgs ont été de : 45+0,91min ; 55+0,95min ; 47+0,90min pour
Cannabis sativa et 40£0,32min; 47+0,47min et 51+0,4min pour Piper umbellatum,
respectivement pour les souches de laboratoire d’Anopheles gambiae s.s, sauvage
d’Anopheles gambiae s.l. et pour Culex quinquefasciatus. Pour I’effet adjuvant par rapport a
I’efficacité de la permethrine, les TKDso ont été de : 16+0,75min et 8+0,15min pour Cannabis
sativa ; 27+0,4min et 14+0,8min pour Piper umbellatum, tandis que les TKDgs ont été de:
53+0,95min et 53+0,6min pour Cannabis sativa, 53+0,6min et 52+0,14min pour Piper
umbellatum, respectivement pour la souche sauvage d’Anopheles gambiae s.1. et pour Culex
quinquefasciatus. Les CLso pour les adultes femelles ont été de: 0,107% ; 0,15% et 0,17%
pour Cannabis sativa et 0,40% ; 0,43% et 0,24% pour Piper umbellatum, tandis que les CLgs
ont été de: 0,339% ; 0,369% et 0,42% pour Cannabis sativa L et 0,73% ; 0,76% et 0,52%
pour Piper umbellatum, respectivement pour les souches de laboratoire d’Anopheles gambiae
s.s, sauvage d’Anopheles gambiae s.I. et pour Culex quinquefasciatus. Pour I’effet adjuvant
des huiles essentielles, les CLso et CLgs ont été de: 0,027% ; 0,01% et 0,118% ; 0,15% pour
Cannabis sativa ; 0,024% ; 0,011% et 0,18% ; 0,17% pour Piper umbellatum, respectivement
pour la souche sauvage d’Anopheles gambiae s.I. et pour Culex quinquefasciatus. Les huiles
essentielles des feuilles de Cannabis sativa et de Piper umbellatum ont été efficaces aussi
bien pour [Dactivité insecticide qu’adjuvant sur Anopheles gambiae s.I et Culex

quinquefasciatus.

Mots Clés : Cannabis, Piper, huile essentielle, insecticide, adjuvent, Anopheles, Culex.
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ABSTRACT

The control of Arthropods borne diseases and mainly malaria rely on the use of synthetic
insecticides. However, due to the rapid development and expansion of vector resistance to the
synthetic insecticides, several authors have suggested the use of insecticides based on plant
extracts as alternative. These offer the advantage of having several active ingredients in their
composition, which are less harmful for non-target oraganisms and are biodegradable. Thus,
our study consisted in the evaluation of the insecticidal and adjuvant activities of Cannabis
sativa and Piper umbellatum leaves essential oils on two major vectors in Cameroon:
Anopheles gambiae s.I. and Culex quiquefasciatus, under laboratory conditions. Cannabis
sativa and Piper umbellatum leaves essential oils were extracted by hydrodistillation using a
Clavenger-type apparatus and analyzed by gas chromatography coupled to mass spectrometry.
Biological susceptibility tests were performed according to the WHO (2005; 2013) and CDC
(2013) procedures with third instar larvae and 2-5 days old non blood fed female adult of
Anopheles gambiae s.I. and Culex quinquefasciatus. These tests were conducted at
temperature of 25°C-28°C, relative humidity of 78% and a photoperiod of 12L: 12D. The
extraction of Cannabis sativa and Piper umbellatum leaves essential oils yielded very low
(0.044% and 0.012%) respectively for Cannabis sativa and Piper umbellatum. Chemical
analysis of these essential oils revealed 81 compounds for Cannabis sativa and 24 for Piper
umbellatum. These constituents are mainly terpenes and other aromatic compounds.
Molecular caracterization by PCR of mosquitoes of the Anopheles gambiae complex collected
near Ewoé River revealed 4.33% of Anopheles gambiae s.s. and 95.77% of Anopheles
coluzzii; while the morphological identification of those collectected at melen pound revealed
2% of Anopheles gambiae s.l., 7% of Culex perfuscus and 91% of Culex quinquefasciatus.
For larvicidal activity, after 24 hours exposure period, the LCsg are: 0.501%; 1.168%; 0.03%
for Cannabis sativa and 0.51%, 0.61%; 0.09% for Piper umbellatum, while the LCgys are:
0.95%; 2.21%; 0.17% for Cannabis sativa and 0.91%; 1.09%; 0.23% for Piper umbellatum,
respectively for laboratory strain of Anopheles gambiae s.s., whild strain of Anopheles
gambiae s.l. and Culex quinguefasciatus. For a 48 hours exposure period, the the LCsq are:
0.201%; 0.217%; 0.005% for Cannabis sativa L and 0.43%; 0.58%; 0.05% for Piper
umbellatum, while the LCgs are: 0.381%; 0.412; 0.110 for Cannabis sativa and 0.79%; 1.05%,
0.160% for Piper umbellatum, respectively for laboratory strain of Anopheles gambiae s.s.,
whild strain of Anopheles gambiae s.I. and for Culex quiquefasciatus. Concerning the
adjuvant properties of Cannabis sativa and Piper umbellatum leaves essential oils for the
efficiency of temephos on the third instar larvae, after 24 hours exposure, the LCsg are: 0.14%
and 0.002% for Cannabis sativa; 0.30% and 0.0011% for Piper umbellatum, while the LCgs
are: 0.35% and 0.026% for Cannabis sativa; 0.64% and 0.024% for Piper umbellatum,
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respectively for whild strain of Anopheles gambiae s.I. and Culex quinquefasciatus. After 48
hours exposure, the LCsq are: 0.011% and 0.0013% for Cannabis sativa; 0.023% and 0.001%
for Piper umbellatum, while the LCgs are: 0.17% and 0.013% for Cannabis sativa; 0.38% and
0.015% for Piper umbellatum, respectively for for whild strain of Anopheles gambiae s.I. and
Culex quinquefasciatus. For adulticidal effect, the KDTso are: 23+0.7min; 28+1.55min and
6+0.24min for Cannabis sativa and 5%0.4min; 9+0.2min and 19£0.57min for Piper
umbellatum, while the KDTgs are: 45+0.91min; 55£0.95min; 47+£0.90min for Cannabis sativa
and 40£0.32min; 47+0.47min and 51+0.4min for Piper umbellatum, respectively for
laboratory strain of Anopheles gambiae s.s., whild strains of Anopheles gambiae s.I. and
Culex quinquefasciatus. Concerning the adjuvant effect for the efficacy of permethrin, the
KDTgg are: 16+0.75min and 8+0.15min for Cannabis sativa; 27+0.4 min and 14+0.8 min for
Piper umbellatum, while the KDTgs are: 53£0.95 min and 53+0.6 min for Cannabis sativa;
53+£0.6 min and 52+0.14 min for Piper umbellatum, respectively for the whild strain of
Anopheles gambiae s.l. and Culex quinquefasciatus. The LCsg are: 0.107%; 0.15% and 0.17%
for Cannabis sativa and 0.40%; 0.43% and 0.24% for Piper umbellatum, while the LCgs are:
0.339%; 0.369% and 0.42% for Cannabis sativa and 0.73%; 0.76% and 0.52% for Piper
umbellatum, respectively for the laboratory strain of Anopheles gambiae s.s., whild strain of
Anopheles gambiae s.I. and for Culex quinquefasciatus. For the adjuvant effect of essential
oils on adult mosquitoes, the LCsy and LCgs are: 0.027%; 0.01% and 0.18%; 0.15% for
Cannabis sativa, 0.024%; 0.011% and 0.18%; 0.17% for Piper umbellatum, respectively for
the whild strain of Anopheles gambiae s.l. and for Culex quinquefasciatus. Cannabis sativa
and Piper umbellatum leaves essential oils have been shown to be effective as well as for
insecticidal activity and for adjuvant property on Anopheles gambiae s.I. and Culex

quinguefasciatus.

Key words: Cannabis, Piper, essential oil, insecticide, adjuvant, Anopheles, Culex.
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INTRODUCTION



Les moustiques sont des arthropodes d’importance majeure pour la santé de I’Homme et
des animaux. En effet, outre la nuisance, les Culicidae transmettent de nombreuses maladies:
paludisme, filarioses (filariose lymphatique a Wuchereria bancrofti, éléphantiasis, hydrocele,
chilurie...) et viroses (dengue, encéphalite japonaise, chikungunya, west Nile, Rift valley
fever, sindbis, wesselsbron, Zika) (Peter et al., 1996). La pullulation de ces vecteurs est
favorisée par des aménagements hydro-agricoles et 1’urbanisation qui modifient
I’environnement et favorisent 1I’expansion des maladies & transmission vectorielles (Janko et
al., 2018, Oladepo et al., 2010).

Dans les régions tropicales du globe et en Afrique sub-saharienne en particulier, le
paludisme demeure la principale cause de morbidité et de mortalité. Les enfants de moins de
cing ans et les femmes enceintes constituent les cibles de choix (OMS, 2016 ; OMS,
2023 ;PNLP, 2021). La prévention des maladies a transmission vectorielle repose
essentiellement sur 1’utilisation des insecticides de synthése (Zaim et al., 2002). Cette lutte
préventive contre le paludisme et les autres maladies a transmission vectorielle est rendue
difficile par plusieurs facteurs parmi lesquels : le manque de techniciens en santé publique,
I’extension des souches de Plasmodium falciparum résistantes a la chloroquine et aux autres
molécules (Carnevale, 1991 ; Nannan et al., 2007), le cycle de développement complexe du
Plasmodium qui rendait impossible la mise sur pied d’un vaccin contre le paludisme (Bejon
et al.,, 2014), des financements insuffisants pour les recherches sur le paludisme et ses
vecteurs (Hemingway et al., 2014), I’existence des vecteurs exophiles (Saavedra et al., 2019) ,
le changement de comportement des vecteurs aprés une couverture étendue d’insecticide a
longue durée d’action (Agossa et al.,2015), le développement et I’expansion de la résistance
des vecteurs aux insecticides usuels (Ndo et al., 2018 ; Gnankiné et al., 2013 ; Menze et al.,
2016 ; Ranson et al., 2011) et la pauvreté des populations concernées. Les stratégies de lutte
préventive préconisent 1’utilisation des moustiquaires imprégnés d’insecticides a longue durée
d’action, les pulvérisations intra et extra domiciliaires et le traitement des malades avec des
nouvelles thérapies. Malheureusement, 1’utilisation des moustiquaires imprégnées et les
pulvérisations intra domiciliaires sont loin d’éliminer la nuisance et la transmission des
maladies vectorielles. En effet, tout le monde n’a pas acces a ces services (OMS, 2015) et une
partie de la population est hostile a 1’utilisation des moustiquaires a cause de la chaleur
générée en saison seche (Ingabire et al., 2015). La résistance des vecteurs est engendrée par
plusieurs facteurs : 1’utilisation des mémes insecticides aussi bien en agriculture qu’en santé
publique, 1’urbanisation, les industries et autres activités anthropiques qui modifient

I’environnement (Cabanové et al., 2018 ; Pimnon et al., 2018), I’exposition des larves de
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moustiques a certains polluants et a des faibles doses d’insecticides usuels pendant plusieurs
générations (David et al., 2009 ; Diniz et al., 2015), I'utilisation des insecticides et des
fertilisants en agriculture ( Miller et al.,2008 ; Nkya et al., 2014 ; Bossu et al., 2013 ;
Chouaibou et al., 2016 ; Agossa et al., 2015) , 1’application des insecticides non appropriés.
Tous ces facteurs qui modifient I’environnement exercent une forte pression sur les vecteurs,
entrainant plusieurs mutations qui favorisent le déveleoppement des mécanismes de
résistance (Cvijovi et al., 2015). Ainsi, du fait de cette résistance des vecteurs contre la
plupart des insecticides usuels de synthése, les efforts de lutte contre les vecteurs demeurent
non satisfaisants. Plusieurs études ont confirmé le fait que les insecticides recommandés pour
I’imprégnation des moustiquaires (Strode et al., 2014) rencontrent une grande résistance des
vecteurs. Ainsi, une étude préalable devrait étre menée afin de déterminer I’insecticide le plus
efficace dans une région donnée. Cette résistance qui s’est accrue ces dernicres années s’est
répandue dans presque toute 1’ Afrique subsaharienne en général (Ting et Nannan, 2013 ; Toé
et al., 2015 ; Bonizzoni et al., 2015 ; Sangba et al., 2016) et au Cameroun en particulier
(Etang et al.,2016 ; Miiller et al., 2008, Antonio et al., 2012).

Malgre la résistance des vecteurs aux insecticides de synthése, ’OMS (2006) et certains
auteurs (Fontenille, 2008 ; Fournet et al., 2018) recommandent la lutte anti vectorielle comme
le moyen le plus efficace pour prévenir la transmission du paludisme et les autres maladies a
transmission vectorielle. Considérant la perte d’efficacité des insecticides de synthese et leurs
effets nefastes sur des organismes non ciblés (OMS, 2013), la recherche de nouveaux
insecticides biodégradables et moins nocifs pour I’environnement est une nécessité urgente
(Regnault et al., 2012 ; Gnankiné et al., 2017). L’utilisation des extraits bruts et des huiles
essentielles de plantes comme insecticides ou comme adjuvant pour les insecticides
recommandés en perte d’efficacité constitue une alternative pour vaincre la résistance des
vecteurs (Regnault et al., 2012 ; Nkya et al., 2012 ; Deletre et al., 2015 ; Samuel et al., 2016)
tout en préservant 1’environnement (Bolzonella et al., 2019). Dans cette lancée, plusieurs
travaux effectués dans de nombreux pays tropicaux, en Afrique subsaharienne (Bossu et al.,
2013) et au Cameroun en particulier (Foko et al., 2018; Tapopda et al., 2008;
Tchoumbougnang et al., 2009 ; Akono et al, 2012 ; Matasyoh et al., 2011 ; Remia et al.,
2017), ont mis en évidence ’efficacité des extraits bruts et des huiles essentielles de plantes
sur les vecteurs des genres Anopheles, Culex et Aedes. Ainsi, notre travail s’inscrit dans le
cadre de la poursuite des recherches dans cette nouvelle approche de la lutte antivectorielle a
travers I’efficacité des extraits bruts et des huiles essentielles sur les vecteurs du paludisme et

d’autres maladies transmises par les Culicidae.



Cette étude a pour objectif principal la caractérisation chimique et I’évaluation des effets insecticide et
adjuvant des huiles essentielles de deux plantes locales, Cannabis sativa et Piper umbellatum sur les
moustiques vecteurs majeurs de maladies au Cameroun, Anopheles gambiae s.l. et Culex
quinquefasciatus, en vue d’identifier et proposer de nouvelles molécules candidates au
remplacement ou au renforcement des insecticides usuels en santé publique, contre lesquelles ces
vecteurs ont développé plusieurs types de résistances Pour atteindre cet objectif principal, on a

élaboré les objectifs spécifiques suivants :
- déterminer les rendements d’extraction des huiles essentielles ;

-déterminer la composition chimique des huiles essentielles des feuilles de Cannabis sativa
et de Piper umbellatum ;

- déterminer la diversité des moustiques récoltés dans les gites naturels ;

- évaluer [D’activité insecticide et adjuvant de I’huile essentielle des feuilles de Cannabis

sativa sur Anopheles gambiae s.l. et Culex quinquefasciatus ;

-évaluer I’activité insecticide et adjuvant de I’huile essentielle des feuilles de Piper

umbellatum sur Anopheles gambiae s.l. et Culex quinquefasciatus.
Ce travail est subdivisé en quatre chapitres :

-le Chapitre 1, qui traite des généralités sur les Culicidae, la stratégie de lutte anti-vectorielle,
les notions d’insecticide et d’adjuvant, Cannabis sativa et Piper umbellatum et les huiles

essentielles ;
-le Chapitre I, parle de matéiel et méthodes ;
-le Chapitre 111, traite des résultats et discussion ;

-conclusion et perspectives.



CHAPITRE | : GENERALITES SUR LES CULICIDAE, LA LUTTE
ANTIVECTORIELLE, LES INSECTICIDES, Cnnabis sativa ET Piper umbellatum



I.1. Position Systématique des Culicidae étudiés: Anopheles gambiae s.I. et Culex
quinquefasciatus

La systématique des Culicidae présentée dans cette étude est tirée de Gillott (2005)
Embranchement ou Phylum des Uniramia :
Arthropdes ayant des appendices constitués d'une série de segments non ramifiés ;
- corps métamérise avec des métameres groupés en tagmes ;
- corps recouvert d’une cuticule tégumentaire ;
- présence d’appendices articulés.
Sous-phylum des Hexapoda :
-arthropodes caractérisés par la présence de trois paires de pattes
-téte portant une paire d’antenne et de mandibules.
Classe des Insecta :
-corps divisé en 03 tagmes : téte, thorax, abdomen ;
-présence de pieces buccales externes et d’au moins une paire d’yeux composés
Sous-classe des Ptérygotes :
présence d’ailes au moins a un stade de leur développement post-embryonnaire.
Infraclasse Néopteres
insectes ptérygotes dont les ailes peuvent se replier en arriére, soit a plat, soit en forme de toit
Division des Oligonéopteéres :;
champ jugal avec une seule nervure longitudinale simple.
Ordre des Dipteres :

- présence d’une paire d’ailes, les ailes postérieures étant transformées en haltéres ou
balanciers ;

- larves apodes a téte généralement peu ou non différenciée ;

- pieces buccales de type piqueur— suceur.

Sous — Ordre des Nématocéres (Latreille, 1825) :

- antennes longues et multi-articulées ;

- pronotum séparé du mésonotum par une seule suture transverse ;

- palpes gréles presentant 3 ; 4 ou 5 articles.



Famille des Culicidae :

- corps recouvert d’écailles filiformes ;

- bords postérieurs des ailes frangés d’écailles ;

- appareil buccal avec une trompe allongée droite et recourbée, toujours dirigée vers I’avant.
Sous —famille des Anophelinae :

- trompe dressée en avant, beaucoup plus longue que le reste de la téte ;

- palpes maxillaires aussi longs que la trompe, chez le méle et la femelle ;

- scutellum régulierement recourbé au bord postérieur ;

- oeufs munis de flotteurs latéraux.

Genre Anopheles :

- taches formées par les écailles claires et sombres sur la costa ;

- présence ou non de touffes latérales d’écailles sur 1’abdomen.

Espéce Anopheles gambiae s.l. (Giles, 1902):

- palpes : trois (parfois quatre) bandes pales, 1’apicale plus développée que les autres ;
- costa : cing taches pales dont deux basales ;

- base de la premiére nervure : péle ;

- fémurs et tibias antérieurs : largement avec des taches pales ;

- tarses antérieurs : largement annelés de pale aux articulations ;

-tarses postérieurs : étroitement (mais pas toujours) annelés de pale aux articulations ;
- au repos, les adultes se positionnent obliqguement au support.

Sous-famille des Culicinae :

- présence d’un scutellum trilobé ;

- les femelles ont des palpes courts, les males ont des palpes plus longs que la trompe ;
- au repos les adultes se positionnent parallelement au support.

Genre Culex :

- adultes n’ayant pas de poils spiraculaires et post - spiraculaires ;

- extrémité de I’abdomen des femelles émoussée et le premier segment flagellaire des
antennes est plus court que les autres segments.

Espéce Culex quinquefasciatus :

- trompe : tache pale ventralement sur le plan médian ;



- fémurs : dépourvus de taches pales ;
- tibias : tibia antérieurs et moyens dépourvus de taches pales ;

- tarsomeéres 2-3 de toutes les pattes : avec une bande pale a I’apex.

1.2. Morphologie et Bioécologie des Culicidae

Les Culicidae regroupent I’ensemble des insectes connus sous le nom de moustiques.
Comme tous les Dipteres, ce sont des Insectes holométaboles, c’est-a-dire que leur
développement présente des métamorphoses complétes et passent, au cours de leur vie, par
quatre stades successifs : ceuf, larve, nymphe, et adulte ou imago (Grassé, 1961). Les trois
premiers stades sont aquatiques alors que les adultes ménent une vie aérienne. Les males se
nourrissent exclusivement du nectar des fleurs, donc ils ne piquent pas. Les femelles au
contraire ont besoin de protéines pour assurer le développement de leurs ovaires ; ces
protéines sont fournies par le repas sanguin qu’elles prélévent sur les vertébrés. C’est a cette
occasion que la transmission des germes pathogénes a I’hote a lieu. Le cycle biologique des

Culicidae est présenté sur la figure 1.
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Figure 1 : Cycle biologique des moustiques (Williams et Pinto, 2012)

1.2.1- Morphologie des Culicidae
e Morphologie des ceufs de Culicidae

Les ceufs de Culicidae (figure 2), de forme élliptique, ont une coque dure, lisse et portent ou
non des expansions latérales ou apicales servant de flotteurs. A maturité, ils contiennent de
I’intérieur vers |’extérieur : 1’embryon, la membrane vitelline, I’endochorion épais et

I’exochorion plus ou moins pigmenté (Hinton, 1967).

Les ceufs dans le genre Anopheles sont ovoides et pourvus latéralement de flotteurs qui
leur permettent de conserver une position horizontale. Ceux du genre Culex sont collés les

uns aux autres et forment des nacelles.
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Figure 2 : (Eufs de Culicidae (Williams et Pinto, 2012)

e Morphologie des larves de Culicidae

Les larves de Culicidae (figure 3) sont vermiformes, apodes et cylindroides. Leur corps

est subdivisé en trois régions : téte, thorax et abdomen (Grassé, 1979).

La téte est formée par une plague médiane chitinisée (le fronto-clypéus) et deux plaques
latérales (les épicraniens). Le fronto-clypéus porte une plaque antérieure étroite: le
proclypéus qui est muni des brosses buccales et de nombreuses soies (Peter et al., 1996) . Les
larves ont parfois des taches ocellaires sur les cotés de la téte. La structure des antennes varie

d’un groupe a un autre et elles ont des soies et parfois des spicules.

Le thorax est plus large que la téte et I’abdomen ; il porte des soies longues ou courtes

plus ou moins ramifiées. Ces soies constituent un critére d’identification des especes

(Holstein, 1949 ; Grassé, 1961).

L’abdomen est constitué de neuf segments dont les sept premiers portent des soies. Ces
derniéres sont palmées chez les Anophelinae. On note également I’existence de soies tergales.

Le huitieme segment porte deux structures qui sont :
- sur sa face latérale se trouve un peigne formé d’un ensemble d’épines et d’écailles ;

- sur sa face dorsale, deux spiracles (orifices respiratoires) s’ouvrent soit directement au

niveau du tégument chez les Anophelinae, soit a I’extrémité d’un siphon respiratoire chez les
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Culicinae. Ce siphon est muni a son extrémité de cing valves et porte de part et d’autre, une
rangée d’épines pourvue de, une ou plusieurs touffes de soies (Grassé, 1979 ; Peter et al.,
1996).

Le neuvieme segment est anal et ne se trouve pas dans le prolongement du corps mais

forme avec celui-ci un angle de 130° ouvert vers le bas.

Therax

Segment anal —

brosse ventrals —

sole latirats = |

A

Figure 3. Larves de Culicidae ; A : Anopheles sp. (Williams et Pinto, 2012); B: Culex sp.
(Gillie et de Meillon, 1968)

e Morphologie des nymphes de Culicdae

Toutes les nymphes (figure 4) de Culicidae sont virguliformes. Leur corps est divisé en

deux parties :

- le céphalothorax, antérieur est arrondi et porte les ébauches des yeux et des différents
appendices. Il est également muni de deux trompes respiratoires siphonothoraciques en forme
de trompettes ;

- I’abdomen, posterieur est subdivisé en huit segments et un neuvieme atrophié portant des
soies. Le premier segment est muni d’une soie palmée alors que les autres segments
abdominaux sont munis de soies simples. Le huitieme segment porte deux palettes natatoires

ainsi qu’une soie palmée (Grassé, 1961).
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Figure 4: Morphologie d’une nymphe de Culicidae. A : nymphe de Culex sp. ; B : nymphe
d’Anopheles sp. (Williams et Pinto, 2012)

e Morphologie des adultes de Culicidae :

Le corps des adultes de Culicidae est recouvert d’écailles et est subdivisé en trois parties

distinctes (figure 5): téte, thorax et abdomen.
La téte porte :
- de chaque c6té un ceil a facettes, volumineux, souvent coloré en bleu ou vert métallique ;

- des antennes plumeuses chez le male ou quelques touffes de poils courts a la base des
articles chez la femelle. Chez les méles, les deux derniers articles sont relativement plus longs

que les autres.

Les pieces buccales situées en avant et au milieu de la téte comprennent selon Grassé
(1961) et Boué et Chanton (1962) :

- deux palpes maxillaires plus ou moins recouverts d’écailles et de poils, divergents chez le
méle a ’extrémité et aussi longs ou plus longs que la trompe ; chez le male, ils sont aussi
longs que la trompe (Anophelinae) ou beaucoup plus courts (Culicinae : Culex, Aedes) ;

- la trompe composée de :
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* labium, ou levre inférieure, pi¢ce épaisse couverte de poils et d’écailles, sorte de gouttiére a

ouverture supérieure engainant d’autres pieces ;
* six pieces servant a perforer les tissus de 1’hote :

o deux impaires, le labre ou épipharynx et I’hypopharynx qui est creusé de canal

salivaire ;

o quatre paires : deux maxilles ou méachoires, portant a I’extrémité des dents dont le

nombre varie avec 1’espéce considérée et deux mandibules.
Chez les males certaines piéces peuvent manquer, ce qui les rend incapables de piquer.

Le thorax renflé dorsalement et globuleux est formé de trois segments soudés : prothorax,
mésothorax et métathorax. En arriere, une partie du mésothorax se détache pour former le
scutellum, simple chez les Anophelinae mais a trois lobes chez les Culicinae (Peter et al.,
1996).

Le thorax porte :

- deux ailes, minces et transparentes, portant une frange de soies au bord postérieur et a

nervures couvertes d’écailles.

R 15 mam

Figure 5.A et B : Morphologie d'une aile de Cullicidae : C : costale ; Sc : souscostale ; R : radiale ;
M : mediane ; Cu : cubitale ; A : anale ; h : humérale ; r-m : radio-médiane ; m-cu : médio-cubitale
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Au repos, les ailes sont croisées 1’'une sur 1’autre. Les nervures longitudinales et

transversales du bord antérieur au bord postérieur sont :
* lanervure costale, encore appelée costa ;

* la nervure sous-costale, ou sub-costa, dont la base se confond avec celle de la nervure

suivante ;
* la premiere nervure longitudinale ;

* la deuxiéme longitudinale qui se divise en deux branches ;

>(.

la troisieme longitudinale ;
* la quatrieme longitudinale, divisée en deux branches ;
* la cinquiéme longitudinale également bifurquée ;
* lasixiéme longitudinale.
Les nervures transversales du bord antérieur au bord postérieur sont :

* |atransverse humérale ;

*

la transverse sous-costale ;

*

la transverse marginale ;

*

la transverse surnuméraire ;

*

la transverse moyenne ;

*

la transverse postérieure ;
- deux balanciers, ou halteres, qui sont des vestiges de la deuxiéme paire d’ailes ;

- trois paires de pattes articulées au thorax par la hanche (ou coxa) et le trochanter
(antérieures, moyennes et postérieures). Chaque patte comprend: le fémur, le tibia et le tarse.
Ce dernier est formé de cing articles (I, Il, 111, 1V, et V) dont le dernier porte deux griffes,
inégales ou égales, munies d’une ou de deux dents dans le genre Aedes. Par contre, dans le

genre Culex, les deux dents sont accompagnees de pulvilli (Holstein, 1949).

L’abdomen allongé est constitué de dix segments distincts dont neuf pratiquement visibles
n’ayant des écailles que chez les Culicinae (sauf de rares exceptions chez les Anophelinae)

(Gillie et Coetzee, 1987).
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Chez le male, le neuvieme segment porte I’armature génitale ou hypopygium. Chez la

femelle, ce segment porte des cerques plus ou moins visibles (Peter et al., 1996).

\ Trompe
Palpe

.\ Antenne

Tete

Thorax

Abdomen

Aile

Figure 6: Morphologie générale schématique d’un imago de Culicidae (Williams et Pinto,
2012)

Deux principales caractéristiques permettent de distinguer les Anophelinae adultes des

Culicinae adultes : les palpes maxillaires (Figure 6) et la position de repos (Figure 7).
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Femelles
Antenne Antenne
- Males

Culiciné Anopheliné

Figure 7. Différences entre les Anophelinés et les Culicinés au niveau de la téte des méles et
des femelles (Williams et Pinto, 2012).

Les femelles du genre Anopheles présentent des palpes maxillaires aussi longs que la

trompe ; alors que les palpes des femelles des Culicinés sont bien plus courts que leur trompe.
Le bout des palpes d’anopheles males est arrondi, ce qui n’est pas le cas pour les Culicinés.

Les Anophelinae et les Culicinae présentent en commun le dimorphisme sexuel au niveau
de I’antenne. Les males présentent une antenne épaisse (plumeuse) tandis que celle des

femelles est simple (pileuse) (Figure 6).

Les anophéles adultes ont tendance & se poser suivant un angle de 50° & 90° par rapport & la
surface. Les culicinés ont tendance a se reposer parallelement a la surface du support (figure
7).
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Culex sp. Anopheles sp.

Figure 8: Différentes positions de repos des adultes de Culex sp. et d’Anopheles sp. par

rapport au support (Williams et Pinto, 2012)

1.2.2. Bioécologie des Culicidae
- Bioécologie des ceufs de Culicidae

La ponte ou I’oviposition se fait en milieu aquatique et est conditionnée principalement
par la température, le pH, le degré de pollution. Les ceufs peuvent étre déposés a la surface de
I’eau ou sur un substratum humide ; dans ce dernier cas, les ccufs doivent étre inondés avant
I’éclosion (Peter et al, 1996). lls sont déposes le plus souvent pendant la nuit a la surface des
eaux calmes. Leur nombre varie de 100 a 400 ceufs par femelle et par ponte (Cywinska et al.,
2006). Ils peuvent étre pondus isolement a la surface de 1’eau (Anopheles, Aedes et

Toxorhynchites...) ou en radeau (Culex), ou fixés a un support (Mansonia...). La flottaison
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est due soit a des phénomenes de tension superficielle, soit a la présence des flotteurs latéraux

dans le genre Anopheles ou apicaux dans le genre Culex.

La période du développement embryonnaire dure 2 a 3 jours pendant lesquels I’embryon
évolue pour atteindre le stade de larve | (Peter et al., 1996). Les ceufs du genre Anopheles sont
peu résistants a la dessiccation, alors que ceux du genre Aedes résistent plus longtemps

(jusqu’a 4 ans apres la ponte) grace a la cuticule sérotique qui les enveloppe (Hawley, 1988).

- Boécologie des larves de Culicidae

A T’éclosion, la larve de stade | mesure a peine quelques millimetres (Mouchet et
Carnevale, 1991). En se développant, la taille et le nombre de soies portées par des individus
permettent de distinguer 4 stades larvaires, tous aquatiques. Les gites sont variables : il s’agit
des eaux courantes, stagnantes, saumatres ou douces, des milieux ombragés ou ensoleillés de

dimensions trés réduites ou grandes, permanents ou temporaires, naturels ou artificiels.

Au repos, les larves se positionnent sous la surface de I’cau et respirent I1’air
atmosphérique grice a I’affleurement de leur spiracle qui s’ouvre sur le 8° tergite abdominal
dans le genre Anopheles ou par un siphon dans les genres Culex et Aedes (Robert, 1989).
Certaines espéces des genres Mansonia et Mimomyia se fixent par leur siphon aux tiges ou
aux racines des végétaux aquatiques afin d’y prélever I’air des aquiféres nécessaire a la

respiration.

Généralement, les larves se nourrissent d’algues et d’autres microorganismes. Certaines
larves sont zoophages : c’est le cas de celles de Culex tigripes qui peuvent dévorer, chacune
20 autres larves de moustiques en 2 jours (Moirangthem et al., 2018). Les larves de 3° stade
d’Aedes albopictus sont capables de présenter un comportement cannibale (Mastrantonio et
al., 2018).

La durée de la phase larvaire varie. Elle est en moyenne de 6 a 10 jours mais elle peut étre
plus courte pour les especes adaptées au climat sec (Aedes vitatus) ou beaucoup plus longue
(Peter et al., 1996). Les facteurs de variation de cette durée sont: I’alimentation, la
concurrence vitale d’une part et d’autre part la température, le pH, la salinité, la quantité des
maticres organiques dissoutes dans 1’eau. A la mue nymphale, les larves de quatrieme stade

(L4) se transforment en nymphes (Grasse, 1979 ; Mouchet et Carnevale, 1991).
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- Bioécologie des nymphes de Culicdae

La nymphe, caractéristique des insectes holométaboles, est un stade situé entre la larve
et ’imago (Grassé, 1979). Apode, aquatique chez les Culicidae, elle ne se nourrit pas. Elle
respire 1’air atmosphérique ou inspire I’oxygeéne des plantes aquatiques grace aux trompettes
respiratoires. La durée du stade nymphal oscille entre 1 a 6 jours suivant les espéces. A la fin
de ce stade, la cuticule du céphalothorax de 1’organisme se fendille dorsalement selon un plan
sagittal. Les plans hydrophobes empéchent la noyade et libérent successivement les
différentes parties de ’adulte : thorax, téte, antennes, ailes, trompe, pattes et abdomen.
L’adulte désormais a I’air libre reste immobile, posé€ sur son exuvie nymphale pour que ses
ailes se déploient, sa cuticule durcisse et ses organes reproducteurs soient aptes avant son

envol.

L’émergence dure quelques minutes et représente une phase délicate dans la vie de I’insecte
au cours de laquelle survient une mortalité par noyade allant a prés de 80% dans certains cas
(Rodhain et Perez, 1985).

- Bioécologie des Imagos de Culicidae

L’accouplement se déroule généralement prés des gites larvaires (Peter ,1996). Trés
souvent, les femelles s’accouplent une fois et conservent les spermatozoides dans leurs

spermathéques (Mouchet et Carnevale, 1991).

Les males se nourrissent uniquement des sucs végétaux ; quant aux femelles, elles se
nourrissent également des sucs végétaux mais sont surtout hématophages. Le repas de sang
conditionne la ponte ; toutefois, il existe des especes de Culicidae dont les femelles peuvent
pondre des ceufs fertiles bien que n’ayant pas pris un repas sanguin. C’est le cas chez Malaya

taeniarostris (Peter et al., 1996).

Le premier repas de sang est en général insuffisant pour assurer le développement des
ovocytes dans le genre Anopheles ; la femelle prend alors un second repas ; on dit qu’elle

passe par une phase pré-gravide (Mouchet et Carnevale, 1991).

L’ensemble des processus qui débutent par la recherche de 1’hote et se terminent par la ponte
est connu sous le nom de cycle gonotrophique (Mouchet, 1997). Aprés la ponte, la femelle
recherche un nouvel hote et un nouveau cycle recommence. On peut ainsi observer jusqu’a

huit cycles successifs et parfois plus (Mouchet et Carnevale, 1991).
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Les adultes ne s’¢loignent pas en général des gites larvaires ; leur rayon d’action est en
moyenne de 1500 m pour les Anophéles mais peut atteindre 40 km pour certains Aedes
(Rodhain et Perez, 1985). A cette dispersion active (vol) s’ajoute une dispersion passive par le
vent (dispersion anémochore) ou par les moyens de transport humain comme la voiture, le
train, le bateau, ’avion (Gatizer et al ., 1997) . En effet, Anopheles gambiae, transporté
d’Afrique par les bateaux et les avions, a provoqué 14.000 morts par le paludisme dans le
Nord — Est du Brésil en 1939 (Ambroise-Thomas et al., 1992). La plupart des especes de
Culicidac montrent un pic d’agressivité bien précis, généralement crépusculaire ou nocturne
(Mouchet et Carnevale, 1991).

1.3. Présentation des différentes espéces d’anopheles en Afrique et au Cameroun
1.3.1. Présentation des différentes espéces d’anophéles en Afrique

La connaissance de la systématique et de la distribution des vecteurs a un intérét trés
capital dans les stratégies de contrdle actuel et futur des vecteurs du paludisme (Fontenille et
al. 2003). Diverses études ont permis de démontrer que la distribution des vecteurs est
étroitement liée aux conditions climatiques, écologiques et hydrographiques (Dossou et al.
1998). En Afrique, les vecteurs de Plasmodium appartiennent essentiellement a des
complexes d’espéces (Fontenille et al. 2003). Les complexes d’espéces regroupent des
especes jumelles non différentiables a 1’aide de criteres morphologiques connus quel que soit
leur stade mais différentes par leurs caractéristiques écologiques et génétiques (Pages et al.
2007).

En Afrique subsaharienne, les vecteurs du paludisme se répartissent entre le complexe
gambiae (huit espéces dont trois sont vectrices : An. gambiae s.s ; An. arabiensis et An
coluzzii ), le groupe funestus (neuf espéces dont deux vectrices : An. funestus s.s. et An.
rivulorum), le groupe nili (quatre espéces dont trois vectrices : An. nili s.s., An. carnevalei et
An. ovengensis) (Fontenille et al. 2003, Coetzee et Fontenille, 2004). Au sein du complexe
An. gambiae qui regroupait avant 2013 sept especes a savoir : An. gambiae s.s. Giles 1902;
An. arabiensis Patton 1905; An. quadriannulatus A Théobald 1911; An. bwambae White 1973
; An. quadriannulatus Hunt et al. (1998) ; An. merus Donitz 1902 ; et An. melas Théobald
1911, on a révélé récemment I’existence de deux « formes moléculaires »: la forme M (An.
coluzzii) et la forme S (An. gambiae s.s) qui sont aujourd’hui considérées comme deux

especes différentes (Coetzee et al. 2013). Par ailleurs, An. quadriannulatus B est devenu An.
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amharicus Hunt, Wilkerson et Coetzee 2013. Le complexe Anopheles gambiae compte

désormais huit especes jumelles.

Moins de 20 des 140 espéces d’anophéles présentes en Afrique sub-saharienne sont
capables de transmettre le paludisme a I’homme (Hervy et al., 1998). Cing de ces espéces a
savoir Anopheles gambiae Giles, Anopheles arabiensis Patton, Anopheles funestus Giles,
Anopheles moucheti Evans et Anopheles nili (Theobald), sont considérées comme des
vecteurs majeurs et responsables de 95% de transmission totale des plasmodies dans le
continent (Mouchet et al., 2004). Les vecteurs secondaires ou vecteurs d’importance locale
sont responsables de 5% de transmission des plasmodies (Mouchet et al., 2004). Anopheles
coluzzii est restreinte a I'Afrique centrale et de I’ouest (Coetzee et al. 2013). En Afrique
tropicale et subtropicale An. arabiensis et An. funestus s.s. sont plus répandues (Figure 8) bien

que An. arabiensis préfere les habitats plus secs (Sinka et al. 2010).

& ~ MaprEe

{ s —a . (9

Africa

:I An. arabiensis; An. funestus;

An. gambiae

I An. arabiensis, An. funestus

B An. funestus, An. gambiae =
An. arabiensis \ Ny

B 4n. gambiae

[ An. funestus

Figure 9. Distribution spatiale des especes vectrices de paludisme en Afriqgue  (Sinka et al.,
2012)
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1.3.2. Distribution des espéces anophéliennes en fonction des faciés géographiques au

Cameroun

Les anopheles présents au Cameroun peuvent étre regroupés en fonction de leur aire de

distribution géographique de prédilection (Figure 9).

- Especes cosmopolites : especes distribuées sur tout le territoire : Anopheles
nili, An. wellcomei, An. gambiae, An. coluzzii, An. funestus, An. coustani et

An. leesoni.

- Especes savanicoles : espéces fréquemment retrouvées en zone de savane :
An. arabiensis, An. longipalpis, An. rivulorum, An. sguamosus, An.
pretoriensis, An. rufipes, An. brunnipes, An. sergentii macmahoni, An.

flavicosta et An. brohieri.

- Especes forestieres : espéces présentes en zone forestiére : An. hargreavesi,
An. cinctus, An. obscurus, An. paludis, An. smithii, An. jebudensis, An.
freetownensis, An. moucheti, An. carnevalei, An. ovengensis, An. implexus

et An. dualaensis.

- Espéces sahéliennes: espéces inféodées aux zones sahéliennes: An.

arabiensis, An. rufipes et An. pharoensis.

- Espéces d’altitude : espéces inféodées aux zones de montagne; An.
buxtoni, An. natalensis, An. demeilloni, An. squamosus, An. cydippis, An.

okuensis, An. eouzani, An. rhodesiensis, An. deemingi et An. hancocki.

- [Espéces cotieres: espéces inféodées aux mangroves, fles et zones

insulaires : An. melas, An. coluzzi et An. tenebrosus.
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Figure 10 : Distribution géographique des especes d’anopheles recensées au Cameroun entre

2000 et 2018 (Ayala et al., 2009 ; Antonio-Nkondjio et al., 2019).
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1.3.3. Présentation des différentes especes de Culex sp.

La distribution géographique des membres du complexe Cx. pipiens est tres hétérogene
(Figure 1). En effet, Cx. pipiens est présent en Europe, au Nord et au Sud de I’Afrique, en
Asie et dans les régions tempérées d’Amerique du Nord et du Sud (Harbach et al., 1985,
Vinogradova 2000 ; 2003). Par ailleurs, seule sa forme molestus est présente en Corée du Sud,
au Japon et en Australie (Vinogradova 2000). Pour ce qui est de Cx. quinquefasciatus, sa
répartition couvre la ceinture intertropicale, le Sud-Est de I’Asie et de 1’ Australie (Smith et
Fonseca, 2004 ; Fonseca et al., 2006). Deux especes, Cx. globocoxitus et Cx. australicus sont
quasi endémiques de 1’ Australie pendant que Cx. pallens est surtout présent a I’Est de 1’Oural
a travers 1’Asie tempérée (Fonseca et al., 2009). Cx. pervigilans et Cx. fatigans sont présents
en Nouvelle Zélande et dans les iles voisines (Belkin, 1968). Culex torrentium est présent en
Europe et en Asie (Vinogradova, 2000) et Cx. vagans est présent en Chine, en Inde, en
Russie, au Japon et en Corée (Belkin, 1968). Bien que 1’utilisation de certains organes comme
le génitalia et certaines caractéristiques liées a la reproduction, la physiologie et a I’écologie
puissent nous permettre de distinguer quelques espéces du complexe, identifier les membres
du complexe Cx. pipiens sur la base des criteres morphologiques est trés difficile, colteux en
temps et tres souvent limité aux adultes males. De ce fait, un recours aux criteres génétiques
parait nécessaire pour distinguer les membres du complexe Cx. pipiens. Dans cette optique,
des techniques moléculaires basées principalement sur la réaction de polymérisation en chaine
ont été développées et proposées (Aspen et Savage, 2003 ; Smith et Fonseca, 2004 ; Bahnc et
Fonseca 2006, Shaikevich 2007 ; Kasai et al., 2008). 10 Pour mieux aborder la bioécologie et
décrire les différents stades de développement chez les Culex, I’espéce Cx. quinquefasciatus
sera utilisée comme modele. Il s’agit non seulement d’une espece qui a été particuliérement
¢tudiée (Subra, 1981 ; Bhattacharya et Basu, 2016) mais également de 1’espece dominante des
populations culicidiennes dans les grandes agglomérations de la ceinture intertropicale en
général (Subra, 1981) et du Cameroun en particulier (Antonio-Nkondjio et al., 2012 ; Mbida
etal., 2016 ; Talipouo et al., 2017).
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Figure 11 : Distribution du complexe Culex pipiens et de ses espéces jumelles (Smith et Fonseca,
2004)

Légende : Gris clair : Cx. pipiens, Noir : Cx. quinquefasciatus, Gris foncé : Chevauchement de Cx.
pipiens et Cx. quinquefasciatus, Région marquée par la ligne en pointillés : Cx. torrentium, Région
marquée par une ligne en trait continu : Cx. australicus, Région marquée par une ligne en trait
interrompu : Cx. pipiens pallens, Nouvelle Zélande marquée par une ligne en pointillés et en trait

interrompu : Cx. pervigilans

I.4. Réle épidémiologique des Culicidae

Sur le plan médical et vétérinaire, les moustiques ont une trés grande importance, car les
femelles hématophages de certaines especes sont des vecteurs de nombreux agents pathogenes

pour ’Homme et les animaux.
1.4.1. Anophelinae

Les Anophéles sont réputés dans la transmission des espéces de Plasmodium. Parmi les
especes de plasmodiums connues, seules six espéces sont responsables du paludisme chez
I’homme. Il s’agit de : Plasmodium falciparum ; Plasmodium ovale ; Plasmodium malariae ;
Plasmodium vivax ; Plasmodium knowlesi et Plasmodium cynomolgi. Au Cameroun, les
données disponibles révélent que 23,6% des cas de maladie dans les formations sanitaires,
68,7% des déces chez les enfants de moins de cing ans et 16,9% des déces chez les femmes
enceintes sont attribués au paludisme (PNLP, 2016).
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Dans toute la région intertropicale africaine, le vecteur principal du paludisme est

Anopheles gambiae s.I. (Mouchet et Carnevale, 1991).
Les Anopheles transmettent aussi des plasmodiums aux animaux. Il s’agit de :

- Plasmodium gallinaceum et Plasmodium relictum aux Oiseaux (Alavi et al.,
2004) ;

- Plasmodium yoelli et Plasmodium bergei aux Rongeurs (Pakpour et al.,
2016 ; Wang et al., 2017)

- Plasmodium cynomolgi et Plasmodium knowlesi aux Singes (Imwong et al., 2018).

Plusieurs espéces d’Anophéles transmettent aussi des filarioses et des maladies virales a
I’Homme et aux animaux. Anopheles gambiae s.I transmet la filariose lymphatique causée par
Wuchereria bancrofti (Pi-Bansa et al., 2019) et le virus du chikungunya a I’Homme
(Brustolin et al., 2018).

1.4.2. Culicinae

L’activité vectorielle des Culicinae est également trés importante. En effet, Culex
quinquefasciatus transmet plusieurs agents pathogénes a I’Homme et aux animaux. Ainsi, ce

vecteur transmet :

-des virus tels que, West Nile virus (Reisen et al., 2007); Rift Valley fever virus ( Turell et al.,
2007) et le virus du Zika (Smartt et al., 2018) ;

-des Protozoaires tels que: Plasmodium cathemerium (Pruck-Ngern et al., 2015),

Plasmodium relictum (Valkiiinas et al., 2018 ; Schoener et al., 2019) aux Oiseaux ;

- des Nématodes tels que : Wuchereria bancrofti (Jones et al., 2018), Dirofilaria immitis(De
Carvalho et al., 2008) et Brugia malayi (Chandra et al., 2008).

1.5. Généralités sur le paludisme

1.5.1. Définition

Le paludisme est une maladie parasitaire qui peut étre contractée a tout age, et due a
un Hématozoaire du genre Plasmodium transmis a I’Homme principalement par la piqire de
moustiques femelles du genre Anopheles parasitées (Carnevale et al., 2009 ; Fouet, 2010).

L’on note également la possibilité¢ de transmission congénitale et par transfusion sanguine.
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Cette maladie a été découverte en 1880 a Constantine par Charles-Louis-Alfonse Laveran,
médecin de ’armée frangaise (Guiguen et al.. 1990; OMS, 2009).

1.5.2. Agents pathogénes du paludisme

Les plasmodiums sont des protozoaires intracellulaires de forme amiboide (Guiguen et
al., 1990). lls appartiennent au Phylum des Apicomplexa ; Classe des Haemosporidea ; Ordre
des Haemosporida ; Famille des Plasmodiidae ; Genre Plasmodium Laveran, 1881. Six

especes de Plasmodium seulement sur les 80 espéces décrites sont pathogénes pour I’Homme.

Plasmodium falciparum (Welch, 1897) est I’espéce la plus répandue et la plus
redoutable qui occupe une grande aire de distribution. Elle sévit toute I’année dans les régions
tropicales ou elle subit cependant des recrudescences saisonniéres (Guiguen et al. 1990). Elle
est responsable de la fiévre tierce (variété de fievre intermittente se caractérisant par le retour
des crises le troisieme jour avec un jour d'intervalle entre les épisodes d'hyperthermie)
maligne et de la majorité des infections palustres graves et mortelles avec 90% de déces en
Afrique noire (Mouchet et al., 2004).

Plasmodium malariae (Laveran, 1881) sévit en Afrique de maniére plus sporadique; sa
période d’incubation est de 15 a 21 jours. Il est responsable de la fievre quarte qui est une
variété de fievre intermittente au cours de laquelle les épisodes d'hyperthermie réapparaissent

le quatrieme jour avec deux jours d'intervalle d’apyrexie entre les acces d'hyperthermie.

(Guiguen et al., 1990).

Plasmodium vivax (Grassi et Feletti, 1890) est 1’agent responsable de la fievre tierce
bénigne en Afrique du Nord, en Asie du Sud-Est et en Amérique du Sud. Sa période
d’incubation est d’environ 15 jours mais peut s’étendre jusqu’a 9 mois ou plus, avec des

rechutes a breve ou a longue échéance, observables pendant 3 a 4 ans (Guiguen et al., 1990).

Plasmodium ovale (Stephens, 1922) est 1’agent de la fiévre bénigne en Afrique
Centrale. Son incubation est de 15 jours au maximum, mais peut aller jusqu’a 4 ans (Guiguen

et al. 1990).

Plasmodium knowlesi (Karadjian, 2011) est une espéce découverte récemment chez
I’Homme ; essentiellement trouvée en Malaisie (Asie du Sud-Est), elle est
morphologiquement tres proche du Plasmodium ovale. C’est un Plasmodium affectant

originellement les singes avec un cycle de developpement court (Cox-Singh, 2008).
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Plasmodium cynomolgi (Thuy et al., 2014) est une espéce découverte pour la premiere
fois chez ’'Homme par Thuy et al., (2014) a Hulu Terengganu (Malaisie). Elle est assez
proche de Plasmodium malariae car responsable d’une fiévre quarte, et avec des stades

hypnozoites morphologiquement identiques.

1.5.3. Cycle biologique du plasmodium

Trois acteurs liés par le cycle biologique du parasite sont impliqués: le parasite (agent
pathogéne), 1’anophéle femelle (hote définitif et vecteur exclusif) et un vertébré (hote
intermédiaire et seul réservoir) (Bréhima, 2008). Le cycle se déroule successivement en deux
phases (Figure 10) une phase de reproduction asexuée des Plasmodium par schizogonie dans
I’organisme de I’Homme et une phase de reproduction sexuée par sporogonie dans les organes
de I’anophéle femelle (Kamaté, 2002)

- Développement du plasmodium chez I’ Homme

Chez I’Homme, le cycle est lui-méme divisé en deux phases: la phase hépatique ou

schizogonie exo-érythrocytaire et la phase sanguine ou schizogonie érythrocytaire :

- la phase hépatique ou schizogonie exo-érythrocytaire qui correspond a la phase
d’incubation cliniquement asymptomatique (Bouteille et al., 2007, Chabasse et al., 2007). Les
sporozoites inoculés par I’anophéle femelle lors de son repas sanguin restent pendant une
trentaine de minutes dans la peau, la lymphe et le sang avant de se réfugier dans les
hépatocytes via les vaisseaux sanguins, ou ils se transforment en schizontes pré-

érythrocytaires ou «corps bleus» (formes multi-nucléées) (Bouteille et al., 2007 ; Fouet 2010).

Ces derniers se multiplient, deviennent matures, éclatent et libérent les mérozoites qui

passent dans les globules rouges (Bouteille et al., 2007, Chabasse et al., 2007 ; Fouet 2010).

- la phase sanguine ou schizogonie érythrocytaire correspond a la phase clinique de la
maladie (Chabasse et al., 2007). La pénétration du mérozoite dans I’érythrocyte (par
endocytose) et sa maturation en trophozoites puis en schizontes prend 48 a 72 heures et
conduit a la destruction du globule rouge. Puis la libération de nouveaux mérozoites dans le
sang marque le début d’un nouveau cycle de réplication (OMS 2003, Bouteille et al., 2007;
Fouet 2010). Cette partie du cycle correspond a la phase clinique; alors, la parasitémie
s’éleve, le sujet devient fébrile, c’est I’acces palustre (Bouteille et al., 2007 ; Fouet 2010).
Aprés plusieurs cycles érythrocytaires, certains trophozoites se transforment en gamétocytes

males ou femelles (Kamaté, 2002).
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- Développement du plasmodium chez I’anophéle

Les gamétocytes ingérés lors d’un repas sanguin sur un sujet infecté, se transforment en
gametes males et femelles qui fusionnent en un ceuf libre, mobile, appelé ookinéte (Bouteille
et al., 2007; Chabasse et al., 2007). Cet ookinéte quitte la lumiére du tube digestif, se fixe
ensuite a la paroi externe de 1’estomac et se transforme en oocyste (OMS, 2003). Les cellules
parasitaires se multiplient a I’intérieur de cet oocyste, produisant des centaines de sporozoites,
puis ’oocyste éclate et les libére dans I’hémolymphe. Ces derniers migrent ensuite vers les
glandes salivaires du moustique (Chabasse et al., 2007; Fouet, 2010). Les sporozoites sont les
formes infectantes, prétes a étre inoculées avec la salive du moustique lors d’un repas sanguin

sur un hote vertébré (Kamaté, 2002).
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Figure 12 : Cycle biologique de Plasmodium spp. (CDC, 2018)

1.6. Généralités sur les filarioses lymphatiques (Aubry et Guzére, 2019)

Les filarioses sont un groupe de maladies endémiques tropicales dues a des nématodes (ou
vers ronds) vivipares les filaires qui ont en commun des réactions sérologiques de groupe et
une sensibilité a la diéthylcarbamazine, mais qui ont une symptomatologie propre a chaque

filariose, un hote intermédiaire spécifique et une distribution géographique particuliére.

Chaque filaire passe par deux stades : un stade adulte avec des macrofilaires qui vivent
dans le systéme lymphatique ou le tissu sous-cutané ; et un stade larvaire avec des
microfilaires qui vivent dans le sang, dans le tissu sous-cutané ou dans le corps méme de la
filaire et le milieu extérieur. Il faut un héte intermédiaire (HI : moustique vecteur) pour que la

larve devienne infestante.
Les filarioses pathogénes comprennent :
- les filarioses lymphatiques ;

- les filarioses cutanéo-muqueuses : lI'onchocercose (filaires adultes et microfilaires dans la

peau) ; la loase (filaires adultes dans la peau, microfilaires dans le sang), la dracunculose
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(filaires adultes dans la peau, microfilaires dans le corps méme de la filaire adulte et dans le

milieu extérieur) qui font I'objet de cas cliniques.
La physiopathologie des filarioses pathogeénes est commune chez I’homme avec deux phases :

- phase de pré-patence ou phase de développement helminthique en régle silencieuse rarement
symptomatique, qui s’acheéve, aprés une longue période selon la réponse immunitaire de

I’héte (jusqu’a un an), au moment de I’apparition de la microfilarémie,

- phase de parasitisme adulte, avec une symptomatologie propre aux filaires adultes et
commune aux microfilaires non infestantes, une longue vie des adultes et une grande
prolificité.

- les mansonelloses dues a des filaires adultes peu ou pas pathogénes ; elles sont souvent

associees aux filarioses pathogeénes et leurs microfilaires (sang, peau) peuvent persister apres

traitement faisant croire a un échec thérapeutique de la filariose pathogene,

- les dirofilarioses qui sont des zoonoses en impasse parasitaire chez I'Homme.

1.6.1. Epidémiologie des filarioses (Aubry et Guzere, 2019)

Chez I'hnomme, on rencontre trois filaires lymphatiques : Wuchereria bancrofti ou filaire de

Bancroft, Brugia malayi ou filaire de Malaisie et B. timori.

Les filaires adultes émettent des microfilaires qui circulent en permanence dans la lymphe et
périodiquement dans le sang (périodicité nocturne ou diurne).

La distribution géographique des filarioses lymphatiques est résumée avec la périodicité des

microfilaires dans le tableau | ci-dessous.
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Tableau I. Distribution geographique des filarioses lymphatiques (Aubry et Guzere, 2019)

Especes de filaire

Wuchereria bancroti

Brugia malayi

Brugia tiomori

Périodique nocturne

Ameérique, Afrigue,

Océan Indien, Asie

Asie du Sud-Est

Timor et Tles voisines

Sub-Périodique

diurne

Dénommeé W.
bancrofti variété
pacificale du
Pacifique

1.6.2. Cycle des filaires (Aubry et Guzére, 2019)

Le parasite est transmis d’un sujet infecté¢ a un autre sujet par les moustiques vecteurs qui

jouent le role d’hotes intermédiaires. Les vecteurs sont des Culex (en particulier Culex

quinquefasciatus), des Anopheles, des Aedes, des Mansonia. Les réservoires de parasites sont

I’Homme pour W. bancrofti et ’lHomme et les animaux pour B. malayi et B. timori.

A T’occasion d’un repas sanguin, les microfilaires sont ingurgitées par les moustiques.

Elles subissent deux mues et deviennent infestantes (L3). Lorsque le moustique devenu

infestant pique pour prendre un nouveau repas sanguin, les larves infestantes L3 peuvent

pénétrer dans I’organisme de 1’hote définitif par ’orifice de la piqgtire. Chez I’Homme, environ

10 % de L3 poursuivent leur évolution dans les vaisseaux lymphatiques, y subissent une

nouvelle mue (L4) et se transforment en adultes en 3 a 6 Mois.
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Figure 13 : Cycle de Wuchereria bancrofti (CDC, 2018)

1.6.3. Prévalence selon la géographie

On estime qu’environ 120 millions de personnes dans 72 pays sont actuellement infectées
et que 1 milliard d'étres humains vivent dans des zones ou la filariose est endémique et ou
I'administration massive de médicaments (AMM) est nécessaire. Quatre-vingt millions de
personnes sont porteuses de microfilaires, pres de 40 millions souffrent de difformités et sont
handicapées (2¢me principale cause d’handicap dans le monde). Environ 80 % des personnes
concernées vivent dans les six pays suivants : Cote d’Ivoire, Inde, Indonésie, Myanmar,
Nigeria, RDC (CDC, 2018).

Dans ’océan Indien, la filariose lymphatique est présente sur la cote Est de Madagascar et
sur la c6te Ouest dans la province de Mahajanga. Elle est absente des Hautes Terres. La
prévalence sur la cote varie de 12 a 30 %. L’archipel des Comores est un des foyers mondiaux
qui a atteint les plus fortes prévalences. Dans les Tles montagneuses (Madagascar, Anjouan,

Mayotte), la prévalence diminue en allant du littoral vers les hauteurs et disparait vers 600
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metres d’altitude. La filariose lymphatique diminue actuellement dans 1'ouest de 1’océan
Indien, en particulier aux Comores, qu’il y ait eu une administration de masse de
médicaments comme a Mayotte, ou non comme a Anjouan. Culex quinquefasciatus, qui
pullule en cas d’urbanisation est probablement un trés mauvais vecteur. Un programme
mondial pour I'élimination des filarioses lymphatiques en tant que probleme de santé publique
en 2020 a été mis sur pied en 2000 avec administration de masse de médicaments (AMM)
(CDC, 2018).

1.7. Stratégie de lutte contre les Culicidae
La stratégie de lutte contre les Culicidae présentée ci-dessous est tirée de I’OMS (2006).

La lutte anti-vectorielle est I’une des composantes majeures de la lutte contre les maladies
a transmission vectorielle et un outil complémentaire a la prise en charge des accés palustres
afin de réduire la morbidité et la mortalité (OMS, 2006). En effet, certaines méthodes ont pour
objectif de réduire la densité de moustiques ou la longévité des femelles adultes, tandis que
d’autres visent a réduire le contact homme-vecteur. Mais le choix de 1’une ou 1’autre doit tenir
compte de la bioécologie des especes visées, de leur comportement et du contexte

épidémiologique dans lequel s’effectue la transmission de la maladie.

1.7.1. Méthodes de lutte contre les larves

La lutte antilarvaire a pour cibles les stades aquatiques (ceufs, larves et nymphes) des
moustiques. Ces méthodes de lutte contre les larves sont pysico-chimiques, biologiques et

chimiques.
- Méthodes physico-chimiques

Les méthodes physico-chimiques préconisent, les modifications ou manipulations des gites
larvaires et I’application d’une pellicule huileuse ou autre a la surface de I’eau afin d’entrainer
la mort des larves par asphyxie constituent les méthodes physico-chimiques de lutte contre les

larves de moustiques.
* modifications physiques des gites pouvant aller jusqu’a leur élimination:
- élimination des sites les moins étendus : par comblement ou assechement ;

- fluctuation du niveau des eaux ou chasse par délestage (évacuation réguliére faisant appel

a de petits barrages avec siphons et vannes d’écluses) ;
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- élimination de la végétation ;
- maodification de la salinité.

* La modification du gite de fagon a le rendre inaccessible aux moustiques adultes (barrieres
anti-moustiques mécaniques pour de petits gites tels que des puits ou latrines)

* L’application d’une pellicule huileuse ou autre a la surface de 1’eau afin d’entrainer la mort
des larves par asphyxie. Dans des gites clos (fosses septiques, réservoir d’eau) le recours a des
billes de polystyréne expansé en couches a la surface de I’eau empéche la prolifération des
moustiques pour de longues périodes; ce systeme a été appliqué avec succeés contre

Anopheles stephensi, Aedes aegypti et Culex quinquefasciatus.
- Meéthodes biologiques

Les poissons larvivores et les Bactéries sont utilisés dans la lutte biologique contre les

larves de moustiques :

* L’introduction de poissons ou autres prédateurs larvivores. La mise en place de poissons
larvivores en eau propre (Gambusia) ou en eaux polluées (Poecilia) doit étre faite de facon a

ne pas déséquilibrer 1’écologie locale.

* La lutte bactérienne : Elle inclut des organismes produisant des protéines cristallines qui
sont toxiques pour les larves, ceci est le cas de Bacillus thurigiensis israelensis (Bti) Bacillus
sphaericus, Brevibacillus laterosporus et Clostridium bifermentans. Toutefois, seules les
espéces Bacillus thurigiensis israelensis (Bti) et Bacillus sphaericus sont communément
utilisées, ceci due a leur forte toxicité et a leur large spectre d’espéces cibles (Qi Zhang et al.,
2017).

- Méthodes chimiques

Les méthodes de lutte chimique reposent sur I’utilisation des larvicides chimiques de
synthese, les hormones et les régulateurs de croissance des insectes.

* L’utilisation des composés chimique organiques synthétiques (insecticides usuels) : les
organophosphorés, organochlorés, les pyréthrinoides sont utilisés a cet effet. Parmi ces
composés seuls les organophosphorés (temephos et fenthion) sont recommandés, (OMS,
2013).

* Les Juvenoides sont (méthopréne et Pyriproyfen) actifs sur les larves matures.
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* Les Ecdysoides inhibent la formation de I’exosquelette de la larve aprés mue et sont actifs

sur tous les stades larvaires.

* L’utilisation du Spinosyns ; ce sont des produits issus de la fermentation de
Saccharopolyspora spinosa. Ces composés agissent sur le systeme nerveux en allant se fixer
sur les récepteurs de I’AGAB (Acide Gamma AminoButyrique) et sur ceux de I’acétylcholine,

interrompant ainsi la transmission normale de I’influx nerveux.

* L utilisation des régulateurs de croissance des insectes (RCI): tels que le methoprene et les
pyriproxyprene qui sont des hormones anti-juvéniles qui préviennent le développement des

larves ou des nymphes en adultes.
1.7.2- Lutte contre les vecteurs adultes

Cette lutte est essentiellement basée sur 1’utilisation des insecticides contre les

adultes des moustiques.

* Pulvérisation d’insecticides sur les murs des habitations. Ces pulvérisations
constituent une méthode appropriée de lutte antivectorielle quand toutes les

conditions ci-apres sont réunies :

- la population des vecteurs est en majorité endophile (le vecteur se repose a I’intérieur des

habitations) ;
- le vecteur est susceptible a I’insecticide utilisé ;

- une proportion élevée des batiments dans la zone concernée ont des surfaces qu’il est

possible de traiter correctement.

* Pulvérisation spatiale. On peut exceptionnellement avoir recours a ces méthodes

pour la lutte contre les vecteurs exophiles et exophages.

* Une autre méthode aussi efficace pour la lutte contre les adultes est la
stérilisation des males, puis leur relachement dans la nature, 1’introduction chez les
vecteurs des génes délétéres au Plasmodium. Des essais de contrdle des maladies a
transmission vectorielle & base des moustiques transgeniques ont donné des
résultats intéressants au laboratoire (Catterrucia et al., 2003), mais leur utilisation

en condition naturelle reste controversée.
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1.7.3- Evaluation

* On considerera attentivement les points ci-aprés dans un programme de

larvicides et de pulveérisations :
- le moment d’application ;
- I’équipement ;
- lescodts ;
- la possibilité d’avoir recours a d’autres méthodes ;

- le choix, la formulation et le dosage de I’insecticide ainsi que les techniques de

pulvérisation et les précautions a prendre.

- On pourra faire appel aux éléments ci-apres comme indicateurs de résultat ou de

processus :

- couverture (proportion des zones adéquatement traitées) ;
- acceptation par la communauté ;

- attentes de la communauté ;

- indicateurs d’ordre entomologique.

1.7.4- Mesures de protection individuelle
- Insecticides et répulsifs a usage domestique

On trouve dans le commerce un vaste choix d’insecticides et répulsifs a usage domestique
destinés a la lutte contre les vecteurs dans les foyers (aérosols, serpentins anti-moustiques,
vaporisateurs et pulvérisateurs). Leur efficacité a diminuer les contacts entre vecteurs et

humains est bien établie.
- Matériaux imprégnés d’insecticides

Parmi les matériaux imprégnés d’insecticides, on peut utiliser des moustiquaires, des
tentures, des hamacs, des tissus disposés sous les avant-toits, des nattes en papyrus ou des
piéces de tissu, apres imprégnation, comme barriéres ou répulsifs afin de diminuer les
contacts entre I’Homme et les vecteurs. Le systeme de soin de santé primaire peut incorporer

le traitement par insecticides des matériels destinés par exemple a la fabrication de
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moustiquaires, sous la surveillance d’agents de sant¢é communautaire ayant regu une

formation a cet effet.
- Protection des habitations contre les vecteurs

Les meéthodes relatives a la protection des habitations contre les vecteurs peuvent
toucher a I’architecture de la maison ainsi qu’a la pose de grillage au niveau des portes, des
fenétres et des avant-toits. L’emplacement des habitations et la qualité de la construction
affectent les possibilités d’entrée des moustiques, leurs habitudes de repos et les contacts entre
I’homme et les vecteurs. Les communautés doivent étre sensibilisées aux conditions qui

aggravent le risque d’exposition aux moustiques.

- Aspects opérationnels relatifs aux moustiquaires et aux tentures imprégnés

d’insecticides

On tiendra compte des éléments ci-apres :

dosage de I’insecticide ;
- couverture / utilisation ;

- pourcentage de foyers et des individus au sein de chaque foyer qui utilisent les

moustiquaires chaque nuit ;
- dosages biologiques / tests de mesure de I’efficacité rémanente de 1’insecticide ;
- fréquence et taux de retraitements ;

- codts.

1.8. Notion d’insecticide

La définition et le classement des insecticides présentés dans ces travaux sont de
I’'IRAC(2014)

1.8.1.Définition

Les insecticides sont des substances actives ou des préparations phytosanitaires ayant la
propriété de tuer les insectes, leurs larves et/ou leurs ceufs. Ils font partie de la famille des
pesticides, eux-mémes inclus dans la famille des biocides, tous deux réglementés en Europe

par des directives spécifiques.
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1.8.2. Classification des Insecticides

L'IRAC classe les insecticides en groupes ayant un mode d'action commun, puis en
groupes chimiques a l'intérieur de ces groupes, I'ensemble comprend une cinguantaine de

classes chimiques d'insecticides.

Le mode d'action est considéré comme la propriété la plus fondamentale d'un insecticide,
davantage que la structure chimique elle-méme, car des composés de structures chimiques
tres différentes peuvent se lier au méme site cible et avoir exactement le méme mode
d'action. L'objectif poursuivi est de fournir un outil permettant aux utilisateurs de varier les
traitements avec des substances de groupes différents, de facon a prévenir ou retarder le

développement de phénomenes de résistance chez les insectes et les autres nuisibles.

Selon le mode d’action, on distingue les groupes suivants :

-toxines neuromusculaires qui attaquent le systeme nerveux ou les muscles ;

-régulateurs de croissance des insectes (IGR), qui affectent la croissance et le développement

-poisons respiratoires, également appelés poisons métaboliques, qui affectent le métabolisme
de I'énergie ;
-perturbateurs de l'intestin, qui détruisent I'intégrité de la muqueuse intestinale ;

-perturbations au niveau de I'ADN polymérases, ce qui induit a la malformation de

testicules ;

-des composes considéres comme des inhibiteurs multi-sites non spécifiques, qui

interagissent avec une ou plusieurs cibles spécifiques ;

-des composés dont on considere qu'ils ont une action spécifique, mais dont les cibles sont

actuellement inconnues.
Selon les groupes et sous-groupes chimiques on distingue :

-les Carbamates ou uréthanes sont une famille de composés organiques porteur de la fonction
R-HN(C=0)O-R’ ; ce sont des inhibiteurs de 1’acétylcholinestérase, parmi les plus conus
nous avons: le bendiocarbe, aldicarbe benfuracarbe, aminocarbe, carbaryl, carbosulfan,

carbosulfuran....

-composés organophosphorés qui sont des composés organiques comportant au moins un

atome de phosphore ; ils sont également des inhibiteurs de 1’acétylcholinestérse ; parmi ces
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composés nous avons : le cadusafos, chlorfenvinphos, chlorméphos, chlopyrifos, disulfoton,

fenthion, malathion....

-Cyclodiénes / Hydrocarbures chlorés qui sont des antogonistes du canal ionique chlorure de
I’acide gamma-amino-butyrique’GABA), parmi ces insecticides nous avons : le clodane et

endosulfan ;

-phénypyrazoles qui sont également des antagonistes du canal ionique chlorure du GABA ;

dans ce groupe nous avons 1’éthioprole et le fipronil ;

-pyréthrinoides qui sont des composés organochlorés, organofluorés ou organobromés dont
la structure est dérivée de la pyréthrine, ce sont des perturbateurs du canal sodium ; ce groupe
parmi les plus prisés comprend: la cyflothine, la cyhalothrine, la cyperméthrine la

perméthrine, la deltaméthrine, I’élofenprox, la transfluthrine.....
-DDT et Méthoxychlore, ce sont également des perturbateurs du canal sodium ;

-néonicotinoides qui sont des dérivés de la nicotine, un alcaloide toxique et psychotrope
produit principalement par le tabac ; ce sont des antonistes des récepteurs nicotiniques de
I’acétycholine ; on distingue dans ce groupe: [1’acetamipride, le clothianidine,

I’imidaclopride, le thiaclopride....

-benzoylurés, ce sont des inhibiteurs de la biosynthese de la chitine chez les insectes ; parmi
ces insecticides nous avons: le diflobenzuron, le triflomuton, 1’hexaflumuron, le

chlofluazuron....

-spinosynes qui sont des activayeurs des récepteurs nicotiniques de I’acétylcholine ; ils sont

au nombre de deux : le spinosad et le spinotorame ;

-Analogues d'hormones juvéniles : ce sont des inhibiteurs de 1’hormone juvénile ; parmi ces

analogues nous avons le méthopteéne, I’hydroprene et le kinoprene ;

-Bacillus (bactéries du genre Bacillus et les protéines insecticides qu'elles produisent) : ce
sont des perturbateurs microbiens des membranes de l'intestin moyen des insectes ; parmi ces
Batéries nous avons : Bacillus thuringiensis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus subtilis,

Bacillus sphaericus.

De tous ces groupes d’insectides, seuls les organochlorés, les organophosphorés, les
carbamtes et les pyréthrinoides sont les plus utilsés aussi bien es santé publique qu’en

agriculture.
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1.9. Mécanismes de résistance des vecteurs aux insecticides

La résistance aux insecticides peut étre définie comme «une modification héréditaire dans
la sensibilit¢ d'une population d’organismes nuisibles, se traduisant par 1'échec répété d'un
produit pour atteindre le niveau escompté de contrble, lorsque le produit est utilisé
conformément aux recommandations requises pour cette espéce nuisible» (IRAC, 2011).

L'utilisation d'insecticides en tant que telle, ne crée pas de résistance. Cependant, celle-ci peut
se développer a cause d’une utilisation abusive ou mauvaise d'un insecticide contre une
espéce nuisible. La résistance progresse lorsque la variation génétique qui survient
naturellement permet a une faible proportion de la population, de résister et de survivre aux
effets de l'insecticide. Si cet avantage est entretenu par utilisation constante du méme
insecticide, les insectes résistants se reproduisent et les changements génétiques qui conférent
la résistance sont transmis des parents aux descendants. La proportion de population résistante

devient alors la majeure partie de la population.

Les principaux facteurs qui influencent le développement de la résistance sont: la fréquence
d’application, la dose, la perennité de I’effet, le taux de reproduction, et 1’isolement de la

population.

Plusieurs types de mécanismes de résistance des moustiques et autres insectes aux
insecticides ont été identifiés. La résistance peut impliquer un comportement d’évitement de
I’insecte qui ne rentre pas en contact avec ’insecticide (résistance comportementale), une
modification de I’absorption ou de I’excrétion de I’insecticide (résistance cuticulaire), une
détoxification ou enfin une modification de sa cible. La résistance comportementale et les
modifications de ’absorption ou de I’excrétion des insecticides sont des mécanismes de
résistance relativement rares mais surtout mal élucidés. En revanche, 1’augmentation de la
détoxification des insecticides et les modifications des cibles sont des mécanismes a 1’origine
de niveaux de résistance trés élevés chez les insectes. Chez les insectes, deux termes sont
souvent employés pour décrire les différents types de résistance aux insecticides: la résistance
croiseée et la résistance multiple (Dusfour et al., 2019). Lorsqu’une mutation est responsable
de la résistance a plusieurs familles d’insecticides, on parle de résistance croisée. Un tel
phénomeéne s’observe généralement entre les molécules ayant le méme site d’action. A titre
d’exemple, les organophosphorés et les carbamates ont des cibles et des modes d’action
relativement similaires et la résistance a une famille entraine souvent une résistance a 1’autre.

La résistance croisée désigne également la résistance a plusieurs insecticides avec des modes
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d’action différents mais qui sont métabolisés par les mémes enzymes (Hancock et al., 2018).
La résistance multiple est celle conférée par plusieurs mécanismes de résistance présents
simultanément chez un insecte. Par exemple, un insecte possédant une ou deux mutations
distinctes qui le rendent résistant a deux familles d’insecticides ayant des modes d’action
differents (da Cruz et al., 2019). La résistance multiple peut étre aussi qualifiée de résistance
multiplicative lorsque le niveau de résistance conféré par plusieurs mécanismes de résistance
aux insecticides chez un insecte est plus élevé (synergie) que la sommation des niveaux de

résistance conférée par ces mémes mécanismes isolés (Kisinza et al., 2017).

1.9.1- Résistance comportementale

Une modification du comportement en réponse a 1’exposition aux insecticides peut
conduire a une meilleure survie des insectes. L’insecte irrité par 1’insecticide, s’envole plus ou
moins rapidement en contact avec des surfaces traitées (Carasso et al., 2019). Méme si
I’hyperirritabilité peut retarder I’apparition d’individus résistants au sein de la population, elle
réduit néanmoins 1’efficacité des traitements insecticides (Sherrard-Smitha et al., 2019).
Cependant, trés peu d’études sont disponibles sur ce type de mécanisme de résistance. Des
pulvérisations répétées d’insecticides a I’intérieur des habitations en Thailande ont induit un
changement de régime, endophile et anthropophile des femelles du moustique Anopheles
minimus vers un régime plus exophile et zoophile (Tisgratog et al., 2012). Ce changement de
comportement trophique a été également observé chez An. gambiae et An. funestus en
Tanzanie (Sherrard-Smitha et al., 2019) et au Bénin (Moiroux et al., 2012).

1.9.2- Résistance cuticulaire

Elle correspond a toute modification chimique de la cuticule de ’insecte conduisant a une
réduction de la pénétration de I’insecticide dans I’organisme. Des cas de résistance «
cuticulaire » ont été rapportés chez des souches de Musca domestica (Wang et al., 2019) et
des moustiques du genre Culex (Huang et al., 2018). Des études récentes ont montré une sur-
transcription des génes cuticulaires chez une souche d’An. gambiae résistante a la
deltaméthrine suggérant leur réle potentiel dans la résistance aux pyréthrinoides (Ingham et
al., 2018). Des observations au microscope électronique a balayage ont montré une plus
grande épaisseur de cuticule chez une souche d’An. funestus resistante aux pyréthrinoides

comparee a une souche sensible (Wood et al., 2010). Seul, ce mécanisme offre des niveaux de
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résistance faible comparé aux autres mécanismes physiologiques mais combiné a d’autres
mécanismes, il est susceptible de générer des niveaux de résistance beaucoup plus importants
(résistance multiplicative). Ainsi, il a été suggéré que ce phénomene pouvait étre impliqué
dans la résistance aux pyréthrinoides et agir de concert avec la résistance meétabolique chez

des moustiques du genre Anopheles (Djouaka et al., 2008a).

1.9.3-Résistance par modification de cibles

Une modification de la conformation de la protéine cible de I’insecticide peut diminuer la
capacité de fixation de ce dernier et donc son effet létal. Elle provient de la substitution d’un
ou de plusieurs acide(s) aminé(s) dans la séquence de la protéine cible suite a une mutation
ponctuelle (ffrench-Constant, 2004). Dans la littérature, trois cibles principales au niveau du
systéme nerveux ont été décrites: les mutations du canal sodium voltage dépendant (Jones et
al., 2012a; Lynd et al.,, 2018), du récepteur GABA (Wondji et al.,, 2011) et de
I’acétylcholinestérase (Alout et al., 2008).

1.9.4- Résistance métabolique

La résistance métabolique se traduit par une augmentation du métabolisme des
insecticides, généralement par des familles d’enzymes a large spectre de substrats.
L’augmentation du métabolisme des insecticides peut étre due a une surproduction d’une ou
de plusieurs enzymes de détoxications existantes soit a un meilleur métabolisme de
I’insecticide suite a une mutation d’une ou de plusieurs enzymes (Hemingway et al., 2004).
Ce phénomene se traduit par une diminution de la quantité d’insecticide atteignant la cible et
donc & une augmentation de la tolérance/résistance de ’insecte. Chez les moustiques, trois
grandes familles d’enzymes de détoxication sont impliquées dans la résistance aux
insecticides: les monooxygénases a cytochrome P450 (CYPs) (lbrahim et al., 2016), les
carboxylestéraes (COEs) (Marcombe et al., 2009) et les glutathion- S-transférases
(Hemingway et al., 2004, Enayati et al.,2005).

1.10. Notions d’adjuvant

Un adjuvant est tout composé qui peut étre ajouté a une formulation d’herbicide pour
faciliter le mélange, ’application ou I’efficacité de cet herbicide. Les adjuvants sont déja

inclus dans les formulations de certains herbicides disponibles sur le marché (par exemple
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RoundUp®), ou ils peuvent étre achetés séparément et ajouté dans un mélange en réservoir
avant utilisation (Pringnitz, 1998). Les herbicides doivent surmonter une variété de barriéres a
leur entrée dans les usines pour étre efficace. Par exemple, les herbicides appliqués sur le
feuillage doivent rester sur la feuille au lieu de se perler et de rouler, puis dépasser les poils et
cires des feuilles a la surface des feuilles, puis pénetrent enfin a travers les parois cellulaires et
les membranes cellulaires (DiTomaso 1999; Hull et al., 1982). Certains adjuvants modifient la
formulation de sorte qu’ils couvrent plus complétement et uniformément la surface des
plantes, maintenant ainsi I'herbicide en contact avec des tissus végetaux plutdt que de perler et
de rouler. D'autres formulations augmentent la pénétration a travers la cire cuticulaire, les
parois cellulaires et / ou les ouvertures stomatiques. Dans certaines situations, un adjuvant
peut améliorer la capacité de la formulation a tuer 1’espéce ciblée sans nuire d’autres plantes
(c.-a-d. améliorer sa sélectivité; Hess et Foy, 2000). Les adjuvants peuvent également
améliorer ’efficacité d’un herbicide de sorte que la concentration ou la quantité totale
d’herbicide nécessaire pour I'effet donné est réduite, parfois jusqu'a cing ou dix fois (WSSA,
1982). De cette facon I'ajout d'un adjuvant approprié peut diminuer la quantité d'herbicide

appliquée et réduire les colts de la lutte contre les mauvaises herbes (Green, 1992 et 2001).

Les adjuvants sont des composés chimiquement et biologiquement actifs (non
chimiquement inertes). 1ls produisent des effets prononcés chez les plantes et les animaux, et
certains adjuvants ont le potentiel d'étre des polluants pour les eaux de surface ou
souterraines. Il faut en étre particulierement conscient de I'utilisation d'adjuvants prés de I'eau,
car des effets nocifs peuvent survenir chez certaines espéces aquatiques (Parr, 1982). Les
fiches de données de sécurité (FDS) de la plupart des adjuvants doivent répertorier les
matiéres incompatibles avec les adjuvants, les conditions dans lesquelles ils ne doivent pas
étre utilisés et certaines informations toxicologiques (CLsy ou DLsg), mais cette information
n'est généralement pas aussi compléte que celle trouvée sur les étiquettes d'herbicide et fiches
signalétiques. Malheureusement, il n'y a pas de bon systeme disponible permettant de choisir
ou de sélectionner les types d'adjuvants pour différentes situations, et encore moins quelles

marques répondent le mieux aux besoins.

Les adjuvants peuvent étre classés selon : leur fonction (activateur ou utilitaire), leur
composition chimique (comme les organosilicones) ou selon leur origine (huiles végétales ou
pétroliéres) (Penner, 2000b).

Les adjuvants activateurs agissent pour améliorer Il'activité de I'herbicide, souvent en
augmentant les taux de l'absorption de I'nerbicide dans la ou les plantes cibles. Les adjuvants
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utilitaires, parfois appelés spray modificateurs, agissent en modifiant les caractéristiques
physiques ou chimiques du mélange de pulvérisation pour améliorer sa facilité d'application,
sa capacité a rester a la surface de la plante plutét que de rouler, ou sa persistance dans
I'environnement (McWhorter, 1982). Il y a beaucoup de désaccord concernant comment
certains adjuvants doivent étre catégorisés. Car en effet, certains adjuvants remplissent plus

d'une fonction et rentrent donc dans plus d'une catégorie.

Dans notre étude, la notion d’adjuvant sera aplliquée non par rapport aux herbicides mais par
rapport aux insecticides de synthése recommandés par ’OMS (Zaim et Atto, 2002) en perte

d’efficacité ou nocifs aux organismes non ciblés.

I.11. Généralités sur Cannabis sativa et Piper umbellatum
1.11.1. Position Systématique de Cannabis sativa

La position systématique de Cannabis sativa L présentée dans ces travaux est tirée de Des
Abbeyes et al., (1963) et de APG Ill (Angiosperm Phylogeny Group I11).

Régne des Plantae : étres vivants organisés constitués de cellules ayant une membrane

cytoplasmique doublée par une membrane cellulosique ou pectocellulosique ;

Embranchement des Cormophytes Tracheobionta: plantes comportant un appareil
végétatif constitué de tissus et de vaisseaux bien différenciés dans lesquels circule la séve ;

Sous-Embranchement des Spermaphytes : plantes a fleurs ou a graines ;
Classe des Angiospermes ou Magnoliophyta : plantes a ovule enfermé dans I’ovaire.
Sous-classe des Dicotylédones : Angiospermes a plantules possédant deux cotylédons.

Ordre des Rosales ou Urticaires : plantes  aromatiques possédant un appareil sécréteur de
résine et caractérisees par le développement de la coupe ou hypanthium portant sur ses bords

périanthes et androcée.

Famille des Cannabaceae ou Cannabinaceae : plantes annuelles ou vivaces aux feuilles
alternes ou opposées pétiolées, entieres ou composées-palmées, stipulées, a limbe entier ou

découpé, les inflorescences en cyme condenseé.

Genre Cannabis : tige cannelée, plus ou moins ramifiée avec une taille comprise entre 1 et
2m. Les feuilles de la base de la tige sont opposées, celles de la partie supérieure sont alternes.

Ces feuilles sont palmitiséquees avec 5 ou 7 segments ; 3 et 11 étant les nombres extrémes ;
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Espéce : Cannabis sativa

Le Chanvre (Cannabis sativa), est une herbe annuelle dressée, a tige cannelée pouvant
atteindre de 1 & 4 métres de hauteur. A la partie inférieure, les feuilles stipulées sont opposées,
palmatiséquées avec 5 a 7 segments inégaux allongés et dentés. Vers le sommet de 1’axe, les
feuilles deviennent alternes, simples ou seulement a 3 segments. Ces plantes présentent des
poils cystolithiques, des poils tecteurs et sécréteurs de résine. Les feuilles portent en effet trois

types de poils caractéristiques :

- les uns sont formés d’une cellule renflée a la base, ou se déposent des cristaux de carbonate

de calcium : ce sont les poils cystolithiques ;

- d’autres poils, également unicellulaires mais sans bulbe a leur base, tapissent les épidermes :

ce sont des poils tecteurs ;

- d’autres enfin ont un pied volumineux se terminant par un amas de plusieurs cellules,
chacune secrétant de la résine : ce sont les poils sécréteurs, abondants dans les chanvres riches
en résine, surtout sur les bractées qui entourent les fleurs femelles (Botineau, 2010).

Les pieds méles sont plus gréles et moins feuillus que les pieds femelles ; ses fleurs sont

discrétes.
1.11.2. Position Systématique de Piper umbellatum

Tout comme Cannabis sativa, la position systématique de Piper umbellatum présentée dans
ces travaux est tirée de Des Abbeyes et al., (1963) et de APG Il (Angiosperm Phylogeny
Group 11).

Régne des Plantae : étres vivants organisés constitues de cellules ayant une membrane

cytoplasmique doublée par une membrane cellulosique ou pectocellulosique ;

Embranchement des Cormophytes Tracheobionta: plantes comportant un appareil

vegétatif constitué de tissus et de vaisseaux bien différenciés dans lesquels circule la seve ;
Sous-Embranchement des Spermaphytes : plantes a fleurs ou a graines ;

Classe des Angiospermes ou Magnoliophyta : plantes a ovule enfermé dans I’ovaire.
Sous-classe des Dicotylédones : Angiospermes a plantules possédant deux cotylédons.

Ordre des Pipérales : Inflorescences spiciformes, de petites fleurs nues ou a périanthes

rudimentaires ; les feuilles sont simples ;
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Famille des Piperaceae : plantes herbacées, lianoide ou ligneuses. Feuilles plus souvent
alternes a stipules soudés sur le pétiole ; inflorescences en épis allongés et denses ; le fruit est

une baie a péricarpe mince ;
Genre et espece : Piper umbellatum :

Les estimations du nombre d’espéces que comprend le genre Piper vont de 1400 a plus
de 2000; une quinzaine d’espéces sont originaires d’Afrique tropicale ou s’y sont
naturalisées. Plante herbacée vivace ou arbuste grimpant atteignant 4 m de haut, fortement
ramifié pres de la base ; tiges issues d’un rhizome ligneux, succulentes, cotelées, s’enracinant
aux nceuds. Feuilles alternes, simples et entieres ; stipules absentes ; pétiole de 6,5-30 cm de
long, s’engainant a la base ; limbe presque circulaire a réniforme, de 5-36(-40) cm x 4,5-
37(-42) cm, base profondément cordée, apex courtement acuminé a arrondi, relativement
mince, vert foncé au-dessus, grisatre au-dessous, ponctué de glandes noires, peu a densément
poilu sur les nervures au-dessus et au-dessous, 11-15-palmatinervé ; les fleurs sont blanches,

minuscules et en épis.

1.11.3. Bioécologie de Cannabis sativa
- Appareil reproducteur

Les fleurs males sont réunies en panicules, réduites a 5 sépales verdatres libres et 5

étamines épisépales a filets dressés dans le bouton floral.

Les fleurs femelles sont en cymes compactes, entremélées de bractées : le calice urcéolé
enveloppe 1’ovaire bicarpellé, mais I’un des carpelles avorte et il n’y a qu’un seul ovule. Le
fruit, usuellement nommé « chenevis » est un akéne ovoide lisse, grisatre, de 2,5 a 3,5 mm de
longueur sur 2,5 a 3 mm de diametre (Bitineau, 2010). La répartition entre les sexes est
proche de 50/50. A la germination, on ne peut pas distinguer les jeunes plantes males des
femelles. C'est seulement durant la derniére phase de croissance, lorsque débute la formation
des fleurs, que la détermination du sexe devient possible. Les plantes méales développent de
petits sacs de pollen qui serviront a féconder les plantes femelles a stigmates poilus et
résineux. Les fleurs femelles possedent deux longs stigmates blancs, jaunes ou roses, qui
jaillissent de l'involucre d'un calice a paroi trés mince et couverte de glandes qui sécrétent de
la résine. Les fleurs femelles apparaissent par paires, a l'aisselle des feuilles. Leur calice, pas

plus long que 3-6 mm, est complétement entouré d'un carpelle.
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Les fleurs méales possédent un calice muni de 5 sépales de quelque 5 mm de longueur, de
couleur jaune, blanche ou verte. Elles fleurissent inclinées vers le bas et possédent 5 étamines
longues d'environ 5 mm (Richard et Senon, 2010). La surface supérieure des sépales est

couverte de trichomes (poils) glanduleux.
- Ecologie de Cannabis sativa

Le Cannabis est une plante originaire d’Asie ayant une grande distribution géographique.
C’est une plante de lumicre adaptée aux sols moins humides, au pH basique a texture
argileuse et riches en nutriments; elle est également non tolérante aux sols salés et adaptée a
des températures assez ¢levées, Le cannabis est une plante annuelle susceptible d’étre
cultivée en extérieur comme en intérieur pourvu que les apports en eau et en chaleur soient
suffisants. Extrémement résistant, il est rarement sujet aux maladies cryptogamiques et est
uniquement sensible a un exceés d’humidité. La plus grande partie du Cannabis cultivé
aujourd’hui dans les pays occidentaux provient de croisements effectués a partir de variétés
dont le cycle végétatif est court : ces cultivars peuvent étre produits en intérieur comme en

extérieur, méme dans des régions tempérées ou fraiches

1.11.4. Applications diverses de Cannabis sativa

Le cannabis est utilisé comme drogue depuis des temps immémoriaux. Il est prisé sous
trois formes : la marijuana, le haschich et I’huile de haschich. Un de ses principaux composés,
le Delta-9-Tétrahydrocannabinol a un effet psychotrope sur le cerveau (Hall et al., 1994).
Néamoins, le cannabis est associé a plusieurs applications médicales. Ainsi, il est utilisé pour

plusieurs aspects:

-chimiothérapie : des tests sur des animaux ont révélé que le cannabidiol (CBD) était

bénéfique dans le traitement des nausées (Mechoulam et al., 2002) ;

-le traitement du VIH : des patients ayant recu un traitement antirétroviral ainsi que des
gélules de dronabinol ou de la marijuana fumée pour atténuer les nausées et vomissements,
ont vu diminuer considérablement leurs symptdmes ; les nausées et vomissements étant des
effets indésirables fréquents des antirétroviraux, 1’observance du traitement est alors

améliorée (De Jong et al., 2005) ;
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-traitement de la douleur : divers cannabinoides exerceraient une activité antalgique centrale
reconnue (Manzanares et al., 2006) qui serait liée a une inhibition de la transmission
GABAergique induite par leur interaction avec les récepteurs CB1 (Hosking et al., 2008) ;

-traitement de la sclérose en plaque (Hagenbach et al., 2001), de la maladie d’Alzheimer
(Milton, 2002), de la maladie de Parkinson (Snider et Consroe, 1985), du glaucome
(Grotenhermen, 2004) de 1’épilepsie (Cunha et al.,1980), de ’asthme allergique (Tashking et
al., 1975) ;

-traitement anti-cancer : 1’action anti proliférative des dérivés du Cannabis a été démontrée
sur des modeles animaux (Galve-Roperh et al., 2000) et en culture cellulaire (Jacobsson et al.,
2001).

1.11.5. Bioécologie de Piper umbellatum

Originaire d’Amérique tropicale, Piper umbellatum a été introduit et s’est largement
naturalisé dans tous les tropiques, y compris 1’Afrique tropicale continentale et les iles de
I’océan Indien. Sur le continent africain, il est présent depuis la Guinée et la Sierra Leone

jusqu’en Ethiopie, et vers le sud jusqu’en Angola et au Mozambique.

- Appareil reproducteur

Inflorescence : épi axillaire ou opposé aux feuilles de 5,5-15 cm de long, 2-8 groupés en
fausses ombelles ; pédoncule de 3-12 cm de long ; bractées des pédoncules étroites, de 6-8
mm de long, blanches, caduques, bractées florales triangulaires a arrondies, atteignant 1 mm
de large, a bords poilus, blanches, ivoire ou jaunes. Fleurs minuscules, bisexuées, sessiles ;
périanthe absent ; étamines 2 ; ovaire supere, 1-loculaire, stigmates 3. Fruit : drupe charnue a
3 angles, de 0,5-1 mm x environ 0,5 mm, brunatre, contenant 1 graine. Graines globuleuses,

minuscules.

Piper umbellatum peut fleurir toute 1’année lorsqu’il y a assez d’eau. Piper umbellatum se
multiplie par graines. Les graines montrent une dormance qui peut étre levée par le soleil

direct.
- Ecologie de Piper umbellatum

Piper umbellatum se rencontre dans le sous-bois de la forét pluviale sempervirente, mais
également dans les clairiéres et sur les berges de riviere ; il est toujours présent dans des
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endroits humides, jusqu’a 1800 (—2100) m d’altitude. C’est une adventice commune des
plantations ; dans les cacaoyeres du Ghana et les plantations de palmier a huile du Cameroun,
il peut étre génant.

1.11.6. Applications diverses de Piper umbellatum

La plupart des espéces du genre Piper sont surtout utilisées comme épice, mais elles ont
aussi des usages medicinaux. Piper umbellatum est utilisé depuis des temps anciens dans 1’art
culinaire comme épice ; en médecine traditionnelle pour soigner les maux d’estomac. Cette
plante est également utilisee comme répulsif contre les mouches domestiques, contre les
abeilles afin de recolter du miel en journée. Les indigénes frottent les feuilles sur le corps afin
de repousser les abeilles. L’extrait de Piper umbellatum apparait efficace contre la
phospholipase du venin myotoxique de serpent (NUfiez et al., 2005). Piper umbellatum est
non toxique pour les petits Mammiféres (Da Silva et al., 2014) et a exhibé des effets
protecteurs et cicatrisant contre les ulcéres d’estomac a titre expérimentale chez les rats (I.F.
da Silva Junior et al., 2016) . L’extrait au dichlorométhane des feuilles de Piper umbellatum a
exhibé des propriétés anti cancer et anti inflammatoire au Brésil (Hespporte lwamoto et al.,
2015). Piper umbellatum est utilisé pour traiter des blessures au Cuba (Salehi et al., 2019) et
en Afrique de 1I’Ouest chez plusieurs tribus (Setzer et al. ;1999) ; pour traiter la fievre au
Perou et I’onchocercose au Cameroun (Cho-Ngwa et al., 2016). Piper umbellatum est aussi
utilisé pour traiter les affections des reins, de la peau, des brilures, la diarrhée, le rhumatisme,

le paludisme et les parasitoses intestinales (Roersch, 2010).
1.12. Généralités sur les huiles essentielles
1.12.1. Apercu historique

Les huiles essentielles sont des liquides aromatiques et volatils obtenus a partir de matiéres
veégétales, incluant les fleurs, les racines, I'écorce, les feuilles, les graines, les écorces, les
fruits, le bois et les plantes entieres (Hyldgaard et al., 2012). Tout au long de I'histoire, ces
huiles ont été considérées avec un grand intérét, bien que bon nombre de leurs utilisations a
disparu avec le temps, il est généralement admis que les étres humains les ont extraites a partir
de plantes aromatiques depuis l'aube de I'numanité. Les applications des huiles essentielles a
des fins différentes sont variées et incluent non seulement leur utilisation en cuisine pour
améliorer le goQt et les bienfaits pour la santé des aliments, mais également leur application

dans la fabrication de parfums et de cosmétiques.
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Les anciens Egyptiens utilisaient les huiles essentielles en médecine, en parfumerie et dans
I'art d'embaumer et de préparer les corps a I'enterrement par momification. Dans I'Asie
antique, les Védas codifiaient les utilisations des parfums et des aromatiques a des fins
liturgiques et thérapeutiques. En effet, au cours de I'histoire, de nhombreuses civilisations ont
utilise des huiles essentielles et des parfums a des fins diverses, y compris pour des
cerémonies religieuses, dans la production de parfums, ou comme agents thérapeutiques
contre les infections. Les Phéniciens, les Juifs, les Grecs, les Romains et d'autres cultures
situées autour du bassin méditerranéen ainsi que les Mayas et les Aztéeques des Amériques

possédaient tous une culture de parfum tres raffinée (Sonwa, 2000).

Apres la chute de I'Empire romain et avec I'avénement des civilisations chrétiennes et
musulmane, l'art et la science du parfum ont été introduits dans le monde arabe, ou il a atteint
un haut niveau de sophistication. Au Moyen Age, cette connaissance des parfums a été
ramenée en Europe par les croisés revenant de Terre Sainte et a été développé par les
alchimistes ainsi que dans les monasteres. Les alchimistes ont cherché a créer «l'élixir de vie»
afin de vivre indéfiniment tandis que les monastéres utilisaient des huiles essentielles pour
obtenir divers médicaments pour soigner différentes maladies ou pour rendre aromatiques des
dérivés tels que le savon et le parfum. A la Renaissance, l'utilisation des huiles essentielles en
parfumerie et cosmétique s'est étendue a travers le monde (Sonwa, 2000).

1.12.2. Concept et définition

Les huiles essentielles sont des substances odoriférantes et trés volatiles présentes dans les
plantes. En raison de leur volatilité, ces substances peuvent étre isolées par distillation a la
vapeur d'une plante aromatique d'une seule espéce botanique et peuvent étre détectées a la fois
par l'odeur et le goQt. Les huiles essentielles individuelles sont connues sous le nom de la
plante dont elles sont dérivées et I'odeur est similaire a celle de la partie de la plante dont elles

sont issues, bien que I'ardme soit généralement plus intense.

Il existe différentes définitions des huiles essentielles, mais la plus précise est probablement
celle proposee par Schilcher, Hegnauer et Cohn-Riechter, qui a été résumée par Sonwa
(2000): «Les huiles essentielles sont des produits ou des mélanges de produits, qui se forment
dans le cytoplasme et sont normalement présents sous forme de minuscules gouttelettes entre
les cellules. lls sont volatiles et aromatiques ». 1ls sont composés de «mélanges de substances

parfumées ou de mélanges de substances parfumées et inodores», ou une substance parfumée
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est définie comme «un composeé chimigquement pur qui est volatil dans des conditions

normales et qui, en raison de son odeur, peut étre utile a la sociétéx».

L’Organisation Internationale de Normalisation (ISO) a défini les huiles essentielles
comme «produit obtenu & partir de matiéres premiéres naturelles d'origine végétale, par
distillation a la vapeur, par des procédés mecaniques a partir de I'épicarpe des agrumes, ou par
distillation seche, apres séparation de la phase aqueuse le cas échéant par des procedés
physiques », en précisant que« I'huile essentielle peut subir des traitements physiques qui
n'entrainent aucun changement significatif dans sa composition». D'autres groupes, sociétés et
entreprises encore ont établi leurs propres critéeres de concept et de qualité. Par exemple,
I'Association Frangaise de Normalisation, la Fragrance Materials Association, I'International
Fragrance Association, le Bundesinstitut fir Risikobewertung, le Research Institute for
Fragrance Materials et le Scientific Committee on Consumer Safety ont tous établi des
normes pour réglementer les quantités maximales et les utilisations de certaines huiles ainsi
que des composeés uniques. (Sonwa, 2000; Turek et Stintzing, 2013). Néanmoins, les normes

ISO sont généralement acceptées dans le monde entier.

Comme défini ci-dessus, les huiles essentielles sont des mélanges complexes, généralement
formés de nombreux constituants, généralement liquides, mais parfois solides. A température
ambiante, ces meélanges varient généralement de couleur incolore a légérement jaunatre
lorsqu'ils sont fraichement distillés, avec une odeur aromatique, tres propre au toucher et
facilement absorbés par la peau. Contrairement au légume gras, huiles animales ou minérales,
une goutte d'huile essentielle sur papier disparait rapidement, prenant entre quelques minutes
et quelques jours, selon la température. De plus, les huiles essentielles ont généralement une
faible densité, sauf dans des cas particuliers tels que les huiles de cannelle, de clou de girofle
et de sassafras, qui sont plus denses que I'eau. Ils ont une faible solubilité dans I'eau, mais sont
solubles dans la plupart des solvants organiques courants, y compris I'éthanol et I'éther

diéthylique, et se mélangent bien avec les huiles végétales, les graisses et les cires.

Les huiles essentielles ont un indice de réfraction et un pouvoir rotatoire élevés, ce qui
pourrait étre intéressant pour leur identification et leur contrdle qualité; cependant, cet indice
de réfraction a tendance a étre variable en raison des différents codes actuellement utilisés

dans le monde.

52



1.12.3. Variabilité des huiles essentielles

Prés de 3000 huiles essentielles différentes ont été décrites. Parmi elles, environ 300
sont utilisées commercialement sur le marché des arémes et des parfums (Burt, 2004).
Cependant, la grande variabilité de la composition chimique des plantes aromatiques présente
un probleme potentiellement sérieux pour l'industrie de la fabrication de parfums. Pour cette
raison, de nombreuses recherches se sont concentrées sur les facteurs contribuant a cette
variété autres que strictement génétiques. Par exemple, les enquéteurs ont décrit des races
distinctes de la méme espece, par exemple Melaleuca bracteata, qui sont riches en différents
constituants principaux, chacun produisant une huile essentielle différente avec soit du méthyl
eugenol, du méthyl isoeugenol et de I'élémicine. Autres plantes aromatiques, comme le
pavillon doux (Acorus calamus), lI'absinthe (Artemisia absinthium), le basilic doux (Ocimum
basilicum), la mélisse (Melissa officinalis), le thym (Thymus vulgaris), le camphrier
(Cinnamomum camphora), la menthe poivrée (Mentha piperita), ou tanaisie (Tanacetum
vulgare) ont été largement étudiées et différents chémotypes et races chimiques ont été décrits
(Evans, 2009). Il a également été découvert que dautres facteurs peuvent modifier la
composition chimique des huiles essentielles, comme le climat, les précipitations ou l'origine

géographique de la plante.

1.12.4. Présence et fonctions des huiles essentielles dans le régne végétal

Les huiles essentielles sont généralement formées comme métabolites secondaires.
Dans de nombreux cas, ils sont stockés dans des cellules non différenciées (Lauracées) ou des
organes sécréteurs, tels que les poils glandulaires (Lamiaceae et Asteraceae), les conduits
sécretoires (schizogénes chez les Myrtaceae et schizolysigenous chez les Rutaceae), ou les
cavités (Coniferes). Parfois, I'huile essentielle ne se forme pas dans la plante elle-méme, mais
elle est produite par hydrolyse de certains composés présents dans la plante, comme c'est le
cas dans la valériane ou l'ail (Evans, 2009; Franz et Novak, 2010).

En ce qui concerne leur localisation, les huiles essentielles peuvent se former dans toutes
les parties de la plante, y compris les parties aériennes, généralement constituées de fleurs, de
feuilles et de tiges (camomille, menthe poivree, lavande); écorce (cannelle); fruits (anis);

graines (muscade); ainsi que dans le radix et les rhizomes (curcuma et gingembre).

Le role des huiles essentielles dans une plante donnee varie: dans certains cas, elles sont

utilisées pour la pollinisation, dans d'autres cas, elles sont utilisées comme mécanisme de
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défense, souvent comme répulsif ou irritant. De plus, il existe différentes theories sur leur role
possible en tant qu’antioxydants dans la mesure ou ils donnent de I’hydrogéne dans les
réactions oxydatives, en particulier en présence de lumiére. On pense également qu'ils sont
antifongiques et antibactériens, protégeant la plante d'une éventuelle attaque pathogéne
(Evans, 2009).

1.12.5- Controle et analyses

Differentes méthodes ont été utilisees pour controler et analyser les huiles essentielles
(Zellner et al., 2010). Actuellement, cependant, l'identification des composants des huiles
essentielles est généralement effectuée a l'aide de la chromatographie en phase gazeuse-
spectrométrie de masse (GC — MS) équipée d'un détecteur a ionisation de flamme (FID) et de
détecteurs MS, d'une colonne capillaire (30 m x 0,25 mm, épaisseur du film 0,25 pm), et une
fente. Les conditions de test peuvent varier en fonction de la colonne et de I'échantillon. Par
exemple, les expériences GC — MS sont souvent effectuees avec des températures d'injecteur
et de détecteur de 250 et 270 ° C, respectivement, avec le four initialement a 50 ° C pendant 2
a 3 min, puis en augmentant de 3 a 10 ° C / min jusqu'a ce qu'il atteigne 200-240 ° C, avec un
débit de 0,7-1,0 uL / min. Normalement, I'hélium est utilisé comme gaz vecteur a un débit de
0,7 a 1,0 ml / min, les échantillons sont dilués (1/10, v / v) et le volume injecté est de 0,2 uL
en mode fractionné (rapport de division 1:44). Les résultats sont généralement traités avec un
programme de recherche spectrale de masse de la bibliotheque (Viuda-Martos et al., 2007;
Chamorro et al., 2012).

Pourtant, I'évolution des techniques analytiques a augmenté a la fois la qualité et la
capacité danalyse. Par exemple, Filippi et al., (2013) ont utilis¢é un GC bidimensionnel
complet pour analyser les huiles essentielles de vétiver en utilisant un systtme GC — MS
équipé d'un GC x GC avec un modulateur cryogénique a double jet / boucle et un four
secondaire installé dans le four GC principal. Dans la méme veine, Pellati et al., (2013) ont
utilisé les techniques GC — MS et GC — FID pour l'analyse phytochimique des huiles
essentielles. Ainsi, la spectrométrie de masse par rapport élément isotope-analyseur (IRMS) et
la combustion GC (C) -IRMS ont été utilisées pour déterminer la composition 5°C des
échantillons en vrac ainsi que certains composants spécifiques. La détermination de

l'empreinte isotopique 8**C au moyen du GC — C — IRMS représente une méthode efficace,
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rapide et pratique pour I'évaluation de l'authenticité des composants cibles des huiles

essentielles.

1.12.6. Composition chimique

Les huiles essentielles sont composées de métabolites vegétaux secondaires lipophiles et
tres volatils, atteignant une masse inférieure a un poids moléculaire de 300. Dans les toutes
premieres définitions des huiles essentielles, celles-ci étaient fortement identifiées avec les
terpenes, principalement les monoterpénes et sesquiterpénes. Cependant, avec I'identification
d'autres types de composeés, en particulier les phénols allyliques et isoallyliques, la définition
originale a change. Différents terpénes avec un plus grand nombre de carbones ont également
été trouveés, principalement des diterpénes. D'autres substances ont également été identifiées
dans les huiles volatiles obtenues par distillation. Cela est di au fait que de nombreux autres
métabolites végétaux tels que les graisses, les coumarines, les anthraquinones et certains
alcaloides sont distillables, tandis que certains composés sont dérivés de glycosides, qui sont
transformés au cours du processus de distillation. En général, les principaux composants des
huiles essentielles sont formés par les monoterpenes et sesquiterpenes. Dans certains cas, les
principaux dérivés sont des hydrocarbures (par exemple, la térébenthine, formée par l'a- et le
B-pinéne) tandis que dans d'autres, les principaux composants sont oxygénés (par exemple, les
clous de girofle, formés par Il'eugénol). Dans un nombre réduit d'espéces, les dérivés
prédominants sont des principes aromatiques; il s'agit notamment du thym au thymol et du
carvacrol, de la menthe poivrée au menthol et de I'anis a I'anéthol (Bakkali et al., 2008; Sell,
2010; Chamorro et al., 2012).

- Terpénes

Les huiles essentielles formées de composés et de dérivés terpéniques sont
généralement constituées de monoterpénes et sesquiterpénes, qui peuvent étre des
hydrocarbures ou oxygéené, comme décrit ci-dessus. Cependant, ils peuvent également étre
dérivés des dérivés aliphatiques ou alicycliques et certains peuvent avoir des structures
aromatiques. Des exemples d'huiles essentielles de ce groupe étendu comprennent la
térébenthine (Pinus spp.) avec a et B-pinene, le géraniol de rose de Damas (Rosa damascena),
I'nuile d'arbre a thé (Melaleuca alternifolia) avec terpinene-4-ol, la coriandre (Coriandrum
sativum) avec linalol, menthe poivrée (Mentha piperita) avec menthol, citron (Citrus limon)
avec limonéne, cumin (Carum carvi) avec carvone, absinthe (Artemisia absinthium) avec

thuyone, eucalyptus (Eucalyptus globulus) avec cinéol, et chenopodium (Chenopodium
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ambrosioides) avec ascaridole comme exemples de monterpenes. Des exemples de
sesquiterpenes comprennent le bois de santal (Santalum album) avec du santalol, la camomille
allemande (Matricaria recutita) avec du bisabolol et le gingembre (Zingiber officinale) avec

du zingiberol.
- Phénols allyliiques

Certaines plantes aromatiques ont une huile essentielle formée principalement de dérivés
aromatiques dérivés d'allyle ou d'isoallyl phénol. Les plantes contenant ces composés sont
plus rares que celles contenant des terpenes, mais cela ne sert qu'a rendre ce type de compose
sélectif. Certains exemples pertinents d'huiles essentielles avec ces types de composés sont
ceux de l'anis (Pimpinella anisum), I'anis étoilé (Illicium verum) et le fenouil (Foeniculum
vulgare), tous avec du trans-anethol; cannelle (Cinnamomum verum) avec aldéhyde trans-

cinnamique; et le clou de girofle (Syzygium aromaticum) avec de I'eugénol.
- Autres constituants

D'autres composes volatils peuvent également étre présents dans les huiles essentielles.
Dans le cas particulier des huiles essentielles issues de procédures autres que la distillation,
comme I'enfleurage, I'extraction avec des solvants ou le pressage, des composés non volatils
peuvent étre présents. Dans de nombreux cas, ce sont des précurseurs de dérivés connus, tels
que les lactones sesquiterpéniques ou les glycosides, qui dans certains cas sont hydrolysés ou
transformés en composés volatils au cours du processus de distillation alors qu'en cas
d'extraction, ils peuvent étre présents sous leur forme originale dans 1’extrait. D'autres
composés trouves dans les huiles essentielles comprennent le ligustilide de liveche
(Ligusticum levisticum) et les coumarines, qui bien que présents en faibles quantités peuvent
étre détectés dans certaines plantes ou especes aromatiques pertinentes, telles que la lavande
et le lavandin (Lavandula spp.) qui peuvent contenir jusqu'a 0,3 % de coumarine. D'autres
exemples sont la furanocoumarine dans I'huile essentielle de bergamote (Citrus bergamia),
qui contient souvent du bergaptene; sinalboside (glucosinolate) de moutarde blanche
(Brassica alba); salicylates de gaulthérie (Gaultheria procumbens); et I'amygdaline de
I'amande ameére (Prunus communis var. amara), qui libere du benzaldéhyde et du cyanure

d'’hydrogéne
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1.12.7. Utilisation des huiles essentielles

L'utilisation d'huiles essentielles est extrémement diversifiée selon la source, la qualite,
la proceédure d'extraction, etc... Les huiles essentielles ont des applications industrielles
approuvées dans la fabrication de parfums, cosmétiques, savons, shampooings ou gels
nettoyants. Un autre aspect intéressant de ces huiles est leur potentiel comme agents
thérapeutiques en aromathérapie ou comme principes actifs ou excipients de médicaments.
Une autre application importante des huiles essentielles est dans I'industrie agroalimentaire, a

la fois pour la production de boissons et pour aromatiser les aliments.
- Produits de beauté

L'utilisation d'huiles essentielles dans l'industrie des cosmétiques, du savon, des
détergents et des parfums présente un grand intérét d'un point de vue économique. La
production mondiale d'huiles essentielles pour la préparation de parfums a nettement
augmenté, des groupes spécifiques de plantes aromatiques étant tres recherchés sur le marché.
Les chémotypes concrets de la salvia, de la lavande et du thym sont particulierement prisés
pour l'obtention de parfums fins et nouveaux. A cette fin, la technologie de production et une
sélection adéquate de la matiere premiere sont des éléments essentiels pour améliorer la

qualité du produit final.
- Médecine et pharmacie

Les huiles essentielles sont utilisées en pharmacie pour leur potentiel en tant qu'agents
médicinaux (Harris, 2010; Lis-Balchin, 2010). C'est notamment le cas des huiles essentielles
d'eucalyptus (E. globulus), de menthe poivrée (Mentha piperita), d'anis (Pimpinella anisum),
de sauge (Salvia officinalis), de clou de girofle (Syzygium aromaticum) et d'arbre a thé
(Melaleuca alternifolia). Ces huiles sont utilisées comme expectorants pour traiter la toux et
la bronchite (eucalyptus), comme agents antimicrobiens (sauge, arbre a thé et clou de girofle),
comme décongestionnant des voies respiratoires (menthe poivrée), et comme carminatif
(anis), entre autres utilisations. Ainsi, I'nuile de clou de girofle est utilisée en dentisterie pour
ses propriétés antiseptiques et analgésiques tandis que I'huile d'arbre a thé est utilisée en
dermatologie comme agent antiacné en raison de son activité antimicrobienne contre les
bactéries a Gram positif (Buchbauer, 2010). De plus, certaines huiles essentielles sont
utilisées en pharmacie pour [l'aromatisation des préparations pharmaceutiques et
I’amélioration de leur goQt. En effet, I'aromathérapie peut étre la principale application des

huiles essentielles comme agents médicinaux. L'administration d'huiles essentielles obtenues a
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partir de différentes sources se fait a travers une variété de méthodes d'application. Le terme
«aromathérapie» a été créé par Gattefossé dans les années 1920 et a été relancé par Maury
dans les années 1960. Depuis les années 1980, sa popularité n'a cessé d'augmenter.
Actuellement, il est assez bien implanté en Australie, au Canada, en France, en Allemagne, en
Nouvelle-Zélande, en Suisse, au Royaume-Uni et aux Etats-Unis (Lis-Balchin, 2010; Boehm
etal., 2012).

La méthode d'application la plus courante des huiles essentielles est topique sous forme
diluée, souvent avec une huile de support dans le cadre de la massothérapie (Boehm et al.,
2012). Elles peuvent également étre inhalées aprés avoir ajouté quelques gouttes a I'eau
fumante ou au moyen d'un atomiseur ou d'un humidificateur. De plus, elles peuvent étre
appliquées sous forme de pommades, de créemes et de compresses (Boehm et al., 2012).
Cependant, I'application orale d'huiles essentielles par encapsulation ou par d'autres méthodes
de libération programmée a été introduite comme méthode efficace pour obtenir les effets
bénéfiques de ces substances (Karlsen, 2010). Elles peuvent étre consommées sous forme de
thé avec du sucre ou en capsules molles, ce qui permet un dosage plus précis tout en évitant
plusieurs effets indésirables. Néanmoins, il est possible que la toxicité des huiles essentielles

soit plus élevée lorsqu'elles sont administrées de cette maniére.
- Agroalimentaire

Les huiles essentielles sont utilisées dans une grande variété de biens de consommation
tels que les produits alimentaires de confiserie, les boissons gazeuses et la distillation de
breuvages alcoolisés. En plus de leur utilisation répandue comme matériau aromatisant
(Kettenring et Geeganage, 2010), ils sont utilisés dans les domaines nutritionnel et agricole
pour leurs propriétés antibactériennes, antifongiques, antivirales, nématicides, insecticides et
antioxydantes (Turek et Stintzing, 2013; Lopez-Reyes et al., 2013). Pour cette raison, leur
utilisation comme antioxydants et conservateurs dans les aliments a été suggérée (Tiwari et
al., 2009; Hyldgaard et al., 2012), soit incorporée dans le matériau d'emballage des denrées
alimentaires (Kuorwel et al., 2011) ou comme protecteurs des plante et des cultures (Adorjan
et Buchbauer, 2010). De nombreuses huiles essentielles ont des propriétés antioxydantes
(Dandlen et al., 2010) et antimicrobiennes (Lang et Buchbauer, 2012), mais leur application
comme conservateurs alimentaires nécessite une bonne connaissance de leurs propriétés, y
compris la sensibilité des micro-organismes cibles, le mode spécifique de leur action
antimicrobienne et l'effet des composants de la matrice alimentaire sur leurs propriétés
antimicrobiennes (Hyldgaard et al., 2012).
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1.12.8. Techniques d’extraction des huiles essentielles

Une fois la matiere premiere végétale identifiée, il convient d’utiliser une méthode
d’extraction adaptée pour son obtention (Aziz et al., 2018). La neuvieme édition de la
Pharmacopée européenne indique que les huiles essentielles sont obtenues par
hydrodistillation, distillation séche (procédé mecanique sans chauffage). Il existe cependant
d’autres méthodes destinées a des utilisations dans d’autres domaines que la santé. De ce fait,
a partir d’une méme matiere premicre végétale, une multitude d’extraits différents peuvent
étre réalisés, parmi lesquels on retrouve les huiles essentielles. 1l existe pour chacune de ces
méthodes d’extraction de nombreuses variantes. A I’heure actuelle, la distillation reste la

méthode de référence.
- Hydrodistillation

La distillation est un processus ancien puisque les premiéres traces connues
remonteraient a 5000 ans dans la vallée de 1I’'Indus (De Sousa, 2012). Cette technique
d’extraction est connue depuis 1’antiquité, a été transmise par les Arabes et a été perfectionnée
par les industriels de Grasse (Alpes-Maritimes). Cette méthode, une des plus anciennes mais
aussi une des plus simples, est depuis peu délaissée au profit de nouveaux procédés de
distillation pour des raisons de qualité et de colt de production (Duval, 2012). Aujourd’hui,
c’est une méthode normée, que ce soit pour 1’extraction des huiles essentielles ou pour le
controle de leur qualit¢ (AFNOR, 1996). Le principe général de I’hydrodistillation est le
suivant : on chauffe dans un alambic jusqu’a ¢€bullition une suspension d’une matiere
premiere végétale dans 1’eau de sorte que la vapeur d’eau entraine les substances volatiles de
la plante. Cette vapeur est récupérée et condensée. L’huile essentielle constituée de ces
différentes substances volatiles se sépare par gravité de 1’eau a laquelle elle n’est pas miscible.
La chaleur qui s’applique sur la matiere premicre végétale permet 1’éclatement des cellules et
la libération des molécules contenues. Il se forme un mélange azéotrope comprenant 1’eau et
les molécules volatiles dont la température d’ébullition est proche des 100°C alors que la
température d’ébullition des molécules aromatiques seules est souvent trés supérieure
(Lucchesi, 2005). L’hydrodistillation permet donc de limiter le chauffage a appliquer sur la

matiere premiere.

La distillation peut se faire avec ou sans systeme de recyclage de la phase aqueuse
(cohobage). Celle-ci est alors récupérée apres séparation de 1’huile essentielle et directement

réintroduite dans le mélange eau/mati¢re premicre. Ce systéme est intéressant puisqu’il
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permet de s’assurer qu’il reste toujours de 1’eau dans la chaudiére, ce qui permet de limiter la
montée en température synonyme de dégradation rapide de la matiere premiére végétale. Un
dispositif d’agitation peut également étre ajouté pour éviter I’accumulation de matiére solide
au fond de la cuve (Tuley de Silva, 1995). La durée d’extraction est variable d’une plante a
une autre et peut atteindre plusieurs heures, elle a une influence sur le rendement mais
¢galement la composition finale de 1’huile essentielle. En effet, les essences riches en
composés lourds nécessitent un temps de chauffage plus long pour permettre une extraction
satisfaisante. Le travail peut se faire dans un circuit a pression réduite, notamment pour les
molécules difficiles a entrainer. La température d’ébullition sera alors considérablement
diminuée et les dégradations liées a la température diminuées d’autant. Cependant, le cofit
d’un tel équipement et de son fonctionnement limitent son utilisation (Lucchesi, 2005). Cette
extraction peut étre assistée par différentes technologies comme les micro-ondes ou les

ultrasons, permettant de réduire le temps d’extraction tout en améliorant le rendement.

Ce procédé d’extraction présente plusieurs avantages. Outre sa relative simplicité de mise
en ceuvre, c’est son faible colt qui en fait une méthode d’intérét. De plus, la matiére végétale
¢tant en suspension dans I’eau, on peut lui appliquer un brassage qui assure la pénétration de
I’eau en son centre, 1a ou la vapeur d’eau utilisée dans d’autres méthodes, ne peut pénétrer.
C’est par exemple le cas pour les pétales de roses qui ont tendance a s’agglomérer, ce qui rend
I’extraction de cette huile essentielle insatisfaisante par entrainement a la vapeur. Cependant,
un certain nombre d’inconvénients ont fait que cette méthode soit peu a peu remplacée par
d’autres. Cette méthode ne s’applique qu’a une plus petite échelle que d’autres techniques.
C’est également un procédé beaucoup plus lent que I’entrainement a la vapeur et qui nécessite
de ce fait un apport d’énergie plus important, ce qui relativise le faible colt de ’installation.
Dans cette technique, la matiére premicre baigne dans I’eau, a température élevée et pendant
plusieurs heures, ce qui facilite la survenue d’un certain nombre de transformations au sein de
I’essence. Les esters sont en partie hydrolysés, les hydrocarbures monoterpéniques acycliques
et les aldéhydes ont tendance a polymeériser. Certains composés oxygénés tels que les phénols
se dissolvent en partie dans I’eau contenue dans 1’alambic et ne sont donc pas extraits (Tuley

de Silva, 1995 ; Handa et al., 2008).
- Entrainement a la vapeur

L’entrainement a la vapeur d’eau est une variante plus récente de distillation dans
laquelle il n’y a pas de contact direct entre la maticre végétale et I’eau. Ici, de la vapeur d’eau
est produite dans une chaudiere séparée, puis injectée a la base de 1’alambic dans lequel se
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trouve la plante. La vapeur remonte dans ’alambic et traverse la plante. De la méme fagon
que dans I’hydrodistillation, on assiste a un éclatement des cellules et a la formation d’un
mélange azéotrope, récupéré en haut de la cuve et condensé¢ (Lucchesi, 2005). L’un des
principaux intéréts de cette méthode par rapport a I’hydrodistillation est la préservation de la
qualité¢ de I’essence. En effet, dans le cas présent, la plante ne macére pas dans I’eau, ce qui
limite les phénomeénes d’hydrolyse mais également de solubilisation de certains composés
hydrosolubles (comme les phénols) qui sont donc mieux extraits. Le risque de dégradation par
la chaleur est également mieux maitrisé puisque le chauffage ne se fait pas directement sur la
cuve contenant la matiére premiere végétale (De Sousa, 2012). La génération de la vapeur
dans une chaudiére externe permet d’en contréler la quantité, la pression ou encore la
température a laquelle se fait 1’extraction ; elle permet également de réduire le temps
d’extraction et ’apport énergétique nécessaire. Enfin, I’entrainement a la vapeur permet
généralement des extractions a plus grande échelle. Cependant, cette méthode trouve sa limite
dans le colt des installations nécessaires a sa mise en ceuvre, bien plus important que pour
I’hydrodistillation. Cela pose un probléme de rentabilité pour les huiles essentielles présentes
en grande quantité et a faible prix sur le marché. Un probléme d’accessibilité du matériel se

présente également dans les zones pauvres ou particulierement reculées (Handa et al., 2008).

Il existe une variante a cette méthode appelée hydrodiffusion ou percolation. Dans ce cas,
le flux de vapeur n’est plus orienté de bas en haut mais traverse la plante a partir du haut de la
cuve et est récupérée a sa base. C’est une méthode encore plus économe en temps et en
énergie car elle consomme moins de vapeur. Elle est cependant plus chére a employer et n’est
utilisée que pour les matiéres premiéres fragiles et dont les huiles essentielles ont un prix plus
élevé (De Baser et Buchbauer, 2009). Par le procédé d’extraction, il est possible de retrouver
dans I’huile essentielle des composés non volatiles, qui n’auraient pas été extraits par une
autre méthode, c’est pourquoi il est préférable de parler ici « d’essence de percolation » et

non d’huile essentielle (Piochon, 2008).
- Vapo-hydrodistillation

Il s’agit d’une variante @ mi-chemin entre I’hydrodistillation et I’entrainement a la vapeur
dans laquelle la matiére végétale et I’eau se trouvent dans la méme enceinte mais ne sont pas
en contact. L’eau est portée a ébullition par le chauffage de la cuve, se transforme en vapeur

et passe au travers de la plante, posée sur une grille au-dessus de I’eau.
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- Distillation séche

La distillation séche est une méthode d’extraction des huiles essentielles reconnue par la
pharmacopée européenne mais on ne retrouve dans la pratique peu de documents s’y
rapportant. Cette technique, trés peu utilisée, consiste en un chauffage doux de la matiére
premiére, sans eau ni solvant organique. Les substances volatiles sont ensuite condensées et
récupérées. La température est ici inférieure a 100°C, ce qui limite une nouvelle fois les
phénomenes de dénaturation liés au chauffage. L’absence d’eau permet également de
préserver les substances volatiles de 1’hydrolyse. On obtient par ce procédé une huile
essentielle de grande qualité, assez fidéle a 1’essence présente dans la plante, mais avec un
rendement trés faible. C’est donc une méthode qui convient aux matieres premieres

particulierement fragiles (Duval, 2012 ; Lucchesi, 2005).
- Expression a froid

L’expression a froid correspond au troisiéme procédé d’extraction décrit par la
pharmacopée européenne comme un « procédé mécanique sans chauffage ». Elle ne concerne
que la production des huiles essentielles a partir de fruits frais du genre Citrus. C’est la

méthode de production la plus simple.

On regroupe sous le terme « expression a froid » tout processus permettant par des moyens
mécaniques et sans chauffage d’extraire les huiles essentielles des fruits des agrumes. En
regle générale, c’est 1’huile essentielle présente dans les glandes oléiféres de 1’épicarpe que
I’on cherche a récupérer. Les moyens utilisés vont de la simple abrasion du zeste du fruit au
broyage de la peau dans son intégralité. Cette méthode étant la plus respectueuse du produit
de départ, le terme « essence » convient parfaitement pour désigner les huiles essentielles
obtenues par ce procédé. En effet, aucune modification n’a lieu au court de 1’extraction. Les
méthodes de productions ayant considérablement évolué, les essences de certains agrumes
sont peu a peu devenues des sous-produits de la production de jus de fruits. S’il est de ce fait
nécessaire de porter une attention particuliere a la qualité des huiles essentielles obtenues, cela
permet également d’en baisser considérablement le colt (Dugo et Di Giacome, 2002). Ce
procédé d’extraction s’est imposé car il est le seul a permettre 1’obtention d’une huile
essentielle de qualité satisfaisante. En effet, les procédés faisant appel a un chauffage et/ou a
I’eau, comme la distillation, entrainent de trop grandes modifications de composition et de
caracteres organoleptiques de I’essence. Par exemple, certains aldéhydes aliphatiques présents

dans le genre Citrus sont thermosensibles et donnent apres distillation des composés
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malodorants qui rendent I’huile essentielle difficilement exploitable (Baser et Buchbauer,
2009). L’expression a froid permet au contraire de conserver dans l’essence 1’odeur
caractéristique du fruit. Les méthodes mécaniques permettent également de conserver les
molécules apolaires et non volatiles, habituellement absentes des huiles essentielles produites
par distillation (flavonoides, stéroides, acides gras, furocoumarines substituées, etc...).
Certaines d’entre- elles sont intéressantes comme les tocophérols, antioxydants naturels qui
favoriseront la conservation de I’essence (Dugo et Di Giacomo, 2002). En entrainant les
molécules apolaires non volatiles, il est malheureusement possible d’extraire également
differents produits chimiques utilisés au cours de la culture ou pour la conservation des fruits
(Dugo et Di Giacomo, 2002).

- Enfleurage et extraction par les graisses chaudes

L’enfleurage est une ancienne technique d’extraction des parfums des fleurs qui a
principalement été utilisée dans la région de Grasse (Alpes-Maritimes) jusque dans les années
1930.

Il s’agit d’une extraction a froid par la graisse. Celle-Ci est étalée sur une surface plate (tamis
ou plateau), les fleurs sont déposées une a une et a la main a sa surface. Par son grand pouvoir
d’absorption, la graisse fixe le parfum. On pratique des remplacements successifs des fleurs
jusqu’a saturation de la graisse (Handa, 2008). La mati¢re grasse est ensuite récupérée pour
former une « pommade ». Cette pommade subit des traitements successifs a 1’alcool qui
permettent un passage progressif des substances odorantes de la graisse vers 1’alcool, qui sera
par la suite éliminé pour donner ’absolu d’enfleurage. L’enfleurage n’est donc pas une
technique d’obtention des huiles essentielles, mais de bases parfumées utilisées dans le
domaine de la parfumerie. Cette technique est particulierement intéressante pour les fleurs qui
continuent a dégager leur parfum aprés la cueillette, comme par exemple la fleur de jasmin
(Jasminum grandiflorum L.). Dans le cas de cette espece, les fleurs sont remplacées toutes les
24h pendant environ 70 jours (Garneau, 2005). L enfleurage est une méthode pour laquelle le
travail manuel nécessite une main-d’ceuvre expérimentée et qualifiée, la rendant

particulierement longue et onéreuse.

L’extraction par les graisses chaudes suit le méme principe : 1’extraction des substances
odorantes des fleurs par de la graisse, réutilisée jusqu’a saturation. Dans le cas de I’extraction
a chaud, la matiere vegétale et la graisse sont chauffées a une température de quelques

dizaines de degrés, pendant une a deux heures. Aprés filtration, la graisse est de nouveau
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chauffée avec des fleurs fraiches jusqu’a saturation. Elle est ensuite traitée comme dans
I’enfleurage mais donnera cette fois-ci 1’absolue de macération (Handa, 2008). L’intérét de la
méthode réside dans la diminution du temps de contact fleur/graisse et le moindre besoin en

main-d’ceuvre.
- Extraction par les solvants

L’extraction par les solvants est un procédé inspiré de I’enfleurage qui utilise des
solvants non aqueux. Il peut s’agir de ’hexane, d’éthers de pétrole, d’huiles, de gaz... Le

solvant idéal devant répondre aux criteres suivants (Garneau, 2005) :

- étre sélectif : extraire les molécules aromatiques mais pas les molécules indésirables comme

les pigments ;

- avoir une température d’¢ébullition basse, pour permettre une élimination simple ;

- étre chimiquement inerte vis-a-vis des substances a extraire ;

- ne pas €tre miscible a 1’eau, qui rendrait la purification de I’extrait plus délicate ;

- étre peu codteux ;

- ne pas présenter de contre-indication dans les domaines d’application de I’extrait obtenu ;
- ne pas étre inflammable ;

- présenter la plus faible toxicité possible.

Aucun solvant ne remplit la totalité de ces conditions, mais le plus utilisé¢ est ’hexane.
L’intérét de ces solvants est leur pouvoir d’extraction des parfums trés supérieur a celui de

I’eau. Cependant, ils n’entrainent pas seulement les composés volatiles.

Le point négatif des solvants organiques est leur toxicité. Ce qui réduit les champs
d’application des extraits obtenus (appelés « concretes »), notamment dans les domaines

pharmaceutiques et agroalimentaires (Piochon, 2008)
- Extraction par le CO, supercritique

L’extraction par le CO, supercritique est un cas particulier d’utilisation d’un solvant,
apparue dans les années 1980. La technique met a profit une propriété originale du CO, qui,
au-dela du point critique (pression de 73,8 bars et température de 31,1°C), se trouve dans un
état intermédiaire entre le liquide et le gaz lui conférant un important pouvoir d’extraction des

molécules aromatiques. Le principe genéral de la méthode est le suivant : le CO,, porté aux
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conditions de température et de pression souhaitées, chemine au travers de la matiére
premiere végetale dont elle tire et volatilise les molécules aromatiques. Le mélange passe
ensuite dans un séparateur, ou le CO, est détendu et se vaporise. Il est soit éliminé, soit

recyclé. L’extrait se condense et est récupéré (Fernandez et Chemat, 2012).

C’est une technique en plein développement et promise a un bel avenir en raison de ses
nombreux avantages. En effet, le CO, répond a de nombreux criteres évoqués plus haut
relatifs au solvant « idéal ». Il est naturel, chimiquement inerte, non inflammable, peu
toxique, sélectif, relativement peu colteux car abondant et son élimination se fait facilement
sans le moindre résidu. De plus, I’extraction se faisant sans eau et a une température peu
¢levée, il n’y a pas de transformations chimiques, ce qui rend la méthode encore plus
attractive. Les inconvénients de cette méthode résident dans la complexité des installations
qui les rendent chéres et donc inaccessibles aux petits producteurs, d’autant que sa mise en
ceuvre nécessite une bonne maitrise technique. La méthode demande plus d’énergie, ce qui
gonfle encore plus les codts de production (Fernandez et Chemat, 2012). Ce procédé est
¢galement intéressant par la possibilité de jouer sur sa sélectivité d’extraction en faisant varier
les conditions de température et de pression. Il est donc possible de rapprocher la composition
de Dl’extrait CO; de celle d’une huile essentielle ou au contraire de favoriser certaines
molécules pour coller aux exigences d’une utilisation future (Piochon, 2008). Ces variations
de conditions influent également beaucoup sur le rendement. Une fois de plus, on ne parle
plus ici d’huile essentielle puisque la composition chimique de I’extrait peut se montrer tres
différente. Une étude a été menée sur la composition d’extraits de Pimenta dioica L. dont le
composant principal est 1’eugénol. Si leur extrait CO, en contient 77,9%, 1’huile essentielle
obtenue par hydrodistillation n’en contient que 45,4%. Une telle différence de composition
aura donc un impact significatif sur 1’activité des extraits, ce qui justifie de bien faire la
distinction entre les deux (Périno-Issartier et al., 2013). Gaspar et Leeke (2004) ont montré
que pour certaines plantes au moins, un prétraitement (par exemple un broyage ou une
division de la plante) de la matiere végétale était nécessaire afin de garantir un rendement

proche de celui de I’hydrodistillation.

La composition des extraits CO, différe de celle des huiles essentielles par la concentration
des composés principaux, mais également par le nombre de composés que 1’on y trouve. En
effet, le CO; supercritique permet d’extraire un nombre plus important de molécules
(Thavanapong et al., 2010). On sait également que le CO, favorise 1’extraction des composés

les plus volatiles en comparaison a I’hydrodistillation (Gaspar et Leeke, 2004)
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L’extraction par le CO; en phase supercritique permet donc d’obtenir un produit de qualité
intéressante pouvant étre proche de 1’huile essentielle et surtout de 1’essence d’origine. Cette

méthode trouve déja des applications dans de nombreux domaines.
- Extractions assistées par les micro-ondes

L’utilisation des micro-ondes pour 1’obtention des huiles essentielles est une méthode
décrite au début des années 1990. Il s’agissait alors d’une hydrodistillation par les micro-
ondes, sous vide. La matiére végétale est placée dans une enceinte close et chauffée par les
micro-ondes. Les molécules volatiles sont entrainées par la vapeur d’eau formée a partir de
I’eau contenue dans le végétal. La vapeur est ensuite récupérée et traitée de la méme fagon
que dans les méthodes traditionnelles. Le temps d’extraction, et par extension 1’énergie
nécessaire, a ainsi ét¢ diminué d’un facteur 5 a 10 selon les plantes ; Il faut par exemple
quinze minutes pour traiter 2kg de menthe poivrée (Mentha piperita L) avec un rendement de

1%, contre deux heures pour un méme résultat par hydrodistillation (Piochon, 2008).

Aujourd’hui, la tendance est plus a I’hybridation des techniques. On parle de méthodes
d’extractions assistées par micro-ondes (Farhat, 2010) Dans le cas de I’hydrodistillation, c’est
le ballon ou est chauffé le mélange d’eau et de matiere végétale qui se trouve dans 1’enceinte
de I’appareil micro-onde. On observe alors une importante réduction du temps d’extraction
avec une légére augmentation du rendement d’extraction, sans différence significative dans la
composition chimique de I’huile essentielle. La réduction du temps de contact avec I’eau et la
réduction de la température de chauffage permettent de mieux préserver les composés
oxygénés de I’essence (Kosar et al., 2007 ; Glmakani et Razaei, 2008 ; Gavahian et al.,2012)

L’utilisation des micro-ondes permet également de répondre & une exigence nouvelle
dans I’extraction des huiles essentielles, celle de la recherche de technologies « vertes ». En
effet, cette technique ne nécessite pas 1’utilisation de solvants chimiques. Elle est économique
en énergie, en temps et en investissement. La qualité de 1’huile essentielle étant préservée,

cela en fait une bonne alternative aux méthodes classiques (Lucchesi et al., 2004).
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CHAPITRE Il : CADRE D’ETUDE ET METHODOLOGIE

67



II.1. CADRE D’ETUDE

L’étude a eu lieu dans la ville de Yaoundé, cité capitale du Cameroun Située entre
3°43°00"- 3°58°00"de latitude Nord, 11°24°30"- 11°34°30" de longitude Est et a environ 750
m d’altitude. Sa superficie est de 183 km? et sa population est d’environ 4 millions d’habitants
(BUCREP, 2021). Cette ville fait partie du domaine équatorial avec un climat de type
guinéen, composé de deux saisons pluvieuses (septembre - mi-novembre et mi-mars - juin)
qui alternent avec deux saisons seches (mi- novembre - mi-mars et juillet - aolt). Ce climat
est caractérisé par une abondance des pluies (1688mm/an), une température moyenne
annuelle de 26,31°C contrastée entre 16°C et 31°C selon les saisons et une amplitude
thermique annuelle de 32,8°C. L’hygrométrie moyenne, de 80%, varie dans la journée entre
35 et 98%. Les vents sont fréquents, humides et soufflent dans la direction Sud/Ouest tandis
que les vents violents sont orientés Nord/Ouest (Suchel, 1987, Wéthé et al., 2003). La
végeétation est caractérisée par des foréts semi-décidues et par une végétation dominée par les
Sterculiaceae et les Ulmaceae (Letouzey, 1985) La ville de Yaoundé compte de nombreuses
collines dont les amonts sont dominés par les sols ferralitiques, et les bas-fonds marécageux
caractérises par des sols hydromorphes (Suchel, 1987). Le réseau hydrographique est dense,
formé de nombreux cours d’eau parmi lesquels le fleuve Mfoundi et la riviere Mefou. Ces
caractéristiques sont propices au développement des vecteurs du paludisme et font de la ville

de Yaoundé une zone d’endémie palustre.

11.2. METHODOLOGIE
11.2.1. Matériel

Le matériel utilisé dans ce travail est constitué de : sites de récolte de Culicidae,

matériel biologique et matériel technique.
- Sites de récolte des Culicidae

Les stades aquatiques des Culicidae utilisées dans notre étude ont été récoltés
respectivement aux abords de la riviere Ewoé et dans 1’étang de Melen derriére la Faculté de

Médecine et des Sciences Biomédicales de I’Université de Yaoundé 1.
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Figure 14 : Sites de récolte des stades aquatiques des Culicidae ; A : Riviére Ewoé encaissée ;
B et C : lieux de récolte aux abords de la riviere Ewoé (N 03°51°34,9” et E 011°31°3°*); D :
Etang de Melen (N 03°85°63,1°” et E 011°49°49,4>) (échelle ; 1/250)

- Matériel biologique
* Matéeiel végétal

Il est constitué des feuilles de Cannabis sativa et de Piper umbellatum.Ce matériel a été
récoltées en matinée (avant le levr du soleil) respectivement dans un champ au village salla
(N 04%°30” et E 012°30°3’) (Ayos) et au Campus de I’Université de Yaoundé |
(N 03°51°33,9912°" et E 011°29°47,60°*) emballeés dans des papiers journaix, enfermeés
dans des sacs en plastic et transportées directement au laboratoire pour I’extracrion des huilles

essentielles.Les plantes étaient a la floraison et non ravagées par les insectes.

69



Figure 15 : Parties aériennes de A- Cannabis sativa et B- Piper umbellatum

* Matériel animal

Les ceufs d’Anopheles gambiae s.s “’souche de Yaoundé’’ utilisée pour notre étude ont
¢été obtenus de ’OCEAC (Organisation de Coordination pour la lutte contre les Endémies en
Afrique Centrale) a Yaoundé. Les larves et les nymphes de la souche sauvage d’Anopheles
gambiae s.l. et de Culex sp. ont été capturées aux bords de la riviere Ewoé au lieu-dit
Nouvelle route Nkolndongo et dans 1’étang de Melen, respectivement. Un lapin méle en
bonne santé a4gé de six mois acquis dans un élevage de la station de recherche de I’'IRAD
(Institut de Recherche Agronomique pour le Développement) a été utlisé pour le gorgement

des adultes femelles d’anopheles élevés au laboratoire.
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Figure 16 : Matériel animal ; A : ceufs d’Anopheles gambiae s.s.(1/2) ; B: larves d’Anopheles
gambiae s.5.(1/10) ; C : nymphes d’Anopheles gambiae s.5.(1/2). ; D : lapin male (1/50)

11.2.2. Récolte des larves de Culicidae

La récolte des larves d’Anopheles gambiae s.I. et de Culex sp. a été effectuée en
matinée entre huit heures et dix heures (afin d’éviter les périodes trés chaudes de la journée)
respectivement aux bords de la riviere Ewoé (N 03°51°34,9” et E 011°31°3°) en saison des
pluies (d’aoit a mi-novembre 2016) et dans I’étang du quartier Melen (N 03°85°63,1”" et E
011049’49,4”) derriére la Faculté de Médecine et des Sciences Biomédicales de I’Université
de Yaoundé I, durant presque toute I’année (figure 15). La méthode de « Dipping » (Service,
1971) par pression d’un récipient a la surface de I’eau aux différents endroits du gite, afin d’y
laisser entrer une quantité d’eau contenant les stades aquatiques des Culicidae a été utilisée.

En effet, la répartition des larves de Culicidae a la surface de 1’eau d’un gite n’étant pas
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homogene (Service, 1971), la récolte s’est faite sur plusieurs points différents des gites
larvaires. Les larves et les nymphes de moustique ont été récupérées a I’aide d’une pipette
Pasteur et introduites dans un bidon de 30 dm® avec I’eau du gite pour le transport au

laboratoire. Ce bidon reste ouvert pour 1’aération.

Au cours des trois premieres descentes dans les gites, les larves et les nymphes de Culicidae
récoltés ont été elevées et les adultes ayant émergés ont éte identifiés en utilisant les clés de
Coetzee et De Meillon (1987), de Reuben (1994) et de Jupp (1996). Cette identification
morphologique préalable a révélé que les moustiques des sites de récolte étaient constitués du
complexe gambiae et majoritairement de Culex quinquefasciatus, respectivement pour les

abords de la riviere Ewoé et pour I’étang de Melen.
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Figure 17 : Différentes étapes de récolte des stades aquatiques de Culicidae par la méthode
Dipping. A et B : pression du récipient dans I’eau ; C et D : remontée vers la rive ;E Pipettage
des stades aquatiques de Culicdae ; F: introduction de Culicidae récoltés dans le bidon
(1/250)

11-2.3. Elevage des larves de Culicidae et constitution de la souche au laboratoire

Pour élever les larves de Culicidae au laboratoire, nous avons introduit 100 larves par récipient
de 4,5 dm® contenant chacun 2 litres d’eau de source pour éviter le surpeuplement. La température
était comprises entre 25°C et 28°C, une humidité relative de 78% et une photopériode de
12 :12 (Tchuinkam et al., 2011). Toutes les larves de chaque espéce de moustique sauvage (Culex
sp. et Anopheles gambiae s.1.) récoltées dans chacun des sites sus-cités ont été mises ensemble dans les
récipients sans distinguer les stades de développement. Les nymphes ramenées du terrain ont été
prélevées a I’aide d’une pipette Pasteur et transférées dans des gobelets en plastique et placées dans
des cages pour émergence. Les larves ont été élevées avec 1’eau de leur gite respectif, riches en

microorganismes animaux et végétaux. Au bout de trois jours, cette eau a été remplacée par ’eau de
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source (du quartier Simbock) pour éviter la mortalité due a la pollution suite a la mort des
microorganismes et a la fermentation de 1’aliment. Nous les avons nourri ensuite a la Tetramin, a

raison de 2,5mg pour 100 larves par jour (Price et al., 2015, Vantaux et al., 2016).

Les ceufs d’Anopheles gambiae s.s. acquis auprés de I’OCEAC ont été trempés dans 1’eau de source
puisée au quartier Simbock (Quartier périphérique de la ville de Yaoundé). Trois jours apres
I’éclosion, les larves ont été réparties dans dix-huit récipients afin d’obtenir une densité moyenne de
100 larves par récipient. Elles ont été nourries a la Tetramin (Aliment concu pour les alevins) a raison
de 2,5mg pour 100 larves par jour (Price et al., 2015, Vanitaux et al.,2016)

Les nymphes obtenues ont été prélevées a I’aide d’une pipette Pasteur, introduites dans des
gobelets en plastique et placées a I’intérieur des cages cubiques (30 cm de c6té) enveloppées d’un tulle

moustiquaire non imprégné (figure 17).

Figure 18 : Tri des nymphes de Culicidae ramenées du terrain. A : bassine contenant des
larves et des nymphes ; B et C : transfert des nymphes dans des gobelets en plastique ; D :
gobelet en plastique contenant des nymphes; E: cage pour émergence des imagos de
Culicidae

11.2.4. Gorgement des femelles d’anophéles

Un lapin male (Oryctolagus cuniculus) de six mois, en bonne santé, acquis aupres de
la ferme d’élevage de 'IRAD a Nkolbisson (Yaoundé) a été utilisé pour le gorgement des

femelles de la souche de laboratoire d’Anopheles gambiae s.s.(figure 18). La face ventrale du
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lapin a été rasée a I’aide d’une tondeuse électrique. Sur une planche creusée en son centre, le
lapin est placé en décubitus ventrale au-dessus de la cage et maintenu immobile au moyen des
ficelles. Les adultes femelles d’anophele de la souche de laboratoire vont ainsi prendre leur
repas sanguin pendant 15 minutes. Cette opération a été répétée aprés deux jours, afin de
stimuler le cycle gonotrophique et obtenir une ponte maximale (Mouchet et Carnevale, 1991).

Cette prise de repas sanguin a eu lieu trois a quatre jours apres 1’émergence des imagos.

11.2.5. Entretien de la souche d’Anopheles gambiae s.s. au laboratoire
- Oeufs

Les ceufs ont été recueillis sur un pondoir (formé d’une boite de Petri contenant du coton
imbibé d’eau de source du qartier Simbock et recouvert de papier filtre Watmann No 1) le
lendemain matin de leur ponte et conservés dans des boites de Pétri fermées pendant 24
heures a la température ambiante pour leur maturation. Le deuxiéme jour, (48 heures apres la
ponte), le papier filtre Watmann No I contenant ces ceufs est subdivisé en 6 parcelles qui
sont trempées dans des récipients de 4,5 dm® remplis a moitié d’eau de source. Nous avons

mis environ 300 ceufs par assiette.
- Larves

Les larves ont été nourries au Tétramin, aliment congu pour alevins d’aquarium. Grace
a une balance de précision, nous avons pesé et fourni aux larves 2,5 mg pour 100 larves par
jou (Thuinkam et al., 2011)..

- Nymphes

Les nymphes issues de la transformation des larves ont été prélevées a ’aide d’une
pipette Pasteur et disposées par lots de 50 dans des gobelets en plastique placés dans des

cages pour émergence.
- Adultes

Aprés I’émergence, les adultes d’Anopheles gambiae s.s ont été maintenus dans des
cages et nourris au saccharose a 10% imbibé dans du coton hydrophile. Cette ration est
renouvelée tous les deux jours. Un pondoir formé du coton imbibé d’eau dans une boite de
Pétri de 10 cm de diameétre et recouvert de papier filtre est déposé dans chacune des cages.

Les femelles y pondent des ceufs utilisés pour la prochaine génération.
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Aprés chaque cycle, tous les récipients ont été lavés et séchés afin d’éviter la

contamination du milieu d’élevage.

Figure 19 : Entretien de la souche d’Anopheles gambiae s.s. au laboratoire; A: cage
contenant des adultes de moustique ; B : dispositif de gorgement des femelles ; C : ceufs sur
un pondoir ; D : étageres avec des bassines contenant des larves et des nymphes; E : nymphe
de Culicidae (Williams et Pinto, 2012).

11.2.6. Identification des plantes, extraction et caractérisation des huiles essentielles des

feuilles de Cannabis sativa et de Piper umbellatum
- ldentification de Cannabis sativa et de Piper umbellatum

Les parties aériennes de Cannabis sativa et de Piper umbellatum ont été identifiées le
10/12/2015 a I’Herbier National du Cameroun par comparaison avec les specimens des

collecteurs comme suit :

- pour Cannabis sativa, M. Bihilong 258 de I’échantillon de la collection de I’Herbier No
25967SRF/Cam et classée comme appartenant a la Famille des Cannabaceae ;
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- pour Piper umbellatum, R. Letouzey 2499 de I’échantillon de 1’Herbier National No
3614SRFK et classée comme appartenant a la Famille des Piperaceae.
« Extraction des huiles essentielles des feuilles de Cannabis sativa et de Piper umbellatum

Les huiles essentielles de nos plantes ont été extraites par la méthode classique
d’hydrodistillation, au laboratoire de Microbiologie du départemernt de Biochimie de
I’Université de Yaoundé 1. Les feuilles de Cannabis sativa et de Piper umbellatum ont été
pesées et introduites dans 1’alambic. Nous y avons ajouté de 1’eau a volume équivalant a la
masse de feuilles. L’alambic ainsi préparé a été ajusté au reste de 1’appareillage de type
Clavenger pour y étre chauffé. Cette opération s’est déroulée pendant 5 heures, temps
nécessaire pour une extraction compléte. L’huile essentielle (de couleur jaunatre pour
Cannabis sativa et verdatre pour Piper umbellatum) surnageant sur 1I’cau a été récupérée au
niveau de I’essencier a I’aide d’une pipette et séchée grace au sulfate de magnésium anhydre.
Elle a été ensuite introduite dans un flacon sombre, pour la protéger des rayons ultra-violets,
pesée et conservée & 4°C avant les tests.

Réfrigérant

Colonne a décanter

_=———FEntrée d'eau

Sortie d'ean
< Alambic

———— Plaque chauffante

)

v

Figure 20. Quelques étapes de 1’extraction de I’huile essentielle par hydrodistillation ; A :
plante pour extraction ; B : appareillage de type Clavenger ; C : pesage de I’huile
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11.2.7. Caractérisation des huiles essentielles de Cannabis sativa et de Piper umbellatum

Les huiles essentielles de Cannabis sativa et Piper umbellatum ont été analysées dans

deux laboratoires différents en France.

Pour I'huile essentielle des feuilles de Cannabis sativa, la détermination des données de
rétention et du pourcentage de surface des composés identifiés a été réalisée sur deux

systemes GC-FID a I’Institut des Sciences Analytiques de Paris :

-(A) un systeme Agilent 5890 équipé d'une colonne HP-1 (ref: 1909 1 Z-115) (50 x 320 pum;
épaisseur du film de 0,5 um) pour la CG-SM. La température du four de CG a été maintenue a

80 ° C pendant 8 minutes et programmée a 220 ° C a une vitesse de 2 ° C/ min ;

-(B) un systeme Agilent 6890 équipe de HP-Innowax (réf: 1909 1 N-216, Agilent
Technologies, Santa Clara, Californie 95051, USA), colonne (60 mx320 um, épaisseur du
film de 0,5 pm) a été maintenu & 60°C et programmé & 245 ° C a la vitesse de 2 ° C / min,

puis constant a 250 ° C pendant 20 min.

Le ratio de division a été ajusté a 1/100. La température de l'injecteur était de 250 ° C et le
détecteur FID a été maintenu a 250 ° C. Le gaz vecteur était de I'hélium (1,3 ml / min). La
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse a été réalisee a l'aide
du premier systeme Agilent 5890 équipé d'une colonne HP-1. Le spectre de masse a été
enregistré en mode de choc électronique a 70 eV dans les conditions chromatographiques
susmentionnées. Les composants individuels de I'huile essentielle de feuilles de cannabis
sativa L ont été identifiés par leur indice de rétention décrit par Adams (2012) et leur masse,
les spectres ont été interprétés a I'aide de la bibliothéque informatique WILEY L en ligne.

L’analyse de I’huile essentielle de Piper umbellatum a été réalisée au Laboratoire de
Chimie et Physique (LCP-A2MC) a I’Université de Lorraine —ICPM, avec deux appareils
Perkin Elmer, un chromatographe en phase gazeuse GC Clarus 500 couplé a un spectromeétre
de masse MS Clarus 500.

La colonne utilisée en chromatographie était une Elite 5SMS (phase stationnaire 5 % Diphenyl
/ 95 % DimethylPolysiloxane) de longueur 30 m, de diamétre intérieur 0,25 mm et d'épaisseur

de film de la phase stationnaire 0,25 pum.
Le gaz vecteur était de I'hélium avec un débit de 0,75 mL/min.

L'injecteur a été amené a 300 °C. Le programme débute par un pallier de 3 min a 60 °C puis

la température augmente de 10 °C/min jusqu'a 300°C ou un pallier de 3 min a été effectué.
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L'acquisition du spectre de masse a été effectuée sur une gamme m/Z compris entre 20 et 400
avec 0,1 scan/s et une énergie d'ionisation des électrons de 70 eV. La température de la source
et de la ligne de transfert était de 250 °C.

L'échantillon a analyser a été solubilisé dans un faible volume de dichlorométhane.

Le logiciel de traitement des données était Turbomass 6.1 et la base de données
permettant la comparaison des spectres de masse était NIST MS Search 2.0. Les indices de
Kovat des composants de 1’huile essentielle ont été calculés grace a la littérature d’Adams
(2012).

11.2.8. Préparation des solutions méres et des concentrations tests

Pour chaque huile essentielle, nous avons préparé des solutions meéres a 1%
(10mg/mL) selon la méthodologie de ’OMS (2005) en pesant grace a une balance de
précision une masse d’huile essentielle de 200 mg et en diluant cette masse dans 20 ml
d’éthanol a 95%. Ce mélange a été agité vigoureusement (figure20). Pour obtenir les
différentes solutions a des concentrations sollicitées pour les essais, nous avons procédé a des
dilutions en série dans plusieurs tubes a essai (chaque tube a essai était protégé a son
extrémité par du coton hydrophile pour éviter 1’évaporation de 1’alcool) selon le tableau II ci-

dessous.
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Figure 21. Différentes étapes de préparation des solutions méres et des concentrations tests.

A étalonnage de la balance; B : pipetage de I’huile essentielle; C: pesage de I’huile

essentielle ; D : balance montrant 200 mg d’huile essentielle ; E : mélange de 1’éthanol a 95%

avec I’huile essentielle ; F : agitation vigoureuse du mélange (1/250).

Tableau Il : Dilutions en série des huiles essentielles de Cannabis sativa et de Piper

umbellatum a partir des solutions méres a 1% suivant le protocole de I’O.M.S, 2005

Volume de

solution VVolume ) )
Volume o Concentration | Concentrations

mére d’éthanol _ Dilutions

. _— final (uL) (%0) (mg/mL)

prelevee ajouté (uL)

(uL)

18000 2000 20000 9/10 0,9% 9mg/mL
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16000 4000 20000 8/10 0,8% 8mg/mL
14000 6000 20000 7/10 0,7% 7mg/mL
12000 8000 20000 6/10 0,6% 6mg/mL
10000 10000 20000 5/10 0,5% 5mg/mL
8000 12000 20000 4/10 0,4% 4mg/mL
6000 14000 20000 3/10 0,3% 3mg/mL
4000 16000 20000 2/10 0,2% 2mg/mL
2000 18000 20000 1/10 0,1% 1mg/mL
1000 19000 20000 1/20 0,05% 0,5mg/mL
500 19500 20000 1/40 0,025% 0,25mg/mL
250 19750 20000 1/80 0,0125% 0,125mg/mL

Les dilutions en seérie réalisées telles qu’indiquées dans le tableau II ont permis d’avoir
des solutions avec des concentrations d’huile essentielle nécessaires pour évaluer ’activité

insecticide de chaque plante prise individuellement.

Pour évaluer I’effet adjuvant des d’huiles essentielles des feuilles de Cannabis sativa et
de Piper umbellatum sur la souche sauvage d’Anopheles gambiae s.l. et sur Culex sp, nous
avons mélange différentes concentrations de ces huiles avec deux insecticides de synthése
recommandés par I’'OMS, la permethrine et le témephos (Zaim et al., 2002) tel qu’indiqué
dans les tableaux Il et IV. Nous avons au préalable préparé des solutions méres a 1% pour
chaque insecticide de synthése et obtenu les concentrations critiques de chacun (0,75% et
1,2% (soit 7,5 mg/ml et 12 mg/ml) respectivement pour la permethrine et le témephos)
rapportées dans la littérature (OMS, 2013 ; OMS, 2016 et CDC, 2013).
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Tableau 111 : Mélanges des huiles essentielles des feuilles de Cannabis sativa et de Piper

umbellatum avec le témephos pour les tests larvicdes

Concentrati _ Volume Volume de Concentration
ons d’huile Concetran,on d’huile teméphos a VOIl_Jm finale de chaque
essentielle de  temephos essentielle & | préléver en ¢ final composé dans la
(%) () prélever (uL) | (ML) (L) solution mixte (%)
H.E Tem.
0,8 0,6 3000 3000 6000 0,4 0,3
0.6 0,6 3000 3000 6000 0,3 0,3
0,4 0,6 3000 3000 6000 0,2 0,3
0,2 0,6 3000 3000 6000 0,1 0,3
0,1 0,6 3000 3000 6000 0,05 0,3
0,05 0,6 3000 3000 6000 0,025 0,3
0,025 0,6 3000 3000 6000 0,0125 0,3
0,0125 0,6 3000 3000 6000 0,00625 0,3
0,00625 0,6 3000 3000 6000 0,00312 0,3
0,00312 0,6 3000 3000 6000 0,00156 0,3

Dose critique du témephos : 1,2% (OMS, 2016), seule la concentration d’huile essentielle

varie. H.E : huile essentielle ; Tem : témephos

Tableau 1V : Mélanges des huiles essentielles des feuilles de Cannabis sativa et de Piper

umbellatum avec la perméthrine pour les tests adulticides

Concentration
. Volume Volume de finale de
Concetrations . ) . Volume
d"huil Concentration de | d’huile permethrine final chaque
ess;nt?elle(o/) permethrine(%) essentielle a|a  pélever (uL) composé dans
° prélever (uL) | (uL) H la solution
mixte(%)
H.E Perm
0,8 0,375 3000 3000 6000 0,4 0,187
0,6 0,375 3000 3000 6000 0,3 0,187
0,4 0,375 3000 3000 6000 0,2 0,187
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0,2 0,375 3000 3000 6000 0,1 0,187
0,1 0,375 3000 3000 6000 0,05 | 0,187
0,5 0,375 3000 3000 6000 0,025 | 0,187
0,25 0,375 3000 3000 6000 2’012 0,187

Dose critique de la permethrine : 0,75% (OMS, 2013), la concetration de la peremetrhine est

fixe, seule la cencetration d’huile essentielle varie. H.E : huile essentielle ; Perm: permethrine.

11.2.9.Tests biologiques de toxicité

Tous les tests biologiques ont été effectués au Laboratoire de Zoologie de 1’Ecole
Normale Supérieure de I’Université de Yaoundé I, a des températures comprises entre 25°C et
28°C, une humidité relative de 78% et une photopériode de 12 :12 (Tchuinkam et al., 2011).
La température était conservée dans 1’intervalle 25°C-28°C grace au radiateur qui chauffait la

salle. La température et I’hygrométrie ont été mesurées grace a un thermohygrometre.
e Tests larvicides

A T’aide d’une éprouvette, on a introduit 99 mL d’eau de source dans des gobelets en
plastique auxquels on a ajouté 1mL de solution d’huile essentielle appropriée, tandis que dans
les gobelets témoins on a ajouté uniquement 1 mL d’éthanol & 95%. On a ensuite trempé des
lots de 25 larves de moustiques de stade 3 préalablement triées des récipients d’¢élevage a
I’aide d’une pipette Pasteur une heure auparavant (OMS, 2005)(figure 21). On a utilisé 4
réplicas par concentration d’huile essentielle et le test a été repété trois fois a des jours
différents, afin d’avoir des résultats appréciables et de minimiser les erreurs. Pour évaluer
I’effet adjuvant des huiles essentielles, an a fait varier les concentrations de ces dernieres

tandis que la concentration létale du témephos (LCs) est restée inchangée.

Les larves ont séjourné dans des milieux tests ainsi préparés pendant 48 heures. Le nombre de

larves mortes a été compté apres 24 heures et 48 heures d’exposition.
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Figure 22. Etapes du test larvicide. A : mesure du volume d’eau dans une éprouvette ; B :
mesure d’eau dans des gobelets en plastique ; C, D : prélévement et introduction de 1ml d’une
solution tests dans un gobelet ; E, F : sélection des larves L3 et L4 ; G introduction des larves
dans les gobelets traités ; H : gobelets protegés par des morceaux de tulles moustiquaires non
imprégnés (1/250)

84



e Tests adulticides

Une moustiquaire non imprégnée acquise aupres du Ministere de la Santé Publique a
été découpée en fragments de 11,5 cm de diameétre (soit 0,5 cm de plus par rapport au
diamétre de la base inférieure des cones OMS). Chaque fragment a été imprégné avec 3mL
(volume nécessaire) d’une solution appropriée d’huile essentielle pendant trois heures. Au
terme des trois heures d’imprégnation, chaque morceau de tulle moustiquaire est retiré a
I’aide de pinces et séché sur une boite de Petri en verre a la température ambiante pendant
15min a cause de I’extréme volatilité des huiles essentielles (Wanng et al., 2014 ; Faraone et
al., 2015). Le fragment de tulle moustiquaire ainsi préparé est ajusté sur le cone et maintenu
a l’aide de ruban adhésif. Quatre cones ainsi préparés ont été introduits dans les quatre
orifices du plexiglas et le tout recouvert d’une autre plaque en plexiglas plus fine. Le
dispositif ainsi monté est maintenu par des pinces et déposé sur un support en bois incliné a
un angle d’environ 45°. Une vingtaine de moustiques femelles est mise en contact avec les
tulles imprégnés, avec cing moustiques par cone. Les femelles adultes a tester &gées de 2 a 5
jours n’ayant pas pris de repas sanguin sont d’abord transférées a 1’aide d’un aspirateur a
bouche dans des gobelets en carton recouverts de tulle moustiquaire non imprégné. Ces
femelles ont passé une heure dans ces gobelets avant d’étre mises en contact avec le tulle
imprégné. Ce temps d’acclimatation permet de retirer les moustiques endommaggés inaptes au
test. Ensuite, ces moustiques sélectionnés sont transferés dans des cones OMS a I’aide d’un
aspirateur a bouche en soufflant avec précaution. Le cone est fermé au sommet par du coton
hydrophile pour empécher aux moustiques de s’échapper(figure 22). Les moustiques restent
en contact avec le tulle traité pendant 1 heure (OMS, 2013 ; CDC, 2013). Durant ce temps
d’exposition, on a compté le nombre de moustiques assommés (knock down) a intervalle de
dix minutes. Les moustiques sont ensuite transférés dans des gobelets en carton au terme de
I’exposition pour leur restauration. Pendant cette période, les moustiques sont nourris au
saccharose a 10% imbibée dans du coton hydrophile. Les moustiques morts sont comptés 24
heures apres ’exposition. L’expérience a été renouvelée 03 fois afin de minimiser les erreurs
et d’avoir des données statistiquement fiables. Pour chaque concentration, un témoin est
associe avec 25 moustiques qui sont mis au contact des morceaux de tulle moustiquaire
imprégnés uniquement d’éthanol a 95% ou de permetrhine a 0,375% et observés dans les
mémes conditions que celles décrites plus haut. Pour évaluer I’effet adjuvant des huiles
essentielles, nous avons gardé a une valeur fixe les concentrations de permethrine (LCsp) et
nous avons fait varier les concentrations d’huiles essentielles (Pennetier et al., 2008). Les

observations ont été faites comme décrit plus haut.
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Figure 23. Quelques étapes du test adulticide. A : séchage des morceaux de moustiquaires
imprégnés a différentes concentrations; B: montage des morceaux de moustiquaire
imprégnés avec des cones sur support incliné & 45° ; C : collecte des femelles adultes ; D, E :
comptage et introduction des femelle adultes dans le gobelet en carton; F,G: retrait et
introduction des moustiques femelles dans les cones ; H : observation (1/250)
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11.2.10. Identification des moustiques adultes
e |dentification morphologique

A la fin des tests biologiques, les moustiques adultes morts des individus récoltés sur le
terrain ont été conservés dans les tubes d’Ependorff pour leur identification ultérieure. Les
adultes femelles d’Anopheles gambiae s.I récoltés aux abords de la riviere Ewoé ont été
morphologiquement identifiés en utilisant la Clé d’identification de Giles et Coetzee (1987).
Afin de mieux distinguer les différents individus du complexe gambiae, une caractérisation
moléculaire a été effectuée selon le protocole de Santalamazza (2008) grace a I’ADN extraite
suivant la méthode de Morlais Poncon et al., (2004) au Laboratoire de Recherche sur le
Paludisme a ’OCEAC a Yaoundé. Pour les individus adultes des moustiques récoltés dans
I’étang de Melen, seule I’identification morphologique a été réalisée (car le matériel a
disposition a ’OCEAC ne permet pas la caractérisation moléculaire des Culex sp.) grace aux
Clés d’identification de Reuben (1994) et de Gupp (1996).

e Caractérisation moléculaire des espéces du complexe Anopheles gambiae

L’identification moléculaire des espéces du complexe gambiae s’est faite a I’aide
d’une réaction de polymérisation en chaines (PCR) SINE200 (Santolamazza et al., 2008).
Cette identification moléculaire débute par I’extraction de I’ADN génomique du moustique
selon la méthode de Morlais Poncon et al., (2004), suivie de son amplification et sa révélation

électrophoreétique sur un gel d’agarose a 1,5%.
- Extraction de PADN

L’ADN a été extrait sur les carcasses des moustiques en utilisant la technique
d'extraction au CTAB 2% (Cytidyl Trimethyl Ammonium Bromide) (Morlais Poncon et al.,
2004). Chaque carcasse de moustique est broyée dans 200uL de CTAB 2% pour libérer
I’ADN contenue dans les cellules. Le broyat ainsi obtenu est incubé dans un bain-marie a
65°C pendant 5 minutes pour inhiber 1’activité des DNAses (enzymes qui découpent les
chaines d’acides désoxyribonucléiques en nucléotides ou polynucléotides). En suite, 200pL
de chloroforme sont ajoutes au broyat, puis l'ensemble est melangé délicatement par
inversion. Le mélange obtenu est ensuite centrifugé pendant 5 minutes a 12 000 tours/min a
température ambiante pour précipiter les débris cellulaires et les protéines dénaturées, et la
phase supérieure (surnageant) est prélevée et introduite dans un autre tube stérile
préalablement étiqueté, dans lequel 200uL d’isopropanol sont ajoutes. Apres avoir melangé

par inversion, le tube est centrifugé a 12 000 tours/min pendant 15 minutes a température
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ambiante pour précipiter ’ADN sous forme d’un culot peu visible au fond du tube.
L’isopropanol est vidé puis 200 pL d’éthanol a 70% sont ajoutés au culot pour purifier
I’ADN, et le mélange ainsi obtenu est centrifugé pendant 5 minutes a 12 000 tours/min.
L’éthanol est vidé et le culot séché sous vide (Speed-Vac) pendant 5 minutes. L’ADN ainsi
extrait est reconstitué dans 20 pL d’eau stérile, puis incubé a 55°C pendant 5 minutes pour

suspendre le culot, et conserve a -20°C pour des manipulations ultérieures
- Amplification par PCR (Polymerase Chain Reaction)

La réaction de polymérisation en chaine a été congue sur le principe de la réplication de
I’ADN dans les cellules vivantes avant la mitose. Elle permet d’amplifier des séquences
d’ADN in vitro, en présence de ’ADN a amplifier, de I’ADN polymérase (enzyme), du
MgCl,, des amorces, des nucléotides et un tampon. On a en quelques heures des millions de
copies du fragment d’ADN compris entre les amorces. Suite a ’amplification, les différents
alleles sont identifiés par électrophorese. Le principe de la PCR est basé sur la répétition de
trois  processus dont I’ensemble  constitue un cycle d’amplification
- la dénaturation, au cours de laquelle les fragments d’ADN bicaténaires sont dénaturés en
brins monocaténaires par I’augmentation de la température entre 90 et 95°C; cette phase dure
15 a 30 secondes en fonction de la taille de la molécule d’ADN.
- ’hybridation, phase de refroidissement, pendant laquelle il y a appariement des amorces
aux séquences complémentaires de I’ADN simple brin. La température pendant cette période
varie de 50 a 72°C. Le temps wvarie de 15 a 45 secondes.
- I’élongation, au cours de laquelle I’ADN polymérase va allonger les amorces en ajoutant
des nucléotides a partir de ’extrémité 3’. La température pendant cette phase est a 72°C,
température optimale pour 1’activité de I’ADN polymeérase. Le temps varie de 30 secondes a
une minute. Au cours d’une PCR, ces étapes sont répétées 35 a 40 fois afin de multiplier

considérablement la quantité d’ADN produite.

Pour Anopheles gambiae s.I, des amorces ou « primers » ont été utilisées pour amplifier les
séquences d’ADN de chaque spécimen du complexe An. gambiae s.| (Santolamazza et al.,
2008) (tableau V).
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Tableau V : Amorces des sequences d'ADN d'Anopheles gambiae s.1.

Nom des Séquences Espéce Taille du
AMOIces identifiée frapment
UV (SINE 5-GTGCCCCTTCCTCGATGGCGCAACGAACC An. gambiae s.s. 249
FetR) ATCTTGGTCTG-3"

UV (SINE 5-GTGCCCCTTCCTCGATGGCATAACGAACC An. coluzzii 479
FetR) ATCTTGGTCTG-3"

- 5-GTGCCCCTTCCTCGTTGGCGTAACTAACC An. arabiensis 223

ATCTTGGTCTG-3°
UV : amorce universelle (SINE Forwad et SINE Reverse).

L’amplification de la molécule d’ADN a lieu chacun dans un volume total de 15uL.

La composition du milieu réactionnel est présentée dans le Tableau VI .

Tableau VI : Milieu réactionnel pour la PCR SINE200 pour I’identification d’Anopheles
gambiae s.I.

Reéactifs Pour 1 réaction a 15pl
ddH:0 10,49ul
dNTPs 10Mm 0,12uL
MgCl, 0,75uL
SINE-F (S200F) 0,51uL
SINE-R (S200R) 0,51uL

Tag A 0,12uL

Buffer A (10X) 1.5uL

ADN 1,0ul

Total 15,0uL

ddH20 : ean bi distillée, ANTP : désoxyribonucléotides triphosphates, MgCI2 : chlorure de magnésium, Tagq : Thermms aguaticus,
ADN : acide désoxyribonucleique, Mm - millimolaire, pL : microlitre, U : unité, SINE200 : nom des locus, F : Forwad, R : Reverse.

Les réactions d’amplification se sont déroulées dans un thermocycleur « Genetouch
Thermal Cycler », dont les cycles de températures sont présentes et dont la programmation est

résumée dans le tableau VII. :
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Tableau VII : Profil thermique de la PCR-SINE200 pour I’identification d’Anopheles
gambiae s.I.

Etapes du cycle Température du thermocycleur Temps

Dénaturation mnitiale 95°C 5 minutes

35 cycles d’amplification

- dénaturation 94°C 30 secondes
- hybridation 54°C 30 secondes
- élongation 72°C | minute

I cycle elongation finale 72°C 10 minutes

*C ¢ degrés Celsius.

- Préparation du gel d’agarose, distribution des échantillons, migration et

révélation
- Préparation du gel d’agarose

Le gel d’agarose est préparé a 1,5% dans du tampon tris-acétate-EDTA (TAE 1X). Le
mélange agarose et TAE 1X dans I’erlenmeyer est ensuite chauffé dans un four a micro-ondes
pendant 2 a 3 minutes a 250°C en fonction du grammage de 1’agarose. Le mélange est ensuite
tiédi pendant quelques minutes en remuant le contenant dans de 1I’eau. Lorsque la température
du mélange atteint environ 50°C, du bromure d’éthidium dit Midori green, a 1pg/mL est
ajouté a la solution. La solution est ensuite versée dans un moule contenant un ou des peignes.

Le gel est polymérisé a température ambiante pendant 15 a 30 minutes.

- Distribution des échantillons

Apres la polymérisation totale du gel, le peigne est retiré, a 1’aide d’une pipette de
10 uL, on a introduit dans chaque puits environ 10 uL de solution composée d’environ 3pL
d’ADN amplifié et 7uL de bleu de bromophénol. Dans un ou deux puits, on a introduit le

marqueur de poids moléculaire mélangé avec du bleu de bromophénol.

- Migration et révélation

La migration s’effectue de la cathode vers I’anode. Elle a une durée d’environ 30 a 45
minutes a température ambiante. Le moule est placé dans une cuve a électrophorese reliée
grace aux ¢€lectrodes aux bornes d’un générateur a courant continu qui produit une puissance
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d’environ 120W. A Ia fin de la migration, le gel est observé sous UV. Chaque extrait d’ADN
ayant migré se présente sous forme de bandes sur le gel. Suivant leur poids moléculaire, les
bandes d’ADN ont des positions différentes sur le gel ce qui permet d’identifier précisément

chaque espéce. Une photo du gel a été ensuite réalisée.

11.2.11. Analyse des données

Pour évaluer les effets insecticide et adjuvant des huiles essentielles des feuilles de
Cannabis sativa et de Piper umbellatum sur Anopheles gambiae s.l. et Culex

quinguefasciatus, nous avons noté les parametres suivants :

- pour les stades aquatiques, uniquement la mortalité aprés 24 heures et 48 heures

d’exposition ;

- pour les imagos :

* le nombre de moustiques assommeés a intervalle de 10 minutes pendant 1 heure;

* |e taux de mortalité, 24 heures aprés 1’exposition aux doses croissantes d’huile essentielle.

Le classement des moyennes a été réalisé par le test de Kruskall-wallis au seuil de 5%.
A partir du taux de knock down, une droite de régression a été tracée afin d’estimer les TKDs
(temps au cours duquel 50% de moustiques sont assommes) et TKDgs (temps au cours duquel
95% de moustiques sont assommeés). Nous avons également obtenu pour les effets larvicide et
adulticide, les LCs et LCqs (Doses ou concentrations Iétales nécessaires pour 50% et 95% de
mortalité respectivement) grace au logiciel WinDL-CIRAD-CA version 2.0. Pour tracer les
courbes et réaliser les analyses statistiques, nous avons utilisé le logiciel : Statistica Version
6.0.
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CHAPITRE 11l : RESULTATS ET DISCUSSION
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I11.1. RESULTATS

I11.1.1. Rendements d’extraction des huiles essentielles des feuilles de Cannabis sativa et

de Piper umbellatum

Les rendements d’extraction par hydrodistillation des huiles essentielles des feuilles des
plantes étudiées (Cannabis sativa et Piper umbellatum) sont tres faibles ; soit 0,044% et

0,012% respectivement pour Cannabis sativa et pour Piper umbellatum (tableau VI1I).

Tableau VIII: Rendement d’extraction des huiles essentielles de Cannabis sativa et de Piper

umbellatum (récolées au village salla et au Campus de I’Université de Yaoundé I)

Poids Poids de

_ . Numéro . Rendement
Famille Espéce S des ’huile
d’identification ) ) (%)
feuilles | essentielle

Cannabis

Cannabaceae _ 25967SRF/Cam 33759 1,50 0,044
sativa

) Piper

Pieperaceae 3614SRFK 7390,8g | 0,99 0,012

umbellatum

Rendement =—225¢ 4 HE 100

Masse de feuilles

II1.1.2. Résultats de I’analyse chimique des huiles essentielles des feuilles de Cannabis

sativa et de Piper umbellatum

L’analyse chimique de I’huile essentielle des feuilles de Cannabis sativa a donné le

résultat illustré par le profil chromatographique de la figure 23 et les données du tableau IX.
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Figure 24. Profil chromatographique de I’analyse chimique de I’huile essentielle deS
feuilles de Cannabis sativa par GC-SM et GC-FID

Tableau IX : Composition chimique de I’huile essentielle des feuilles de Cannabis sativa

Ordre Composés Pourcentage | Indices de Kovat
d’élution
HP-1 Innowax
1. Z-3-Hexenol 0,03 842 1380
2. E-2--Hexenol 0,02 852 1408
3. Heptanone-2 0,03 864 1182
4, Hexenol 0,03 869 1351
5. Heptanal 0,03 880 1185
6. 2-Amyl furan 0,01 884 1124
7. a-Thujéne 0,12 923 1032
8. a-Pinéne 8,12 931 1035
9. Camphene 0,013 944 1063
10. Octéne-1-0l-3 0,03 961 1427
11. 6-Méthyl-5-heptenone-2 0,005 964 1116
12. Sabinéne 0,12 967 1118
13. B-Pinéne 3,64 971 1132
14, 6- Méthyl-5-hepten-2-ol 0,02 974 1163
15. Myrcéne 31,75 981 1159
16. X-3-Caréne 0,92 997 1011
17. a-Phellandréne 0,42 998 1175
18. a-Terpinéne 0,31 1010 1188
19. Hexyl acétate 0,02 1010 1272
20. P-Cymeéne 0,11 1014 1200
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21, Limonene 1,3 1022 1203
22. 1,8-Cinéole+B-phellandréne 1,29 1022 1213
23. Z-B-Ocimene 1,10 1025 1242
24, E-B-Ocimene 9,65 1037 1247
25. Y-Terpinene 0,23 1049 1255
26. E-Thujan-4-ol 0,03 1053 1463
27. Fenchone+méthyl benzoate 0,02 1072 -

28. p-Cymeneéne 0,09 1072 1437
29. Terpinoléne 14,76 1079 1290
30. Nonanal 0,03 1083 1391
31. Linalol 0,09 1086 1533
32. Z-Thujan-4-ol 0,03 1092 -

33. Perillene 0,02 1098 1429
34. a-Fenchol 0,07 1100 1570
35. Z-p- Menth-2-én-1-ol 0,03 1114 1570
36. E-p- Menth-2-en-1-ol 0,07 1114 1571
37. 4E, 6Z- Allo-ocymene 0,01 1119 1375
38. Ipsdiénol 0,03 1125 -

39. Epoxy terpinolene 0,05 1130 -

40. Menthone 0,04 1136 1465
41, Bornéol 0,04 1153 1719
42, P-Cymeén-8-ol 0,12 1161 1864
43. Terpinen-4-ol 0,07 1163 1611
44, a-Terpinéol 0,04 1175 1682
45, Citronellol 0,02 1212 1764
46. Hexyl butyrate +méthylchavicol 0,06 1224 -

47, E-Anethole 0,10 1264 1826
48. a-Ylangéne 0,20 1370 1490
49, a-Copaene 0,01 1375 1491
50. B-Elemeéne 0,02 1386 1577
51. Isocaryophylléne 0,23 1408 -

52. Z-a-Bergamoténe 0,11 1410 1559
53. a-Santaléne 0,14 1415 1582
54, E-B-Caryophyllene 1,72 1419 1612
55. E-a-Bergamoténe 0,85 1435 1575
56. Allo-Aromadendréne 0,30 1439 1620
57. a-Guaiene +composeé indéterminé | 0,04 1442 -

58. E-B-Farnesene 1,23 1449 1663
59. Y-Eleméne+composé indéterminé | 0,04 1449 -

60. a-Humulene 3,28 1452 1654
61. Y- Muuroléne 0,08 1473 1689
62. Selina-4,11-diéne 0,22 1475 1674
63. Selina-4,7(11)diene+E-a- 0,36 1475 1688

Bisabolene

64. B-Selinéne 0,58 1480 1700
65. a-Selinéne 0,41 1491 1707
66. E,E-a-Farnesene 0,20 1496 1744
67. B-Bisaboléne 0,21 1499 1727
68. 7-Epi-a-Selinéne 0,21 1507 1764
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69. Y-Cadinéne 0,05 1513 1740
70. X-Cadinéne 0,09 1513 1765
71. 12-Nor-caryophyll-5-én-2-one 0,02 1515 -
72. Y'-Selinene 0,24 1526 -
73. Germacréne B 0,14 1535 1823
74, Selina-3,7(11)-diene 0,37 1537 1783
75. E-Nerolidol 0,15 1550 2036
76. Spathulenol 0,03 1565 2107
77. Epoxy Caryophylléne 0,08 1563 -
78. Caryophylléne Oxyde 1,25 1567 2001
79. Humuléne Oxyde 0,30 1597 2047
80. Composeé non identifié 0,14 - -
81. Composé non identifie 0,18 - -
TOTAL 98,27

Analyse effectuée par chromatographie en phase gazeuse avec détection FID sur 2 colonnes de polarité
différente: HP1 et INNOWAX. Les composants individuels sont identifiés par leur indice de rétention
décrit par Adams (2012) et leurs spectres de masse sont interprétés a l'aide de la bibliotheque
informatique WILEY L. Les constituants sont présentés dans I'ordre d'élution a partir des colonnes.

L’huile essentielle des feuilles de Cannabis sativa est riche en monoterpénes
hydrocarbonés tels que: o-pinéne (8,12%), B-pineéne (3,64%), myrcene (31,75%),
terpinoléne (14,76%) ; en sesquiterpénes hydrocabonés et oxygénes: E-B-Caryophylléne
(1,75%), caryophylleéne oxyde (1,25%) et a-humuléne (3,28%). D’autres composés n’ont pas
été déterminés du fait des logiciels utilisés dans cette analyse.

L’anlyse chimique de I’huile esentielle des feuilles de Piper umbellatum a donné le résultat

illustré par le profil chromatographique ci-desssous (Figure 24 ) et les données du tableau X.

P. umbellatum
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Figure 25. Profil chromatographique de I’analyse de I’huile essentielle des feuilles de Piper
umbellatum par GC-SM
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L’exploitation du profil chromatographique a permis 1’¢laboration du tableau X repertoriant

les composés de I’huile essentielle de Piper umbellatum

Tableau X : Composition chimique de I’huile essentielle des feuilles de Piper umbellatum

do,r,d e Composés Pourcentage Indice de retention de Kovat
¢élution
Apo. Po.

1. a-pinene 6,23 931 1035
2. camphene 1,83 944 1063
3. B-pinéne 1,83 971 1132
4. B-myrcéne 4,60 981 1161
5. limonéene 1,56 1022 1203
6. Z-B-ocimeéne 1,33 1025 1242
7. E-B-ocimene 2,63 1037 1247
8. linalol 1,27 1086 1533
9. L-bornéol 2,45 1153 1719
10. terpinén-4-ol 2,96 1163 1611
11. p-menth-1-en-8-ol 5,32 1280 -
12. copaene 9,63 1375 1491
13. B-eleméne 10,56 1386 1577
14. caryophylléne 1,37 1419 1612
15. a-caryophyllene 1,18 1453 -
16. y-muuroléne 11,37 1473 1689
17. germacréne D 3,92 1480 1708
18. o-farneséne 1,90 1496 1744
19. d-cadinene 2,30 1513 1765
20. calamenéne 1,14 1532 -
21. z-nerolidol 4,56 1550 2036
22. caryophylléne oxyde | 1,95 1567 2001
23. a-eudesnol 1,6 1652 2227
24. phytol 6,1 2116 2613

Total 89.6% - -

Analyse réalisée par chromatographie en phase gazeuse couplée a la Spectrométrie de Masse avec 2 colonnes de
polarité différente ; Apo= Indices apoplaires ; Po= indices polaires. Les composés sont individuellement identifiés par
leur indice de rétention selon Adams (2012) . Les composés sont présentés par ordre d’élution dans les deux colonnes.

Pour ce résultat d’analyse de I’huile essenticlle des feuilles de Piper umbellatum, il
apparait également des monoterpénes hydrocarbonés : a-pinene (6,23%), myrcene (4,60%) ;
oxygénés : linalol (1,29%), p-menth-1-en-8-ol (5,32%) ; des sesquiterpénes hydrocarbonés :
copaéne (9,63%), B-eleméne (10,63%) et oxygénes : z-nerolidol (4,56%), phytol (6,10%) et y-

muuroléne (11,37%)
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. III.1.3. Composition spécifique des moustiques sauvages récoltés a I’étang de Melen et

aux abords de la riviere Ewoé

La photographie du gel d’agarose réalisée sous rayons Ultraviolets apreés migration des
amplicons obtenus a partir de I’ADN extraite sur 71 individus adultes du complexe gambiae

récoltés aux abords de la riviere Ewoe a révelé deux espéces (figure 25).

1 2 3 4 S5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Marqueur de taille

200pb

Contrdle positif
(Anopheles gambiae)

Anopheles coluzzii Anopheles gambiae Anopheles coluzzii

Figure 26 : Photographie d’observation sous UV d’un gel d’agarose aprés migration des
amplicons d’ADN pour I’identification des espéces du complexe Anopheles gambiae s.1.
Légende : 1 a8, 13, 14 = Anopheles coluzzii qui migre a 479 pb ; 9 a 12 = Anopheles gambiae

S.S.qui migre a 249 pb ; 15 = Contrdle négatif ; 16 = Contrdle positif pour I’espéce Anopheles
gambiae ; 17 = Marqueur de taille 100 paires de bases (pb)

Le résultat de la caractérisation moléculaire et de la détermination morphologique des adultes
des individus de Anopheles gambiae s.l. et de Culex sp. récoltés aux abords de la rivere Ewoé
et dans I’étang de Melen (respectivement) a révélé la composition spécifique des moustiques

consignée dans le tableau tableau XI.
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Tableau XI : Composition spécifique des moustiques adultes récoltés a 1’étang de Melen et
aux abords de la riviere Ewoé (les moustiques ont été récoltés durant toute 1’année pour
I’étang de Melen et pour les abords de la riviere Exoe, d’avril a juin et de septembre a mi-
novembre 2016)

Site de | Genre Espéce Nombre d’individus | Pourcentage
récolte (%)
Etang  de | Anopheles An. gambiae s.1. 4 2
Melen Cx. perfuscus 14 7
Culex Cx.quinquefasciatus 182 91
Total - 200 100
Riviere An. gambiae s.s. 3 4,23
Ewoé Anopheles An. coluzzii 68 95,77
Total - 71 100

L’identification morphologique des adultes de Culicidés récoltés a I’étang de Melen a
révéle la composition spécifique suivante : An. gambiae s.I. (2%), Cx. perfuscus (7%) et
Cx.quinquefasciatus (91%) ; tandis que la caractérisation moléculaire des individus sauvages
d’An. gambiae s.I. récoltés aux abords de la rivére Ewoé aréveélé : An. gambiae s.s. (4,23%) et
An. coluzzii (95,77%).

Les photographies de la figure 26 montrent les espéces dominantes de 1’étang de Melen et

des abords de la riviere Ewoé.

Figure 27. Moustiques récoltés dans les abords de la riviére Ewoé et a 1’étang de Melen ; A :
Anopheles gambiae s.1. B : Culex quinquefasciatus (x50)

99




I11.1.4. Activités insecticide et adjuvant des huiles essentielles des feuilles de Cannabis

sativa et de Piper umbellatum sur Anopheles gambiae s.1. et Culex quinquefasciatus

Des tests biologiques de toxicité des huiles essentielles des feuilles de Cannabis sativa, de
Piper umbellatum et de la combinaison de ces dernieres avec deux insecticides de syntheése
(ttmephos et permethrine) ont été réalisés sur des moustiques suivant les recommandations
de I’OMS (2005, 2013 et 2016) et de la CDC (2013). Les résultats montrent une variation de
sensibilité selon les espéces et le stade de développement du moustique considéré. Les tests

ont été effectués sur 8100 larves et 6200 femelles adultes de Culicidés.

- Activité larvicide de P’huile essentielle des feuilles de Cannabis sativa sur

Anopheles gambiae s.I. et Culex quinquefasciatus

Les tests larvicides de I’huile essentielle des feuilles de C. sativa ont été effectués sur les
larves de troisieme stade des souches de laboratoire d’An.gambiae s.s. sauvage d’An.gambiae
s.l. et sur Culex quinquefasciatus. Les observations se sont étalées sur 48 heures et les larves
mortes ont été comptées. Le test a été effectué sur un total de 2200 larves de Culicidés (700
larves de la souche de laboratoire d’Anopheles gambiae s.s., 700 larves de la souche sauvage
d’Anopheles gambiae s.I. et 800 larves de Culex quinquefasciatus). Il n’a pas été constaté de
mortalité dans les gobelets témoins pendant toute la période d’observation. Les résultats sont

consignés dans le tableau XII.

Tableau XII : Activité larvicide de 1’huile essentielle des feuilles de Cannabis sativa sur

Anopheles gambiae s.1. et Culex quinquefasciatus.

Concentration Mortalité larvaire (%)
(%) Apres 24 heures Apres 48 heures
An. An. Cx. An. An. Cx.quin
gambiae | gambiae s.l. | quinquefasci | gambiae | gambiae | quefasci
S.S. atus S.S. s.l. atus
0,00625 0 0 8+0,4 0 0 21+0,47
0,0156 0 0 37+0,4 0 0 730,25
0,025 0 0 60+0,57 0 0 80+0,4
0,05 0 0 770,47 0 0 90+0,7
0,1 10+0,28 240,28 86+0,47 34+0,47 | 311,28 | 970,25
0,2 15+0,4 5+0,4 90+0,62 43+0,4 | 45+2,1 100
0,3 22+0,5 18+0,5 100 55+0,9 | 51+1,6 100
0,5 48+0,5 22+0,6 - 83+0,2 | 70+2 -
0,7 64+0,6 34+0,4 - 94+0,4 | 92+0,7 -
0,9 78+0,28 41+15 - 100 98+0,4 -
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H H=3,34 H=3,22 H=4,64 H=6 H=5,73 H=6,5
P P=0,018 P=0,023 P=0,05 P=0,01 |P=0,001 |0,001
(probabilité)

A partir des données du tableau XII ci-dessus, la courbe de mortalité des larves en fonction

des concentrations d’huile essentielle a été tracée aprés 24 heures d’observation (figure 27).
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Figure 28. Activité larvicide de I’huile essentielle des feuilles de Cannabis sativa sur
Anopheles gambiae s.1. et Cx. quinquefasciatus aprés 24 heures

Aprés 24 heures d’exposition, les larves de Culex quinquefasciatus apparaissent plus
sensibles que celles de la souche sauvage d’Anopheles gambiae s.I. (H=5,27 ; p=0,003) qui,
supportent plus la toxicité de I’huile essentielle des feuilles de Cannabis sativa que les larves
de la souche de laboratoire d’An.gambiae s.s. (H=3,46; p=0,01). La comparaison des
moyennes des taux de mortalité des souches de maboratoire d’An.gambiae s.s, d’An. gambiae
s.l. et de Cx. quinquefasciatus réalisée avec un intervalle de confiance a 95% (H=4,64 ;

p=0,005) montre une différence significative.

Les équations des droites de régression associées aux courbes de mortalité de chaque espéce

apres 24 heures d’exposition sont :
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Yq=-0,746+ 89,71X (H=3,45; p=0,018) ; Yu=-1,152+ 48,171X (H=3,22; p=0,023) et
Y cx=38,41+328,86X (H=4,57 ; p=0,005) respectivement pour les souches de laboratoire
d’Anopheles gambiae s.s., sauvage d’Anopheles gambiae s.I. et pour Culex quinquefasciatus.
Les concentrations létales nécessaires pour 50% de mortalité (CLsg) larvaire apres 24 heures
d’exposition sont : 0,501% ; 1,168% et 0,03% respectivement pour les souches de laboratoire
d’Anopheles gambiae s.s., sauvage d’Anopheles gambiae s.lI. et pour Culex quinquefasciatus.
Tandis que les concentrations nécessaires pour 95% de mortalité larvaire (CLgs) apres 24

heures d’exposition sont : 0,95% ; 2,21% et 0,17% respectivement.

Lorsque le temps d’exposition s’est étendu sur 48 heures, il n’est plus apparue de différence
significative de sensibilité entre les deux souches d’Anopheles gambiae s.s. (H=1,89 p=0,11)
et entre la souche sauvage d’Anopheles gambiae s.l. et Culex quinquefasciatus (H=1,73
p=0,14). Cependant, la mortalit¢ a continué¢ d’augmenter avec la concentration d’huile

essentielle des feuilles de Cannabis sativa pour chaque espece de moustique traitée.
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Figure 29: Activité larvicide de I’huile essentielle des feuilles de Cannabis sativa sur
Anopheles gambiae s.1. et Culex quinquefasciatus apres 48 heures
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Les ¢équations des droites de régression aprés 48 heures d’exposition sont :
Yq=18,334+104,31X (H=6; p=0,001); Y¢=16,359+100,55X (H=5,73; p=0,002) et
Y cx=60,30+258,88X (H=6,4; p=0,0013) respectivement pour les souches de laboratoire
d’Anopheles gambiae s.s., sauvage d’Anopheles gambiae s.l. et pour Culex quinquefasciatus.
Les doses létales nécessaires pour 50% de mortalité larvaire apreés 48 heures d’exposition
sont: 0,201%; 0,217% et 0,005% respectivement pour les souches de laboratoire
d’Anopheles gambiae s.s, sauvage d’Anopheles gambiae s.l. et pour Culex quinquefasciatus.
Alors que les concentrations nécessaires pour 95% de mortalité larvaire aprés 48 heures sont :
0,381% ; 0,412% et 0,110% respectivement pour les souches de laboratoire d’Anopheles

gambiae s.s., sauvage d’Anopheles gambiae s.l. et pour Culex quingquefasciatus.

- Activité larvicide de I’huile essentielle des feuilles de Piper umbellatum sur

Anopheles gambiae s.1.. et Culex quinquefasciatus

Les larves de troisieme stade des souches de laboratoire d’Anopheles gambiae s.s.,
sauvage d’Anopheles gambiae s.I. et de Culex quinquefasciatus ont été exposees aux doses
croissantes de I’huile essentielle des feuilles de Piper umbellatum pendant 48 heures & raison
de 100 larves par concentration. On a compté les larves mortes au terme de 24 heures et de 48
heures d’exposition. Le test s’est effectué sur un total de 2100 larves de Culicidés (700 larves
de la souche de laboratoire d’Anopheles gambiae s.s, 700 larves de la souche sauvage
d’Anopheles gambiae s.l. et 700 larves de Culex quinquefasciatus). Il n’est pas apparu de
mortalité dans les gobelets témoins pendant la période d’observation. Les résultats sont

consignés dans le tableau XIII.

Tableau XI11: Activité larvicide de 1’huile essentielle des feuilles de Piper umbellatum sur
Anopheles gambiae s.1. et Culex quinquefasciatus

Concentration( Mortalité larvaire(%)
%) Apreés 24 heures Apreés 48 heures

An.gambiae | An. gambiae | Cx. An. An. Cx.

S.S. s.l. gambiae | gambiae

S.S. s.l.

0,00625 0 0 12404 |0 0 170,47
0,0125 0 0 30£0,2 |0 0 43+0,4
0,025 0 0 50+0,8 |0 0 66+0,6
0,05 0 0 63+06 |0 0 84+0,4
0,1 340,28 1+0,3 76+0,47 | 5£0,2 240,28 100
0,2 940,2 6+0,2 100 1940,7 10+0,2, 100
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04 28+0,7 15+0,4 - 39+2 29+0,4 -

0,6 58+2,4 44+1,4 - 83+1,1 57+0,8 -

0,8 82+0,6 64+0,4 - 100 80+0,2 -

0,9 100 90+0,8 - 100 98+0,28 | -

H (Chi2) H=2,34 H=2,16 H=4,03 | H=2,68 | H=2,33 H=4,2
P (probabilité) | P=0,04 P=0,06 P=0,015 | P=0,03 P=0,04 0,01

Cx. : Culex quinquefasciatus

A partir des données du tableau XI1I, on a tracé les courbes de mortalité des larves en fonction

des concentrations d’huile essentielle de Piper umbellatum.

Apres 24 heures d’exposition des larves de troisieme stade des souches de laboratoire
d’Anopheles gambiae s.s., d’Anopheles gambiae s.|. et de Culex quinquefasciatus aux
concentrations croissantes d’huile essentielle des feuilles de Piper umbellatum, le nombre de
larves mortes a été répertorié et les courbes de mortalité larvaire en fonction de la
concentration de I’huile essentielle des feuilles de Piper umbellatum ont été tracées (figure

29).
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Figure 30. Activité larvicide de I’huile essentielle des feuilles de Piper umbellatum sur
Anopheles gambiae s.1.. et Culex quinquefasciatus aprées 24 heures

Le taux de mortalité de chaque espece augmente avec la concentration d’huile essentielle
des feuilles de Piper umbellatum. Les différentes équations des droites de régression générées
au terme de 24 heures d’exposition sont: Yg=-7.41+112,09X (H=2,80; p=0,03); Yg=-
7,62+93,54X (H=2,52 ; p=0,05) et Y x=19+328X (H=4,26 ; p=0,008) respectivement pour les
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souches de laboratoire d’Anopheles gambiae s.s., sauvage d’Anopheles gambiae s.l. et pour
Culex quinquefasciatus. Apres 24 heures d’exposition, les concentrations 1étales pour 50% de
mortalité larvaire sont: 0,51%; 0,61% et 0,09% respectivement pour les souches de
laboratoire d’Anopheles gambiae s.s., sauvage d’Anopheles gambiae s.l. et pour Culex
quinquefasciatus. Alors que pour 95% de mortalité larvaire, ces concentrations sont : 0,91% ;
1,09% et 0,23% respectivement. Il apparait une différence significative de sensibilité a 1’huile
essentielle des feuilles de Piper umbellatum entre les larves de la souche de laboratoire
d’Anopheles gambiae s.s. et la souche sauvage d’Anopheles gambiae s.I. (H=3,83 ; p=0,012)
et entre Culex quinquefasciatus et la souche sauvage d’Anopheles gambiae s.l. (H=4,65;
p=0,005) aprés 24 heures d’exposition. Les larves de la souche sauvage d’Anopheles gambiae
s.l. sont plus tolérantes a l.’action de I’huile essentielle des feuilles de Piper umbellatum que
celles de la souche laboratoire d’Anopheles gambiae s.s. (0,51%<0,61%) et celles de Culex

quinquefasciatus (0,61%>0,09%).

Aprés 48 heures de contact avec différentes concentrations croissantes de 1’huile
essentielle des feuilles de Piper umbellatum, nous avons exploité les données du tableau XIlII

pour tracer les courbes de mortalité (figure 30).
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Figure 31. Activité larvicide de I'huile essentielle des feuilles de Piper umbellatum sur
Anopheles gambiae s.1. et Culex quiqugfasciatus apres 48 heures
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Les équations des droites de régression générées apres 48 heures d’exposition des
larves des souches de laboratoire d’Anopheles gambiae s.s., sauvage d’Anopheles gambiae s..

et de Culex quinquefasciatus a I’huile essentielle des feuilles de Piper umbellatum sont :

Yg=-5,02+125,9X (H=3,35; p=0,02) Yu= -543+9525X (H=2,9; p=0,03) et Ycx=
26,2+432X (H=5; p=0,003) respectivement pour les souches de laboratoire d’Anopheles
gambiae s.s. sauvage d’Anopheles gambiae s.l. et pour Culex quinquefasciatus. Apres 48
heures de contact, les concentrations létales d’huile essenticlle des feuilles de Piper
umbellatum nécessaires pour 50% de mortalité larvaire sont: 0,43% ; 0,58% et 0.05%
respectivement pour les souches de laboratoire d’Anopheles gambiae s.s., sauvage
d’Anopheles gambiae s.1. et pour Culex quinquefasciatus. Pour une mortalité de 95% apres 48
heures d’exposition ces concentrations sont : 0,79% ; 1,05% et 0,16% respectivement. Les
différences entre les taux de mortalité des larves des souches de laboratoire d’Anopheles
gambiae s.s., sauvage d’Anopheles gambiae s.. (H=3; p=0,03) et entre Culex
quinquefasciatus et la souche sauvage d’Anopheles gambiae s.I. (H==4,26 ; p=0,007) sont
toujours significatives. La mortalit¢ de chaque espece a augmenté en fonction des

concentrations d’huile essentielle des feuilles de Piper umbellatum.

111.1.5. Effet adjuvant des huiles essentielles des feuille de Cannabis sativa et de Piper
umbellatum pour Pefficacité du témephos sur les larves d’Anopheles gambiae s.I. et de

Culex quinquefasciatus

L’efficacité des combinaisons des huiles essentielles des feuilles de Cannabis sativa et de
Piper umbellatum avec le témephos (Abate, ALM International France) a été évaluée sur des
larves de troisieme stade d’Anopheles gambiae s.l. et de Culex quinquefasciatus pour 48

heures d’exposition. Les résultats obtenus varient en fonction des espéces de moustique.

- Effet adjuvant de I’huile essentielle des feuilles de Cannabis sativa pour
Pefficacité du témephos sur les larves d’Anopheles gambiae s.I. et de Culex

quinquefasciatus

Au terme de 24 heures et de 48 heures d’exposition des larves d’Anopheles gambiae s.1.
et de Culex quinquefasciatus a I’effet du mélange de I’huile essentielle des feuilles de
Cannabis sativa avec le témephos, les larves mortes ont été dénombrées (tableaux XIV). Le
test s’est effectué sur un total de 1800 larves de Culicidés (dont 900 larves d’Anopheles

gambiae s.l. et 900 larves de Culex quinquefasciatus).
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Tableau XIV : Effet adjuvant de I’huile essenticlle des feuilles de Cannabis sativa pour
I’activité larvicide du témephos sur Anopheles gambiae s.l. et Culex quinquefasciatus

Concentration Mortalité larvaire (%)

d’huile  essentielle | Apres 24 heures Apres 48 heures

dans le mélange (%) | An. Cx. An.gambiae | Cx.
gambiae quinquefasciatus s.l. quinquefasciatus
s.l.

0 (Tem. Seul, 0,6%) | 46x0,2 50+0,6 65+0,4 63+0,5

0,00156 46x0,2 44+0,4 46+0,2 53+0,5

0,0031 46x0,2 55+0,6 46+0,2 7240,4

0,0062 45+0,7 66+0,6 46+0,2 81+0,2

0,0125 37+0,2 80+0,4 56+0,4 91+1,1

0,025 41+0,7 90+1 63+0,8 100

0,05 45+0,2 100 68+0,4 100

0,1 49+0,2 100 74+0,2 100

0,2 53+0,2 100 100 100

H (Chi2) H=3,34 H=10,17 H=3,23 H=15,25

P (probabilité) P=0,012 p<0,05 P=0,014 p<0,05

Tem. : témephos

La différence de sensibilité des larves de la souche sauvage d’Anopheles gambiae s.I. et
de Culex quinguefasciatus au mélange témephos-huile essentielle de Cannabis sativa est
significative aprés 24 heures (H=7,45 ; p=0,006 et CLso : 0,14%>0,002% respectivement) et
48 heures (H=5,33; p=0,02 et CLso. 0,011%>0,0013%) d’exposition. Les larves de Culex
quinquefasciatus sont plus sensibles que celles d’Anopheles gambiae s.1.

A partir des données du tableau XIV montrant le taux de mortalité des larves de chacune
des deux especes de moustiques au terme d’un séjour de 24 heures dans le mélange de 1’huile
essentielle des feuilles de Cannabis sativa avec le témephos, les courbes de mortalité en

fonction des concentrations d’huile essentielle dans le mélange ont été tracées (figure 31).
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Figure 32. Effet adjuvant de I’huile essentielle des feuilles de Cannabis sativa pour
I’efficacité du témephos sur les larves d’Anopheles gambiae s.l. et de Culex quignuefasciatus
apres 24 heures

Les différentes équations des droites de régression de 1’effet adjuvant de [’huile
essentielle des feuilles de Cannabis sativa pour ’efficacité du témephos sur les larves
d’Anopheles gambiae s.I. et Culex quinquefasciatus apres 24 heures générées sont:
Yan=42,71+50,91X (H=3,34; p=0,012) et Yc.=68,55+217,30X (H=10,17; p<0,05)
respectivement pour la souche sauvage d’Anopheles gambiae s.. et pour Culex
quinquefasciatus. Les concentrations d’huile essentielle des feuilles de C. sativa dans le
mélange avec le témephos nécessaires pour tuer 50% de larves exposées sont: 0,14% ;
0,002% respectivement ; tandis que les concentartions nécessaires pour 95% de mortalité sont
de: 0,35% et 0,026% respectivement pour la souche sauvage d’Anopheles gambiae s.l. et
pour Culex quinguefasciatus. Bien que les larves des deux espéces soient sensibles au
mélange de ’huile essentielles des feuilles de Cannabis sativa avec le témephos, les larves de
la souche sauvage d’Anopheles gambiae s.l. sont moins sensibles que celles de Culex
quinquefasciatus (H=7,45; p=0,006) a D’effet du mélange du témephos avec I’huile
essentielle des feuilles de Cannabis sativa apres 24 heures d’exposition. La différence de
sensibilité des larves de la souche sauvage d’Anopheles gambiae s.I. et de Culex
quinquefasciatus au mélange témephos-huile essentielle de Cannabis sativa est significative
apres 24 heures (H=7,45 ; p=0,006) et 48 heures (H=5,33 ; p=0,02) d’exposition ; les larves

de Culex quinquefasciatus sont plus sensibles que celles d’Anopheles gambiae s.l.
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Apres une période d’observation de 48 heures des larves de moustiques dans des gobelets
traités avec le mélange du témephos avec I’huile essentielle des feuilles de Cannabis sativa ,
nous avons compté les larves mortes et les courbes de mortalité en fonction de la

concentration d’huile essentielle dans le mélange ont été tracées (figure 32).
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Figure 33: Effet adjuvant de I’huile essentielle des feuilles de Cannabis sativa pour I’activité
larvicide du témephos sur Anopheles gambiae s.l. et Culex quinquefasciatus apres 48 heures

Les équations des droites de régression de 1’effet adjuvant de I’huile essentielle des
feuilles de Cannabis sativa apres 48 heures sont : Y An=49,39+260,55X (H=3,23 ; p=0,014) et
Ycx=81,06+134,27X (H=15,52 ; p<0,05) respectivement pour les larves d’Anopheles gambiae
s.l. et pour les larves Culex quinquefasciatus. Les doses 1étales d’huile essentielle des feuilles
de Cannabis sativa dans le mélange nécessaires pour tuer 50% et 95% de larves sont :
0,011% ; 0,0013% et 0,17% ; 0,013% respectivement pour la souche sauvage d’Anopheles
gambiae s.l. et pour Culex quiquaefasciatus. Les concentrations d’huile essentielle des
feuilles de Cannabis sativa efficaces aprés 48 heures d’exposition sont inférieures a celles
nécessaires pour la mortalité apres 24 heures, aussi bien pour les larves de la souche sauvage
d’Anopheles gambiae s.I. que pour celles de Culex quinquefasciatus. La différence de

sensibilit¢ des larves de la souche sauvage d’Anopheles gambiae s.|. et de Culex

109



quinquefasciatus au mélange témephos-huile essentielle de Cannabis sativa est significative
apres 48 heures (H=5,33 ; p=0,02) d’exposition, les larves de Culex quinquefasciatus étant

plus sensibles que celles d’Anopheles gambiae s.1.

- Effet adjuvant de I’huile essentielle des feuilles de Piper umbellatum pour
Pactivité larvicide du témephos sur Anopheles gambiae s.. et Culex

quinquefasciatus

Les larves de la souche sauvage d’Anopheles gambiae s.l. et celles de Culex quinquefasciatus
ont été trempées dans le mélange de I’huile essentielle des feuilles de Piper umbellatum avec
le témephos pendant 48 heures. Un effectif de 2000 larves de Culivideés a été testé (1000
larves d’Anopheles gambiae s.l. et 1000 larves de Culex quinquefasciatus) et les larves mortes
ont été dénombrées apres 24 heures et 48 heures (tableau XV).

Tableau XV: Effet adjuvant de I’huile essentielle des feuilles de Piper umbellatum pour
I’activité larvicide du témephos sur Anopheles gambiae s.l. et Culex quinquefasciatus

Concentration Mortalité larvaire(%)

d’huile  essentielle | Apres 24 heures Apres 48 heures

dans le mélange (%) | An. Cx. An.gambiae | Cx.
gambiae quinquefasciatus s.l. quinquefasciatus
s.l.

0 (Tem. Seul, 0,6%) | 46x0,2 50+0,6 65+0,4 63+0,5

0,00156 52+1,2 68+0,7 65+0,7 77404

0,0031 51+0,4 80+0,4 64+1,2 86+0,6

0,0062 51+0,7 82+0,6 63+0,7 93+0,4

0,0125 52+0,2 89+0,8 65+0,2 99+0,2

0,025 38+1 97+0,4 54+0,2 100

0,05 40+0,7 100 59+0,4 100

0,1 42+12 100 69+0,2 100

0,2 45+0,7 100 76+0,4 100

0,4 51+0,4 100 100 100

H (Chi2) H=3,12 H=23,2 H=3 H=34

P (probabilité) P=0,014 p<0,05 P=0,017 p<0,05

Te. : Témephos

A partir des résultats d’observations consignés dans le tableau XV ci-dessus, nous avons
tracé les courbes de mortalité des larves en fonctions des concentrations d’huile essentielle

des feuilles de Piper umbellatum dans le mélange avec le témephos.
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Au terme de 24 heures d’exposition, I’effet adjuvant de 1’huile essentielle des feuilles de
Piper umbellatum pour la toxicité du témephos sur les larves de la souche sauvage
d’Anopheles gambiae s.1. et de Culex quinquefasciatus a éte évalué. Les larves mortes ont été

comptées et les courbes dose-mortalité ont été tracées (figure 33).
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Figure 34: Effet adjuvant de I’huile essentielle des feuilles de Piper umbellatum pour
I’efficacité du témephos sur les larves d’Anopheles gambiae s.l. et de Culex quinquefasciatus
apres 24 heures

Les équations des droites de régression de 1’efficacité de la combinaison de 1’huile
essentielle des feuilles de Piper umbellatum avec le témephos sur les larves de la souche
sauvage d’Anopheles gambiae s.I. et de Culex quinquefasciatus aprés 24 heures d’exposition
sont: Yan=9,91+132,58X (H=3,12; p=0,014) et Ycx=54,42+2071,32X (H=23,2 ; p<0,05)
respectivement. Les concentrations 1étales de 1’huile essentielle des feuilles de P.umbellatum
dans le mélange avec le témephos nécessaires pour 50% de mortalité larvaire sont : 0,30% et
0,0011% respectivement, tandis que les concentrations nécessaires pour tuer 95 % de larves
en 24 heures sont de : 0,64% et 0,024% respectivement pour la souche sauvage d’Anopheles

gambiae s.l. et pour Culex quinquefasciatus.

La comparaison des moyennes des taux de mortalité entre les larves de la souche
sauvage d’Anopheles gambiae s.l. et celles de Culex quinqueafsciatus montre une différence

significative ; les larves de Culex quinquefasciatus étant plus sensibles a la toxicité du
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mélange de I’huile essentielle des feuilles de Piper umbellatum avec le témephos que celles

de la souche sauvage d’Anopheles gambiae s.l. (H=12,79 ; p=0,0003).

Aprés 48 heures d’exposition, la mortalité a augmenté en fonction des concentrations

d’huile essentielle dans le mélange avec le témephos (figure 34).
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Figure 35. Effet adjuvant de I’huile essentielle des feuilles de Piper umbellatum pour
I’efficacité du témephos sur les larves d’Anopheles gambiae s.l. et de Culex quiquefasciatus
apres 48 heures

Les équations des droites de régression de 1’effet adjuvant de 1’huile essentielle des feuilles
de Piper umbellation pour I’efficacité du témephos sur les larves de la souche sauvage
d’Anopheles gambiae s.|. et de Culex quinquefasciatus sont: Ya,=89,39+90,75X et
Ycx=73,75+1412,28X respectivement. Ainsi, les concentrations d’huile essentielle des feuilles
de P. umbellatum mélangées au teméphos nécessaires pour 50% de mortalité larvaire apres
48 heures d’exposition sont : 0,023% et 0,001% respectivement pour la souche sauvage
d’Anopheles gambiae s.I. et pour Culex quinquefasciatus. Les concentrations Iétales
nécessaires pour 95% de mortalité sont : 0,38% et 0,015% respectivement. Les larves de
Culex quinquefasciatus apparaissent plus susceptibles a I’effet du mélange de 1’huile
essentielle des feuilles de Piper umbellatum avec le teméphos que celles de la souche

sauvage d’Anopheles gambiae s.I. (H=10,96 ; p=0,001).
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Méme apreés 48 heures d’exposition, la différence entre les moyennes des taux de mortalité
des larves de la souche sauvage d’Anopheles gambiae s.l. et celles de Culex quinquefasciatus
demeure significative (H=10,96 ; p=0,001) ; les larves de la souche sauvage d’Anopheles
gambiae s.l. sont plus tolérantes a la toxicité du mélange de I’huile essentielle des feuilles de

Piper umbellatum avec le témephos que celles de Culex quinquefasciatus.

I11.1.6. Activités Knock Down et adulticide des huiles essentielles des feuilles de
Cannabis sativa et de Piper umballatum sur Anopheles gambiae s.. et Culex

quinquefasciatus

Au cours d’une heure de contact des adultes femelles de moustiques avec le tulle
moustiquaire imprégné a différentes concentrations d’huile essentielle, on a noté a intervalle
de 10 minutes, le nombre de moustiques assommés (knock down) c’est-a-dire tombés sur le
dos ou sur le cote et les individus morts aprés 24 heures. Les données récoltées ont permis de
dresser les tableaux XVI et XVI1I et de tracer les différentes courbes illustrant la variation des
taux de mortalité. Les tests se sont effectués sur 6200 adultes de Culicidae.

- Activités Knock Down et adulticide de I’huile essentielle des feuilles de

Cannabis sativa sur Anopheles gambiae s.l. et Culex quinquefasciatus

On a évalué I’activité de I’huile essentielle des feuilles de C.sativa sur les adultes des souches
de laboratoire d‘Anopheles gambiae s.s., d‘Anopheles gambiae s.I. et sur Culex
quinquefasciatus aprés avoir compté les moustiques assommés au terme d’une heure de temps
de contact avec le tulle moustiquaire imprégné de doses croissantes d’huile essentielle des
feuilles de C.sativa et dénombré les moustiques morts 24 heures apres. Un total de 2000
moustiques femelles adultes a été utilisé pour les tests (dont 700 Anopheles gambiae s.s., 600
Anopheles gambiae s.l. et 700 Culex sp.). Il n’a pas été trouvé de moustiques assommés ou
mort dans les gobelets témoins en carton. Grace aux données ainsi récoltées, le tableau XVI

ci-dessous a été élaboré.
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Tableau XVI : Activité Knock down et adulticide de I’huile essentielle des feuilles de Cannabis sativa sur Anopheles gambiae s.l. et Culex

quinquefasciatus
Espece Nb d’adultes | Conc. Mort. 24h IC 4 95%
eXpOoses (%) Knock down a 10 minutes d’intervalle
- - 10 min 20 min 30 min 40 min 50 min 60 min - -
An. gambiae s.s. 100 0,025 02+0,3 |07+0,2 |08+0,4 |1040,3 16+04 |16+04 |8+04 2-11
An. gambiae s.s. 100 0,05 05 +0,2 10 +0,3 14 +0,3 14 +0,3 15405 |20+0,2 15+0,5 12-18
An. gambiae s.1. 100 03+0,2 |04+04 |0540,2 | 05402 07 £0,2 | 07 +0,2 10 +0,3 8-14
An. gambiae s.s. 100 0,1 05 +0,2 12 +0,4 18406 |23+02 |24064 |37+05 |5440,6 52-88
An. gambiae s.1. 100 340,2 08 +04 |124+04 |17405 |204+04 |30405 |24404 21-27
An. gambiae s.s. 100 0,2 8104 15 40,6 35 40,5 48 10,7 60 +0,8 75 10,7 68 +0,6 64-73
An. gambiae s.l. 100 5 40,2 11 40,2 25 40,8 36 10,6 50 10,3 68 10,7 60 +0,4 55-64
An. gambiae s.S. 100 0,3 12404 25 40,2 52 +0,4 71 40,2 80 0,4 91 40,2 840,5 79-88
An. gambiae s.1. 100 9 40,2 20+04 42403 |60+04 |754+05 |87+05 |86+0,67 82-90
An. gambiae s.s. 100 0,5 20+0,2 |40+0,20 | 80+1 88+0,4 |96+05 | 100 100 100-100
An. gambiae s.l. 100 18 +£0,5 32 40,8 58 +1,6 84 10,7 89 +1 99 40,5 98 +0,65 96-102
100 0,025 00 140 04 +0,47 | 07 £0,47 | 10 £0,28 | 15 +0,47 | 12 £0,41 | 9-15
100 0,05 04+04 |8+04 17 +0,47 | 19 £0,62 | 20 £0,7 |22 +0,5 |15+1,03 | 12-18
Cx. quinquefasciatus 100 0,1 94047 |17 41,03 |28+1,08 | 35+0,85 |44 +0,91 |52+0,8 |48 +£0,81 | 46-50
100 0,2 15+0,47 | 28 +0,4 |61 +0,62 | 81 +0,47 | 89 +0,47 | 93 £0,62 | 65 +0,85 | 62-68
100 0,3 31+0,47 | 38 £0,64 | 70 +0,64 | 86 +£0,64 | 92 +0,4 |98 +0,28 | 80 +0,4 78-84
100 0,5 46 +0,64 | 62 +0,64 | 87 +£0,47 | 96 £0,4 | 97 £0,47 | 99 £0,47 | 99 +£0,25 | 96-101

Lab : souche de laboratoire d’Anopheles gambiae s.s.,

KDT5,=231+0.7 min, KDTg=45+0.91 min ;

Ter:

souche sauvage d’Anopheles gambiae s.l.;

KDTsp=2811.52 min, KDTg=55.54+0.95 min. Ces calculs des taux de Knock down prennent en compte uniquement la plus grande concentration d’huile
essentielle

des

feuilles

de

Cannabis

sativa

(0,5%).
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Grace a I’exploitation des résultats d’observations consignés dans le tableau XVI , nous
avons tracé les courbes de ’activité Knock down et de la mortalité des adultes des souches de
laboratoire d’Anopheles gambiae s.s., sauvage d’Anopheles gambiae s.|. et de Culex
quinquefasciatus en fonction de différentes concentrations d’huile essentielle des feuilles de

Cannabis sativa.

* Activité knock down de I’huile essentielle des feuilles de Cannabis sativa sur Anopheles

gambiae s.l. et Culex quinquefasciatus

En considérant uniquement la dose d’huile essentielle des feuilles de Cannabis sativa la plus
élevée (0,5%), an a tracé la courbe de I’effet de paralysie temporaire de 1’huile essentielle des
feuilles de Cannabis sativa sur les souches de laboratoire d’Anopheles gambiae s.s., sauvage

Anopheles gambiae s.I. et Culex quinquefasciatus a intervalle de dix minutes pendant une

heure.
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Figure 36 : Effet konck down de I’huile essentielle des feuilles de Cannabis sativa sur
Anophles gambiae s.I. et Culex quinquefasciatus

Les différentes equations des droites de régression de cette activité knock down de
I’huile essentielle des feuilles de ~ Cannabis sativa  sur les souches de laboratoire
d’Anopheles gambiae s.s., sauvage d’Anopheles gambiae s.l. et Culex quinquefasciatus sont:
Yq=13,066+1,64X (H=5,25; p=0,003); Y4=3,133+1,72X (H=4,79; p=0,005) et
Y cx=43,26+1,08X (H=9,07 ; p=0,0002), respectivement pour les souches de laboratoire

d’Anopheles gambiae s.s., sauvage d’Anopheles gambiae s.l. et pour Culex quinquefasciatus.
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Ainsi, les temps nécessaires pour assommer 50% de femelles de moustiques exposées sont :
23£0,7min ; 28+£1,55min et 6x0,24min respectivement. Alors que pour assommer 95% de
moustiques exposées les temps de knock down sont : 45+0,91min; 55+0,95min et
47+0,90min respectivement pour les souches de laboratoire d’Anopheles gambiae s.s.,
sauvage d’Anopheles gambiae s.lI. et pour Culex quinquefasciatus. Apres une heure de contact
des moustiques adultes avec les tulles imprégnés de doses croissantes d’huile essentielle des
feuilles de Cannabis sativa, il apparait une différence significative des moyennes des taux de
moustiques assommés entre les différentes espéces. Ainsi, la souche de laboratoire
d’Anopheles gambiae s.s. succombe plus vite que la souche sauvage d’Anopheles gambiae s.l.
(H=4,3; p=0,027), tandis que Culex quinquefasciatus succombe plus vite que la souche

sauvage d’Anopheles gambiae s.I. (H=3,4 ; p=0,04).

* Activité adulticide de I’huile essentielle des feuilles de Cannabis sativa sur les adultes

d’Anopheles gambiae s.l. et de Culex quinquefasciatus

Vingt-quatre heures aprés le contact des adultes femelles de moustiques avec des tulles
moustiquaires imprégnés de concentrations croissantes d’huile essentielle des feuilles de
Cannabis sativa, les adultes morts (y compris ceux ayant des pattes ou des ailes
endommagées et incapables de voler : car ceci peut étre considéré comme 1’effet du produit

testé) ont été dénombrés et les courbes de mortalité tracées (figure 36).
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Figure 37 : Activité adulticide de I’huile essentielle des feuilles de Cannabis sativa sur
Anopheles gambiae s.l.et Culex quinquefasciatus
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Les différentes équations des droites de régression de I’activité¢ adulticide de 1’huile
essentielle des feuilles de Cannabis sativa sur les souches de laboratoire d’Anopheles
gambiae s.s., sauvage d’Anopheles gambiae s.. et Culex quinquefasciatus sont:
Yq=12,789+203,81X (H=3,63; p=0,015) ; Y4=2,837+219,69X (H=3,26; p=0,031) et
Ycx=17,27+183,28X (H=3,71; p=0,013) respectivement pour les souches de laboratoire
d’Anopheles gambiae s.s., sauvage d’Anopheles gambiae S.1. et pour Culex quinquefasciatus.
Les concentrations 1étales d’huile essentielle des feuilles de C. sativa entrainant 50% de
mortalité sont: 0,107% ; 0,150% et 0,17 % respectivement pour les souches de laboratoire
d’Anopheles gambiae s.s., sauvage d’Anopheles gambiae s.l. et pour Culex quinquefasciatus.
Les concentrations d’huile essentielle des feuilles de Cannabis sativa nécessaires pour 95%
de mortalité sont : 0,339% ; 0,369% et 0,42% respectivement.

La comparaison des moyennes des taux de mortalité des différentes espéces de moustiques 24
heures aprés le contact avec des morceaux de tulle moustiquaire imprégnés des concentrations
croissantes d’huile essentielle des feuilles de Cannabis sativa , montre que les individus de la
souche sauvage d’An.gambiae s.l. tolérent I’effet de I’huile essentielle des feuilles de
Cannabis sativa  plus que ceux de la souche de laboratoire d’Anopheles gambiae s.s.
(H=3,5; p=0,04). Bien que les individus adultes de Culex quinquefasciatus soient plus vite
assommés que ceux de la souche sauvage d’Anopheles gambiae s.l., Culex quinquefasciatus
est plus tolérante a I’effet de I’huile essentielle des feuilles de Cannabis sativa (H=3;
p=0,03).

- Activités Knock down et adulticide de I’huile essentielle des feuilles de Piper

umbellatum sur Anopheles gambiae s.I. et Culex quinquefasciatus

Des adultes femelles d’Anopheles gambiae s.lI. et de Culex quinquefasciatus agés de deux
a cing jours et n’ayant pas pris de repas sanguin, ont ét¢ mis au contact de morceaux de tulle
moustiquaire imprégnés de concentrations croissantes d’huile essentielle des feuilles de Piper
umbellatum pendant une heure et les individus assommés ont été répertoriés ainsi que les
individus morts apres 24 heures. 1l n’a pas été constaté de mortalité dans les gobelets témoins
en carton. Les résultats de ces observations sont consignés dans le tableau XVII. Pour ce
test, nous avons utilisé 1800 femelles dadultes de Culicidés (600 Anopheles gambiae s.s., 600
Anopheles gambiae s.l. et 600 Culex sp.)
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Tableau XVII: Activité Knock down et adulticide de I’huile essentielle des feuilles de Piper umbellatum sur Anopheles gambiae s.I et Culex
quinquefasciatus

Espece Nb. d’adulte | Conc. (%) Knock down a 10 minutes d’intervalle Mort. 24h | IC a
expose 95%
| 10min [20min  [30min [40min |[50min [60min |- -
An. gambiae s.s. | 100 0,1 4+0,6 6+0,2 10+0,2 | 17+0,2 190,2 200,4 8+0,4 5-11
An. gambiae s.I. 100 0 1+0,2 3+0,2 7+0,4 90,2 100,2 3+0,47 0-6
An. gambiae s.s. | 100 0,2 90, +25 22+0,5 11+1,1 | 44404 46 0,2 48 0,2 30+0,2 28-32
An. gambiae s.I. | 100 8+0,4 11+0,4 1740,6 | 24+1 29+1,3 37+1,3 1740,2 15-18
An. gambiae s.s. | 100 0,4 28045 42+0,2 59+0,4 | 67+0,2 69+0,4 68+0,4 42+0,4 40-44
An. gambiae s.I. | 100 18+0,8 27+09 45+0,2 | 67+£0,4 69+0,2 69+0,2 39+0,4 36-42
An. gambiae s.s. | 100 0,6 40+0,4 55+0,6 79+0,6 |85+0,4 91+0,6 95+0,6 84+0,2 81-87
An. gambiae s.I. | 100 30+0,2 42+0,2 73+0,4 | 83+0,4 87+0,2 89+0,4 7840,2 76-80
An. gambiae s.s. | 100 0,8 43+0,9 69+0,4 89+0,4 | 96+0,4 99+0,2 100 100 100-100
An. gambiae s.I. | 100 36+0,4 68+0,4 88+0,4 | 93+0,2 98+0,2 99+0,2 99+0,2 98-101
100 0,05 0 0 1+0,2 | 5+04 6+0,2 8+0,4 710,2 6-9
Cx. 100 0,1 6+0,2 12+0,4 21+0,4 | 27+0,4 31+0,6 31+0,6 22+0,8 15-27
quinquefasciatus | 100 0,2 16+0,4 26+0,2 37+0,4 | 60+0,4 70+0,2 71+0,2 66x0,2 64-68
100 0,4 24+0,7 41+0,2 59+0,4 | 70+0,2 83+0,4 90+0,2 80+04 77-83
100 0,6 32+0,4 50+0,8 72+0,6 |87+0,4 97+0,2 99+0,2 99+02 98-101

Lab. :souche de laboratoire d’Anopheles gambiae s.s. (TKDsy et TKDgs 0540,4min et 404+0,32min); ter. : souche sauvage d’Anopheles gambiae s.I. (TKDs et
TKDgs 0940,2min et 47 £ 0,54 min) Cx.quinquefasciatus(TKD50: 19 + 0,57min et TKD95: 51 + 0,4min) IC: intervalle de confiance(CLsy et
CLgs :0,40% ; 0,43% ; 0,24% et 0,73% ; 0,76% 0,52% respectivement pour les souches de laboratoire d‘Anopheles gambiae s.s., sauvage d’Anopheles

gambiae s.1. et Culex quinquefasciatus)
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* Activité knock down de I’huile essentielle des feuilles de Piper umbellatum sur

Anopheles gambiae s.I. et Culex quinquefasciatus

Pendant une heure et a intervalle de dix minutes, le nombre de femelles adultes des
souches de laboratoire d’Anopheles gambiae s.s., sauvage d’Anopheles gambiae s.l. et de
Culex quinquefasciatus assommés, (tombés sur le dos ou sur le c6té) a été compté. En
considérant uniquement la plus forte concentration d’huile essentielle (0,8% et 0,6%
respectivement pour les souches de laboratoire d‘Anopheles gambiae s.s., d’An.gambiae s.l.
et pour Cx. quinquefasciatus), nous avons ainsi tracé les courbes de 1’activité knock down de
I’huile essentielle des feuilles de Piper umbellatum sur les souches de laboratoire d‘Anopheles
gambiae s.s., d’Anopheles gambiae s.lI. et Culex quinquefasciatus en fonction du temps.
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Figure 38. Activité knock down de I’huile essentielle des feuilles de Piper umbellatum sur
Anopheles gambiae s.I. et Culex quiquefasciatus

Le nombre de moustiques assommés de chaque espéce augmente au cours du temps.
Les équations des droites de régressions de I’activité knock down de I’huile essentielle des
feuilles de P.umbellatum sur les souches de laboratoire d’Anopheles gambiae s.s., sauvage
d’Anopheles gambiae s.I. et Culex quinquefasciatus au terme d’une heure de contact ont été
élaborées : Yq= 44,46+1,0914X (H=8,9 ; p=0,0002); Y= 39,33+1,171X (H=8 ; p=0,0004) et
Ycx= 21,36+1,43X (H=6,59 ; p=0,001) respectivement pour les souches de laboratoire et

sauvage d’Anopheles gambiae s.l. et pour Culex quinquefasciatus.
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Les temps nécessaires pour assommer 50% et 95% de moustiques exposés (TKDsg et TKDgs)
ont été estimés (avec un intervalle de confiance de 95%). Ainsi pour assommer 50% de
moustiques, il faut: 05+0,4min ; 09+0,2min et 19+0,57min respectivement pour les
souches de laboratoire d’Anopheles gambiae s.s., sauvage d’Anopheles gambiae s.l. et pour
Culex quinquefasciatus ; alors que pour assommer 95% de moustiques il faut : 40+0,32min;
4740,54min et 51+0,4min respectivement. La comparaison de ces temps de Knock down
montre que les adultes de Culex quinquefasciatus semblent plus tolérants vis-a-vis de 1’huile
essentielle des feuilles de Piper umbellatum que ceux d’Anopheles gambiae s.I (H=2,5;
p=0,05).

* Activité adulticide de I’huile essentielle des feuilles de Piper umbellatum sur Anopheles

gambiae s.l. et Culex quinquefasciatus

Vingt-quatre heures aprés le contact des adultes femelles des souche de laboratoire
d’Anopheles gambiae s.s., sauvage d’Anopheles gambiae s.l. et Culex quinquefasciatus avec
les tulles moustiquaires imprégnés de doses croissantes d’huile essentielle des feuilles de
Piper umbellatum, nous avons compté les moustiques adultes morts (y compris des individus
incapables de voler ou ayant des pattes et des ailes cassées : ceci étant considéré comme
I’effet du produit) et nous avons tracé les courbes de mortalité en fonction des doses d’huile

essentielle (figure 38).
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Figure 39. Activité adulticide de I’huile essentielle des feuilles de Piper umbellatum sur
Anopheles gambiae s.1. et Culex quinquefasciatus.

Les équations des droites de régression de I’activité adulticide de I’huile essentielle des
feuilles de Piper umbellatum sur les adultes des souches de laboratoire d°‘Anopheles gambiae
s.s., d’Anopheles gambiae s.1. et de Culex quinquefasciatus sont :

Yq=-4,147+134.36X (H=3,08; p=0,03); Yu=-8.228+134.59X (H=2,6; p=0,05) et
Ycx=11.742+159.47X (H=3,14 ; p=0,03) respectivement pour les souches de laboratoire
d’Anopheles gambiae s.s., sauvage d’Anopheles gambiae s.lI. et pour Culex quinquefasciatus.
Les concentrations létales d’huile essentielle des feuilles de Piper umbellatum entrainant 50%
et 95% de mortalité (CLso et CLgs) ont été estimées. Ainsi, pour 50% de mortalité il faut des
concentrations de : 0,40%; 0,43% et 0,24% respectivement pour les souches de laboratoire
d’Anopheles gambiae s.s., sauvage d’Anopheles gambiae s.1. et pour Culex quinquefasciatus;
alors que pour 95% de mortalité il faut: 0,73%; 0,76% et 0,52% respectivement pour les
souches de laboratoire d’Anopheles gambiae s.s., sauvage d’Anopheles gambiae s.l. et pour
Culex quinquefasciatus. Les adultes de la souche de laboratoire d’Anopheles gambiae s.s. sont
plus sensibles a I’huile essentielle des feuilles de Piper umbellatum que ceux de la souche
sauvage (H=2,7 ; p=0.05). Cependant il n’apparait pas de différence significative entre les
moyennes des taux de mortalité des adultes de Culex quinquefasciatus et ceux de la souche

sauvage d’Anopheles gambiae s.I. (H=1,54 ; p=0,19).
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111.1.7. Effet adjuvant des huiles essentielles des feuilles de Cannabis sativa et de Piper
umbellatum pour Pefficacité de la permethrine sur les adultes femelles d’Anopheles

gambiae s.l. et de Culex quinquefasciatus

Pendant une heure et a intervalle de 10 minutes, nous avons compté les moustiques
femelles assommés sous 1’effet de la combinaison de chacune des huiles essntielles des
feuilles de Cannabis sativa et de Piper umbellatum avec la permethrine. Les moustiques
adultes morts ont été comptés 24 heures aprés le contact avec des morceaux de tulle

moustiquaire traités.

- Effet adjuvant de L’huile essentielle des feuilles de Cannabis sativa pour
I’efficacité de la permethrine sur les adultes d’Anopheles gambiae s.l. et de

Culex quinquefasciatus

Au cours d’une heure de contact des adultes sauvages d’Anopheles gambiae s.| et de
Culex quinquefasciatus avec des tulles moustiquaires imprégnés de concentrations croissantes
du mélange de I’huile essentielle des feuilles de Cannabis sativa avec la permethrine, les
individus assommeés ont été dénombres et les individus morts 24 heures aprés le contact
(Tableau XVI1I). On a utilisé pour ce test, 1200 femelles adultes de Culicidés (600 Anopheles
gambiae s.l et 600 Culex sp.)
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Tableau XVIII : Effet adjuvant de 1’huile essentielle des feuilles Cannabis sativa pour I’efficacité de la permethrine sur Anopheles gambiae s.I
et Culex quinquefasciatus

Especes Nb. Doses(%) Knock down a 10 minutes d’intervalle Mortalité | IC a 95%

expose
10 min 20 min 30min [ 40min |50 min | 60 min - -

100 0 12+0,4 18+0,3 30+0,6 |44+0,2 |47+0,5 |50+0,7 49+0,6 44-53
100 0,0125 6+0,2 15+0,4 29+0,4 | 29+0,6 |49+0,2 | 66+0,2 38+0,6 34-42

An. gambiae s.1. 100 0,025 14+0,6 | 22+0,2 |40+0,4 |49+04 |58+0,2 |72+0,4 |48+14 40-58
100 0,05 28+0,4 36+0,4 49+0,6 |57+0,2 |69+0,4 | 80+0,4 |66+2,1 58-80
100 0,1 40+0,4 44+0,5 56+0,4 | 68+0,4 |80+0,4 |90+1,2 73+0,4 70-76
100 0,2 44+0,5 54+1 68+0,7 | 80+0,8 |92+0,9 | 100 98+0,2 96-100
100 0 10+0,3 18+0,4 40+0,7 | 45+0,4 | 46+0,5 | 48+0,4 47+0,2 46-49
100 0,0125 10+0,2 18+0,5 27+0,7 | 37+0,4 |54+0,2 | 56+0,4 54+0,2 52-56

Cx.quinquefasciatus | 100 0,025 14+0,2 27+0,4 41+0,2 | 49+0,2 | 61+0,4 | 69+0,4 57+0,4 54-60
100 0,05 24+0,4 38+0,6 52+1,2 | 60+0,7 | 71+0,6 | 76+0,7 7610,4 73-79
100 0,1 41+0,2 51+0,4 68+1,2 | 75+0,7 | 81+0,8 | 88+1,4 90+0,2 88-92
100 0,2 47+0,6 63+1,1 76+1 84+0,5 |89+0,4 | 100 100 100-100

Perm. : Perméthrine

Les temps nécessaires pour assommer 50% et 95% de moustiques exposés au mélange sont: 16+0,75min ; 8+0,15min et 53+0,94min ;
53+0,6min respectivement pour la souche sauvage d’Anopheles gambiae s.l. et pour Culex quinquefasciatus. Les concentrations d’huile
essentielle des feuilles de Cannabis sativa dans le mélange nécessaires pour 50% et 95% de mortalité des adultes exposés sont : 0,027% ; 0,011%
et 0,18% ; 0,15% respectivement pour Anopheles gambiae s.l. et pour Culex guinquefasciatus.Il faut noter que la concentrtion de 0% dans le

mélange est celle de I’huile essentielle de Cannabis sativa, la permethrine agit seul.
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* Effet adjuvant de I’huile essentielle des feuilles de Cannabis sativa pour P’activité
Knock Down de la permethrine sur les adultes d’Anopheles gambiae s.l. et de Culex

quinquefasciatus

A intervalle de 10 minutes et pendant une heure, nous avons compté les moustiques
adultes tombés sur le dos ou sur le c6té. Les données récoltées ont permis la constructuon des

courbes ci-dessous (figure 39).
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Figure 40: Effet adjuvant de I’huile essentielle des feuilles de Cannabis sativa pour I’activité
knock down de la permethrine sur Anopheles gambiae s.1. et Culex quinguefasciatus.

Les équations des droites de régression de cette activité de la combinaison de ’huile
essentielle de Cannabis sativa avec la permethrine par rapport a I’activit¢é Knock down sur
Anopheles gambiae s.I. et Culex quinguefasciatus sont: Yan=29,73+1,21X (H=8,22;
p=0,0004) et Ycx=41,93+0,99X (H=9,82 ; p=0,0002) respectivement pour la souche sauvage
d’Anopheles gambiae s.I. et pour Culex quinquefasciatus. Ainsi, pour assommer 50% et 95%
de moustiques il faut : 16+0,75min ; 8+0,15min et 53+0,94min ; 53+£0,6min respectivement
pour la souche sauvage d’Anopheles gambiae s.l. et pour Culex quinquefasciatus. La

comparaison des taux de knock down en fonction du temps entre les deux espéeces de
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moustiques ne montre pas une différence significative (H=1,88; p=0,12) entre Culex

quinquefasciatus et la souche sauvage d’Anopheles gambiae s.I..

* Effet adjuvant de I’huile essentielle des feuilles de Cannabis sativa pour Pactivité
adulticide de la permethrine sur les adultes d’Anopheles gambiae s.|. et de Culex

quinquefasciatus

Vingt-quatre heures aprés le contact des moustiques adultes avec des tulles moustiquaires
imprégnés des concentrations croissantes du mélange d’huile essentielle des feuilles de
Cannabis sativa avec la permethrine, les individus morts ont été comptés et les courbes de
mortalité en fonction des concentrations d’huile essentielle dans le mélange ont été tracées

(figure 40).
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Figure 41. Effet adjuvant de I’huile essentielle des feuilles de Cannabis sativa pour
I’efficacité de la permethrine sur les adultes d’Anopheles gambiae s.I. et de Culex
quinquefasciatus

Les différentes équations des droites de regression de cette activité de la combinaison de
I’huile essentielle des feuilles de Cannabis sativa avec la permethrine par rapport a la
mortalité des moustiques adultes sont: Yan=41,79+294,3X (H=6,2; p=0,003) et
Y cx=56,45+244,4X (H=8,4 ; p=0,001) respectivement pour la souche sauvage d’Anopheles
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gambiae s.l. et pour Culex quinquefasciatus. Le taux de mortalité croit avec les concentrations
d’huile essentielle dans le mélange. Les concentraations d’huile essentielle des feuilles de
Cannabis sativa mélangées a la permethrine nécessaires pour 50% et 95% de mortalité des
adultes exposés sont: 0,027% ; 0,011% et 0,18% ; 0,15% respectivement pour la souche
sauvage d’Anopheles agmbiae s.l. et pour Culex quinquefasciatus. La comparaison des
moyennes des taux de mortalit¢ en fonction des doses d’huile essentielle des feuilles de
Cannabis sativa dans le mélange avec la permethrine montre que les adultes de Culex
quinquefasciatus sont plus sensibles que ceux de la souche sauvage d’Anopheles gambiae s.l.
(H=3,9, p=0,016).

- Effet adjuvant de I’huile essentielle des feuilles de Piper umbellatum pour
I’efficacité de la permethrine sur les adultes d’Anopheles gambiae s.l. et de

Culex quinquefascitus

Pour évaluer I’effet adjuvant de I’huile essentielle des feuilles de Piper umbellatum
pour ’efficacité de la permethrine sur les adultes d’Anopheles gambiae s.l. et de Culex
quinquesfasciatus, nous avons considéré deux parametres : le knock down au terme d’une
heure et la mortalité 24 heures apres 1’exposition aux doses croissantes d’huile essentielles des
feuilles de Piper umbellatum mélangées a la permethrine (Tableau X1X). On a utilisé pour ce

test 1200 adultes femelles de culicidés (600 Anopheles gambiae s.I. et 600 Culex sp.)
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Tableau XIX: Effet adjuvent de 1’huile essentielle des feuilles de Piper umbellatum pour 1’activité adulticide de la permethrine sur Anopheles
gambiae s.l. et Culex quinquefasciatus

NDb. Doses(%) Knock down & intervalle de 10 min Mortalite | IC  a

Espéces expose (24 h) 95%

10 min 20 min | 30 min 40 min 50 min 60 min | - -

An. gambiae s.1. 100 0 12+0,4 18+0,3 | 30+0,6 44+0,2 47+0,5 50+0,7 | 49+0,6 44-53
100 0,0125 70,4 15+0,2 | 22+0,2 37+0,4 43+0,8 48+0,4 | 4611 42-50
100 0,025 15+0,4 22+0,2 | 28+0,7 53+0,4 61+0,2 66+0,6 | 52+0,4 49-55
100 0,05 17+0,8 25+0,4 | 36+0,4 62+0,2 66+0,6 77+0,4 | 64+0,4 61-37
100 0,1 21+0,4 30+0,7 | 43+0,4 71+0,2 71+0,4 89+0,4 | 79+0,4 76-82
100 0,2 22+0,6 36+0,4 | 58+0,6 80+0,4 92+0,4 100 99+0,2 99-101

Cx.quinquefasciatus 100 0 1040,3 18+04 | 40+0,7 45+0,4 46x0,5 48+0,4 | 47+0,2 46-49
100 0,0125 12+0,4 16+0,4 | 36+1 43+0,7 47+0,2 52+0,4 | 56+0,4 53-59
100 0,025 18+0,5 27+0,7 | 45+0,4 51+0,4 54+0,2 60+0,4 | 69+0,4 66-72
100 0,5 23+0,2 32+0,4 | 60+0,4 64+0,7 69+0,6 75+0,4 | 82+0,6 78-86
100 0,1 32+0,4 44+0,7 | 6411 750,4 81+0,8 88+ 0,7 | 88+0,4 85-91
100 0,2 39+0,2 60+0,5 | 71+1,3 83+0,4 95+0,4 100 98+0,2 96-100

. Les temps nécessaires pour assommer 50% et 95% de moustiques exposés au mélange sont 27+0,4min; 14+0,8min et 53+0,6min ;
52+40,11min respectivement pour la souche sauvage d’Anopheles gambiae s.l. et pour Culex quinquefasciatus. Les concentrations d’huile
essentielle des feuilles de Piper umbellatum dans le mélange nécessaires pour 50% et 95% de mortalité des adultes exposés sont : 0,024% ;
0,011% et 0,18% ; 0,17%, respectivement pour la souche sauvage Anopheles agmbiae s.l. et pour Culex quinquefasciatus. La mortalité chez

Culex quinquefasciatus croit d’emblée avec les concentrations d’huile essentielle dans le mélange.
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* Effet adjuvant de I’huile essentielle des feuilles de Piper umbellatum pour Pactivité

knock down de la permethrine sur Anopheles gambiae s.I. et Culex quiquefasciatus

Pendant une heure de contact des adultes femelles de la souche sauvage d’Anophels
gambiae s.l. et de Culex quinquefasciatus avec des concentrations croissantes de 1’huile
essentielle des feuilles de Piper umbellatum dans le mélange avec la permethrine, nous avons
compté a intervalle de 10 minutes les adultes de moustiques assommes et tracé les courbes de

I’effet knock down ci-dessous (figure 41).
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Figure 42. Effet adjuvant de I’huile essentielle des feuilles de Piper umbellatum pour
I’activité knock down de la permethrine sur les adultes d’Anopheles gambiae s.1. et de Culex
quinquefasciatus

Les équations des droites de régression de cette activité sont: Ya,=2,66+1,74X
(H=5,051 ; p=0,003) et Ycx=32,46+1,20X (H=7,98 ; p=0,0005) respectivement pour la souche
sauvage d’Anopheles gambiae s.1. et pour Culex quinquefasciatus. Les temps nécessaires pour
assommer 50% sont de: 27+0,4min; 14+0,8min et pour 95% : 53+0,6min; 52+0,11min
respectivement pour la souche sauvage d’Anopheles gambiae s.|. et pour Culex

quinquefasciatus.

La comparaison des taux de moustiques assommeés montre une différence significative

(H=15; p=0,042) entre la souche sauvage Anopheles gambiae s.l. et Culex quinquefasciatus.
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Ainsi, les adultes de la souche sauvage d’Anopheles gambiae s.l. succombent moins vite a
I’effet toxique du mélange de I’huile essentielle des feuilles de Piper umbellatum avec la

permethrine que ceux de Culex quinquequefasciatus.

* Effet adjuvant de I’huile essentielle des feuilles de Piper umbellatum pour I’activité

adulticide de la permethrine sur Anopheles gambiae s.l. et Culex quiquefasciatus

Vingt-quatre heures apres le contact des moustiques adultes avec des tulles traités avec
des concentrations croissantes du mélange de 1’huile essentielle des feuilles de Piper
umbellatum avec la permethrine, nous avons compté les individus morts et les courbes de
mortalité en fonction de la concentration d’huile essentielle dans le mélange ont été tracées

(figure 42).
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Figure 43. Effet adjuvant de I’huile essenticlle des feuilles de Piper umbellatum pour
I’activité adulticide de la permethrine sur Anopheles gambiae s.I. et Culex quinquefasciatus

Les équations des droites de régression de I’efficacité du mélange permethrine-huile
essentielle des feuilles de Piper umbellatum par rapport a la mortalité des moustiques traités
sont: Ya,=55,40+211,64X (H=8,14; p=0,0012) et Yx=69,76+141,76X (H=11,22;
p=0,00035). Les concentrations d’huile essentielle des feuilles de P.umbellatum mélangées a
la permethrine nécessaires pour entrainer 50% et 95% de mortalité sont : 0,024% ; 0,011% et

0,18% ; 0,17%, respectivement pour la souche sauvage d’Anopheles gambiae s.l. et pour

129



Culex quinquefasciatus. La comparaison des moyennes des taux de mortalité (avec un
intervalle de confiance a 95%) montre que les adultes de la souche sauvage d’Anopohles
gambiae s.l. sont moins sensibles a la toxicité du mélange de 1’huile essentielle des feuilles de

Piper umbellatum avec la permethrine que ceux de Culex quinquefasciatus (H=4 ; p=0,03).
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111.2. DISCUSSION

Les rendements d’extraction des huiles essentielles des feuilles de Cannabis sativa et de
Piper umbellatum ont été trés faibles (de 1’ordre de 0,044% et 0,012% respectivement pour
Cannabis sativa et pour Piper umbellatum) comparés a ceux des autres plantes telles que
Clausena anisata (0,24%) (Foko et al., 2018), Cymbopogon citratus (1,7%) et Cymbopogon
giganteus (1,4%) (Bossu et al., 2013), Piper capense (0,30%), Piper guineense (0,47%) Piper
nigrum (0,24%)(Tchoumbougnang et al., 2009), Ocimum canum S (0,44%) et Ocinum
basilicum L (0,11%) (Akono Ntonga et al., 2012) traitées dans les mémes conditions.
Cependant le rendement de Piper umbelletum (0,012%) dans cette étude est presque le méme
(0,01%) que celui trouvé par Tchoumbougnang et al.. (2009). Ces faibles rendements
pourraient s’expliquer par la spécificité de chaque plante, la période de récolte, les facteurs

édaphiques, climatiques et la méthode d’extraction.

L’analyse chimique des huiles essentielles des feuilles des deux plantes a révélé 81 composés
pour Cannabis sativa et 24 composés pour Piper umbellatum. Ces composés constituent
98,27% et 89,6% de la masse d’huile essentielle analysée (respectivement pour Cannabis
sativa et pour Piper umbellatum) et sont pour la plupart des terpénes. La caractérisation de
I’huile essenticlle des feuilles de Piper umbellatum par Tchoumbougnang et al. (2009) a
révélé 38 composés. Cette différence s’expliquerait par les appareillages utilisés lors de
I’analyse chimique des huiles essentielles. Car Tchoumbougnang et al. (2009) ont utilisé un
dispositif ayant un détecteur a ionisation de flamme (FID), tandis que dans notre étude on a
proceédé simplement avec un appareillage a chromatographie en phase gazeuse couplée a la
Spectrométrie de Masse (GC-MS). Par ailleurs, au cours de cette analyse chimique des huiles
essentielles, plusieurs composés sont restés indéterminés. Des appareillages et des logiciels
plus sophistiques pourront permettre leur détermination ultérieure. En comparant les tableaux
de résultats d’analyse chimique des huiles essentielles des feuilles des deux plantes, il y a plus
de composés chez Cannabis sativa que chez Piper umbellatum. Cette différence dépendrait

surtout de la spécificité botanique de chacune des deux plantes (Djibo, 2000).

L’identification morphologique et la caractérisation moléculaire (PCR) des moustiques
adultes des individus de la souche sauvage d’Anopheles gambiae s.1. récoltés aux abords de la
riviere Ewoé a révélé une composition de 95,77% d’Anopheles coluzzi et de 4,23%
d’Anopheles gambiae s.s.. Pour ces moustiques du complexe gambiae, ce résultat est
conforme a celui d’Ayala et al. (2009) et d’Antonio et al. (2019) qui ont montré que les
individus d’Anopheles coluzzii du complexe gambiae sont plus abondants dans les centres
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urbains par rapport a ceux d’Anopheles gambiae s.s. qui préferent des zones peériurbaines
moins pollués. De méme, 1’identification morphologique des moustiques adultes de 1’étang de
Melen a révélé : 2% d’Anopheles gambiae s.l.; 7% de Culex perfuscus et 91% de Culex
quinquefasciatus. Ces résultats sont en accord avec les travaux de certains auteurs
(Bhattacharya et Basu., 2016 ; Nchoutpouen et al., 2019) qui ont souligné que Culex
quinquefasciatus est un moustique cosmopolite et le plus abondant des especes du complexe
Culex pipiens en milieux urbains. Ainsi, selon la CDC(2013), les résultats des tests
biologiques de toxicité effectués sur les moustiques des abords de la riviere Ewoé et ceux de
I’étang de Melen sont attribués a Anopheles coluzzii (Anopheles gambiae s.l.) et a Culex

quinquefasciatus respectivement du fait qu’ils sont majoritaires dans les échantillons.

Pour I’activité larvicide sur les souches de laboratiore d’Anopheles gambiae s.s. et
sauvage d’Anopheles gambiae s.l., aprés 24 heures d’exposition, les concentrations d’huile
essentielle de feuilles de C. sativa nécessaires pour 50% (CLso) de mortalité sont : 0,501% et
1,168% respectivement pour les souches de laboratoire d’Anopheles gambiae s.s. et sauvage
d’Anopheles gambiae s.I. Pour la souche de laboratoire d’Aanopheles gambiae s.s. la
concentration d’huile essenticlle de C. sativa nécessaire pour 50% de mortalité est moins
élevée (0,501% ) que celle de Clausena anisatta utilisée (0,68%) dans les travaux de Foko et
al. (2018) apres 24 heures d’expositions des larves d’Anopheles coluzzii. Les résultats des
tests biologiques de toxicité sur la souche sauvage d’Anopheles gambiae s.I. montrent que les
concentrations d’huile essentielle des feuilles de C. sativa nécessaires pour 50%(CLso) et
95% (CLgs) de mortalité larvaire aprés 24 heures d’exposition sont de : 1,168% et 2,21%.
Ces concentrations sont largement supérieures a celles utilisées dans les travaux de
Tchoumbougnang et al. (2009) sur les larves de la souche sauvage d’Anopheles gambiae s.1.
récoltée a Douala ; elles sont de 0,0018% ; 0,02 ; 0,018% et 0,011% pour 50% de mortalité
et de 0,01% ; 0,02% ; 0,025% et 0,04% pour 100% de mortalité larvaire, respectivement pour
les huiles essentielles de Cymbopogon citratus, Ocinum canum, Ocinum gratissinum et

Thymus vulgaris.

Contrairement aux larves des souches de laboratoire d’Anopheles gambiae s.s. et sauvage
d’Anopheles gambiae s.1., les larves de Culex quinquefasciatus sont plus sensibles a 1’huile
essentielle des feuilles de C. sativa. Ainsi, les concentrations létales nécessaires pour 50% et
95% de mortalité apres 24 heures d’exposition sont : 0,03% et 0,17%. Ces résultats sont en
accord avec les travaux d’autres auteurs qui ont trouvé des concentrations l1étales pour 50% de

mortalité larvaire de 0,0023% ; 0,0027% ; 0,0038% et 0,0051% respectivement pour les
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huiles essentielles de Cymbopogon schoenanthus, Lippia multiflora, Lantana camara, Lippia
chevalieri (Wangrawa et al., 2022) et de: 0,0064%, 0,0067% et 0,0063% pour 50% de
mortalité et 0,03%, 0,029% et 0,021% pour 90% de mortalité respectivement pour les huiles
essentilles de Eucalyptus globulus, Cinnamomum veerum et Citrus sinensis (Manimaran et
al., 2012). Aprés 48 heures d’exposition des larves d’Anopheles gambiae s.s aux doses
croissantes d’huile essenticlle des feuilles de C. sativa, les concentrations nécessaires pour
50% et 95% de mortalité larvaire sont de 0,201% et 0,381%. Ces concentrations sont
inférieures a celles de I’huile essentielle des feuilles de Clausena anisata de I’ordre de 0,83%

pour une mortalité de 100% des larves d’Anopheles coluzzii (Foko et al., 2018).

L’¢tude de I’effet adjuvant de I’huile essentielle des feuilles de Cannabis sativa pour
I’efficacité du témephos sur les larves de la souche sauvage d’Anopheles gambiae s.l. apres
24 heures, a montré un taux de mortalité (46+0,2%) presque constant entre les concentrations
d’huile essentielle de 0,00156% a 0,0062% et semblable au taux de mortalité larvaire pour le
témephos agissant seul. Mais a partir d’une concentration de 0,0125% d’huile essentielle des
feuilles de Cannabis sativa dans le mélange, il y a une baisse de la mortalité larvaire de
46+0,2% a 37+0,2%. D’autres auteurs (Cloyd et Raudenbush, 2014) ont également observé
un effet stationnaire et méme une baisse de mortalité en exposant un ravageur de plantes
horticoles cultivées dans des enceintes fermées, Franklinella occidentalis & des concentrations
de mixture de tolfenpyrade ou de spirotetramate avec le dimethyl-didecyl-chlorate
d’ammonium. D’autres encore ont obsevé des baisses considérables de mortalité allant
jusqu’a I’annulation de I’effet toxique lors des tests larvicides sur Aedes aegypti (Sarma et al.,
2019) faisant passer ces taux de mortalité de 67,9% a 50% et de 71,5% a 0% respectivement
pour les combinaisons Eucalyptol-teméphos et Eugenol-teméphos. Contrairement aux larves
d’Anopheles gambiae s.I. cette baisse de mortalité larvaire chez Culex quinquefasciatus de
50+0,6% a 44+0,4% est observée uniquement a la concentration de 0,00156% d’huile
essentielle des feuilles de Cannabis sativa dans le mélange avec le téméphos. La mortalité
larvaire croit en suite pour chacune des espeéces de moustiques avec la concentration d’huile

essentielle des feuilles de Cannabis sativa dans le mélange avec le témephos.

Pour ’activité de 1’huile essentielle des feuilles de C. sativa sur les adultes des souches
de laboratoies d’Anopheles gambiae s.s., sauvage d’Anopheles gambiae s.I. et de Culex
quinquefasciatus, s’agissant de I’activit¢é Knock Down, en considérant uniquement la
concentration la plus élevée (0,5%), pour assommer 50% d’adultes d’Anopheles gambiae s.l.

il faut : 23+£0,7 min et 28+1,55 min, respectivement pour les souches de laboratoire et sauvage
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d’Anopheles gambiae s.l.. Pour assommer 95% d’individus adultes, il faut : 45+0,91min et
55+0,95 min pour I’huile essentielle des feuilles de C. sativa, respectivement pour les souches
de laboratoire d’Anopheles gambiae s.s. et sauvage d’Anophels gambiae s.l.. Ainsi, il
apparait aussi que les adultes d’Anopheles gambiae s.I de la souche de laboratoire sont
assommes plus rapidement que ceux de la souche sauvage. Ces résultats ne sont pas en accord
avec les travaux d’autres auteurs qui ont souligné un faible niveau de tolérance a la -
cyfluthrine, a la deltamethrine et au méthyl-chlorpyrifos des souches sauvages de Tribolium
castaneum, Oryzaephilus Surinamensis et Rhyzopertha dominica (Sehgal et al., 2014). Tout
comme leurs larves, les adultes de Culex quinquefasciatus succombent plus vite que les
adultes sauvages d’Anopheles gambiae s.I sous ’effet de 1’huile essentielle des feuilles de C.
sativa. Ce résultat est en accord avec les travaux d’autres auteurs qui ont montré une
susceptibilité élevée des adultes de Culex quinquefasciatus aux huiles essentielles de
Melaleuca leucadendra, Callistemon citrinus et d’Aegle marmelos (Athira and Pushpalatha.
2021). Ainsi, les temps nécessaires pour assommer 50% et 95% d’adulte sont de 6+0,24min
et 47+0,90 min. De méme, le taux de 100% de Knock Down avait été observeé lors des travaux
de Foko et al.(2018) avec la concentration d’huile essentielle des feuilles de Clausena anisata

la plus élevée (2%) au terme d’une heure d’exposition des adultes d’Anopheles coluzzii.

Pour la mortalité des adultes des souches de laboratoire d’Anopheles gambiae s.s.,
sauvage d’Anopheles gambiae s.l. et Culex quinquefasciatus, les concentrations létales
d’huile essentielle des feuilles de Cannabis sativa nécessaires pour 50% et 95% de mortalité
des adultes sont de: 0,107%; 0,15%; 0,17% et de 0,339%; 0,369% et 0,42%
respectivement. Pour 95% de mortalité, ces concentrations sont faibles comparées a celle de
I’huile essentielle des feuilles de Clausena anisatta (2%) utilisée sur les adultes d’une souche
de laboratoire d’Anopheles coluzzii (Foko et al., 2018) et trés faibles comparées aux
concentrations critiques contre une souche sauvage d’Anopheles gambiae au Benin (0,77% :
2,8% ;4,26% et 5,48%) respectivement pour les huiles essentielles de Cymbopogon citratus,
Eucalyptus tereticornis, Chenopodium ambrosioides et Cymbopogon schoenanthus (Bossou
et al.,2013). Cette plus grande efficacité de I’huile essentielle des feuilles de Cannabis sativa
sur les adultes des souches de laboratoire d’Anopheles gambiae s.s., sauvage d’Anopheles
gambiae s.I. et de Culex quinquefasciatus s’expliquerait par son plus grand nombre de
composés chimiques par rapports aux autres plantes étudiées par d’autres auteurs. Il apparait
que la souche de laboratoire d’Anopheles gamiae s.s. est moins tolérante a I’effet toxique de

I’huile essenticlle des feuilles de Cannabis sativa que la souche sauvage d’Anopheles
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gambiae s.l.. Ces résultats sont en accord avec les tests de tolérance a la permethrine réalisés
sur deux souches d’Aedes aegypti (souches de laboratoire et sauvage) en Malaisie (Rasli et
al., 2018) qui ont souligné deux mécanismes de résistance chez la souche sauvage par rapport
a celle de laboratoire : une expression élevée des oxydases et une modification des sites

d’action de la permethrine.

Pour ’activité du mélange de 1’huile essenticlle des feuilles de Cannabis sativa avec la
permethrine sur les adultes sauvages d’Anopheles gambiae s.I. et de Culex quinquefasciatus,
en considérant uniquement la concentration d’huile essentielle la plus élevée (0,2%) dans la
combinaison, le temps nécessaire pour assommer 50% de moustiques adultes exposés est de :
160,75 min et 08+0,15 min et pour assommer 95% d’individus il faut : 53£0,9 min et 53+0,6
min respectivement pour la souche sauvage d’Anopheles gambiae s.l. et pour Culex
quinquefasciatus. Ces résultats sont en accord avec les travaux d’autres auteurs sur les tests
des combinaisons des composés d’huile essentielle de Cinnamomum sp. (.5% C. verum +
2.5% C. cassia +1% cinnamaldehyde) sur les adultes femelles d’Aedes atgypti et d’Aedes
albopictus (Aungtikun et al., 2021). Les concentrations d’huile essentielle de Cannabis sativa
dans la combinaison avec le permethrine nécessaires pour 50% et 95% de mortalité sont :
0,027%, 0,011% et 0,18%, 0,15% respectivement pour la souche sauvage d’Anopheles
gambiae s.l. et pour Culex quinquefasctus. Ainsi, la comparaison des moyennes des taux de
mortalit¢ de ces deux especes de moustiques montre que les adultes de Culex
quinquefasciatus sont plus sensibles a I’effet du mélange que ceux de la souche sauvage
d’Anopheles gambiae s.1.. 1l y a par ailleurs une baisse du taux de mortalité des adultes de la
souche sauvage d’Anopheles gambiae s.I. par rapport au témoin dans les plus petites
concentrations d’huile essentielle dans les mélanges permethrine-huile essentielle des feuilles
de Cannabis sativa. Ces taux passent ainsi de 49+0,6% pour la permethrine comme témoin a
38+0,6% pour le mélange de la permethine avec 0,0125% d’huile essentielle des feuilles de
Cannabis sativa. Ce phénoméne qualifi¢é d’antagonisme a été aussi observé par d’autres
auteurs lors des tests adulticides de combinaison de Limonéne-malathion sur Aedes aegypti
(Sarma et al., 2019) faisant passer les taux de mortalité de 68,31% a 3,3% . Cette baisse du
taux de mortalité au contraire n’est pas observée chez Culex quinquefasciatus ; leur taux de
mortalité croit d’emblée avec les concentrations d’huile essentielle dans le mélange. Ce
dernier résultat est en accord avec les observations de 1’activité adulticide des combinaisons a

proportion égale (1/1) d’Eudesnol et le malathion sur Aedes aegypti (Sarma et al., 2019).
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Les concentrations d’huile essenticlle des feuilles de Pipier umbellatum nécessaires pour
50% de mortalité larvaire aprés 24 heures d’exposition sont : 0,51%, 0,61% ; 0,09% et pour
95% de mortalité : 0,91%, 1,09% et 0,23% respectivement pour les souches de laboratoire
d’Anopheles gambiae s.s., sauvage d’Anopheles gambiae s.l. et pour Culex quinquefasciatus.
Par rapport a la souche sauvage d’Anopheles gambiae s.1., ces concentrations sont supérieures
a celles des huiles essentielles d’autres plantes utilisées (Nkouandou et al., 2020) sur des
larves sauvages d’Anopheles gambiae collectées a Ayos qui, pour 50% de mortalité sont de :
0,0092%, 0,022% et 0,035% et pour 95% de mortalité sont de : 0,012%, 0,065% et 0,052%
respectivement pour les huiles essentielles de Curcuma longa, Aframomum polyanthum et
Aframomum daniellii. Ces concentrations sont inféricures celles de 1’huile essnetielle de deux
espéces de Laggera (Dantanko and Malann, 2021) qui, pour 50% de mortalité des larves
sauvages d’Anopheles gambiae sont de 0,41% et 0,68% respectivement pour Laggera
pterodonta et Laggera aurita. De méme pour Culex quinquefasciatus, la concentration
d’huile essenticlle des feuilles de Piper umbellatum nécessaire pour 95% de mortalité est
supérieure a celle trouvée dans les travaux de Lee (2006) qui ont nécessité 0,01% pour 100%
de mortalité larvaire aprés 24 heures d’exposition des larves de Culex pipiens aux huiles
essentielles de Citrus bergamia et de Cuminum myrrha. Les travaux de Pavela et al., (2014)
ont également révelé des concentrations inférieures a celles de I’huile essentielle des feuilles
de Piper umbellatum de I’ordre de 0,017% et 0,11% pour 50% de mortalité et pour 95% de
mortalité des larves de Culex quinquefasciatus, elles sont de 0,02% et 0,29% respectivement
pour les huiles essentielles de Mentha suaveolens et Mentha aquatica. Apres 48 heures
d’exposition, les concentrations nécessaires pour 50% de mortalité sont : 0,43%, 0,58% et
0,05% respectivement pour les souches de laboratoire d’Anopheles gambiae s.s, sauvage
d’Anopheles gambiae s.I. et pour Culex quinquefasciatus. Pour la souche sauvage
d’Anopheles gambiae s.1, la concentration d’huile essentielle des feuille de Piper umbellatum
pour 50% de mortalité (0,58%) est inférieure a celle de 1’huile essentielle de Laggera aurita

(0,64%) dans les travaux de Dantanko et al. (2021) aprés 48 heures d’exposition.

Le mélange du témephos avec I’huile essentielle des feuilles de P.umbellatum présente
d’abord une augmentation des taux de mortalité larvaires de la souche sauvage d’Anopheles
gambiae s.l. passant de 46+0,2% pour le témoin a 52+1,2% pour les concentrations d’huile
essentielle de 0,00156 a 0,0125 dans le mélange avec le témephos. Mais a partir d’une
concentration d’huile essentielle des feuilles de P.umbellatum de 0,025%, il y a une baisse de

la mortalité larvaire de la souche sauvage d’Anopheles gambiae s.I. de 52+1,2% a 38+1%. Par
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la suite, I’efficacité de la combinaison contre les larves de la souche sauvage d’Anopheles
gambiae s.l. croit avec les concentrations d’huile essentielle des feuilles de Piper umbellatum
dans le mélange avec le témephos. Pour les larves de Culex quinquefasciatus, le taux de
mortalité croit immédiatement avec la concentration d’huile essentielle dans le mélange. I1
apparait ainsi, un effet de neutralisation partielle de la toxicité du témephos par 1’huile
essentielle des feuilles de Piper umbellatum. Ce résultat est en accord avec les travaux de
Hamza et al.(2018) sur un ravageur de blé Rhyzopertha dominica qui ont mis en évidence la

réduction de I’efficacité de 1’alpha-cypermethrine en le mélangeant avec le malathion.

Par rapport a I’activité knock down, en considérant uniquement la concentration d’huile
essentielle des feuilles de Piper umbellatum la plus élevée (0,6%), pour assommer 50% de
moustiques adultes exposes, il faut : 05+0,7 min, 09+0,2 min et 194+0,54 min respectivement
pour les souches de laboratoire d’Anopheles gambiae s.s., sauvage d’Anopheles gambiae s.1.
et pour Culex quingefasciatus. Pour assommer 95% de moustiques adultes exposés, il faut ;
40£0,32 min, 47+0,54 et 51+0,4 min respectivement pour les souches de laboratoire
d’Anopheles gambiae s.s., sauvage d’Anopheles gambiae s.lI. et pour Culex quinquefasciatus.
Pour les adultes de Culex quinquefasciatus, les travaux d’autres auteurs (Ramar et al., 2014)
ont mis en évidence des temps de knock down moins élevés pour 50% d’adultes assommés de
I’ordre de 09+0,1 min, 11,4£0,1 min et 11,4+0,4 min respectivement pour les huiles

essentielles de Myrtus caryophyllus, Cymbopogon nardus et d’Eucalyptus globulus.

Les concentrations d’huile essentielle des feuilles de Piper umbellatum nécessaires pour
50% de mortalité des adultes de moustiques exposés sont : 0,40%, 0,43% et 0,24% et pour
95% il faut 0,73%, 0,76% et 0,52% respectivement pour les souches de laboratoire
d’Anopheles gambiae s.s., sauvage d’Anopheles gambiae s.I. et pour Culex quinquefasciatus.
Les travaux d’autres auteurs sur 1’huile essentielle de Lantana canara ont montré des
concentrations moins élevées avec 0,05% et 0,06% pour 50% de mortalité et pour 95% de
mortalité 0,1% et 0,11% respectivement pour Culex quinquefasciatus et Anophles stephensi
(Dua et al., 2010).

En considérant uniquement la concentration d’huile essentielle des feuilles de Piper
umbellatum la plus élevée (0,2%) dans le mélange avec la permethrine, le temps nécessaire
pour assommer 50% de moustiques adultes exposés est de 27+0,4 min et 14+0,8 min et pour
assommer 95% d’individus est de 53+0,6 min et 52+0,11 min rspectivement pour la souche
sauvage d’Anopheles gambiae s.I. et pour Culex quinquefasciatus. D’autres auteurs
(Aungtikun et Soonwera, 2021) ont observé des délais plus courts de 1’ordre de 0,7 min et 2,1
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min pour assommer respectivement 50% d’individu d’Aedes aegypti et d’Aedes albopictus en
combinant des concentrations trés élevées des huiles essentielle d’écorce de Cinnamomum
spp. avec le cinnamaldéhyde (2,5% de Cinnamomum verum+2,5% de Cinnamomum
cassiat1% de cinnamaldéhyde). Les concentrations d’huile essentielle des feuille de Piper
umbellatum nécessaires pour 50% de mortalité sont 0,024%, 0,011% et pour 95% de mortalité
des adultes de moustiques exposés il faut: 0,18% et 0,17% respectivement pour la souche
sauvage d’Anopheles gambiae s.l. et pour Culex quinquefasciatus. Ce résultat est en accord
avec les observations antérieures sur ’efficacité des combinaisons des huiles essentielles
Cyperus rotundus-permethrine et  Alpinia galanga-permethrine qui ont mis en évidence des
concentrations de 0,42% et 0,003% pour 50% de mortalit¢ des adultes d’Aedes aegypti
(Chansang et al., 2018).

La comparaison des niveaux de sensibilité des moustiques exposés aux huiles essentielles
montre que les individus de la souche sauvage d’Anopheles gambiae s.l. sont moins sensibles
que ceux de la souche de laboratoire d’Anopheles gambiae s.s. et ceux de Culex
quinquefasciatus. En effet, la plus grande sensibilité des individus de la souche de laboratoire
d’Anopheles gambiae s.s. peut s’expliquer par le fait que ces derniers n’ont plus été exposés a
divers xénobiotiques des gites naturels pendant plusieurs générations et se sont ainsi
accommodés aux conditions de laboratoire, contrairement aux individus sauvages
d’Anopheles gambiae s.l. qui sont exposés en permanence a divers polluants (Rasli et al.,
2018). La survie de ces individus sauvages suppose une expression prononcée d’un certain
nombre de mécanismes d’adaptation impliquant la détoxification (Li et al., 2007). Il est a
noter d’ailleurs que les collections d’eaux des milieux urbains et péri-urbains sont assez riches
en métaux lourds et en divers autres polluants (Shimod et al., 2022 ; Xia et al.,2020). Les
larves de Culex quinguefasciatus semblent inféodées a leur gite naturel (Kudom et al., 2018).
Car en effet, ces larves sont plus susceptibles aux huiles essentielles de C. sativa et de P.
umbellatum que celles de la souche de laboratoire d’Anopheles gambiae s.s.. Ainsi, aprés une
exposition de 24 heures aux concentrations croissantes d’huiles essentielles des feuilles de
chacune des deux plantes, les concentrations létales pour 50% de mortalité sont de : 0,501% et
0,03% pour C.sativa et de 0,51% et 0,09% pour P.umbellatum, respectivement pour les
larves de la souche de laboratoire d’Anopheles gambiae s.s. et celles de Culex
quinquefasciatus. De ce fait, bien que Culex quinguefasciatus soit considéré comme

anthropophile et li¢ a des milieux urbains trés pollués grace a sa grande capacité d’adaptation
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(Nchoutpouen et al., 2019 ; Bhattacharya et Basu, 2016 ), ses larves semblent étre strictement

liées aux conditions de leur gite naturel.

L’efficacité des huiles essentielles sur les larves de moustiques suppose des mécanismes
complexes. L’un de ces mécanismes consisterait en des dommages sur 1’exosquelette des
larves par inhibition de la synthése de la chitine et de ce fait réduirait le dép6t des couches de
cuticules (Pratti et al., 2015) ou d’autres effets allant jusqu’a 1’altération des organes internes
des insectes (Fiaz et al., 2019).

La présence des terpénes, des sesquiterpenes et d’autres composés rapportés par plusieurs
auteurs comme des biocides (Brochot et al., 2017) dans la composition chimique des huiles
essentielles des feuilles de Cannabis sativa et de Piper umballatum, explique leur activité
insecticide sur les souches de laboratoire d’Anopheles gambiae s.s., sauvage d’Anopheles
gambiae s.l. et Culex quinquefasciatus. Ainsi, les composes tels que : a-pinéne, B-pineéne,
myrcéne, limonéne, linalol et bornéol ont été rapportés comme efficaces contre les larves de
troisieme stade d’Anopheles gambiae s.I. (Kweka et al., 2016), de Culex pipiens pallens,
d’Aedes aegypti, d’Ochlerotatus togoi (Perumalsamy et al., 2009) et d’Aedes albopictus (Liu
et al.,, 2015). Le menthone et le E, Z-P-menthen-2-en-1-ol sont connus pour leur activité
larvicide sur Culex quinguefasciatus (Pavela et al., 2014). De plus, les sesquiterpenes tels
que : B-caryophylléne, PB-eleméne sont rapportés comme efficaces contre les larves
d’Anopheles subpictus, d’Aedes aegypti, de Culex tritaeniarhynchus (Govindaradjan et al.,
2013) ; I’oxyde de caryophylléne et la germacréne D contre Anopheles anthropophagus (Zhu
et Tian, 2013). Ces composés terpéniques sont également efficaces contre les Protozoaires et
les Bactéries. De ce fait, la B-pinéne, le myrcéne et la limonéne sont toxiques contre
Trypanosoma brucei brucei (Kpoviessi et al., 2013), le linalol et le limonéne ont un effet
bactéricide contre Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis et Escherichia coli
(Sokovi¢ et al., 2010). De méme, les composés tels que : linalol, p-cymene, 1,8- cinéol,
terpinoléne et Thujene sont reconnus pour leur activité biocide en induisant une mortalité ou
une inhibition des fonctions vitales chez des Bactéries telles que Shigella (Bagamboula et al.,
2004) et sur plusieurs autres classes de Bactéries (Rodriguez et al., 2014 : Swamy et al.,
2016).

L’effet knock down qui se manifeste quelques instants aprés le contact des moustiques
adultes avec les morceaux de moustiquaires imprégnés, traduit 1’action des huiles essentielles
des feuilles de Cannabis sativa et de Piper umbellatum sur le systéme nerveux des
moustiques. Concernant 1’huile essentielle de Cannabis sativa, son activité sur le systeme
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nerveux des moustiques adultes pourrait s’expliquer a partir des études réalisées sur des
souris qui ont montré que les récepteurs des cannabinoides sont situés sur des ganglions du
cervelet et de I’hippocampe, organes responsables de la coordination des mouvements
(Kendall et al., 2017). Sur des sujets humains, il a été démontré que les cannabinoides ont des
effets physiologique et psychologique, du fait qu’il agissent sur le systeme nerveux (Skaper et
al., 2012). Sur les Vertébrés et les Invertébrés, il a également été demontré que les
cannabinoides, une fois dans I’organisme se fixent sur leur récepteur, ce qui diminue I’activité
de I’adényl cyclase inhibant les transporteurs des ions sodiums et potassium responsables de
la transmission de 1’influx nerveux (Kendall et al., 2017). La rapidité de I’effet knock down
croit avec la concentration d’huile essentielle. Cette paralysie temporaire chez les adultes des
souches de laboratoire et sauvages d’Anopheles gambiae s.l. et de Culex quinquefasciatus
exposé€s se termine par une mortalité 24 heures apres le contact avec le tulle imprégné d’huile
essentielle des feuilles de Cannabis sativa ou de Piper umbellatum. Plusieurs auteurs ont
démontré I’efficacité des composés trouvés dans I’huile essentielle des feuilles de Cannabis
sativa et de Piper umbellatum sur des insectes adultes. Ainsi, les composés suivants ont été
associes a une toxicité : linalol, gemacréne D contre An. subpictus (Govindarajan et al., 2013)
et contre An. gambiae (Thomas et al., 2017) ; a-pinene ; limonéne et B-ociméne contre An.
stephensi (Dharmagadda et al., 2005); terpinen-4-ol, germacrene D contre An.
anthropophagus ; myrcéne contre An. gambiae (Tchoumbougnang et al., 2009) et Anopheles
funestus (Ntonga et al.,2014) ; I’oxyde de caryophylléne contre An. gambiae (Bossou et al.,
2013). Le terpinén-4-ol, a-pinéne et B-pinéne sont efficaces contre des charancons tels que

Sitophilus zeamais et Tribolium castaneum (Suthisut et al., 2011).

Etant donné que la majorité des insecticides utilisés dans la lutte anti vectorielle ont pour
cible les canaux a sodium ou I’acétylcholinestérase (Ranson et al., 2011), I’efficacité des
huiles essentielles sur les adultes de moustiques pourrait aussi s’expliquer a la lumiére des
travaux antérieurs qui ont mis en évidence ’action inhibitrice de a-pinéne et B-pinéne sur
I’acétylcholinestérase (Kim et al., 2013). Il serait possible que certains composes des huiles
essentielles de Cannabis sativa et de Piper umbellatum agissent en synergie sur les
moustiques ; car I’aromadendréne et le 1-8-cinéol présents dans I’huile essentielle de
Cannabis sativa ont été rapportes synergistes sur des bactéries pathogénes (Mulyaningsih et
al., 2010).

La combinaison des huiles essentielles des feuilles de Cannabis sativa et Piper

umbellatum avec le teméphos et la permethrine, bien efficace sur les larves et les adultes de la
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souche sauvage d’Anopheles gambiae s.l. et Culex quinquefasciatus, montre un effet
d’atténuation partielle de la toxicité de ces insecticides de synthése dans les faibles
concentrations. Cet effet de neutralisation ou d’atténuation partielle de la toxicité du teméphos
et de la permethrine par les huiles essentielle des feuilles de Cannabis sativa et de Piper
umbellatum pourrait étre dd a un antagonisme ou a une inhibition partielle des principes
actifs du témephos et de la permethrine. Cet antagonisme partiel a été observé par certains
auteurs lors de la combinaison du linalol - thymol avec le spirotetramat contre Myzus
persicae (Faraone et al., 2015) ou de la combinaison de plusieurs huiles essentielles avec la
permethrine contre les adultes d’Aedes aegypti et d’Anopheles gambiae (Gross et al., 2017).
Cette activité d’inhibition partielle des principes actifs du témephos et de la permethrine sans
pour autant altérer leur efficacité de facon définitive, offrirait un avantage pour la lutte contre
les vecteurs des maladies tropicales et les autres insectes nuisibles. Car 1’impact des
insecticides de référence sur les organismes non cibles pourrait ainsi étre limité. Par ailleurs,
I’effet rebond observé pour ’activité du témephos et de la permethrine par la suite avec les
doses croissantes d’huiles essentielles, permettrait une amélioration 1’efficacité de ces deux
principaux insecticides de synthese par rapport aux insectes résistants. Les travaux conduits
par plusieurs auteurs pour évaluer I’efficacité de la combinaison des huiles essentielles avec
les insecticides de synthése ont montré une efficacité des combinaisons huile essentielle-
permethrine contre les adultes d’Aedes aegypti (Chansang et al., 2018) et les mouches
domestiques (Joffe et al., 2011). Dans les travaux de ces auteurs, en effectuant des mélanges
avec les huiles essentielles, on a réduit les concentrations des insecticides de synthése en
préservant leur efficacité grace aux faibles concentrations d’huile essentielle. Les résultats
observés au cours de nos travaux sur ’efficacité du mélange des huiles essenticlles des
feuilles de Cannabis sativa et de Piper umbellatum avec le témephos et la permethrine
montrent une augmentation de I’efficacité de ces insecticdes de synthese sur les larves et les
adultes d’Anopheles gambiae s.l. et de Culex quinquefasciatus. De méme, des études menées
au Ghana sur une souche d’Anopheles gambiae s.|I résistante a la deltametrine et a la
permethrine (Dadzie et al., 2017) et en Iran sur ’efficacité de la combinaison des huiles
essentielles d’Eucalyptus globulus et Rosmarinus officinalis sur les blattes, Culex pipiens,
Anopheles stephensi et les mouches domestiques (Zibaee et Khorram, 2015) ont montré

I’efficacité des combinaisons des huiles essentielles avec des insecticides de référence.

Les huiles essentielles seules ou en combinaison avec les insecticides de synthése

constitueraient ainsi une alternative efficace contre le développement et I’expansion rapide de
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la résistance des vecteurs aux insecticides conventionnels (Antonio-Nkondjio et al., 2015 ;
Nwane et al., 2013 ; Antonio— Nkondjio et al., 2016 ; Muller et al., 2008) ; car elles ont

plusieurs composés actifs et certainement plusieurs modes d’action.
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L’extraction par hyfrodillation des huiles essenticlles des feuilles de Cannabis sativa et
de Piper umbellatum a donné des rendements trés faibles de 1’ordre de : 0,044% et 0,012%
respectivement pour Cannabis sativa et pour Piper umbellatum. Les analyses chimiques de
ces huiles essentielles ont révélé 81 composés pour Cannabis sativa dont les principaux sont :
myrcene (31,75%), terpinoléne (14,76%), a-pinéne (8,12%), B-pinéne (3,64%), a-humuléne
(3,28%), E-B-caryophylléne (1,75%), caryophylléne oxyde (1,25%) et 24 composés pour
Piper umbellatum dont les principaux sont : a-pinene (6,23%), p-menth-1-en-8-ol (5,23%),
myrceéne (4,60%), Z-nerolidol (4,56%), linalol (1,29%). Plusieurs composes au cours de ces
analyses n’ont pas été¢ déterminés. Cette différence en termes de nombre de composés d’huile
essentielle entre les deux plantes serait due a la spécificité botanique de chacune de ces

plantes.

L’identification morphologique des moustiques adultes issus de [’¢levage des stades
aquatiques récoltés dans 1’étang de Melen a révélé une faune culicidienne constituée de Culex
quinquefasciatus (91%), de Culex perfuscus (7%) et d’Anopheles gambiae s.l. (2%) ; tandis
que I’identification morphologique et moléculaire des individus adultes issus de 1’¢levage des
larves recoltées aux abords de la riviere Ewoeé a révelé une diversité culicidienne constituee
d’Anopheles coluzzi (95,77%) et d’ Anopheles gambiae s.s. (4,23%).

Les tests biologiques de toxicité réalises sur les larves et les adultes de moustiques ont
montré une efficacité des huiles essentielles des feuilles de Cannabis sativa sur les souches
de laboratoire d’Anopheles gambiae s.s., sauvage d’Anopheles gambiae s.l. et sur Culex
quiquefasciatus avec une susceptibilité plus élevée de Culex quinquefasciatus. Apres 24
heures d’exposition des larves de moustique, les concentrations 1étales pour 50% de mortalité
sont de: 0,501% ; 1,168% ; 0,03% et pour 95% de mortalité : 0,95% ; 2,21% et 0,61%,
respectivement pour les souches de laboratoire d’Anopheles gambiae s.s., sauvage
d’Anopheles gambiae s.l. et pour Culex quinquefasciatus. Pour D’activité adulticide, les
concentrations létales pour 50% de mortalité sont de : 0,107% ; 0,15% ; 0,17% et pour 95%
de mortalité : 0,33% ; 0,36% et 0,42%, respectivement pour les souches de laboratoire
d’Anopheles gambiae s.s., sauvage d’Anopheles gambiae s.I. et pour Culex quinquefasciatus.
Pour I’effet adjuvant, I’huile essentielle des feuilles de Cannabis sativa augmente 1’efficaité
des insecticides de synthése (teméphos et permethrine) sur la suche sauvage d’Anopheles
gambiae s.l. et Culex quinquefasciatus. Les concentrations létales d’huile essentielle de
Cannabis sativa dans le melange avec le temephos nécessaires pour 50% de mortalité
larvaires sont: 0,14%; 0,002% et pour 95% de de mortalité : 0,35% et 0,026%,
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respectivement pour la souche sauvage d’Anopheles gambiae s.|. et pour Culex
quinquefasciatus. Pour I’efficacité de la permethrine sur les adultes de moustiques, les
concentrations 1étales d’huile essentielle dans le mélange pour 50% de mortalité sont : O,
027% ; 0,011% et pour 95% de mortalité : 0,18% et 0,15%, respectivement pour la souche
sauvage d’Anopheles gambiae s.I et pour Culex quinquefasciatus. Cependant, les faibles

concentrations de cette huile essentielle réduisent partiellement I’efficacité de ces insecticides.

L’huile essentielle des feuilles de Piper umbellatum s’est révélée efficace aussi bien sur
les souches de laboratoire d’Anopheles gambiae s.s., sauvage d’Anopheles gambiae s.l. que
sur Culex quinquefasciatus. Son efficacité est plus élevée sur Culex quinquefasciatus. Aprés
24 heures d’exposition des larves, les concentrations Iétales pour 50% de mortalité sont de :
0,51% ; 0,61% ; 0,09% et pour 95% de mortalité : 0,91% ; 1,09% et 0,23%, respectivement
pour les souches de laboratoire d’Anopheles gambiae s.s., sauvage d’Anopheles gambiae s.1.
et pour Culex quinquefasciatus. Pour I’activité adulticide, les concentrations létales pour 50%
de mortalité sont de : 0,40% ; 0,43% ; 0,24% et pour 95% de mortalité: 0,73% ; 0,76% et
0,52%, respectivement pour les souches de laboratoire et sauvage d’Anopheles gambiae s.I. et
pour Culex quinquefasciatus. La combinaison de cette huile essentielle avec les insecticides
de références (teméphos et permethrine) a augmenté I’efficacité de ces derniers sur les
moustiques exposés. Pour I’efficacité du teméphos sur les larves de moustiques, les
concentrations 1étales d’huile essentielle des feuilles de Piper umbellatum dans la
combinaison nécessaires pour 50% de mortalité sont: 0,30% : 0,0011% et pour 95% de
mortalité : 0,64% et 0,024%, respectivement pour la souche sauvage d’Anopheles gambiae s.I.
et pour Culex quinquefasciatus. Pour I’efficacité de la permethrine sur les adultes de
moustique traités, les concentrations létales d’huile essentielle dans la combinaison
nécessaires pour 50% de mortalité sont : 0,024 : 0,011 et pour 95% de mortalité: 0,18% et
0,017%, respectivement pour la souche sauvage d’Anopheles gambiae s.l. et pour Culex
quinquefasciatus. Il apparait également dans ces combinaisons un antagonisme partiel dans

les faibles concentrations d’huile essentielle.

En perspective, pour bien établir les effets insecticide et adjuvant des huiles essentielles
des feuilles de Cannabis sativa et de Piper umbellatum sur la souche sauvage d’Anopheles
gambiae s.l. et Culex quinquefasciatus, des essais doivent étre menés sur le terrain. D’autres
études pourront permettre de déterminer les composés des huiles essentielles des feuilles de
Cannabis sativa et de Piper umbellatum responsables de I’inhibition partielle de la toxicité

du témephos et de la permethrine ainsi que les mécanismes y afférents.
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Nous recommandons 1’utilisation des huiles essentielles des feuilles de Cannabis sativa et de
Piper umbellatum dans la fabrication des produits cosmétiques et dans la lutte contre les
larves de moustiques dans les gites temporaires.
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gambiae s.l (Giles)
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Parfait Herman Awono-Ambene and Joseph Lebel Tamesse

Abstract

Malaria prevention in sub-Sahara Africa rely on the use insecticide based vector control tools. Because of
the rapid development of insecticide resistance in vector populations, essential oils could be a serious
alternative to insecticides. The study presents the insecticidal activity of Cannabis sativa L leaf essential
oil on Anopheles gambiae s.l. Characterization of Cannabis sativa L leaf essential oil showed the
presence of terpenes and aliphatic compounds known to have an insecticidal activity. Bioassay conducted
with An. gambiae s.l larvae indicated that, lethal concentrations causing 50% and 95% mortality were
0.501%; 1.168% and 0.951%: 2.219% after 24hours; 0.201%: 0.217% and 0.381%; 0.412% after 48
hours exposure (respectively for laboratory and field population). Bioassays conducted with adults
indicated knock down times for 50% and 95% of 23+0.7min; 28+1.52 min and 45+0.91min;
55.540.95min , respectively for the laboratory and field strains. The lethal concentrations killing 50%
and 95% of adult mosquitoes were 0.107%; 0.150% and 0.339%; 0.369%, 24 hours post exposure, for the
laboratory and field populations respectively.

The essential oil of Cannabis sativa L leaf proved to be effective against Anopheles gambiae s.l larvae
and adults.

Keywords: Anopheles gambiae s.l, Cannabis sativa L, essential oil, insecticide, bioassay

1. Introduction

In most tropical regions and particularly in Sub-Saharan Africa, vector-borne diseases are
serious public health threats that cause hindrance to the socio-economic development of
communities. Malaria is one of the most important vector-borne disease affecting 3.3 billion
people worldwide. Over 90% of malaria cases are estimated to occur in sub-Saharan Africa '
Of those concerned, children under five years old and pregnant women are the most affected
U The fight against malaria vectors rely mainly on the use of synthetic insecticides for
impregnating bed nets or indoor residual spraying '?!. The overreliance on insecticide based
interventions has had as immediate consequence the development of insecticide resistance
which now affects all vector species across Africa *#. Many African countries are affected by
this threat and there is fear that this could stop the current momentum of decrease in malaria
morbidity and mortality following the increase large scale implementation of LLINs and/or
IRS across the continent > ®!. The rapid expansion of insecticide resistance could derive from
many factors including the massive use of insecticide in public health during the last decade
for malaria control, the modification of the environment (urbanisation and pollution) "1, the
use of similar compounds in both public health and in agriculture, the practice of intensive
agriculture over large surface areas and in urban settings with massive and uncontrolled used
of pesticides !'-121. Resistance mechanisms develop by mosquitoes could be either mediated by
target sites mutations, cuticle resistance or metabolic resistance 131,

In Cameroon insecticide resistance is largely sprayed in major vector species An. gambiae s.1
and An. funestus > 1?1, Because of the increasing occurrence of insecticide resistance in the
main malaria vectors, the search for new compounds or new integrated strategies for managing
insecticide resistance is urgently required [ 2!l In this context, plant- derived extract or
essential oils could be potential alternative for controlling malaria vectors or mosquito- borne

diseases ?I. These compounds could offer several advantages: they could increase the number
wpEn
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of compounds available for vector control they are
biodegradable less toxic for the environment and could be
affordable and easy to use. They could be a source of income
for local communities. In Cameroun as in many countries
across tropical regions, several studies on essential oils
insecticidal activities have been conducted over recent years
and proved high potential of plant extracts in the control of
pests and mosquitoes 23261,

In Cameroon, Cannabis sativa L is found in forest and
savannah areas. It use has been tamed for many years because
of it negative effects on human health when it is smoked or
inhale.It is used by local communities for many purposes.
Flowering leaves and somite are rubbed on the skin to fight
worms or to repel bees to collect honey. Aerial parts of
Cannabis sativa L are burned at night to repel mosquitoes.
Yet there is no scientific evidence of it impact in killing
mosquitoes. The present study was undertaken to investigate
the chemical composition and insecticidal activity of
Cannabis sativa L leaf essential oil on Anopheles gambiae s.1
larval and adults” stages.

2. Materials and Methods

2.1 Plant Material

Cannabis sativa L leaves were harvested in the village of
Salla in the district of Ayos. The specimen was identified
under the number 3614SRFK and classified as belonging to
Cannabacea family at the National Herbarium.

2.2 Essential oil

The essential oil of the leaves of Cannabis sativa L was
extracted by hydro distillation using a Clevenger apparatus.
The essential oil was dried using anhydrous magnesium
sulphate and stored at 4 °C, away from UV rays, before use.

2.3 Chemical analysis of Cannabis sativa L leaves essential
oil using Gas chromatography coupled with mass
spectrometry

The determination of retention data and the area percentage of

the identified compounds were carried out on a two GC-FID

systems.

(A) An Agilent 5890 system equipped with HP-1 (ref: 1909 1
Z-115) column (50m x 320um; 0.5 pm film thickness).
GC oven temperature was kept at 80 °C for 8 minutes and
programmed to 220 °C at the rate of 2 °C/min.

(B) An Agilent 6890 system equipped with HP-Innowax (ref:
1909 1 N-216, Agilent Technologies, Santa Clara, CA
95051, USA) column (60 m x320pum,0.5pum film
thickness).GC temperature was kept at 60 °C and
programmed to 245 °C at the rate of 2 °C/min, then
constant at 250 °C for 20 min.

The split ratio was adjusted to 1/100. The injector temperature
was 250 °C and the FID detector was kept at 250 °C. The
carrier gas was Helium (1.3ml/min).

Gas chromatography- Mass spectrometry was carried out
using the first system Agilent 5890 equipped with HP-
lcolumn.The mass spectra was recorded in the electron
impact mode at 70 eV wusing the aforementioned
chromatographic ~ conditions. Individual components of
Cannabis sativa L leaves essential oil were identified by their
retention index as described in Adams "' and their mass
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spectra were interpreted using the WILEY L computer library.

2.4 Mosquito’s collection

The laboratory strain of Anopheles gambiae 5.l used for our
experiment is the "Yaoundé strain” from the Organisation de
Coordination pour la lutte contre les Endémies en Afrique
Centrale (OCEAC). A field strain collected at the larval stage
in Yaoundé near river Ewoé (N 03°51°34.9” and E
011%31°3") was also used. Laboratory strain and field
population were reared in the insectary of the Higher
Teachers’ Training College of the University of Yaoundé 1.
Larvae were fed with Tetramin Baby Fish Food at a rate of
2.5mg per 100 larvae per day *%-2°\. The pupae were collected
in plastic cups and placed in emergence cages. Adults
emerging from pupae were fed using a 10% glucose solution.
The colony of the laboratory strain were maintained
continuously at 25-27 °C and 75-78% relative humidity under
photoperiod 12L: 12D. Anopheles gambiae s.1 third and early
four instars larvae and female aged 2-5 days old were used to
carry out bioassays.

2.5 Bioassay

2.5.1 Bioassay with larvae

Larvae of third and early four instars were used to assess the
larvicidal activity of Cannabis sativa L leaf essential oil
following WHO Guidelines for Laboratory and Field Testing
of Mosquito Larvicides *°l. Mosquitoes were maintained
during one hour in distilled water for observation before
running the test. Tests concentrations were prepared by
adding ImL of appropriate concentration of essential oil to
disposable test cups containing 99 ml of spring water. Batches
of 25 larvae of third and early four instars were transferred
from observation cups to test cups. Four replicates were run
for each concentration and an equal number of controls were
run as well. The control was prepared by adding 1ml of
absolute alcohol to 99 ml of spring water. Six different
concentrations were used (0.1%; 0.2%: 0.3%; 0.5%; 0.7% and
0.9%). Each test was conducted three times on different days.
No food was added to cups during the exposure period.
Larvae were considered dead when they were incapable of
any movement or not swimming actively when touch. The
mortality rate was recorded after 24 and 48 hours of exposure.
LCsy and LCys were calculated using a log probit approach
with WINDL CIRAD-CA version2.0 software.

2.5.2 Bioassay with adults

Adult bioassays were performed with 2-5 days- old non-
blood- fed females following the WHO Guidelines 'l with
cone using impregnated bed net with the essential oil at the
following concentrations: 0.025%, 0.05%, 0.1%, 0.2%. 0.3%
and 0.5%. Absolute alcohol was used to dilute the essential oil
at the various concentrations and 3ml of each concentration
was used to impregnate a portion of bed net (98.47cm?). Due
to the high volatility of essential oils, pieces of net prepared as
indicated above were dried at room temperature away from
sun light for 15 minutes before carrying susceptibility assays
132331 Before each test, female mosquitoes were transferred
from the cages to the plastic cup for one hour and specimens
with broken legs or unable to fly were discarded and replaced.
Twenty replicates of batches of 5 mosquitoes per tube were
exposed to each concentration for lhour. Five replicates were
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run as control using a portion of net impregnated only with a
solution of absolute alcohol. The number of knock down
(KD) mosquitoes was recorded at 10 minutes intervals during
1 hour exposure period and KDTso and KDTos (time required
for knocking down 50% and 95% of the individuals
respectively) estimated with 95% of confident interval. After
the exposure period, mosquitoes were transferred back to
recovery cups and provided with 10% of glucose solution
soaked on cotton pad. Mosquito mortality was recorded 24
hours post- exposure. After the tests, adult mosquitoes from
field populations were kept in Eppendorf tubes at -4 °C for
identification.

2.6 Identication of mosquitoes

Adults of the field population were morphologically identified
using the Gillies and Coetzee key **. Genomic DNA was
extracted according to the Livak protocol **. Molecular
identification of females was conducted according to
Santolammazza et al. protocol *°.

2.7 Data analysis for bioassay

The lethal concentrations inducing 50% and 95% (LCso and
LCys) mortality was calculated using log probit approach with
WINDL CIRAD-CA version 2.0 and STATISTICA software
version 6.0 to plot the graphs. The relation between the
exposure time, the mortality and the doses was assessed using
probit regression.

For the adulticidal effect, the time at which 50% and 95% of
adult mosquitoes were knocked down (Knock down time,
KTDsp and KDTos) was calculated using WINDL CIRAD-CA
software version 2.0. The relation between the knock down
time, mortality and the doses were assessed using probit
regression.

3. Results

3.1 Yield of Cannabis sativa L leaf essential oil (table 1)
The table 1 provide general characteristics of the plant and the
essential oil.

Table 1: The oil yield of Cannabis sativa L

[ Plantname [ Family

[ Certification number [ Leaves weight [ Oil weight | Yield |

| Cannabis sativa L | Cannabacea |

25967SRF/Cam |

33752 | 15z | 0.044% |

The essential oil yield of Cannabis sativa L expressed as
weigh/weigh (w/w) is very low compared to the oil yield of
many aromatic plants. Further studies are requested to assess
the influence of the soil, climate, water stress, the collection
period, extraction method on the yield.

3.2 Chemical composition of Cannabis sativa L leaf
essential oil

Up to 81 different constituents were identified during analysis
(Table 2). The main constituents of Cannabis sativa L leal

essential oil are sesquiterpenes (E-B-Caryophyllene (10.72%);
Caryophyllene oxide (1.25%); E-B-Farnesene (1.25%) and
monoterpenes (Myrcene (31.75%); terpinolene (14.76%); a-
pinene (8.12%); B-pinene (3.64%); limonene (1.30%) and E-
B-Ocimene (1.10%). Among these compounds: a-pinene; B-
pinene; Z-B- ocimene; menthone; E,Z-P-menthen-2-en-1-ol;
1.8-cineol; sabinene; terpinen-4-ol; B-phellandrene; a-
phellandrene; Terpinolene; Thujene and linalool are reported
to have an inhibitory or biocide activity against several
species of bacteria and insects.

Table 2: Chemical composition of Cannabis sativa L leaf essential oil

Elution order Compound Percentage Kovat indices
HP-1 Innowax
1. Z-3-Hexenol 0.03 842 1380
2: E-2-Hexenol 0.02 852 1408
3. Heptanone-2 0.03 864 1182
4. Hexenol 0.03 869 1351
5. Heptanal 0.03 880 1185
6. 2-Amyl furan 0.01 884 1124
T a-Thujene 0.12 923 1032
8. a-Pinene 8.12 931 1035
9. Camphene 0.013 944 1063
10. Octene-1-o0l-3 0.03 961 1427
11. 6-Methyl-5-heptenone-2 0.005 964 1116
12. Sabinene 0.12 967 1118
13. B-Pinene 3.64 971 1132
14. 6- Methyl-5-hepten-2-ol 0.02 974 1163
15. Myrcene 31.75 981 1159
16. X-3-Carene 0.92 997 1011
17. a-Phellandrene 0.42 998 1175
18. o-Terpinene 0.31 1010 1188
19. Hexylacetate 0.02 1010 1272
20. P-Cymene 0.11 1014 1200
21. Limonene 13 1022 1203
22. 1,8-Cineolet+p-phellandrene 1.29 1022 1213
23. Z-B-Ocimene 1.10 1025 1242
24. E-B-Ocimene 9.65 1037 1247
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25. Y-Terpinene 0.23 1049 1255
26. E-Thujan-4-ol 0.03 1053 1463
27. Fenchone+methyl benzoate 0.02 1072 -

28. p-Cymenene 0.09 1072 1437
29. Terpinolene 14.76 1079 1290
30. Nonanal 0.03 1083 1391
31. Linalool 0.09 1086 1533
32. Z-Thujan-4-ol 0.03 1092 -

33: Perillen 0.02 1098 1429
34. a-Fenchol 0.07 1100 1570
35. Z-p- Menth-2-en-1-ol 0.03 1114 1570
36. E-p- Menth-2-en-1-o0l 0.07 1114 1571
37. 4E, 6Z- Allo-ocymene 0.01 1119 1375
38. Ipsdienol 0.03 1125 -

39. Epoxy terpinolene 0.05 1130 -

40. Menthone 0.04 1136 1465
41. Borneol 0.04 1153 1719
42. P-Cymen-8-ol 0.12 1161 1864
43. Terpinen-4-ol 0.07 1163 1611
44. a-Terpineol 0.04 1175 1682
45. Citronellol 0.02 1212 1764
46. Hexyl butyrate +methylchavicol 0.06 1224 -

47. E-Anethole 0.10 1264 1826
48. a-Ylang 0.20 1370 1490
49. a-Copaene 0.01 1375 1491
50. B-Elemene 0.02 1386 1577
S1. Isocaryophyllene 0.23 1408 -

52 Z-u-Bergamotene 0.11 1410 1559
53. a-Santalene 0.14 1415 1582
54. E-B-Caryophyllene 10.72 1419 1612
55 E-a-Bergamotene 0.85 1435 1575
56. Allo-Aromadendrene 0.30 1439 1620
57. a-Guaiene +unidentified compound 0.04 1442 -

58. E-B-Farnesene 1.23 1449 1663
59. Y-Elemene+unidentified compound 0.04 1449 -

60. a-Humulene 3.28 1452 1654
61. Y- Muurolene 0.08 1473 1689
62. Selina-4,11-diene 0.22 1475 1674
63. Selina-4.7(11)diene+E-a-Bisabolene 0.36 1475 1688
64. B-Selinene 0.58 1480 1700
65. a-Selinene 0.41 1491 1707
66. E.E-a-Farnesene 0.20 1496 1744
67. B-Bisabolene 0.21 1499 1727
68. 7-Epi-a-Selinene 0.21 1507 1764
69. Y-Cadinene 0.05 1513 1740
70. X-Cadinene 0.09 1513 1765
71, 12-Nor-caryophyll-5-en-2-one 0.02 1515 -

72. Y-Selinene 0.24 1526 -

73. Germacrene B 0.14 1535 1823
74. Selina-3,7(11)-diene 0.37 1537 1783
75. E-Nerolidol 0.15 1550 2036
76. Spathulenol 0.03 1565 2107
77. Epoxy Caryophyllene 0.08 1563 -

78. CaryophylleneOxide 1.25 1567 2001
79. HumuleneOxide 0.30 1597 2047
80. Not identified compound 0.14 - -

81. Not identified compound 0.18 - -

TOTAL 98.27

Analysis performed by gas chromatography with FID detection on 2 columns of different polarity: HP1 and INNOWAX
Individual components are identified by their retention index as described in Adams (2012) and their mass spectra are

interpreted using the WILEY L computer library. Constituents are presented in the order of elution from the columns.
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A3 Larvicidal activity of Cannabis sativa L. leal essential
oll on Anopheles gambiae s after 24 and 48 hours

exposure

A wial of 3600 An. gambiae s/ larvae were exposed to
different essential oil concentrations (0.1%: 0.2%: 0.3%:
0.5%: 0.7% and 0.9%) and mortality was recorded 24 and 48
hours after exposure. The dose response curve generated after
24 hours exposition 10 Camnabis sativa L. keal essential oil
showed important differences between the laboratory and
ficld strain (figure 1). The laboratory strain was found 10 be
more susceptible 1o the essential oll. The average dilution of
essential ol causing SO% and 95% montality (LCsw and LCyw)
were 0.501% and 1.16% respectively for the laboratory strain.
For the ficld strain, doses causing S0% and 95% montality
were 0951% and 2.219% respectively. The level of
susceptibility of the two strains 10 the essential ol was found
10 be statistically different (H=3,46; p=0.018).
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Fig 12 Doses-response curve of karvicidal activity of Cosarive L leaf
E.O 0 An. gambiac o] after 24 houns

The larvicidal activity of C. sativa L leal essential oil was also
asessed on An. gambiae s/ larvae afler 48 houns exposure
(figure 2). From the experiments it appeared that the level of
mortality increased with the concentration of essential oils in
both the and field strain. LCsw and LCys doses of
0.201%:; 0.217% and 0.381%: 0412% respectively for the
laboratory  strain  and  field population were recorded.
Laboratory populations were again found ©0 be more
susceptible than fickd population to the cssential oil. The
tolerance level of larvae after 24 hours exposure was less

important than the level after 48 hours exposure and were
significantly different for the ficld population (H=6.56;
p=0013). The different coquations of regression  lines
gencrated (15 2) following the dose response amalysis were
respectively (for 24 hours exposure period):

Yiaw-0.746+ 89.7Ix (L))

Yiurm-1. 152+ 4817 Ix @

o, -

02 00 02 04 0 os 10w s

Doses

Fig 2: Dose-responne curve of lanvicadal sctivity of Csative L keaf
E.Oca An gambiae o] aficr 48 bours

After 48 hours of exposure, the different oquations of the regromion
lincs gemcrated were (34

Yiaw IS 3344 10431k (L)}

Yaem 16,3594 100, 55¢ ()]

3.4 Knock down activity of Cannabis sativa L leafl essential
oil on adult of gambiae 5.1

During | hour, 100 adult female An gambioe sl were
exposed 10 cach concentration of the Cosativa L leaf essential
oil. At 10 minutes interval, the number of mosquito knock
down were counted and recorded. It appeared from the assay
that the number of mosquito knocked down increases with
essential oil concentration and with the kength of exposure
(table 3).
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Table 3: Activity of C. sativa L leaf essential oil on adult of An. gambiae s.1

Col Nb of quit posed | Nb of replicates | Concentration of ial oil (%) | Mortality after 24H | 95% CI
100 20 0.5 1004+0.4 100-100
100 20 0.3 8440.5 79-88
Ty 100 20 02 68+0.6 64-73
100 20 0.1 5440.6 52-58
100 20 0.05 1540.5 12-18
100 20 0.025 08+0.4 2-11
100 20 0.5 98+0.6 96-102
100 20 0.3 86+0.6 82-90
Field 100 20 0.2 604+0.4 55-64
100 20 0.1 24404 21-27
100 20 0.05 10+0.3 8-14
100 20 0.025 - -

Considering only the highest concentration of essential oil
(0.50%), the KDTsy and KDTys calculated with 95%
confidence limits (1=5.268: p=0.003 and t=4.710: p=0.005)
are 2340.7min; 28+1.52 min and  45+0.91min;
55.540.95min respectively for the laboratory strain and field
population. The knock down response curve is shown in
Figure 3 below.

120
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% K;ock down
3

40
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0 10 20 30 40 50 60 70 0. field
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Fig 3: Knock down response curve of the activity of C.sativa L leaf
E.O on An. gambiae s.1

Knock down times were different between the two
populations of An.gambiae s.I. Female adult from the field
were less susceptible compare to laboratory strain to
Cannabis sativa L essential 0il(t=5.26; p=0.003 and =4.71;

p=0.005). The different equations generated from the
regression analysis are presented below (5;6).
Yiur=13.066+1.64x (5)
Yiea=3.133+1.72x (6)

3.5 Determination of sublethal concentration of essential
oils inducing adult mortality
The analysis of the trend of mortality 24 hours post exposure

70

showed an increase in mortality according to essential oils
concentration. With dilution of 0.5% mortality rate of 100%
was recorded for the laboratory strain whereas mortality rate
of 98% were recorded for the field population. The lethal
concentration inducing 50% of mortality (LCsy) and 95% of
mortality (LCos) for the laboratory strain were 0.107% and
0.150% (1=3.13 p=0.020); for the field strain 0.339% and
0.369% (t=2.54; P=0.043).

The diagnostic dose defined as twice the lethal concentration
for 99% of mortality "' is above 0.50% for the field
population. The dose-mortality response curve is shown on
the Figure 4.

120

% mortality

~o_ lab
0.6 ~a field

0.0 01

02 0.3
Doses

04 05

Fig 4: Dose response curves of C.sativa L leaf essential oil on
adult An. gambiae 5.l females

The essential oil of the leaves of Cannabis sativa L is
effective both for the laboratory strain as for the wild
population of An.gambiae s.l (1=3.138, p=0.020; 1=2.544;
p=0.043).

The level of susceptibility of the two populations appeared
significantly different (H=3.40; P=0.027), and consequently
the doses response curve of individuals in the wild population
is below that of the laboratory strain in low concentrations.
This reveals that these wild individuals are more tolerant to
Cannabis sativa L essential activity oil than the laboratory
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strain. The different equations of the regression lines of the
adulticidal activity (7; 8) are respectively:

Yir=12.789+203.81x @)

Yiela=2.837+219.69x (8).

3.6 Identification of field population of Anopheles gambiae
s.l

Mosquitoes from the laboratory strain are all An. coluzzii. A
total of 71 adult females from the field population were
further processed to identify members of the An. gambiae
complex. From the analysis, it appeared that 3 (4.23%) were
An. gambiae s.s and 68 (95.77%) were An. coluzzii.

4. Discussion

Our study objective was to characterize the chemical
composition of Cannabis sativa L leaf essential oil and to
evaluate its insecticidal properties on the major malaria vector
Anopheles gambiae s.1. High mortality rate was recorded after
exposing both An. gambiae s.l larvae and adults to C. sativa
leaf essential oil. The following supporting the insecticidal
activity of the essential oil.

The extraction of essential oil of Cannabis sativa L yielded
very low concentration 0.044% (w/w). This yield was far less
than those reported for the essential oils of Cympobogon
citratus (1.7%); Cympobogon giganteus (1.4%) ' and
Clausena anisata (0.24%) *7. The low yield recorded, could
result from the harvesting period of the leaves, the method of
growing the plant or the method of extraction. The
characterization of essential oil of Cannabis sativa L revealed
the presence of up to 81 different compounds. Among
compounds identified, several with known insecticidal
activities on mosquito larval stages were recorded such as a-
Pinene; B-pinene; 1,8-cineol and Z-B- ocimene which have
been reported to induce high mortality to Aedes aegypti 3 3%,
Aedes albopictus " ' Anopheles stephensi “* **! and
Anopheles gambiae '**' larvae. In addition, menthone and E,
Z-P-menthen-2-en-1-ol known for their larvicidal activity on
Culex quinquefasciatus larvae were also recorded “*. Some
of the compounds characterized such as linalool, p-Cymene,
1,8- Cineol, Terpinolene and Thujene were also reported to
induce a biocidal or inhibitory activities on several pathogenic
Bacteria: Bacteria Shigella ! and different bacteria classes
196, 471 Yet a certain number of compounds could not be
identified further characterization is still required. Although
high lethality of larvae was detected 24 hours and 48 hours
after exposure, it is not sure that such level of lethality could
be recorded in the nature. Further studies are required to
assess the residual effect of this compound in the
environment. Analysis conducted with adult mosquitoes also
showed high lethality of mosquitoes exposed to impregnated
net with C. sativa L leaf essential oil. It is possible that the
induce lethality recorded could have been driven by
compounds such as E-p-Menth-2-en-1-ol, 1, 8-Cineol; p-
Cymene;a-Pinene and B-Pinene which were reported to have
an insecticidal activity against adults Anopheles stephensi'*?!
and Anopheles gambiae '>*. Compounds such as Limonene,
a-Pinene, 1,8-Cineol .sabinene,terpinen-4-ol, B-phellandrene
and o-phellandrene were all reported to have a significant
inhibitory activities on acetylcholinesterase and adenosine
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triphosphatase on Sitophilus oryzae *3I. Tt is likely that the
effect of the essential oil of Cannabis sativa L leaf could be
amplified by the presence or the synergist effect of different
sets of compounds with as major components, Myrcene,
Terpinolene, E-B-Caryophyllene, E-B-Ocimenene, a-Pinene,B-
Pinene,a-humulene, limonene, E-B-Farnesene #!. The
following needs to be further investigated through both field
and laboratory analysis. Cannabis sativa L leafl essential was
found to induce a rapid knock down effect when adults were
exposed to impregnated net. This suggests that, the essential
oils which is a cannabinoid substance may affect directly the
insect nervous system. Studies conducted in the brain
suggested that cannabinoids receptors are mainly located in
the basal ganglia, cerebellum and hippocampus all associated
with body movement control and coordination and this could
rather explain the rapid knock down effect recorded during
the study .

In human subjects cannabinoids were reported to have various
psychological and physiological effects due to their direct
effect on the nervous system "', Studies conducted on both
vertebrate and invertebrates indicated that once in the body,
cannabinoids bind to cannabinoid receptors and decrease
adenyl cyclase activity, inhibiting calcium N channels and
disinhibiting K* channel which all affect the transmission of
nerve impulse %l Most of insecticides used in vector control
have as target the sodium channel or acetylcholine esterase
03

Because of the rapid spread of insecticide resistance affecting
major malaria vectors 1% 1% 3334 and different mode of action
of cannabinoids they could be good alternative for the control
of resistant mosquitoes.

Comparing the level of susceptibility between field and
laboratory populations it appeared that field populations were
more tolerant to C. sativa L leal essential oil than the
laboratory colony. The following could come from the fact
that field mosquito populations are always exposed to
different sets of pollutants in the environment which increase
overexpression of a certain number of metabolic mechanisms
involved with detoxification *. Although no investigation of
specific mechanisms involved with mosquito tolerance was
undertaken. Yet studies conducted in Yaoundé indicated the
presence of kdr allele and the overexpression of several
detoxification enzymes involved with mosquitoes tolerance to
pyrethroids and xenobiotics 6371,

5. Conclusion

Our study demonstrated high insecticidal effect of C.sativa L
leaf essential oil against both larvae and adult An. gambiae s.1
and support the use of this plant for vector control. With the
rapid expansion of insecticide resistance to almost all existing
insecticides the search for new compounds capable of
replacing existing one could be particularly beneficial for the
control of a large range of insects vectors responsible for the
transmission of diseases across sub-Saharan Africa. Yet for C.
sativa L further studies are needed for cultivation and
extraction process to improve the yield. Also, further field
trials and laboratory analysis are required to establish the
efficacy of C. sativa L leaf essential oil under different
conditions and also it efficiency in the control of mosquitoes
in the nature.
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Abstract

The prevention of Arthropod bome discases is based on the use of synthetic insecticides. Because of the development of vector
resistance 1o the advocated insecticides, plant essential oils could be an eco-friendly alternative against vector resistance. The
study present dealt with the chemical composition and insecticidal property of Piper wnbellatum leaf essential oil on
Anopheles gambiae S.1. and Culex quinguefasciatus.

Piper umbellatum leaf essential 0il was extracted by hydro distillation with a Clevenger type apparatus and analysed by GC-
MS. Bicassays were performed on third instar larvae and 2-5 days old non-blood fed female adults of the laboratory and ficld
strain of Anopheles gambiae S, and Culex guinguefasciatus.

Chemical analysis of Piper umbellanem Ieaf essential oil revealked the presence of terpencs reported effective on
insects and various pest. For larvicidal tests, the lethal concentrations killing S0% and 95% of the larvae were 0.51%: 0.61%:;
0.09% and 0.91%:; 1.09%:; 0.23% for 24 h exposure respectively for Anopheles gambiae S1. and Culex quinguefasciatus,
These concentrations were 0.43%; 0.58%; 0.05% and 0.79%:; 1.05% and 0.16% for 48h exposure respectively. Knockdown
time for S0% and 95% of knocked down mosquitoes were: 05:0.4min: 0940.2min; 1940.57min and 40+0.32min;
4740 .S4min; 5140.49min respectively. Concentrations killing S0% and 95% of adult females were: 0.40%:; 0.43%; 0.24% and
0.73%:; 0.76%; 0.52% respectively.

Piper wnbellatwn leaf essential oil was effective against the thind instar larvae and adult females of Anopheles gambiae S

and Culex quinguefasciatus.

Keywords: Piper umbellaten, essential oil, insecticide, Anopheles gambiae S L., Culex quinguefasciatus

L Introduction

Malaria remains the most common parasitic discase and the
most lethal vector born discase in Sub-Saharan Africa, It is
the leading cause of death and among its victims, children
under five and pregnant women are its target of choice '),
This condition is for most familics the primary source of
cxpenditure and a hindrance for a  SOCIO-CCONOMIC
development. The fight against this endemic discase is made
difficult by several factors: the development and rapid
cxpansion of vector resistance on Anopheline species to
recommendod synthetic insecticides ¥, the resistance of
plasmodium strains 10 chioroquine, the lack of vaccines
against plasmodiien ™' and the poverty of the countries
concerned. The vector activity of Culex quingueofasciatus
remains significant. This vector transmits virus such as West
Nike virus ™, Rift Valley fever virus 7% Zika virus ™
Protozoa such as Plasmodium cathemerium ™; Plasmodiun
reficion "™ 10 verebeates; Nematodes such as Wuchereria
bancrofti "'"; Dirofilaria immitis '™ and Brugia malayi """
Vector resistance is generated by several enviroamental
factors that exert a comstant sclective pressure 0 vector
populations: the rekease of detergents and pollutants resulting
from industrial activity and other anthropogenic activities
related to urbanization 't ", application of agricultural
inputs and herbicides " a large scale indoor residual
speaying and imsecticidal treated nets intervention ',
&ﬂocdmddmhcnkﬁnndmmﬁ!yn
Camcroon  have reported  resistance  in - Anopheline

population '™ and highlighted various mechanisms of
sites mutations. These resistance mechanisms are largely
distributed across Africa "™ and seem 10 compromise the
efficacy of synthetic insecticides ™. From these unfortunate
findings. it is urgent 10 scarch new and  effective
insecticides. Thus, several authors have suggested the use of
plant derived extrcts and cssentials oils as  natural
insecticides ' #, Tests undertaken in this direction have
demonstrated not only the effectivencss of the essentials oils
but also many advantages that could be offered by their use
in the field Y. Because unlike synthetic insecticides with
ecological  comsequences Y, plamt  derivatives  are
biodegradable and made of several active ingredients.
Therefore our study aimed 0 investigate the chemical
composition and insecticidal activity of P.aembellaton leal
essential oil against Anopheles gambice S.I and Culex
quinqucfasciatus  in  the  hboratory  conditions.  Yet
explocatory studies had been carried in Cameroun ™,

Piper umbellarum has been used since ancient time by
natives for many purposes: in folk medicine to heal the
stomach-ache, in the culinary ants as spice, as a repelient for
house flies. Leaves of this plant are rubbed on the body to
allow picking honcy during the day. Piper wumbellatum
extract has the inhibitory effects towands the myotoxic
phospholipase of the snake venoms 7. Piper umbellatum
Wkemd«sunﬁﬁﬁmkﬁymm
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2. Materials and Methods

2.1 Plant material

The leaves of Piper umbellatum were harvested in the
morning at the University of Yaoundé I campus. Before
hydro distillation, this plant was identified at National
Herbarium in comparison with the number of the collector
R. Letouzey 2499 of the specimen number 3614SRFK. The
specimen was classified as belonging to Piperaceae family.

2.2 Essential oil extraction

The extraction of Piper umbellatum leaf essential oil took
place in the laboratory of the department of Microbiology of
the University of Yaoundé I using a Clevenger type
apparatus. This extraction was performed in several
sessions, each session during 6 hours in order to allow a
maximum extraction. The essential oil was collected in a
dark bottle, dried using anhydrous magnesium sulphate and
stored at 4°C, away from UV rays before use. The mass of
plant used and extraction yield are presented in table 1.

2.3 Chemical analysis of Piper umbellatum leaf essential
oil

The chemical analysis of Piper umbellatum leaf essential oil
was performed by Gas Chromatography, coupled with Mass
Spectrometry. The analysis was performed with two Perkin
Elmer instruments, a Clarus 500 GC gas chromatograph
coupled to an MS Clarus 500 mass spectrometer.

The column used in chromatography is an Elite SMS (5%
Diphenyl / 95% Dimethyl Polysiloxane stationary phase) 30
m long, with an internal diameter of 0.25 mm and a film
thickness of the 0.25 pum stationary phase.

The carrier gas was helium with a flow rate of 0.75 mL /
min.

The injector was brought to 300 ° C, the program begins
with a step of 3 min at 60 ° C and the temperature increases
from 10 ° C / min to 300 ° C where a step of 3 min is
performed.

The acquisition of the mass spectrum was carried out on an
m / Z range of between 20 and 400 with 0.1 scan / s and an
electron ionization energy of 70 eV. The temperature of the
source and the transfer line were 250 ° C.

The sample to be analysed was solubilized in a small
volume of dichloromethane.

The data processing software was Turbomass 6.1 and the
database for the comparison of mass spectra were NIST MS
Search 2.0.

2.4 Mosquito’s collection

We used for our experiment two strains of Anopheles
gambiae S.L and Culex quinquefasciatus. The laboratory
strain of Anopheles gambiae S.L is the "Yaounde strain"
from the Organisation de Coordination pour la lutte contre
les Endémies en Afrique Centrale (OCEAC ) and the
aquatic stages of the wild population were collected in
Yaoundé down town, near river Ewoé (N 03°51°34.9”° and
E 011%31°3”). Culex quinquefasciatus were sampled at
Melen pound behind the Faculty of medicine and
Biomedical Sciences of the University of Yaoundé I (N
03°85°63.1” and E 011°48°49.4°"). Mosquitoes were reared
in the insectary of the Teachers’ Training College of the
University of Yaoundé I. Larvae were fed with Tetramin
Baby Fish Food at a rate of 2.5mg for 100 larvae per day 1>
30, The pupae were collected in plastic cups and placed in
emergence cages. Adult from the pupae were fed using a

10% glucose solution. The colony of the laboratory strain
were maintained continuously at 25-27°C and 75-78%
relative humidity under photoperiod 12L: 12D. Anopheles
gambiae S.L and Culex quinquefasciatus third and early
four instars larvae and female aged of 2-5 days old were
used to carry out tests.

2.5 Bioassays

2.5.1 Bioassay with larvae

Larvae of third and early four instars were used to assess the
larvicidal activity of Piper umbellatum leaf essential oil
following WHO Guidelines for Laboratory and Field
Testing of Mosquito Larvicides 1*!!. Before running the test,
larvae were maintained during one hour in distilled water
for observation. Tests concentrations were prepared by
adding 1ml of appropriate concentration of essential oil to
disposable test cups containing 99 ml of spring water.
Batches of 25 larvae of third and early four instars were
transferred from observation cups to test cups. Four
replicates were run for each concentration and an equal
number of controls were run as well. The negative control
was prepared by adding 1ml of absolute alcohol to 99 ml of
spring water. Six different concentrations were used (0.1%;
0.2%; 0.4%; 0.6%; 0.8% and 0.9%) for Anopheles gambiae
S.L and five( 0.0125%; 0.025%; 0.05%: 0.1% and 0.2%) for
Culex quinquefasciatus. Each test was conducted three
times on different days. No food was added to cups during
the exposure period. Larvae were considered dead, when
they were incapable of any movement or not swimming
actively when touch. The mortality rate was recorded after
24 and 48 hours of exposure. The lethal concentrations
killing 50% and 95% of the larvae (LCsy and LCos) were
calculated using a log probit approach with WINDL
CIRAD-CA software version2.0.

2.5.2 Bioassay with adult

Adult bioassays were performed with 2-5 days- old non-
blood- fed females following the WHO Guidelines *2! with
cone using impregnated bed net with the essential oil at the
following concentrations: 0.1%, 0.2%, 0.4%; 0.6% and
0.8% for Anopheles gambiae S.L and 0.05%:; 0.1%:
0.2%:0.4%; and 0.6% for Culex quinquefasciatus. Absolute
alcohol was used to dilute the essential oil at the various
concentrations and 3ml of each concentration was used to
impregnate a portion of bed net (98.47cm?). Due to the high
volatility of essential oils, pieces of net prepared as
indicated above were dried at room temperature away from
sun light for 15 minutes before carrying susceptibility
assays 3% 3 Before each test, females mosquitoes were
transferred from the cages to the plastic cup for one hour
and specimens with broken legs or unable to fly were
discarded and replaced. Twenty replicates of batches of 5
female mosquitoes per cone were exposed to each
concentration for lhour. Five replicates were run as control
using a portion of net impregnated only with absolute
alcohol. The number of knock down (KD) mosquitoes was
recorded at 10 minutes intervals during 1 hour exposure
period and KDTso and KDTys (time required for knocking
down 50% and 95% of the individuals respectively)
estimated with 95% of confident interval. After the exposure
period, mosquitoes were transferred back to recovery cups
and provided with 10% of glucose solution soaked on cotton
pad. Individual with legs broken or not able to fly were
considered dead. Mosquito mortality was recorded 24 hours
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post- exposure. After the tests, adult mosquitoes of
Anopheles gambiae S.L from field population and Culex
quinquefasciatus were kept in Eppendorf tubes at -4°C for
identification.

2.6 Mosquito identification

Adult females of the field population of Anopheles gambiae
S.L were morphologically identified using the Gillies and
Coetzee key 1% while Culex mosquito were identified using
Reuben key B6L Genomic DNA of An.gambiae S.L was
extracted according to the Livak protocol *71 and molecular
identification of females was conducted according to
Santolammazza et al protocol 1*81.

2.7 Data analysis for Bioassays
The lethal concentrations inducing 50% and 95% (LCso and

LCys) larval mortality were calculated using log probit
approach with WINDL CIRAD-CA software version 2.0
and STATISTICA software version 6.0 to plot the graphs.
The relation between the exposure time, the mortality and
the doses was assessed using probit regression.

For the adulticidal activity, the time at which 50% and 95%
of adult mosquitoes were knocked down (Knock down time,
KTDsp and KDTys) and the LCsp and LCos were calculated
using WINDL CIRAD-CA software version 2.0. The
relation between the knock down time, mortality and the
doses were assessed using probit regression.

3. Results

3.1 Yield of Piper umbellatum Essential oil

The table 1 below provides characteristics of Piper
umbellatum and his greenish essential oil.

Table 1: The oil yield of Piper umbellatum

[ Plant name

[ Family ][ Certification number | Leaves weight(g) [ E

tial oil weight(g) [ Extraction yield |

| Piper umbellatum | Piperaceae | 3614SRFK |

7390.8¢ | 0.9¢ [ 00129 |

The extraction yield of Piper umbellatum leaf essential oil is
very low and therefore requires a huge mass of plant to
obtain a volume of essential oil sufficient for biological
assays. A better method of extraction, the judicious choice
of the period of harvesting and the control of some edaphic
factors could allow a good yield.

3.2 Chemical composition of Piper umbellatum leaf
essential oil

The chemical analysis of Piper umbellatum leaf essential oil
revealed up to 24 different compounds comprising 89.60%
of the essential oil. Major compounds are sesquiterpenes:
copaene (9.63%) PB-elemene (10.56%) and 7 muurolene
(11.37%). Unidentified components comprise 10.40 % of
the essential oil.

Table 2: Chemical composition of Piper umbellatum leaf essential oil

Elution order Compounds Percentage K(;at peténtion index
po. Po.
1; a-pinene 6.23 931 1035
2: camphene 1.83 944 1063
3. B-pinene 1.83 971 1132
4. B-myrcene 4.60 981 1161
5. limonene 1.56 1022 1203
6. Z-B-ocimene 1.33 1025 1242
7. E-B-ocimene 2.63 1037 1247
8. linalool 1.27 1086 1533
9. L-borneol 2.45 1153 1719
10. terpinen-4-ol 2.96 1163 1611
11. p-menth-1-en-8-ol 5.32 1280 -
12. copaene 9.63 1375 1491
13. B-elemene 10.56 1386 1577
14. caryophyllene 1.37 1419 1612
15 a-caryophyllene 1.18 1453 -
16. y-muurolene 11.37 1473 1689
17. germacrene D 3.92 1480 1708
18. a-farnesene 1.90 1496 1744
19. 8-cadinene 2.30 1513 1765
20. calamenene 1.14 1532 -
21 z-nerolidol 4.56 1550 2036
22. caryophyllene oxyde 1.95 1567 2001
23. d-eudesnol 1.6 1652 2227
24. phytol 6.1 2116 2613
Total 89.6% - -

Analysis performed by gas chromatography with two Perkin
Elmer instruments, a Clarus 500 GC gas chromatograph
coupled to an MS Clarus 500 mass spectrometer. Individual

components were identified by the data processing software
Turbomass 6.1 and the database for the comparison of mass
spectra NIST MS Search 2.0.
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Among these 24 identified compounds, a-pinene; B-pinene;
B-myrcene; linalool and a-caryophyllene are reported
effective on various insects and pest.

3.3 Larvicidal activity of Piper umbellatum leaf essential
oil

The larvicidal potential of P.umbellatum leaf essential oil
was assessed on mosquito larvae for 24 hours and 48 hours
exposure period.

3.3.1 Larvicidal activity of Piper umbellatum leaf
essential oil on 24 hours

During 24 hours exposure period, larvae of Anopheles
gambiae S.L and Culex quinquefasciatus were facing each
concentration of Piper umbellatum leaf essential oil. The
table 3 presents the number of dead larvae recorded (with
confident interval limit of 95.5%) corresponding to each
concentration of essential oil.

Table 3: Larvicidal activity of Piper umbellatum leaf essential oil on Anopheles gambiae S.L and Culex quinquefasciatus on 24 hours

Populations Nbe?‘:);ﬁae IND of replicates| con]iltse::::::):l: %) Mort;;ltzl atiee 95% CI
100 4 0.8 82+0.6 78-86
100 4 0.6 5942.2.224 43-74
Lab. strain 100 4 0.4 28+0.7 23-37
100 4 0.2 9+0.25 7-10
100 4 0.1 3+0.4 0.7-1.35
An.gambiae S.L 100 4 0.9 90+0.8 85-97
100 4 0.8 64+04 61-67
Field strain 100 4 0.6 44+1.4 33-53
100 4 0.4 15+0.4 12-18
100 4 0.2 6+0.28 4-8
100 4 0.1 140.25 1-2
100 4 0.2 76+0.4 73-79
100 4 0.1 63+0.6 59-68
Culex quinquefasciatus 100 4 0.05 50+0.8 45-57
100 4 0.025 30+0.2 28-37
100 4 0.0125 12+40.2 9-15

Lab: laboratory After 24 hours exposure, dead larvae were recorded and figure 1 was plotted.
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Fig 1: Larvicidal activity of Piper umbellatum leaf essential oil on
Anopheles gambiae S.L and Culex quinquefasciatus after 24 hours

The regressions lines equations of the larval mortality after
24 hours exposure period corresponding respectively to

laboratory strain, field population of An.gambiae S.L and
Cx. quinquefasciatus are:

Y= -7.4117+112.0994X; Ysea= -7.6287+93.5476X and
Yeo=19+328X.

The dose-response analysis showed that the larval mortality
increases with essential oil concentration for each
population (H=3.25; p=0.02). The lethal concentration
killing 50 % (LCsp) of mosquitoes larvae after 24 hours
exposure are: 0.51%; 0.61% and 0.09% respectively for
laboratory strain, field population of An. gambiae S.L and
Culex quinquefasciatius. While concentrations killing 95%
(LCos) of larvae are: 0.91%; 1.09% and 0.23% respectively.

3.3.2 Larvicidal activity of Piper umbellatum leaf
essential oil on 48 hours

When the exposure is extended to 48 hours, mortality still
increasing but the lethal concentrations killing 50% and
95% decrease respectively (H=3.3; p=0.03). The table 4
shows the mortality depending on essential oil concentration.

Table 4: Larvicidal activity of Piper umbellatum leaf essential oil on Anopheles gambiae S.L and Culex quinquefasciatus on 48 hours

. Number of Number of Essential oil Mortalit;

Papulations larvae exposed replicates concentration (%) after 483; 5%.CL
100 4 0.8 100 100-100

Laboratory 100 4 0.6 83+1.1 74-89

y A 100 4 0.4 39+1.9 26-52

An.gguﬁhme strain 100 7 02 1940.7 424

: 100 4 0.1 540.2 3-6

Field 100 4 0.9 98+0.2 96-100

population 100 4 0.8 80+0.4 77-83
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Adult of Culex quinguefasciatus are more susceptible to
Piper wnbellaton leal essential oil than adulk of Anopheles

gambiae S1.. However, adults of the ficld population of
Angambiae S appear moce tolerant 10 the essential oil
activity (H=6.93, p=0.012) than the laboratory strain,

o, Lad,
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Fig &: Adulticidal activity of Piper wmbellarum kaf essential ol on
Anopheles pambiae S 1. and Culex quinguefasciatus

The different regression lines equation of mortality managed
for the adulticidal activity of P.umbellatien leaf essential ol
are:

Yiamd 1474134 36X; Youn-8.228+134.59X and
Youm 1 1.7424 159.47X respectively

The lethal concentrations killing SO%(LCw) of adult
mosquitoes are: 0.40%: OMGMQMWIG

bin”ﬂlﬁ.)dﬂwwo.m 0.76%
and 0.52% respectively.

A6-ldentification of the ficld population of Anopheles
gambiae S.1. and Culex quinguefasciatus

Mosquitoes from the strain are all Ancoluczii.
Further analysis was performed with 71 adult females of the
ficld population w0 identify the members of An gambice
complex. The analysis reveals that 3 (4.23%) were
Angambiae ss and 68 (95.77%) were Ancoluzzii. The
morphological analysis of 200 adult mosquitoes from the
beeeding site of Cr.quinguefasciatus showed that 4 2%)
were An.coluzzii, 147%) were Cperfuscus and 182 (92%)
were Cr.quinguefascianes,

4. Discussion

The extraction yicld of Pusnbellanum leafl essential oil is
very low (0.012%) in comparison with the yield of others
plants treated under the same conditions. The study
conducted with plant cultivated in Cameroon exhibited a
yield of 0.59% 10 0.95% . Many fxtors could be
advocated 10 explain this result: botanical specificity,

harvesting period and the method of extraction. Further
study might clucidated this result and improve the extraction
yield.
The chemical analysis of the essential oil revealed a mixture
of many components of which up to 24 different compounds
were identified. Others components comgrising 10.4% of
the essential ol remain undetermined. More sophisticated
wfuaﬂnnmﬂdt«wumo‘
The chemical it of
rm Ileafl essential oil shows the presence of
monolerpenes and sesquiterpenes reported effective against
inmects and  bacteria.  These  findings  explain  the
effectiveness of P. umbellaten leaf essential oil on An
gambiae S L and Cxquinguefasciatus. Thus, many studics
demonstrated the efficacy of monoterpencs: a-pinene, -
pinenc, myrcene, imonene, inalool and bormeol against the
third instar krvae of Angambiae SL "™, Culex pipiens

m‘}eknaemupu\dnmmmlhlhdm
larvae  of An m. Ae. aepypii and  Cx.
tritaeniarhynchus ', caryophyllene oxide and germacrene
Dqum”"MMa
also known to be effective against Protozoa and Bactena,
Therefore Popinene, myrcene and limonene are reported
effective  against  Trypanosoma  brucei  brucei ™,
Monoterpenes linalool and limonene are affective against
Staphylococcus  aureus, Staphylococcus  epidermis  and
Escherichia coli '™, The cfficacy of P. wmbellatum lcaf
essential ol on mosquito karvae suppose many pathway.
One of the ations might comist on the morphological
damages on the larvae exoskeleton by inhibition of chitin
syﬂkﬁdwmmw&dmhhw""'

effect increases with the dose of essential ol and the
exposure time. The mortality that follows 24 hours post
exposure shows the tonicity of the essential ol of P,
umbellatum. Several authors have demonstrated  the
eﬂmoﬂhmhdh?mbl

WWM"‘“M

compounds, apmenc and Popinenc  inhibit  the
Acetylcholinesterase activity ™. Other studics have shown
the repulsive properties of Phytol, one of the important
compounds of the cssential oil of P. wnbellatum on An.
gambiae major vector of malana. Further studies could
focus on ficld trials in order 1o well establish the efficacy of
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100 1 0.6 57208 5263
100 1 0.4 29:0.4 26.32
100 1 0.2 10202 812
100 4 0.1 2402 04
100 1 0.2 100 100-100
100 1 0.1 84204 S1-87
Cr.quinquefasciatus 100 1 0.05 6620.6 62.70
100 1 0.025 43204 036
100 4 0.0125 17504 1420

The regression lines equations of the larval mortality after evolves with the duration of exposure for each population
48 hours exposure are respectively: (H=3.41: p=0.02).

Yia= -5.0201+125.9126X: Yens= -5.4336+95.2528X and | 120,
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Abstract

Most of Arthropods bome discases are endemic in tropical regions and especially in Sub-Sahara Africa. Synihetic insecticides
use for vector control remain the first line of defence but they are associated with high toxicity, vector resistance,
covironmental adverse and limited altiemative. The mixture of conventional insocticide with plant cssential oil can be an
aliemative. Our study was undertaken 1o evaluate the efficacy of the mixture of Cannabis sativa L and Piper umbellatum
Ieaves essential oil with permethrin and temephos on two major vectors Anopheles gambiae S L and Culex quinguefasciatus
under conditions.

Cannabis sativa L and Piper umballatum Leaves essential oils were extracted by hydro distillation with Clavenger type
apparatus. The chemical analysis of essential oils was carmied out by GC-FID and GC-MS respectively for Cannabis sativa L
and Piper umbellatum. Based on litcrature the LCy, for pormethrin and temephos were found by serial dilution. These constant
concentrations were mixed with increasing sublcthal concentrations of Canmabis satva L and Piper umbellatum lcaves
cssential oil. Bioassays were on the larvac and female adults of ficld population of Anopheles gambiae S.L and
Culex according to the WHO and CDC guidelines. Probit regression was used 10 calculate the LCw and LCys
of cach mixture. The Kruskal Wallis test was used 10 assess the significance of difference on the morality rate between
treatments.

The mixture of temophos with cssential oils is effective on larvac while the mixture of cssential oils with permethrin is toxic
for adult female of A gambiae SL and Culex quiguefasciatus. The mortality is essential oil dose- For
larvicidal activity, uw.mm”an«ummwumoramwmuumum
temephos were: 0. 14%; 0.002% and 0. 35%; 0. 026% respectively for Anopheles gambiae S.L and Culex

while these values for the mixture of Piper umbellatum keaf essential ol with temephos were: 0.30%; 0. oolmuou%.
0.024% respectively for Anopheles gambiae S.L and Culex quinguefasciates. Aftcr 48 hours exposure the LCw and LCys for
the mixture of Cannabis sativa L leaf essential oil with temephos were: 0.011%; 0.0013% and 0.17%; 0.013% while for the
mixture of Piper umbellatum Icaf csscntial oil with tomephos these values were: 0.023%; 0.001% and 0.38%; 0.015%
respectively for Anopheles gambiae SL and Culex quinguefasciatus. For the knock down activity of the mixture of Piper
umbellatm leaf essential oil with in, time necessary for knocking down S0%6 and 95% of exposed mosquito are:
2720 4min; 1420 Smin and 5320 6min; 5210, 14min respectively for Anopheles gambiae S and Culex quinguefasciatus. For
Cannabis sativa L Icaf cssential oil mixture, time noccssary for knocking down S0% and 95% of cxposed mosquitoss are:
1620.75min; 820.15min and 5320 94min; $320.6min respectively for Anopheles gambiae S.L and Culex quinguefasciatus. For
adulticidal activity, the LCsw and LCys for the mixture of Piper umbellatum Icaf cssential oil with permethrin were: 0.024%;
0.011% and 0.15%; 0.17% respectively for Anopheles gambiae SL and Culex quinguefascianes; while for the mixture of
Cannabis sativa L leal essential oil these values were: 0. 027%; 0.011% and 0.15%; 0.15% respectively for Anopheles
gambiae S 1. and Culex

cmmm«(MmuLummuuwmm and permethrin
showed the efficacy with low concentrations against larvac and adult female of ficld population of Anopheles gambiae S.1. and
Culex quiquefasciatus,

MWMSLMW Cannabis sativa L, Piper umballatum, temephos, permethrin,
cssential oils mixture, insecticide

Introduction

Arthropod bome discases and particularly malaria remain a
scrious public health issue in Africa. The prevention of
these vector-bome discases is based on the use of synthetic
insecticides (Zaim ef al, 2002) V). However, all effors
made 1o eradicale these discases, although making progress
in rocent years, are limited. Indood, the modification of the

cnvironment by anthropic activitics such as agn

(Nkya ef al., 2014; Janko er al., 2018) * ¥ urbanization
(Oladepo ef al., 2010; Pimnon ef al., 2018) '* *) industries
are at the ongin of vectors resistance 10 conventional
insecticides. Other factors  also  contribute 10 the
development of vector resistance: the application of the
same insecticides in a locality where resistance 10 these
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insccticides is proven, and the under dosage of insccticides
(Diniz et al., 2015) ', This resistance is expressed in
various ways in target insccts: avoidance behaviour of the
insecticide (Agossa ef al., 2015; Carasso et al., 2019), rapid
degradation of the insecticide by detoxification (Ibrahim er
al., 2016) ™, modification of the site of fixation of the
insecticide (Lynd e al., 2018; Alout et al., 2008) "' 13
cuticular  structures  that prevent  the  penctration  of
insccticides (Wang ef al., 2019; Ingham et al., 2018) ' ',
Based on the findings on the hazardous effects of synthetic
insecticides on the environment and resistance of vectors,
several authors have proposed altematives including the use
of bio pesticides (Gnankiné ef al., 2017; Bolzonclla ef al.,
2019) 1% ' because they are non-toxic for non-target
organisms, biodegradable and offer the advantage of being
composed of several active ingredients. Unfortunately, all
the tests proposed in this way remain limited to the tests
camied out in the laboratory. Thus, the essential oils
although effective are very volatile. A combination of raw
plant extracts or essential oils with synthetic insecticides can
be an altemative to the vector resistance and the adverse
effect of synthetic insecticides.

In the present study, we evaluated the effectiveness of the
combination of Cannabis satiiva L and Piper umbellatum
Icaves cssential oils with temephos and penmethrin on two
major vectors, Anopheles gambiae SL and Culex
quinquefasciatus  under laboratory conditions. In  our
previous work, the cssential oils from the Icaves of the two
plants were found to be effective on the larvae and adults of
Anopheles gambiae S.L and Culex quinquefasciatus under
laboratory conditions (Ab¢ ef al., 2018; Abé et al., 2019) '™
M. Besides, these two plants are used worldwide for several
purposcs. Cannabis sativa L is known not only for its
psychotropic effects on human subjects, but also in
chemotherapy against nausea, to improve the treatment of
HIV / AIDS (Mechoulam ef al., 2002) ™), (he treatment of
pain (Manzanarcs ef al., 2006) ), treatment of multiple
sclerosis (Hagenbach ef al., 2001) ' and Alzhcimer's
discase (Milton, 2002) *2), the wreatment of cancer due to its
antiproliferative effect (Galve-Roperh e al,, 2000). The
crude extract of Piper umbellatum non-toxic for small
mammals (Da Silva et al., 2014) 2% appears 10 be effective
against phospholipase of myotoxic venom of snake (Nufes
et al., 2005) 1*¥, exhibits protective and healing propertics
against stomach ulcers on an experimental basis in rodents
(IF da Silva Junior ef al., 2016) %, anti-cancer and anti-
inflammatory in Brazil (Hespporte Iwamoto et al., 2015); is
effective in treating injuries in Cuba (Salehi et al., 2019) 7
and in West Africa in several tribes (Sctzer ef al.; 1999) 139,
to treat fever in Peru and onchocerciasis in Cameroon (Cho-
Ngwa ef al., 2016) . Piper umbellatum is also used to
treat kidney diseases, skin, bums, diarrhea, rheumatism,
malaria and intestinal parasites (Roersch, 2010) P9,

Materials and Methods

Plant material

The lcaves of Piper umbellatum were harvested in the
moming at the University of Yaounde I campus while the
Cannabis sativa L leaves were harvested in the village of
Salla in the district of Ayos. Before hydro distillation, plants
were identified at National Herbarium in comparison with
the numbers of the collectors. For Piper umbellatum: R.
Letouzey 2499 of the specimen number 3614SRFK, the
specimen was classified as belonging to Piperarceae family

waww entomologyjournals com

and for Cannabis sativa L the specimen was identificd
under the number 3614SRFK and classified as belonging to
Cannabacea family.

Essential  oil  extraction and  synthetic  insecticide
collection

The plant leaves essential oil extraction took place in the
laboratory of the department of Microbiology of the
University of Yaounde I using a Clavenger type apparatus.
This extraction was performed in several sessions, cach
session during 6 hours in order to allow a maximum
extraction. The essential oils were collected in a dark bottle,
dricd using anhydrous magncsium sulphate and stored at
4°C, away from UV rays before use. The mass of plants
used and extraction yield are presented in table 2. The
synthetic insecticides for our bioassays (permethrin and
temephos) were provided by OCEAC (Organisation de
Coordination pour la lutte Contre les Endémies en Afrique
Centrale) with reference of AL Intemnational industry
(France).

Chemical analysis of Piper umbellatum and Cannabis
sativa L lcaves essential oils

The chemical analysis ook place at two different
laboratorics: At Loraine University, France, for P.
umbellatum and at the National Institute of the Analytic
Science of Paris for C. sativa L. The chemical analysis of
Piper umbellatum Icaf cssential oil was performed by Gas
analysis was performed with two Perkin Elmer instruments,
a Clarus 500 GC gas chromatograph coupled to an MS
Clarus 500 mass spectrometer.

The column used in chromatography was an Elite SMS (5%
Diphenyl / 95% DimethylPolysiloxane stationary phasc) 30
m long, with an intemal diameter of 0.25 mm and a film
thickness of the 0.25 pum stationary phase. The carrier gas
was helium with a flow rate of 0.75 mL / min,

The injector was brought to 300 ° C, the program begins
with a step of 3 min at 60 ° C and the temperature increases
from 10 ° C / min to 300 ® C where a step of 3 min is
performed.

The acquisition of the mass spectrum was carried out on an
m / 7 range of between 20 and 400 with 0.1 scan / s and an
clectron ionization encrgy of 70 ¢V. The temperature of the
source and the transfer line were 250 ° C,

The sample to be analysed was solubilized in a small
volume of dichloromethane.

The data processing soflware was Turbomass 6.1 and the
databasc for the comparison of mass spectra were NIST MS
Scarch 2.0.

For Cannabis sativa L leaf essential oil, the determination
of retention data and the area percentage of the identified
compounds were carried out on a two GC-FID systems:

1- An Agilent 5890 system cquipped with HP-1 (ref: 1909 1
Z-115) column (50m x 320pum; 0.5 pm film thickness). GC
oven temperature was kept at 80 °C for 8 minutes and
programmed to0 220 °C at the rate of 2 °C/min;

2- An Agilent 6890 system equipped with HP-Innowax (ref:
1909 1 N-216, Agilent Technologies, Santa Clara, CA
95051, USA) column (60 m x320um0.5um film
thickness).GC  temperature was kept at 60 °C and
programmed to 245 °C at the ratc of 2 °C/min, then constant
at 250 °C for 20 min.

The split ratio was adjusted to 1/100. The injector
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temperature was 250 °C and the FID detector was kept at
250 °C. The carrier gas was Helium (1.3ml/min). Gas
chromatography- Mass spectrometry was carried out using
the first system Agilent 5890 equipped with HP-
lcolumn.The mass spectra was recorded in the electron
impact mode at 70 eV using the aforementioned
chromatographic conditions. Individual components of
Cannabis sativa L lcaves cssential oil were identified by
their retention index as described in Adams (2012) and their
mass spectra were interpreted using the WILEY L computer
library

Mosquito’s collection

For our bioassays, we used the larvae and adult female of
wild population of A4nopheles gambiae S.L and Culex
quinquefasciatus. The aquatic stages of Anopheles gambiae
S.L were collected in Yaounde down town, near river Ewoé
(N 03°51°34.9” and E 011°31°3”"). Culex quinquefasciatus
were sampled at Melen pound behind the Faculty of
medicine and Biomedical Sciences of the University of
Yaounde I (N 03%85°63.1” and E 011%4849.4").
Mosquitoes collected were reared in the insectary of the
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Higher Teachers’ Training College of the University of
Yaounde I at 25-27°C and 75-78% relative humidity under
photoperiod 12L: 12D. Larvae were fed with Tetramin Baby
Fish Food at a rate of 2.5mg for 100 larvae per day (Price et
al., 2015, Vantaux et al., 2016). The pupae were collected in
plastic cups and placed in emergence cages. Adults from the
pupae were fed using a 10% glucose solution. Anopheles
gambiae S.L and Culex quinquefasciatus third and carly
four instars larvac and female aged of 2-5 days old were
used to carry out bioassays.

Preparation of tests solutions

Basc on literature, wc have previously determined the
discriminatory doses of temephos (WHO, 2016) and
permethrin (WHO, 2013) causing less than 98% of larval
and adult mortality respectively. Absolute alcohol has been
used for a serial dilution of synthetic insecticides and
essential oils according to the WHO Protocol, (2005). We
then mixed the given concentrations of essential oils with
constant concentrations (CLso) of temephos (0.6%) and
permethrin  (0.375%) according to Penncticr Protocol
(Pennetier et al., 2008) (table 1).

Table 1: Protocol of mixing essential oils with temephos and permethrin (synthetic insecticides)

Concentration of Essential oil Volume of synthetic| Volume of essential Final volume(ml) Final concentration
synthetic insecticide (%) | concentration (%) | insecticide(ml) oil(ml) of essential oil (%)
Temephos C.sativaL
0.6 0.4 3 3 6 0.2
0.6 02 3 3 6 0.1
0.6 0.1 3 3 6 0.05
0.6 0.05 3 3 6 0.025
0.6 0.025 3 3 6 0.0125
0.6 0.0125 3 3 6 0.00625
0.6 0.00625 3 3 6 0.003125
0.6 0.003125 3 3 6 0.0015625
Temephos P.umbellatum
0.6 0.8 3 3 6 0.4
0.6 04 3 3 6 0.2
0.6 02 3 3 6 0.1
0.6 0.1 3 3 6 0.05
0.6 0.05 3 3 6 0.025
0.6 0.025 3 3 6 0.0125
0.6 0.0125 3 3 6 0.00625
0.6 0.00625 3 3 6 0.003125
0.6 0.003125 3 3 6 0.0015625
Permethrin C.sativa L.
0.375 0.4 3 3 6 0.2
0.375 0.2 3 3 6 0.1
0.375 0.1 3 3 6 0.05
0.375 0.05 3 3 6 0.025
0.375 0.025 3 3 6 0.0125
permethrin P.umbellatum
0.375 0.4 3 3 6 0.2
0.375 0.2 3 3 6 0.1
0.375 0.1 3 3 6 0.05
0.375 0.05 3 3 6 0.025
0.375 0.025 3 3 6 0.0125

Temephos and permethrin provided by Al International industry (France)

Bioassays

Bioassay with larvae

The larvicidal potential of the essential oil mixture of each
plant with temephos was evaluated on field mosquito larvae
for 24 hours and 48 hours exposure period.

Larvae of third and early four instars were used to assess the

larvicidal activity of the mixture of Piper umbellatum and
Cannabis sativa L lcaves cssential oil with temephos,
following WHO Guidelines for Laboratory and Field
Testing of Mosquito Larvicides (WHO, 2005). Before
running the test, larvae were maintained during one hour in
distilled water for observation. Tests concentrations were

204

199



International Journal of Entomology Research

prepared by adding 1ml of appropriate concentration of the
mixture (o disposable test cups containing 99 ml of spring
water. Batches of 25 larvac of third and carly four instars
were transferred from observation cups to test cups. Four
replicates were run for each concentration and an equal
number of controls were run as well. The positive control
was prepared by adding 1ml of temephos (0.6%) to 99 ml of
spring water. Maintaining the constant concentration of
temephos(0.6%) for the mixture, cight different
concentrations of Cannabis sativa L leaf essential oils were
used ( 0.2%; 0.1%: 0.05%: 0.025%: 0.0125%: 0.00625%;
0.003125% and 0.00156%). For Piper umbellatum leal
cssential oil, ninc diffcrent concentrations (0.4%; 0.2%:;
0.1%; 0.05%; 0.025%; 0.0125%; 0.00625%; 0.00325% and
0.00125%) were also used against the larvae of Anopheles
gambiae S.L and Culex quinquefasciatus. Each test was
conducted three times on different days. No food was added
to cups during the exposure period. Larvae were considered
dead, when they were incapable of any movement or not
swimming actively when touch. The mortality ratc was
recorded after 24 and 48 hours of exposure. The lethal
concentrations of essential oil killing 50% and 95% of
exposed larvae (LCso and LCos) to the mixture were
calculated using a log probit approach with STATISTICA
software version 6.0.

Bioassay with adult

Adult bioassays were performed with 2-5 days- old non-
blood- fed females following the WHO(2013) and
CDC(2013) Guidelines with cone using impregnated bed net
with the mixture at the following concentrations of essential
oils: 0.0125%, 0.025%, 0.05%; 0.1% and 0.2% for
Anopheles gambiae SL and Culex quiquefasciatus. The
concentration of permethrin was constant in the mixture
(0.375%). Absolute alcohol was used to dilute the essential
oil at the various concentrations before mixing and 3ml of
cach concentration was uscd to impregnate a portion of bed
net (98.47cm?). Due to the high volatility of essential oils,
pieces of net prepared as indicated above were dried at room
temperature away from sun light for 15 minutes before
carrying susceptibility assays (Wanng e/ «al., 2014, Faraone
et al.,2015) 1. Before each test, female mosquitoes were
transferred [rom the cages to the cup for one hour and
specimens with broken legs or unable to fly were discarded
and replaced. Twenty replicates of batches of 5 female
mosquitoes per cone were exposed to each concentration of
the mixture for lhour. Five replicates were run as control
using a portion of net impregnated only with permethrin at
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0.375%. Considering only the higher concentration of cach
essential oil, the number of knock down (KD) mosquitoes
was recorded at 10 minutes intervals during 1 hour exposure
period and the time required for knocking down 50% and
95% of the individuals(KDTso and KDTos ) estimated with
95% of confident interval. After the exposure period,
mosquitoes were transferred back to recovery cups and
provided with 10% of glucose solution soaked on cotton
pad. Mosquito mortality was recorded 24 hours post-
exposure; individuals with broken legs or not able to fly
were also considered as dead. Afier the tests, adult
mosquitoes of Anopheles gambiae S.L from field population
and Culex quiquefasciarus were kept in Eppendorf tubes at -
4°C for identification.

Adult mosquito identification

Adults female of the field population of 4nopheles gambiae
S.L were morphologically identified using the Gillies and
Coetzee key (1987) while Culex quinquefasciatus mosquito
were identificd using Peter Gupp (1996) and Reuben (1994)
keys. Genomic DNA of 4n.gambiae S.L was extracted
according to the Livak protocol (1984) and molecular
identification of females was conducted according to
Santolammazza et al protocol (2008). As for the adult
females of Culex quinquefasciatus, their molecular
identification was not possible because the TAG MANN
device used did not allow it.

Data analysis for Bioassays

The lethal concentrations inducing 50% and 95% (LCs, and
LCys) larval mortality were calculated using log probit
approach with WINDL CIRAD-CA softwarc version 2.0
and STATISTICA softwarc version 6.0 to plot the graphs.
The relation between the exposure time, the mortality and
the doses was assessed using probit regression.

For the adulticidal activity, the time at which 50% and 95%
of adult mosquitocs were knocked down (Knock down time,
KTDso and KDTos) and the LCsp and LCos were calculated
using WINDL CIRAD-CA software version 2.0. The
relation between the knock down time, mortality and the
doses were assessed using probit regression.

Results

Yield of Piper
Essential oil
The table 2 below provides characteristics of Piper
umbellatum and Cannabis sativa L leaves

bollat

and C bis sativa L

Table 2: The oil yield of Piper umbellatum and Cannabis sativa L

Plant name Family Certification number | Leaves weight(g) | Essential oil weight(g) | Extraction yield
Piper umbellatum Piperacea 3614SRFK 7390.8g 0.9g 0.012%
Cannabis sativa L Cannabacea 25967SRF/Cam 3,375g 1.5g 0.044%

The extraction yield of Piper umbellatum and Cannabis
sativa L leaves essential oils were very low and therefore
require a huge mass of plant to obtain a volume of essential
oils sufficient for biological assays. A better method of
cxtraction, the judicious choicc of the period of harvesting
and the control of some edaphic factors could allow a good
yield.

Chemical composition of Piper umbellatum and Cannabis
sativa L leaves essential oils

The chemical analysis of Piper umbellatum leaf essential
oil revealed up to 24 different compounds comprising
89.60% of the essential oil. Major compounds were
sesquiterpenes: copaene (9.63%) B-elemene (10.56%) and y-
murolene (11.37%). Unidentified components comprise
10.40 % of the essential oil.
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Table 3: Chemical composition of Piper umbellatum leaf essential oil (Abé et al., 2019)

Elution order Compounds Percentage Kovat r ion index
Npo. Po.
I o-pinenc 6.23 931 1035
2 camphene 1.83 944 1063
3 p-pinene 1.83 971 1132
4. B-myrcene 4.60 981 1161
5. 1i 1.56 1022 1203
6. Z-B-ocimene 1.33 1025 1242
/8 E-B-ocimene 2.63 1037 1247
8. linalool 1.27 1086 1533
9. L-borneol 2.45 1153 1719
10. terpinen-4-ol 2.96 1163 1611
11. p-menth-1-en-8-ol 5.32 1280 -
12. copaene 9.63 1375 1491
13: 1 10.56 1386 1577
14. caryophyllene 137 1419 1612
15. a-caryophyllene 1.18 1453 -
16. y-muurolene 11.37 1473 1689
17. germacrene D 3.92 1480 1708
18. a-farnesene 1.90 1496 1744
19. 3-cadinene 2.30 1513 1765
20. 1 1.14 1532 -
2L z-nerolidol 4.56 1550 2036
22. caryophyllene oxyde 1.95 1567 2001
23. a-eudesnol 1.6 1652 2227
24. phytol 6.1 2116 2613
Total 89.6% - -

Analysis performed by gas chromatography with two Perkin
Elmer instruments, a Clarus 500 GC gas chromatograph
coupled to an MS Clarus 500 mass spectrometer. Individual
components were identified by their retention index as
described in Adams (2012) and their mass spectra are
interpreted using the WILEY L computer library.
Constituents are presented in the order of elution from the
columns. Npo: non polar; Po: polar

Among these 24 identified compounds of P.umbellatum, o-

pinene; B-pinene; B-myrcene; linalool and o-caryophyllene
were reported effective on various insects and pest.

The chemical analysis of Cannabis sativa L leaf essential oil
revealed up to 81 components unlike that of Piper
umbellatum (table 4). The essential oil of Cannabis sativa L
is also composed of monoterpenes and sesquiterpenes, the
most abundant of which were o-pinene, B-pinene, myrcene,
E-B-Ocimene, terpinolene, E-B-Caryophyllene and o-
Humulene.

Table 4: The chemical composition of Cannabis sativa L leaf essential oil (Abé ef al., 2018)

Elution order Compound Percentage Kovat indices
HP-1 Innowax
L Z-3-Hexenol 0.03 842 1380
2 E-2--Hexenol 0.02 852 1408
3. Heptanone-2 0.03 864 1182
4. Hexenol 0.03 869 1351
5. Heptanal 0.03 880 1185
6. 2-Amyl furan 0.01 884 1124
7. a-Thujene 0.12 923 1032
8. a-Pinenc 8.12 931 1035
9. Camphene 0.013 944 1063
10. Octene-1-0l-3 0.03 961 1427
11. 6-Methyl-5-heptenone-2 0.005 964 1116
12. Sabinene 0.12 967 1118
13. B-Pinene 3.64 971 1132
14. 6- Methyl-5-hepten-2-ol 0.02 974 1163
15. Myrcene 31.75 981 1159
16. X-3-Carcne 0.92 997 1011
17. o-Phellandrene 0.42 998 1175
18. a-"Terpinene 0.31 1010 1188
19. Hexylacetate 0.02 1010 1272
20. P-Cymene 0.11 1014 1200
21; Limonene 1.3 1022 1203
22, 1,8-Cineole+B-phellandrene 1.29 1022 1213
23. 7-B-Ocimene 1.10 1025 1242
24. E-B-Ocimene 9.05 1037 1247
25; Y-Terpinene 0.23 1049 1255
26. E-Thujan-4-ol 0.03 1053 1463
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27. Fenchone+methyl benzoate 0.02 1072 -
28. p-Cymenene 0.09 1072 437
29. Terpinolene 14.76 079 290
30. Nonanal 0.03 083 91
31 analool 0.09 1086 $33
32. Z-Thujan-4-0l 0.03 1092 -
33 Penllen 0.02 1098 1429
34 a-Fenchol 007 00 570
3s. Z-p- Menth-2-¢cn-1-0l 0.03 4 $70
36. E-p- Menth-2-¢o-1-0l 007 4 571
37. 4E, 6Z- Allo-ocymene 0.01 9 375
38 dicnol 0.03 25 -
39. Fpoxy terpinolene 0.05 30 .
40. Menthone 0.04 36 1465
41, Borneol 004 53 719
a2 P-Cymxn-8-ol 0.12 6 864
43 Terpinen-4-ol 007 63 6]
44 a-Terpmncol 0.04 75 682
45, Citronellol 0.02 1212 764
4. Tlexyl butyrate +methykhavicol 006 224 -
7. E-Ancthole 0.10 264 826
48, a-Ylangene 020 370 490
49. a-Copacne 0.0 37 91
S0. P-Elemene 0.0 186 77
51 Isocaryophy o 23 408 -
52. Z-a-Bergamotene ). 410 559
S3. a-Santalene ). 14 415 582
54, E-B-Caryophyllene 10.72 419 612
SS. E-a-Bergamotene 085 435 $78
56. Allo-Aromadendrene 030 439 620
57. a-Guaiene +unidentified compound 0.04 442 -
S8, E-B-Famesene 23 449 1663
59. Y-Elemene+unidentified compound 0.04 449 -
60. a-Humulene 328 452 654
61. Y- Muurolene 0.08 473 689
62. Seclma-4,11-diene 022 475 674
63. Sclma-4,7(1 1 diene+ E-a-Bisabolene 036 475 688
64. B-Sclinene 0.58 480 700
6S. a-Schinene 041 491 707
66. k. F-a-Famesene 020 496 744
67. f-Bisabolene 021 49 727
68. 7-Epi-a-Schinene 021 507 764
69. Y-Cadinene 0.08 S13 740
70. X-Cadinene 0.09 S13 765
71. 12-Noe-caryophyll-S-cn-2-one 002 SIS -
72. Y-Sclinene 024 526 -
73 Germacrene B 0.14 53§ 23
74. Sehina-3,7(11)-dsene 037 $37 783
75. E-Neroldol 0.15 S50 2036
76. Spathulenol 0.03 $65 2107
77. Epoxy Caryophylicne 0.08 563 -
78. CaryophylieneOxide 25 567 2001
79. HumulencOxide 030 97 2047
80. Not identified compound 0.14 - .
81, Not entified compound 0.18 - -

TOTAL 98.27

Analysis performed by gas chromatography with FID
detection on 2 columns of different polarity: HP1 and
INNOWAX Individual components arc identificd by their
retention index as described in Adams (2012) and their mass
spectra are interpreted using the WILEY L computer library.
Constitucnts arc presented in the order of clution from the
columns.

Larvicidal activity of the mixturc of Piper umbellatum
and Cannabis sativa L leaves essential oil with temephos
Larvicidal activity of the mixture of Piper umbellatum
with temephos on Anopheles gambiae sl and Culex
quinquefasciatus in 24 hours

Anopheles gambiae S.L. and Culex quinquefasciatus larvae
were exposed to the mixture of Piper umbellatum cal
cssential oil with temephos for 48 hours cxposure period.
Dead larvac were recorded after 24 hours and 48 hours.
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Fig 1: Larvicidal activity of the mixture of Piper umbellatum leaf essential oil with temephos on Anopheles gambiae S L and Culex
quinquefasciatus alles 24 b

The different regression line equations of the effect of the
mixture of Piper umbellatum leaf cssential oil with

temephos  on  Anopheles  gambiae sd and Culex
quinquefasciatus  for 24 hours  ¢xposure  are:
Y =991+13258X (H= 312, p= 0014) and

You=54.42+42071.32X( H=23.2; p<0.05) respectively. Lethal
concentrations for 50% and 95% mortality (LCs and LCys)
are: 0.30%; 0. 0011% and 0.64%; 0.024% respectively for
Anopheles gambiae S.L and Culex quinquefasciatus.

Larvicidal activity of Piper umbellatum mixture on
Anopheles gambiae S.1. and Culex quinquefasciatus in
48hours

quinquefasciatus. Thus, lethal concentrations for killing
50% and 95% of the exposed larvae (CLs) after 48 hours
are: 0.023% and 0.001% respectively for Anopheles
gambiae SL and for Culex quinquefasciatus. While the
Iethal concentrations for 95% (LCos) mortality arc: 0.38%
and 0.015% respectively.

Larvicidal activity of Cannabis sativa L lcaf csseatial oil
mixture on Anopheles gambiae S\ and Culex
quinquefasciatus

Larvicidal activity of Cannabis sativa L leaf essential oil
mixture on gambiae S.L. and Culex
quinquefasciatus in 24h

-
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Fig 2: Larvicidal activity of the mixture of P.umbellatum lcaf
cssential o1l with temephos on Anopheles gambiae S.1. and Culex
quinguefasciatus after 48 h

The obscrvation was cxtended to 48 hours. The cfficacy
increases with the duration of the exposure and the
concentrations of the cssential oil. The regression line
cquations gencrated  are: Y, #89.39+90.75X  (H"9;
p0.0008) and Yo=73.75+141228X (H=10; p<0.05)
respectively for Anopheles gambiae SL and Culex
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Gamb.: Anopheles gambiae S 1., Cx.: Culex quinguefasciatus
Fig 3: Larvicadal activity of the mixture of Canmabis sativa L leal
essential oil with temephos on Anopheles gambiae S.1. and Culex

quingquefasciatus after 24 h

The regression line equations for larvicidal acitivity of the
mixture of Cannabis sativa L leaf essential oil with temphos
generated are: Y,=42.71+5091X ( H=3.34; p=0.012) and
Yo=68.554217.30X (H=10.17; p<0.05) respectively for
Anopheles gambiae S.1. and Culex quinquefasciatus, Lethal
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are: 0023% and 0001% respectively for Anopheles
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Iethal concentrations for 95% (LCw) mortality are: 0.38%
and 0.015% respectively.
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The obscrvation was cxiended 10 48 hours. The cfficacy
increascs with the duration of the cxposure and the
concentrations of the cssential oil. The regression line
oquations gencrated  are: Y, #89.39+90.75X  (H*9;
pro0008) and Yo" 73.75+4141228X (H#10; p<0.0%)
respectively  for  Anopheles gambiae SL and Culex
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quinguefasciatus after 24 b

The regression line equations for larvicidal acitivity of the
mixture of Cannabis sativa L leafl essential 0il with temphos

are: Y ~2.7145091X ( H=3.34; p~0.012) and
Yo 68 55+217.30X (H=10.17; p<0.05) respectively for
Anopheles gambiae S.L. and Culex quinguefasciatus, Lethal
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concentrations for 50% and 95% mortality of the larvac arc:
0.14%; 0.002% and 0.35% and 0.026% respectively for
Anopheles gambiae s.I and Culex quinquefasciatus. Culex
quinquefasciatus larvac are more susceptible to the mixture
of Cannabis sativa L leaf essential oil with temephos than
those of Anopheles gambiae S.L.

Larvicidal activity of Cannabis sativa L leaf essential oil

mixture with temephos on Anopheles gambiae S.I. and
Culex quinquefasciatus after 48h
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Fig 4: Larvicadal activity of the mixture of C.sativa L Jeaf essential

oil with temephos on An.gambiae S.L and Cx.quinquefasciatus
afler 48h
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Larvicidal activity of the mixture increases with dose and
the duration of cxposure. The regression line equations of
the adjuvant cffect of Cannabis sativa Leaf cssential oil for
cffectivencss of temephos on the larvac of Anopheles
gambiae SL and Culex quinquefasciatus after 48 hours
exposure are: Y, =49.39+260.55X (H=3.2; p=0.014) and
Yoor81.06+134. 27X (H=15.52; p<0.05) respectively for
Anopheles gambiae S.L and Culex quinquefasciatus. The
lethal concentrations for 50% and 95% mortality of the
exposed larvae are: 0, 011%; 0.0013% and 0.17%; 0.013%
respectively for Anopheles gambiae S.I. and for Culex
quiquaefasciatus.

Lethal concentrations of the mixture efficient afer 48 hours
exposure are tenfold lower than those necessary for 24 hours
cxposurc, both for the larvac of Anopheles gambiae S.L and
Culex quinquefasciatus.

Adjuvant property of Cannabis sativa L and Piper
umbellatum leaves cssential oil for effectiveness of
permethrin on adult female of Anopheles gambiae
S.Land Culex quinquefasciatus

Knock down activity of the mixture of Piper umbellatum
Icaf cssential oil with permethrin on Anopheles gambiae
S.L and Culex quinquefasciatus

According to WHO(20013) and CDC(2013) procedures,
adult female of Anopheles gambiae SL and Culex
quinquefasciatus were exposed to the impregnated material
for 1 hour; at 10 minutes interval, individuals feld on their
back or on the side were recorded.
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Fig 5: Knock down activity of the mixture of Piper umbellatum
Ical essential oil with permethnn on Anopheles gambiae S.1 and
Culex quinquefasciatus

For 1 hour exposure, the mixture of Piper umbellatum \eal
cssential oil with permethrine knock down activity on adult
female of mosquito was asscssed with 95% confident
interval. The regression equations generated for cach

ito arc:
Yg= 2.66+1.74X (H=5.051: p=0.003) and Yex=
32.46+1.20X (H=798; p=0.0005) respectively for

Anopheles gambiae S.L and Culex quinquefaciastus, Time
necessary for knocking down 50% and 95% (KDTs and
KDTy) of cxposed mosquito are: 27+0.4min; 1420.8min
and 5320.6min; 52+0.11min respectively for Anopheles
gambiae S.L and Culex quinguefasciatus. The females of
Culex quinquefasciatus succumb more quickly 1o the toxic
cffect of the mixture compared to those of Anopheles
gambiae S.L.

Knock down activity of the mixture of Cannabis sativa L
Icaf essential oil with permethrin on Anopheles gambiae
S.L and Culex quinquefasciatus

Considering only the higher concentration of the mixture,
adult female of Anopheles gambiae SL and Culex
quinquefasciatus were ¢xposed 1o the mixture of Cannabis
sativa L leaf essential oil with permethrin for 1 hour. At 10
minutes interval, individuals knocked down were recorded.
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Fig 6: Knock down activity of Cannabis sativa 1. kaf essential oil

maxture with permethnn on adult female of Anopheles gambioe
S.L and Culex quinquefasciatus
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The regression line cquations gencrated are: Yg=29.
73+1.21X (H=8.22; p=0.0004) and Yc=41. 93+0.99X
(H=9.52; p=0.0002) respectively for Anopheles gambiae
S.L and Culex quinquefasciatus. Thus, time necessary for
knocking down 50% and 95% of exposed mosquitoes are:
16+0.75min; 8+0.15min and 53+0.94min; 53+0.6 min
respectively for Anopheles gambiae S.L and Culex
quinquefasciatus. After onc hour of contact no difference of

www.entomologyjournals.com

susceptibility appcars between the two mosquitocs specics
(H=1.88; p=0.82).

Adulticidal activity of the mixture of Piper umbellatum
leaf essential oil with permethrin on Anopheles gambiae
S.L and Culex quinquefasciatus
Afler the exposure, 24h late, dead mosquito were recorded
and the curve below was plotted.
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Fig 7: Adulticidal property of the mixture of Piper umbellatum leaf essential oil with permethrin on Anopheles gambiae S.L and Culex
quiquefasciatus

The regression line  equations generated  are:
Yg=55.40+211.64X (H=8.14; p=0.0012) and
Y,=69.76+141.76X (H=11.22; p=0.0003). From these
equations, lethal doses for 50% and 95% mortality (LCso
and LCos) are: 0. 024%; 0.011% and 0.18%; 0.17%
respectively  for Anopheles  gambiae S.L and Culex
quinquefasciatus. Adult of Anopheles gambiae S.L seem to
be less susceptible to the toxicity of the mixture of
permethrin with Piper umbellatum leaf essential oil than

those of Culex quinquefasciatus (H=4; p=0.03).

Adulticidal activity of the mixture of Cannabis sativa L
leaf essential oil with permethrin on Anopheles gambiae
S.L and Culex quinquefasciatus

After the contact of adult mosquitoes with increasing
concentrations of the mixture and 24 hours post exposure,
dead individuals were counted and the curve below was
plotted with 95% confident interval.
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Fig 8: Adulticidal activity of the mixture of Cannabis sativa 1. leaf essential oil with permethrin on Anopheles gambiae S.1. and Culex
quinqueafsciatus
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The different regression line cquations of the activity of the
mixture of permethrin and Cannabis sativa L leal essential
oil arc:  Ya=41.79+294.3X(H=6.2; p=0.003) and
Y=56.45+244.4X (H=8.4; p=0.001) respectively for
Anopheles gambiae S.L and Culex quinquefasciatus. Lethal
concentrations for 50% and 95% (LCso and LCos) mortality
are: 0.027%; 0.01% and 0.18%:; 0.15% respectively for
Anopheles agmbiae S.L and Culex quinquefasciatus. Adult
of Anopheles gambiae S.L scem to be less susceptible the
toxicity of the mixture of Cannabis sativa L leaf essential
oil than those of Culex quinquefasciuatus (H=3.9; p=0.016).

Identification of adult mosquitoes

Molecular analysis carried out with DNA extracted from 71
adult individuals of the gambiae complex collected near the
Ewoé¢ River and the morphmogical determination of
individuals collected from Melen pond revealed the results
given in the table 5 below.

Table S: Specific composition of adult mosquitoes collected at
Melen pond and on the banks of the Ewoé River (Abé et al., 2019)

Harvest site | gender Species Number %o

Anopheles| An. gambiae s.1 4 2%

Cx.perfuscus 14 7%

MelenPond | Calex G x.qui:qujef(wcialu.\' 182 91%
Total - 200 100%
LEwoe river it An. gambiae 5.5 3 4,23%
i An. coluzzii 68 95,77%

Total - 71 100%

Discussion

The aim of our study was o evaluate the effectiveness of the
combination of Piper umbellatum and Cannabis sativa L
leaves with temephos and permethrin on 4nopheles gambiae
S.L and Culex quinquefascaitus, two major vectors under
Laboratory conditions.

The chemical analysis of essential oils revealed 81
compounds for Cannabis sativa L and 24 compounds for
Piper umbellatum. These compounds constitute 98.27% and
89.6% of the mass of essential oil analysed (respectively for
Cannabis sativa L and for Piper umbellatum) and arc
mostly terpenes. In addition, during this chemical analysis
of essential oils, several compounds remained
undetermined. More sophisticated equipment and soltware
will allow their subsequent determination

Comparing the results of chemical analysis, there arc more
compounds in Cannabis sativa L than in Piper umbellatum
leaf essential oil. This difference would depend on the
specificity of each plant and also on the type of equipment
used for the chemical analysis of essential oils. Terpenic
compounds such as pinenes, terpinolene, 1-8 cineol found in
thesc plants have been reported to have insecticidal,
bactericidal, acaricidal, antiviral and fungicidal activity by
severals authors (Brochot ef al., 2017).

The morphological and molecular identification of adult
mosquitoes [rom wild individuals of Anopheles gambiae
S.L collected near Ewoe River revealed a composition of
95.77% of Anopheles coluzzii and 4.23% of Anopheles
gambiae S.L; while the only morphological identification of
adult mosquitoes from Melen's pond revealed: 2% of
Anopheles coluzzii; 7% Culex perfuscus and 91% Culex
quinquefasciatus. Thus, according to the CDC (2013), the
results of biological assays carried out on mosquitoes from
Ewoé¢ River and Melen pond are attributed to Anopheles

www.entomologyjournals.com
coluzzii  (Anopheles  gambiae  S.L) and  Culex
quinquefasciatus respectively.
Regarding the adjuvant cffect of the cssential oil of the
leaves of Cannabis sativa L for the cffectiveness of
temephos on the larvae of the wild strain of Anopheles
gambiae S.L after 24 hours, the mortality rate (46 £ 0.2%) is
almost constant between essential oil concentrations from
0.00156% to 0.0062% and similar to the larval mortality
rate for temephos acting alone. But from a concentration of
0.0125% of Cannabis sativa L leaf essential oil in the
mixture, there is a drop in larval mortality from 46 = 0.2%
0 37 = 0.2%. Unlike the larvae of Anopheles gambiae S.L,
this drop in larval motility in Culex quinquefasciatus (44 =
0.4%) is immediately observed from a concentration of
0.00125% from Cannabis sativa L leaf essential oil in the
mixture with temephos. Larvae mortality then increases for
each of the species with the concentration of Cannabis
sativa Lleal essential oil in the mixture with teemphos.
Likewise, mixing temephos with Piper umbellatum laef
essential oil gives almost similar larval mortality rates for
Anopheles gambiae S.L (52 £ 1.2%) between the essential
oil concentrations of 0.00125% to 0.0125% in the mixture
with temephos. But from a concentration of 0.025% of
P.umbellatum leal essential oil, there is a drop in larval
mortality of the ficld strain of Anopheles gambiae S.L from
52 + 1.2% to 38 + 1%. Subsequently, the effectiveness of
the combination against the larvae of the field strain of
Anopheles gambiae S.L incrcases with the doses of Piper
umbellatum leaf essential oil in the mixture with teemphos.
For Culex quinquefasciatus larvae, the mortality rate (68 +
0.7%) immediately increases with the concentration of
essential oil in the mixture. It thus appears, an cffect of
partial neutralization of the toxicity of temephos by the
essential oils of Cannabis sativa L and Piper umbellatum
leaves essential oil.
As for the activity of mixing the essential oils each plant
lcaf, Cannabis sativa L and Piper umbellatum with
permethrin on wild adults of Anopheles gambiae S.L and
Culex quinquefasciatus, the comparison of the average
knock down rates on the effect of the mixture of Cannabis
sativa L leal with permethrin does not show a significant
difference between adults of the two species (H=1.88; p=
0.12). For the permethrin-essential oil combination of Piper
umbellatum lcaf cssential oil on the contrary, the
comparison of the means of the Knock down rates of the
two species shows a significant difference (H = 4; p =
0.042). Culex quinquefasciatus succumbing faster than
Anopheles gambiae S.L. Knock down although being a
preliminary phasc of mortality does not lecad to mortality
with the same proportions for the mixture permethrin-
essential of Cannabis sativa L leaf. Thus, comparison of the
average mortality rates of the two species shows that adults
of Culex quinquefasciatus are more susceptible (o the
mixture than those of the field strain of Anopheles gambiae
S.L Comparison of average mortality rates of adults of the
field strain of Anopheles gambiae S.L and of Culex
quinquefasciatus shows that the individuals of Culex
quinquefasciatus are more sensitive as well for the mixture
permetrin-essential oil of Cannabis sativa L leaf (H=3.9; p
= 0.016) than for the permethrin — essential oil mixture of
Piper umbellatum leaf (H = 4; p = 0.03). This bchavior
would be linked to the specificity of cach of the two species.
There is also a drop in the mortality rate of adults of the
field strain of Anopheles gambiae S.L compared to the
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control in the lowest concentrations of essential oil in the
permethrin-essential oil mixtures. These rates thus go from
49 + 0.5% for permethrin acting alone to 38 £ 0.6% in the
mixture of permepthine with 0.0125% from Cannabis sativa
L leaf essential oil and from 51 + 0, 7% for permethrin
acting alone to 46 = 1% in the mixture of permethrin with a
concentration of 0.0125% from Piper umbellatum leal
essential oil. This drop in the mortality rate, on the contrary,
is not observed in Culex quinquefasciatus; their mortality
rate immediately increases with the concentrations of
essential oil in the mixture.

Indeed, whether for the larvicidal or adulticidal activity of
mixtures of synthetic insccticides with essential oils on
Anopheles gambiae S.L and Culex quinquefasciatus, there
appears to be a partial attenuation of the toxicity of synthetic
insecticides used in this work (temephos and permethrin).
This partial neutralization or attenuation of the toxicity of
temephos and permethrin by Cannabis sativa L and of Piper
umbellatum leaves essential oil could be due to a blocking
or partial inhibition of the active principles of temephos and
permethrin. This partial antagonism has been observed by
some authors when combining linalol-thymol with
spirotetramat against Myzus persicae (Faraone el al., 2015)
B or when combining several essential oils with permethrin
against adults of Aedes aegypti and of Anopheles gambiae
(Gross ef al., 2017) 5. This activity of partial inhibition of
some of the active ingredients of temephos and permethrin
without permanently altering their cffectiveness, would
offer an advantage in the fight against vectors and other
harmful insects. Because the impact of reference
insecticides on non-target organisms could thus be limited.
In addition, the rebound cffect observed for the activity of
temephos and permethrin thereafter with increasing doses of
essential oils would allow their effectiveness to be improved
compared to resistant insects. The work carried out by
several authors (o assess the effectiveness of the
combination of essential oils with reference insecticides has
shown the cffectiveness of the essential oil-permethrin
combinations against adults of 4edes aegypti (Chansang et
al., 2018) 7 and flies domestic (Joffe et al., 2011) 8] In
the work of these authors, by mixing with essential oils, the
concentrations of synthetic insecticides are reduced while
preserving their effectiveness due to the low concentrations
of essential oils. This is the casc in this work; the essential
oils from Cannabis sativa L and Piper umbellatum leaves
increase the effectiveness of temephos and permethrin, just
like studies carried out in Ghana on a strain of Anopheles
gambie S.L resistant to deltametrin and permethrin (Dadzie
et al., 2017) ) and in Iran on the cffectivencss of the
combination of the essential oils of Eucalyptus globulus and
Rosmarinus officinalis on cockroaches, Culex pipiens,
Anopheles stephensi and house flies (Zibaee and Khorram;,
2015) B9,

Conclusion

From this study, it appears that low concentrations of
cssential oil from Cannabis sativa L and Piper umbellatum
partially inhibits the effectiveness of temephos and
permethrin on adult and larvae of Anopheles gambiae S.L
and Culex quinquefasciatus. The effectiveness of the
mixture then increases with the concentrations of essential
oil.

To properly establish the effectiveness of the mixture of
Cannabis sativa L and Piper umbellatum leaves essential oil

www.entomologyjournals.com

with synthetic insccticides on Anopheles gambiae S.L and
Culex quinquefasciatus, trials must be carried out in the
ficld. More appropriate apparatus and methods will allow an
improvement in the extraction yiclds of essential oils and
the identification of the compounds which have hitherto
been unknown. Other in-depth studies may explore how to
resolve the problem of the extreme volatility of essential
oils; determinc the essential oil responsible for the partial
inhibition of the toxicity of temephos and permethrin and
the mechanisms involved. The exploration of the adjuvant
property of local plants essential oil must continue, in view
of the fact that the combination of essential oil with
synthetic insccticides would reduce their hazardous cffect to
non-target organisms and enhance their effectiveness
against resistant insects.
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