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RESUME

Le paludisme demeure de loin la parasitose la plus importante dans le monde
intertropical, et particulierement en Afrique au sud du Sahara (Tchoumbougnang et al., 2009).
Le changement de comportement et 1’apparition de la résistance aux insecticides de synthese
dans les populations naturelles de vecteurs a conduit les chercheurs a envisager le recours aux
molécules naturelles c’est-a-dire celles a base de plantes. Dans ce travail, les activités ovicides,
larvicides et "nymphocides" de I’huile essentielle des graines de Piper nigrum ont été évaluées
sur Anopheles gambiae ss. Des moustiques adultes ont été fournis par ’OCEAC et élevés dans
I’insectarium du Laboratoire de Zoologie de I’Ecole Normale Supérieure de Yaoundé. L’huile
essentielle de Piper nigrum a été extraite par hydrodistillation et une analyse chimique a été
réalisée par chromatographie en phase gazeuse (CPG) et par couplage chromatographie en
phase gazeuse-spectrometrie de masse (CPG/SM). Des ceufs, des larves de stades 1, 2, 3, 4 et
des nymphes ont été exposés a I’huile essentielle et testés en laboratoire suivant le protocole de
I’OMS 2005. L’huile essentielle a été testées a 0,025% ; 0,05 % ; 0,1 % ;0,3% ;0,5% ; 0,6
%:07%:09%:1%;15% ;2% :;25% et3 %. Le rendement d’extraction de ’HE de
Piper nigrum eétait de 0,26 %. Cette huile essentielle a révélé la présence de 30 composés
terpéniques ; les monoterpénes étaient le principal groupe de composés trouvés avec le
limonéne (9,74 %), le (+)-camphene (8,44 %) et le B-pinéne (8,00 %) comme ingrédients
principaux. Des tests biologiques, un taux d’éclosion des ceufs tres faible (5 %) apres 72h
d’exposition a une concentration de 3 % a été obtenu ; aprés 48h d’exposition, 100% de
mortalités chez les larves de stades 1 et 2 pour une concentration de 0,5 % a été observee ; quant
aux larves de stades 3 et 4 pour avoir une mortalité totale, il a fallu des concentrations de 0,7 %
et 0,9 % respectivement. Le stade nymphal a donné un taux d’émergence trés bas (3 %) pour
une concentration d’huile a 3 % aprés 72h d’exposition. De ces résultats, il apparait que 1’huile
essentielle de Piper nigrum est dotée de propriétés ovicides, larvicides et "nymphocides” sur

les stades aquatiques d ’Anopheles gambiae.

Mots clés : Paludisme, huile essentielle, insecticide, Piper nigrum, Anopheles gambiae.
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ABSTRACT

Malaria remains by far the most important parasitosis in the intertropical world,
particularly in Africa South of the Sahara (Tchoumbougnang et al., 2009). Behavioral change
and the emergence of resistance to synthetic insecticides in natural vector populations has led
researchers to consider the use of natural molecules, that is, those of plant-based. In this work
ovicidal, larvicidal and "nymphocidal™ activities of the essential oil of Piper nigrum seeds were
evaluated on Anopheles gambiae ss. Adults mosquitoes were supplied from OCEAC and were
reared in the insectarium of the Laboratory of zoology of the Trachers Training College of
Yaoundé. Piper nigrum essential oil was extracted by hydrodistillation and a chemical analysis
was carried out by gas chromatography (GC) and by gas chromatography-mass spectrometry
(GC / MS) coupling. Eggs, larvae and nymphs were exposed to essential oil and tested in
laboratory according to the protocol of the WHO 2005. The essential oil was tested at 0.025% ;
0.05% ; 0.1% ; 0.3% ; 0.5% ; 0.6% ; 0.7%; 0.9% ; 1% ; 1.5% ; 2% ; 2.5% et 3%. The extraction
yield of the Piper nigrum HE was 0.26%. This essential oil has revealed the presence of 30
terpenes compounds; Monoterpenes were the main group of compounds found with limonene
(9.74%), (+) - camphene (8.44%) and B-pinene (8.00%) as the main ingredients. Biological tests
showed a very low egg hatching rate (5%) after 72 hours of exposure at a concentration of 3%
of essential oil was obtained; after 48 hours of exposure, 100% mortalities in 1 and instar 2
larvae at a concentrations of 0.5% were observed; 3 and 4 instar larvae to have a total mortality
required concentration of 0.7% and 0.9% respectively. With nymphs, we have a very low
emergence rate (3%) for a 3% oil concentration after 72 hours of exposure. From these results,
it appears that the essential oil of Piper nigrum has ovicidal, larvicidal and "nymphocidal™

properties on the aquatic stages of Anopheles gambiae.

Key words: Malaria, essential oil, insecticide, Piper nigrum, Anopheles gambiae.



INTRODUCTION

Le paludisme est une maladie causée par des parasites du genre Plasmodium dont la
transmission est essentiellement assurée par les anopheles du complexe Anopheles gambiae et
Anopheles funestus (Hunt et al., 1998). Obstacle pour le développement puisqu’il affecte
I’économie en réduisant son dynamisme et en entravant la scolarité des enfants (OMS, 2018),
le paludisme représente un veritable défi pour la recherche. Des données statistiques récentes
révelent que cette parasitose provoque 88% de cas palustres, dont 90 % des cas de décés en
Afrique Sub-Saharienne avec plus de 70 % principalement chez les enfants de moins de cing
ans et les femmes enceintes (OMS, 2016). On a dénombré en 2017, 219 millions de cas de
paludisme contre 217 millions de cas enregistrés en 2016 ; le nombre de deéceés dds au paludisme
a été estimé a 435 000 en 2017 contre 451 000 en 2016 (OMS, 2018).

Au Cameroun, le paludisme demeure I’endémie majeure et la premiere cause de
morbidité et de mortalité dans les groupes les plus vulnérables, c’est a dire les enfants de moins
de cing ans et les femmes enceintes. Les statistiques sanitaires révélent qu’il est responsable
de 24% du total des décés dans les formations sanitaires, de 40% a 45% des consultations
médicales et de 30% des hospitalisations (PNLP, 2012). Par ailleurs, 52% des consultations
chez les enfants de moins de 5 ans sont dues au paludisme simple et grave (PNLP, 2012). Dans
I’optique de réduire I’expansion du paludisme, le gouvernement Camerounais appuyé par de
nombreuses organisations internationales a pris des mesures parmi lesquelles, la prise en charge
gratuite des enfants de moins de 5 ans atteints du paludisme par toutes les formations sanitaires
et la distribution gratuite de plusieurs millions de moustiquaires imprégnées a longue durée
d’action (MILDA).

Malgré tous ces efforts fournis par la communauté scientifique pour réduire le taux de
prévalence du paludisme, plusieurs facteurs rendent difficile son éradication. Il s’agit : de la
recrudescence et de la résistance du plasmodium aux antipaludéens traditionnels
utilisés (Ombito et al., 2014) ; de la résistance des moustiques aux insecticides de synthése
(Marimuthu, 2010) ; des conditions d’hygiénes de nos grandes villes favorisant le contact
Homme/moustique, du colt élevé des nouveaux antipaludéens et insecticides
(Tchoumbougnang et al., 2009) ; du changement de comportement des moustiques qui, piquent
et se reposent plus a ’extérieur des habitations qu’a I’intérieur contournant ainsi les MILDA et

les PID (Wondiji et al., 2018). Ces facteurs ont donc conduit a l'utilisation de synergistes qui



augmenteraient l'efficacité des insecticides en inhibant l'activité de I'enzyme détoxifiante. Les
vertus thérapeutiques des plantes médicinales et aromatiques en tant que anti- inflammatoires,
antiseptiques, antifongiques, bactéricides, antitoxiques, insecticides et insectifuges ont été
rapportées (Brahim et al., 2006). C’est ainsi que la recherche s’est tournée vers les bio-
insecticides dotés des propriétés insecticides et répulsives, respectueux de I'environnement et
généralement a base d'extraits de plantes et d'huiles essentielles. Plusieurs plantes ont donc été
étudiées par plusieurs auteurs a I’exemple de Tchoumbougnang et al., 2009 ; Toto et al., 2011;
Akono et al., 2012 ; Sayah et al., 2014 ; Foko Dadji et al. (2011, 2016, 2017, 2018) ; Kemabonta
et al., 2018 ; Abe et al., 2019. Au Cameroun, Foko Dadji et al. (2011) ont démontré 1’effet
adulticide de I’'HE de Piper nigrum sur Anopheles gambiae, cependant aucun travail relatif a
I’utilisation de I’huile essentielle de Piper nigrum vis-a-vis des stades aquatiques d’Anopheles
gambiae n’a été mené. La présente étude a été menée avec pour objectif général d’évaluer I’effet
insecticide de I’huile essentielle de Piper nigrum sur les stades aquatiques d’Anopheles

gambiae. Plus spécifiquement, il s’agit de :

- extraire I’huile essenticlle des graines de Piper nigrum ;

- caractériser I’huile essenticlle des graines de Piper nigrum ;

- evaluer la sensibilité des ceufs, larves et nymphes d’Anopheles gambiae aux différentes
concentrations de I’huile essentielle.

Ce travail se décline, en plus des parties introduction, conclusion et perspectives en trois
principaux chapitres. Le premier chapitre intitulé revue de la littérature fait le point sur les
informations utiles pour situer la problématique du sujet. Le deuxieme chapitre présente le
matériel d’étude ainsi que la méthodologie utilisée pour atteindre les objectifs, enfin le

troisieme chapitre présente les résultats obtenus et la discussion.



CHAPITRE | : REVUE DE LA LITTERATURE

I-1-Généralités sur le paludisme

Le paludisme est une maladie parasitaire due a un protozoaire unicellulaire du genre
Plasmodium. Depuis les travaux de Ross (1897) en Inde, on sait que le parasite du paludisme
(découvert par Laveran en 1880) n’est pas véhiculé par le mauvais air mais transmis d’homme a
homme par I’intermédiaire d’un vecteur biologique du genre Anopheles (étymologiquement, «a»»
privatif et ««<Opheles)» utile, autrement dit insecte dénué d’utilité¢) (Carnevale et al., 2009). C’est
une maladie qui sévit de facon endémique dans les régions tropicales et subtropicales de
I’ Afrique, de 1’Asie du Sud et du Sud-Est et de I’Amérique. Il affecte les humains et certains
animaux tels que les Chimpanzés, les Gorilles qui auraient des souches a partir desquelles s’est
différenciée celle de ’'Homme (Weimin et al., 2010).

On estime que 3,2 milliards d’étres humains vivant dans 107 pays et territoires sont
confrontés a ce risque (OMS, 2005). Avec 207 millions de personnes malades et 627 000 déces
en 2012, le paludisme demeure la parasitose la plus importante et concerne majoritairement les
enfants de moins de cing ans et les femmes enceintes. Parmi les Anophéles, Anopheles gambiae
est I’'un des vecteurs majeurs responsable de la transmission de la maladie en Afrique tropicale
(Foko Dadiji et al., 2007). La région OMS de I’ Afrique supporte une part disproportionnée de
la charge mondiale du paludisme. Des donnees statistiques récentes révelent que cette parasitose
provogue 88% de cas palustre, dont 90 % des déces en Afrique Sub-Saharienne avec plus de 70%
principalement chez les enfants de moins de cing ans et les femmes enceintes (OMS, 2016). Le

paludisme reste malheureusement de nos jours I’un des grands fléaux de 1’humanité.

I-1-1- Agent pathogéne

Le paludisme est causé par un protozoaire parasite unicellulaire hématozoaire appartenant
a ’embranchement des Apicomplexa, ordre des Hemococcideae, famille des Plasmodidae, genre
Plasmodium (Bouteille et al., 2007). 1l existe plusieurs especes du genre Plasmodium qui sont

pathogénes a ’'Homme :

- Plasmodium falciparum Welch, 1897. C’est la plus répandue dans toute la ceinture
tropicale du globe responsable d’environ 90% des cas de morbidité palustre et de la majorité des
infections palustres graves et mortelles (Mouchet et al., 2004) ;

- Plasmodium ovale Stephens, 1922. C’est I’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 malariae Laveran, 1881 peut se développer sous les tropiques comme en
zone tempérée, il est responsable de la fievre quarte (Guigen, et al., 1990) ;

- Plasmodium vivax Grassi & Feletti, 1890 est I’agent responsable de la fiévre 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 bréve ou
a longue échéance, observables pendant 3 a 4 ans (Guiguen et al., 1990) ;

- Plasmodium knowlesi Karadjian, 2011 est une espece découverte récemment chez
I’homme ; essentiellement trouvée en Malaisie (Asie du Sud-est), elle est morphologiquement
trés proche du Plasmodium ovale. C’est un Plasmodium affectant originellement les singes avec
un cycle de développement court (Cox-Singh, 2008) ;

- Plasmodium cynomolgi a été découvert pour la premiere fois chez I'Homme a Hulu

Terengganu en Malaisie (Thuy et al., 2014).

I-1-1-1- Cycle biologique du parasite
Ce cycle se déroule en deux parties ; une chez ’'Homme (hoéte intermediaire) ou se
déroulent la reproduction asexuée et I’autre chez 1’Anophéle (héte définitif) ou se déroule la

reproduction sexuée (Fouet, 2010).

» Cycle du plasmodium chez ’Homme
Le cycle du plasmodium chez ’THomme commence par la piqire de 1’Anophele femelle
infectée. Cette derniére inocule a I’homme le germe infectieux appelé sporozoites (Vogel &

Angermann, 1994). Ce cycle se deroule en deux phases asexuees :

- La phase hépatique ou schizogonie exo-érythrocytaire
Unique, elle correspond a la phase d’incubation cliniquement asymptomatique (Bouteille
et al., 2007). Les sporozoaires inoculés par I’Anophéle femelle lors de son repas sanguin restent
pendant une trentaine de minutes dans la peau (figure 1), 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) (Fouet, 2010). Ces derniers se multiplient,
deviennent matures, éclatent et libérent les mérozoites qui passent dans les globules rouges
(Bouteille et al., 2007., Fouet, 2010).
- La phase sanguine ou schizogonie endo-érythrocytaire
Chaque mérozoite pénetre dans le sang, envahit un globule rouge et devient un
trophozoite qui se nourrit du contenu de I’hématie en particulier de I’hémoglobine. Les résidus
de ce métabolisme vont former un pigment noir dans le cytoplasme du parasite appelé hémozoine
qui est une substance pyrétogene. Le trophozoite grandit et devient un schizonte (figure 1) Ce

dernier subit donc une multiplication asexuée produisant 08 a 20 mérozoites (Vogel &



Angermann, 1994). Cette multiplication entraine des éclatements brutaux et synchrones des
globules rouges par hémolyse : c’est ce qui provoque les accés de fievre paludéenne. Lorsque le
schizonte est mir, son noyau se divise plusieurs fois et chaque noyau s’entoure de cytoplasme et
forme ainsi le corps en rosace contenant un amas d’hémozoine en son centre. Au bout de
plusieurs cycles successifs, les trophozoites arrétent de se diviser, modifient leur rapport nucléo-
plasmatique et se transforment en éléments sexués qui sont les microgamétocytes (males) et les
macrogamétocytes (femelles) (précurseurs des cellules sexuelles pourvues d’un noyau
volumineux et un cytoplasme densifié) qui vont demeurer en attente dans le sang (Vogel &
Angermann 1994, Leke et al. 2010).
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Figure 1: Cycle de développement des plasmodiums chez I’homme et chez I’ Anophéle (Fouet,
2010).



» Cycle du plasmodium chez I’ Anopléle femelle (cycle sporogonique)

Chez I’anophéle femelle seule hématophage, se déroule un cycle sexué ou sporogonie.
Les gamétocytes, ingérés par le moustique lors d’un repas sanguin sur un sujet infecté se
transforment en gametes males et femelles (figure 1). Le gaméte male va émettre 06 a 08 gameétes
flagellés qui vont aller féconder des gamétes femelles pour donner naissance a un ceuf libre,
mobile, appelé ookinete (Bouteille et al.,2007 , Chabasse et al., 2007). Cet ookinéte quitte la
lumiére du tube digestif, se fixe ensuite a la paroi externe de I’estomac et se transforme en oocyste
(OMS, 2003 ; Fouet, 2010). Ce dernier aprés éclatement donnera des centaines ou des milliers
de sporozoites qui vont migrer vers les glandes salivaires du moustique d’ou ils pourront
contaminer un nouvel individus des la prochaine piqdre, (Vogel & Angermann, 1994, Leke et
al., 2010).

I-1-1-2-Maladie palustre

» Etude clinique du paludisme

Aprés éclatement des rosaces, le paludisme se présente sous plusieurs formes : acces
palustre simple, accés palustre grave, paludisme transfusionnel et paludisme visceral évolutif,
Neuropaludisme (Brenier & pelloux, 2005).

- Acces palustre simple

On distingue I’incubation, les accés de primo-invasion et les accés de la phase d’état a
fievre périodique 1’incubation correspond a la durée de la phase hépatocytaire (7 a 12 jours pour
P. falciparum) et est totalement asymptomatique ; la primo-invasion est I’invasion des globules
rouges par les plasmodies, elle se manifeste chez les personnes infectees pour la premiere fois
comme les jeunes enfants et les voyageurs ayant jusqu’alors vécu en zone indemne de paludisme.
Elle est caractérisée par un embarras gastrique fébrile associé a des céphalées et des myalgies ;
la phase d’état : Cette forme clinique correspond a la description de la triade classique de ’accés
palustre : « frissons, chaleur, sueurs » survenant tous les 2 ou 3 jours. Les signes d’anémie ou la
présence d’une urine de couleur sombre peuvent étre suggestifs. (Brenier &Pelloux, 2005) ;

- Le paludisme grave

C’est la présence d’une parasitémie avec des formes asexuées de Plasmodium falciparum
et au moins un critére clinique ou biologique de gravité (OMS, 2000) ;
- Le Neuropaludisme
Il est observé chez les enfants et les femmes enceintes majoritairement. Il est causé
exclusivement par Plasmodium falciparum et est dit a I’anoxie des vaisseaux sanguins présents
dans le cerveau ;
- Le paludisme transfusionnel

Il est transmis par 1’intermédiaire d’une transfusion sanguine ou échanges d’aiguilles



lors d’une piqftire ou entre les individus drogués. La période d’incubation est donc courte car il
n’existe pas de cycle pré-érythrocytaire (Brenier & Pelloux, 2005) ;
- Le paludisme viscéral évolutif

Il survient chez les sujets insuffisamment prémunis et exposés a des infestations répétées.
C’est une forme subaigué et chronique associée a une anémie, une myalgie, une fiévre modérée
et un retard staturo-pondéral chez I’enfant (Brenier & Pelloux, 2005) ;
I-1-1-4-Facieés éco-épidémiologique du paludisme au Cameroun

La dynamique de la transmission varie suivant les zones climatiques majeures

correspondant a trois principaux facies écologique du paludisme (wondji et al., 2018):

- La zone climatique du Sud qui correspond a la région forestiére. La transmission du
paludisme y est pérenne et dure 7 a 12 mois. La pluviométrie y est abondante (jusqu'a 5 000
mm). On y distingue quatre saisons : deux saisons de pluies et deux saisons seches. Le réseau
hydrographique est dense et les principaux fleuves sont : le Wouri, la Sanaga, le Nyong, le Ntem,
la Ngoko et le Kadei ;

- La zone de climat tropical soudanien dans 1’Adamaoua et au Nord qui correspond a la
zone de savane boisée de I'Adamaoua et de la Bénoué, caractérisée par une saison de pluie et une
saison seche d’égale durée. La transmission est saisonniere et dure 6 a 8 mois et est intense
pendant la période pluvieuse ;

- Lazone de climat tropical sahélien a I’Extréme-nord. La transmission y est saisonniere et

dure 1 a 3 mois, elle est perceptible pendant la saison de pluie qui est réduite a 3 mois.

I-1-1-5-Méthodes de lutte contre le parasite

Les méthodes de traitement antipaludique sont principalement axées sur la chimiothérapie
a base des dérivés d’artémisine (ACT ou Artemisin based Combined Therapy) et de tests
diagnostiques a I’instar du TDR (Test de Diagnostic Rapide) (OMS, 2015). L’artémisine est un
médicament issu de la pharmacopée chinoise dont 1’utilisation se fait en association en raison de
I’existence d’une pression de sélection tendant a ’apparition de chimiorésistance (OMS, 2015).
Au Cameroun, ¢’est I’association artesunate-amodiagquine comprimés et artemether-lumefantrine
comprimés qui est le traitement recommandé compte tenu de I’efficacité dans le traitement
antipaludique (Minsante, 2011). Pour ce qui est des femmes enceintes, le traitement préventif
intermittent (TPI) avec Sulfadoxine-Pyriméthamine (SP) permet la protection de la mere et de
son bébe (Minsante, 2011). Malgré 1’absence de vaccin antipaludique confirmé, un vaccin dit «
expérimental » contre Plasmodium falciparum, connu sous le nom de RTS, S/AS01, a été évalué
dans le cadre d’un vaste essai clinique dans 7 pays d’Afrique et I’agence européenne des

médicaments a donné un avis favorable en juillet 2015 (OMS, 2015).



I-1-2- Agent vecteur

I-1-2-1- Généralités sur les moustiques

Apparus il y a plus de 170 millions d’années, les moustiques ou Culicidae, appartiennent
a la classe des insectes de I’embranchement des Arthropodes. Caractérisés par une paire d’ailes,
ces Diptéres comptent plus de 3500 espéces réparties majoritairement au sein des trois genres
principaux que sont : Aedes, Anopheles et Culex (Resh & Cardé, 2003). Parmi les 3500 especes
de moustiques décrites dans le monde, environ 500 sont des anophéles, soixante sont considérées
comme vecteur de Plasmodium et donc de la maladie palustre a I’lhomme (Fontenille, 2008) et
Anopheles gambiae 1'un des vecteurs majeurs responsable de la transmission de la maladie en

Afrique tropicale (Foko Dadji et al., 2007).

I-1-2-2-Position systématique de Anopheles gambiae Giles, 1902 (Diptera : Culicidae)

D’apres Harbach (2004), les Anopheles se positionnent d’un point de vue systématique

comme suit :

Régne : Animal
Embranchement des Arthropoda Siebold & Stannius, 1845 :
Corps recouvert d’une cuticule chitineuse.
Sous-embranchement des Antennata
Téte portant une paire d’antennes et une paire de mandibules.
Super classe des Hexapoda
Corps divisé en 3 tagmes : téte-thorax-abdomen.
Classe des Ectognatha :
Piéces buccales visibles a I’extérieur.
Sous-classe des Ptérygota:
Présence d’ailes au moins a un stade de leur développement post-embryonnaire.
Section des Oligonéopteéres :
Champ jugal avec une seule nervure longitudinale simple.
Ordre des Diptéres Linné, 1758 :
Présence d’une paire d’ailes, les ailes postérieures étant transformées en balanciers.
Sous-ordre des Nématoceres Latreille, 1825 :
Pronotum séparé du mésonotum par une suture transverse.
Famille des Culicidae Latreille, 1825 :
Corps recouvert d’écailles filiformes.
Sous-famille des Anophelinae Theobald, 1905 :

Trompe dressée en avant, beaucoup plus longue que le reste de la téte.



Tribu des Anophelini Belkin, 1962.
Genre Anopheles Meigen, 1918 :

Taches formées par les écailles claires et sombres sur la costa.
Espece Anopheles gambiae Giles, 1902 :

Costa avec 5 taches pales dont 2 basales.

1-1-2-3- Différentes espéces d’anophéles
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Figure 2: Distribution géographique des espéces d’anophéles recensées au Cameroun entre
2000 et 2018 (Wondji et al., 2018)

» En Afrique
Dans la famille des Culicidae, il existe actuellement 35 genres dont le genre Anophéles
qui comprend environ 528 especes classées en 6 sous-genres. Parmi ces espéces, seule une

cinquantaine peut transmettre le paludisme (Harbach, 2004). Les principaux vecteurs du



paludisme en Afrique sont : Anopheles gambiae Giles, 1902 ; Anopheles arabiensis Patton,
1904 ; Anopheles funestus Giles, 1900 ; Anopheles nili Théobald, 1904 ; Anopheles moucheti
Evans, 1925 et Anopheles coluzzii Coetzee & Wilkerson, 2013. Néanmoins, Anopheles gambiae
et Anopheles arabiensis y sont plus largement distribués par rapport aux autres especes.
Dr’ailleurs, Anopheles gambiae est rencontré dans la plus grande partie de I’Afrique

subsaharienne et est doté d’une capacité de transmission tres élevée du paludisme (Fouet, 2010).

» Au Cameroun

Le Cameroun compte 52 especes anopheliennes dont 17 sont vectrices du paludisme
(figure 2). Parmi ces dernieres, 6 jouent un rdle majeur dans la transmission : Anopheles gambiae
s.l. avec 3 espéces (An. gambiae, An. coluzzii, An. arabiensis), An. funestus, An. nili et An.
moucheti ; et 11 especes jouent un réle secondaire : An. ovengensis, An. carnevalei, An. coustani,
An. hancocki, An. marshalli, An. pharoensis, An. paludis, An. wellcomei, An. rufipes, An. leesoni
et An. Ziemanni. Le complexe An. gambiae s.l. est représenté par An. gambiae répandu sur le
territoire, An. coluzzii abondant dans la partie sud du pays et particulierement en zone urbaine,
An. arabiensis inféodé aux zones tropicales et sahéliennes, puis An. melas présent en zone cotiére

et jamais retrouvé infecté (Wondji et al., 2018).

I-1-2-4-Especes du Complexe gambiae et répartition géographique
En se basant sur des caractéristiques moléculaires, génomiques et bioécologiques, le
complexe gambiae compte de nos jours huit especes reproductivement isolées et non
distinguables morphologiquement. Six especes sont inféodées aux eaux douces : Anopheles
gambiae ss. Giles, 1902 ; Anopheles coluzzii Coetzee & Wilkerson, 2013 ; Anopheles arabiensis
Patton, 1904 ; Anopheles quadriannulatus Theobald, 1911 ; Anopheles amharicus Hunt,
Wilkerson & Coetzee, 2013 et Anopheles bwambae White, 1985 ; tandis que Anopheles melas
Theobald, 1903 et Anopheles merus Doenitz, 1902 sont inféodés aux eaux saumatres (Coetzee et
al., 2013) .
e Complexe gambiae en Afrique
Les membres du complexe Anopheles gambiae sont retrouvés dans toute I'Afrique
tropicale, au sud du désert du Sahara, avec Anopheles arabiensis s'étendant a travers le sud de
I'Arabie. Anopheles gambiae s.s. est distribué dans toute I'Afrique subsaharienne, y compris
Madagascar (Coetzee et al., 2013). De plus, Anopheles gambiae et Anopheles arabiensis sont
largement distribués sur tout le continent Africain. Ainsi, Anopheles gambiae occupe
préférentiellement les zones de forét et de savane humide alors que Anopheles arabiensis a une
préférence pour les environnements secs jusqu’en bordure du sahara (Coetzee et al., 2000).
e Complexe gambiae au Cameroun

Au Cameroun, on dénombre quatre membres du complexe, Anopheles gambiae s.s.
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Anopheles coluzzii, Anopheles arabiensis et Anopheles melas (figure 3) qui sont susceptibles de
transmettre le paludisme (Coetzee et al., 2013, Antonio-Nkondjio et al., 2006, Fontenille et al.,
2003). Les membres Anopheles gambiae et Anopheles coluzzii sont largement distribués dans le
sud du Cameroun (Antonio-Nkondjio et al., 2017). Cependant, dans la plupart des milieux
urbains, les densités d’Anopheles coluzzii sont beaucoup plus importantes que celles de
Anopheles gambiae qui est plus répandue dans les milieux péri-urbains et ruraux (Antonio
Nkondjio et al., 2017). Anopheles coluzzii est inféodé aux eaux polluées des milieux urbains,
notamment dans les villes de Douala et de Yaoundé (Antonio-Nkondjio et al., 2014). Dans la
partie nord du pays Anopheles arabiensis et Anopheles gambiae sont les principales especes du
complexe avec une nette dominance d’Anopheles arabiensis (Antonio-Nkondjio et al., 2017).
Anopheles melas se trouve pres de la cote atlantique alors que Anopheles funestus a une large
distribution et est présent dans tout le pays (Antonio-Nkondjio et al., 2017).
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Figure 3: Distribution des membres du complexe gambiae et Anopheles funestus au Cameroun
(Antonio-Nkondjio et al., 2017)
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I1-1-2-5- Biologie de Anopheles gambiae

Les moustiques sont des insectes holométaboles. Les femelles en général présentent des
pieces buccales de types pigqueurs-suceurs dans I’ensemble et regroupées pour former un
proboscis. Le cycle de développement de 1’ Anophéle comporte quatre stades : le stade ceuf, les
stades larvaires, le stade pupaire et le stade imaginal ou adulte (figure 4). Les trois premiers stades
se déroulent en milieu aquatique et durent entre 7 jours et 5 semaines selon I’espéce et la
température ambiante. Chez Anopheles gambiae, cette durée varie de 5 al4 jours en fonction de
la température, I’alimentation et la composition physicochimique du milieu (Foko Dadji et al.,

2007). Ces stades sont regroupés en deux phases :

- La phase aquatique ou pré-imaginale qui s’étend du début du stade ceuf a la fin du stade
nymphal ;
- La phase aérienne ou imaginale qui commence des I’émergence des adultes et s’étend

pendant toute la vie de 1’adulte.
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Figure 4 : Cycle de développement des Anophéles (Mouchet et al., 2004)

» Phase aquatique ou pré-imaginale

- Stade ceuf
Les femelles adultes sont des ovipares et chaque ponte comporte 30 a 300 ceufs selon
I’espéce. Les ceufs de forme allongée et de longueur d’environ 0,6 a 0,8 mm sont pondus
séparément par oviposition (fait de déposer les ceufs a un certain endroit) directement sur I’eau
et flottent grace a des flotteurs latéraux (figure 5). L’éclosion a lieu 36 a 48 heures aprés la ponte
(Mouchet & Carnevale, 1991).
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Floteurs latéraux

Figure 5: (Eufs d’ Anophéle (Mouchet & Carnevale ,1991)

A : grappe d’ceufs B : ceuf montrant les flotteurs latéraux
- Stade larvaire

Les larves s’alimentent et se maintiennent au repos sous la surface de I’eau, respirant par
leurs stigmates situés a I’avant dernier segment abdominal. Elles doivent pour respirer se
maintenir parall¢les a la surface de I’eau, ce qui est caractéristique de cette sous-famille. Cette
position est assurée grace a des poils hydrophobes ressemblant a des palmiers et situes sur le dos
de l'abdomen. La larve vermiforme présente trois parties (figure 6): la téte, le thorax et
I’abdomen. La vie larvaire est constituée de stades successifs entrecoupés de mues larvaires. A
I’éclosion, la larve du premier stade subit une métamorphose entrecoupée de trois mues
successives aboutissant a I’individu adulte (Mouchet et al., 1995). Le caractere permettant de
distinguer les larves d’Anopheles des larves d’autres moustiques est 1’absence de siphon chez les
Anophéles. La durée de vie larvaire varie de 8 a 12 jours dans les conditions favorables (Rodhain
& Perez 1985) et en moyenne de 8 jours au laboratoire. La larve de stade quatre se distingue bien
des autres stades par sa taille (9mm-14mm de longueur), ses brosses buccales sont denses et ses

soies sont bien développeées.

3 Abdomen

Thorax

Téte

Figure 6 : Larve d’Anopheles gambiae Giles (Sabrina & Kaufman, 2014)

- Stade nymphal ou pupaire
A la fin du quatrieme stade larvaire s’ensuit le stade nymphal ou pupal au cours duquel
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la cuticule se fend dorsalement et libere la nymphe. Cette derniére est virguliforme et son corps
se divise en deux parties (figure 7): le céphalothorax constitué des yeux composés, des trompettes
respiratoires et des ébauches de piéces buccales ; I’abdomen constitué de plusieurs segments. Les

nymphes ne se nourrissent pas mais passent la plus grande partie de leur vie a la surface de I’eau

aspirant I’air par leur trompette respiratoire. La durée de vie nymphale est tres courte (1 a 2 jours).

>y e =

Trompettes respiratoires

Céphalothorax

Abdomen

Figure 7 : Nymphe d’Anopheles gambiae Giles (Sabrina & Kaufman, 2014)

» Phase imaginale ou adulte

Contrairement aux stades pré-imaginaux qui vivent en milieu aquatique, 1’imago issu de
la nymphe évolue en milieu aérien (Mouchet et al., 2004). L’alimentation et la reproduction sont
deux comportements qui caractérisent le stade adulte et I’ensemble de ces comportements
s’inscrit dans le cycle biologique des plasmodium (Carnevale et al., 2009). Aprés la vie
nymphale, la cuticule du céphalothorax se fend dorsalement selon un plan sagittal et libere
successivement les différentes parties de I’insecte adulte qui sont (figure 8) : La téte spécialisée
pour acquérir I’information sensorielle et pour I’alimentation contient des yeux composés et une
paire d’antennes permettant la distinction entre male et femelle (Carnevale et al., 2009) ; le thorax
spécialisé dans la locomotion contient trois paires de pattes uniramées, une paire d’ailes
nervurées et une paire d’haltéres (Carnevale et al., 2009) ; I’abdomen qui contient le cceur et
’autre partie des stigmates est spécialisé dans la digestion et la reproduction (Chabasse et al.,
2007). Ce dernier reste immobile le temps que les ailes se déploient et que la cuticule durcisse :
c’est la mue imaginale. Les femelles ne s’accouplent qu’une seule fois au cours de leur vie
(Brengues et al., 1973). Les adultes se nourrissent de jus de plantes et de nectar de fleurs. Les
femelles se nourrissent également du sang de mammiféres pour la maturation et la ponte des ceufs
: on dit qu’elles sont hématophages. Le temps qui s’écoule entre deux repas de sang successifs
ou deux pontes successives est le cycle gonotrophique (Mouchet & Carnevale, 1991). Les
spermatozoides sont stockés dans la spermatheque ou ils conservent leur pouvoir fécondant

jusqu’a la mort de la femelle (Bruce-chwatt & Zulueta, 1985).
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Figure 8 : Adulte d’Anopheles gambiae Giles prenant son repas sanguin (Sabrina & Kaufman,
2014)

I-1-3-Facteurs du milieu influencant le développement des Anophéles

Chaque espece a des préferences écologiques : les especes du genre Anopheles préferent
une eau limpide, bien ensoleillée ; les especes du genre culex et Aedes préferent les eaux a
I’ombre, plus ou moins troubles et chargées en matiere organique (Carnevale et al., 2009).

Plusieurs facteurs favorisent le développement des Anopheles :

- L’environnement
Les conditions environnementales ont un effet sur la survie et le comportement des
anopheles, mais certaines especes sont mieux adaptées que d’autres aux conditions extrémes. Ces

conditions sont :

. La diapause : dans les zones de climat tempére, les femelles d’Anophéles sont en
général en mesure de faire des réserves de graisse et d’entrer dans un état de vie ralentie (diapause
ou hibernation) immédiatement aprés I’accouplement au cours de I’hiver. Elles hibernent dans
une variété d’abris, souvent dans des granges ou des étables prenant de temps en temps un repas
sanguin (Carnevale et al., 2009) ;

. L’estivation : les femelles de certaines espéces d’anophéles peuvent survivre pendant
les périodes de chaleur ou de sécheresse intense. C’est le cas d’An. arabiensis qui doit survivre
a des périodes de chaleur et de sécheresse intense au Soudan, ceci explique la rapide répartition
des moustiques au début de la saison de pluie suivante (Impact malaria, 2008) ;

. Latempérature : c’est le facteur le plus important de la transmission du paludisme dans
les pays tropicaux (OMS, 2015). La température externe affecte directement la durée du cycle
trophogonique et du cycle sporogonique du parasite (Impact malaria, 2008). En d’autres termes,
plus la température est basse, plus le parasite met du temps a compléter sa maturation, moins il
y’a de chance pour que le moustique transmette I’infection. Il est généralement estimé que,
I’efficacité de transmission est sérieusement réduite si la moyenne de température jour/nuit est

moins de 20°C (ou plus de 33°C, mais pour des raisons différentes) (Impact malaria, 2008) ;

15



. L’altitude : c’est également un facteur important. Il est généralement admis que la
transmission du paludisme n’a pas lieu au-dessus de 1,800m. Par ailleurs, plus I’altitude est
élevée, plus la température est basse (Impact malaria, 2008) ;

. L’humidité : les conditions microclimatiques, particuliérement 1’humidité, affectent
I’entrée des moustiques dans les maisons. Il existe de nombreux exemples de I’effet que des
changements de microclimat peuvent avoir sur le comportement piqueur ou le comportement de
repos des femelles (OMS, 2015).

- Comportements humains : les facteurs environnementaux les plus importants dans la
définition de la niche écologique des moustiques du complexe Anopheles gambiae sont des
variables caractérisant le niveau d’anthropisation du milieu : c’est ’homme qui par son action
anthropique sur le milieu (déforestation en zone équatoriale, irrigation en zone sahélienne)
aménage une niche écologique pour le développement de son pire ennemi. Au stade aquatique
les moustiques du complexe Anopheles gambiae affectionnent les collections d’eau claires et
ensoleillees (Leke et al., 2010 ; Carnevale et al., 2009). En défrichant la zone équatoriale et en
irrigant la zone aride, ’homme crée des gites de prédilection de ces vecteurs. Les femelles adultes
qui émergent de ces gites larvaires trouvent alors, a proximité immédiate de leur lieu de naissance

et a profusion, la nourriture qu’ils préferent : le sang humain, nécessaire a la maturation des ceufs ;

- Densité des populations : plus la population est grande, plus la densité des moustiques
sera grande (Leke et al., 2010).
I-1-4- Méthodes de lutte anti-vectorielle
La lutte anti-vectorielle peut s’envisager de plusieurs fagons différentes : celle larvaire et
celle anti-adulte (Coz & Hanon, 1967).

I-1-4-1- Lutte anti-larvaire

La lutte anti-vectorielle contre le paludisme visant faire a reculer cette maladie a travers
le monde, est orientée contre les stades de développement des moustiques (OMS, 2012). Ainsi il
existe les méthodes chimiques, les méthodes physiques ou écologiques, méthodes naturelles,
méthodes biologiques et méthodes génétiques :

» Méthodes chimiques :

Elles consistent en I'utilisation de produits chimiques de synthése pour lutter contre les
larves et les imagos de moustiques. Le but recherché est toujours 1’action efficace, rapide et
persistante sur les vecteurs visés, tout en présentant le moins d’effets possibles sur ’'Homme et
les organismes non-cibles (Rodhain & Perez, 1985). Les principaux composes synthétiques
utilisés appartiennent aux groupes des organochlorés (DDT, dieldrine), des organophosphorés

(malathion, fenitrothion, temephos, chlorpyrifos), des carbamates (propoxur) et des
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pyréthrinoides (permethine, deltamethrine, bifenthrine...). En revanche, seul les pyréthrinoides
sont autorises en imprégnation de moustiquaires (WHO, 2007) ;
» Meéthodes physiques ou écologiques :

Elles consistent a faire disparaitre systématiquement et régulierement toute eau stagnante,
susceptible de constituer un site propice au développement pré-imaginal des moustiques c¢’est-a-
dire les gites domestiques et péridomestiques naturels et anthropiques (Carnevale et al.,2012).
Ces actions permettent de réduire la transmission palustre locale (Gu & Novak, 2009). Cette
réduction résulte de la moindre disponibilité de sites de ponte entrainant probablement une
augmentation de la durée du cycle trophogonique, accompagnée d'une baisse du taux de survie
des vecteurs (Gu et al., 2006 ; Killeen et al., 2001). Les méthodes de cultures irriguées peuvent
également étre définies de maniére a limiter les possibilités de développement des vecteurs,
principalement par l'aménagement, l'entretien, le nettoyage des canaux, et l'assechement
périodique des parcelles (Mutero et al., 2000 ; Keiser et al., 2005) ;

» Méthodes biologiques :

Elles consistent en I’utilisation des organismes vivants et des virus capables d’affecter les
populations d’arthropodes visés. Ce type de lutte a été envisagé des la fin du dix-neuviéme siécle,
puis délaissé avec 1’apparition des insecticides synthétiques vers 1940 (Legner, 1995). Certaines
especes de poissons culiciphages présentent un intérét potentiel dans la lutte contre les larves
d'anopheles (Rodhain & Perez, 1985 ; Legner, 1995), on a les moustiques prédateurs du genre

Toxorhynchites dont les larves se nourrissent des larves d’autres moustiques (OMS, 1999) ;

» Méthodes génétiques :

Elles ont pour but de lutter contre les vecteurs par modification de leur patrimoine
génétique ou par leur autodestruction. Elle n’est efficace que chez les arthropodes qui ne
s’accouplent qu’une fois au cours de leur vie (Kumar, 1991). Elle concerne essentiellement les
lachers de males stériles dans la nature, qui s’accoupleraient avec les femelles sauvages pour ne
pas produire de descendances viables (Pages et al., 2007). Il a été envisagé de remplacer les
souches locales de vecteurs par les souches inaptes a transmettre le paludisme ; cette
manipulation génétique pose les mémes problémes que la substitution d’une espéce a une autre.
Elle exige des connaissances extrémement poussées non seulement dans le domaine de la

génétique, mais aussi dans celui de I’écologie et de I’éthologie (Fatoumata, 2002).

I-1-4-2- Lutte anti-adulte
Elle est basée sur :
- Iutilisation des insecticides synthétiques (dichloro-diphényl-trichloroéthane DDT) ou
naturel (nicotine), sur I'utilisation des répulsifs (dié¢thyltoluamide DEET) et également sur

I'utilisation des pyrétrinoides synthétiques (Alpha-cypermétrine, cyfluthrine) ;
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- Iutilisation des grillages dans les maisons d’habitations (Impact malaria, 2008);

- les moustiquaires imprégnées a petites mailles avec des insecticides appropriés tels que
le pyrétrinoide (Minsanté, 2011);

- la construction des maisons a une certaine altitude, loin des marécages et des lacs
(Carnevale et al., 2012);

- pulveériser les insecticides sur les murs des maisons pour détruire les espéces endophiles.

I-1-4-3- Lutte par les plantes naturelles

Pendant des siecles, de nombreux paysans ont conservé leurs cultures et se sont protégés
des piqlires d’insectes au moyen d’insecticides naturels ou des repulsifs trouvés dans les feuilles,
les inflorescences et des fruits de certaines plantes (Wahundeniya, 1990). L une des nouvelles
approches dans la lutte contre les vecteurs du paludisme est I’utilisation des plantes ayant des
propriétés insecticides (Foko Dadji , 2007). A cet effet, de nombreux travaux ont été menes a
partir des extraits végetaux (Koua et al., 1998). C’est par exemple le cas des investigations
menées par Tchoumbougnang et al. (2009) au Cameroun qui ont démontré que les huiles
essentielles Cymbopogon citratus Stapf , , Ocimum gratissimum L. var gratissimum, Ocimum
canum sims et Thymus vulgaris L. étaient des larvicides vis-a-vis de Anopheles gambie. Akono
et al. (2016) ont déterminé I’activité larvicide et nymphocide des huiles essentielles des zestes
de trois plantes cultivées au Cameroun sur Culex pipiens. Foko Dadji et al. (2016a) au Cameroun
ont trouvé que I’huile essentielle des feuilles de Ocimum basilicum était un larvicide vis-a-vis de
Anopheles gambiae. Abe et al. (2019) ont évalué la composition chimique et I’activité insecticide
de I’huile essentielle de Piper umbellatum sur le principal vecteur du paludisme Anopheles
gambiae S.L et Culex quinquefasciatus. Acalypha alinifolia est une plante dont Kovendan et al.
(2013) ont montré que I’extrait au méthanol de ses feuilles était un alduticide contre trois especes

de moustiques : Aedes aegypti, Anopheles stephensi, et Culex quinquefasciatus.

I-2- Généralités sur les huiles essentielles
I-2-1- Définition et historique

Les huiles essentielles, appelés aussi essences, sont des mélanges de substances
aromatiques produites par de nombreuses plantes et présentes sous forme de minuscules
gouttelettes dans les feuilles, la peau des fruits, la résine, le bois. Elles sont présentes en petites
quantités par rapport a la masse végétale (Padrini & Lucheroni, 1996). Elles sont odorantes et
trés volatiles. Les terpénes représentent la majeure partie de ces composants. Ces extraits
contiennent en moyenne 20 a 60 composés qui sont pour la plupart des molécules peu complexes
(monoterpénes, sesquiterpénes) (Meryem, 2009). Depuis plusieurs années, les diverses propriétés
thérapeutiques des huiles essentielles sont découvertes. Les civilisations chinoises et indiennes

employaient les huiles essentielles pour les soins thérapeutiques et cosmétiques (Benouali, 2015).
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La médecine douce et les techniques de relaxation emploient les huiles et leurs ardbmes pour le
traitement de plusieurs conditions comme le stress, lI'insomnie, etc. La médecine traditionnelle
aussi se penche de plus en plus vers les huiles essentielles en solution ou en inhalateur pour

améliorer la qualité de vie des patients par l'aromathérapie.

I-2-2-Propriétés physico-chimiques et Domaine d’utilisation des huiles essentielles

Les huiles essentielles se distinguent des huiles grasses en ce sens que leurs taches sur le
papier sont passageres et elles se volatilisent a la chaleur ; elles ont un indice de réfraction élevé
et la plupart dévient la lumiére polarisée (Bruneton, 1999 ; Bakkali et al., 2008). Elles sont plus
ou moins colorées et leur densité est généralement inférieure a celle de 1’eau (Degryse et al.,
2008 ; Bakkali et al., 2008). Elles sont liposolubles et solubles dans les solvants organiques
usuels, trés peu solubles dans I’eau a qui elles communiquent leurs odeurs (Bruneton,
1999 ; Degryse et al., 2008 ; Bakkali et al., 2008).

En phytothérapie, les HE sont largement utilisées pour traiter les infections bactériennes
ou virales, les troubles humoraux ou nerveux (Khadija, 2002 ; Degryse et al., 2008). En aéro-
ionisation, ils servent dans la fabrication du «Paragerm» solution volatile a base d’essences
naturelles, a activité bactéricide, acaricide, fongistatique qui s’est révélée sans aucune toxicité
pour ’'Homme aux doses utilisées (Khadija, 2002). En parfumerie cosmétiques, 1’utilisation des
HE dans les créemes et les gels permet de préserver ces produits cosmétiques grace a leur activité
antiseptique et anti-oxydante, tout en leur assurant une odeur agréable (Roulier, 1992 ; Khadija,
2002 ; Degryse et al., 2008).

I-2-3- Principales méthodes d’extraction des huiles essentielles
I1 existe plusieurs méthodes d’extraction d’huiles essentielles parmi lesquels :

- L’extraction par entrainement a la vapeur d’eau qui compte trois variantes que sont
I’hydrodiffusion, la distillation a la vapeur saturée et I’hydrodistillation qui est la technique la
plus courante pour I’obtention des HE (Bakkali et al., 2008) ;

- Ladistillation séche : distillation des bois, d’écorces ou de racines ;

- Extraction par pression a froid : ne s’applique qu’aux fruits d’agrumes (Citrus sp.) ;

- Extraction par solvant (Degryse et al., 2008 ; Meryem, 2009).

I-3-Généralite sur Piper nigrum
I-3-1- Définition et origine

Le poivrier est une liane d’habitat forestier et de climat équatorial. 1l prospere idéalement
dans une zone géographique située entre le 15ieme degré de latitude Nord et le 15ieme degré
latitude Sud. Il peut étre rencontré aussi en climat tropical mais en saison seche plus ou moins

marquée (Pham, 2007). Il est originaire des foréts équatoriales de Transvancore (dans I’état du
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Kérala) et de Malabar dans le Sud-Ouest de I’'Inde. Vu son importance économique, il s’est
répandu dans toutes les régions tropicales a I’instar du Bresil, 'Indonesie et méme au Cameroun.
Au Cameroun, la culture du poivre a été introduite par Antoine Decreé planteur de bananes a Penja
qui a décidé d’implanter dans cette zone, reconnue pour son terroir volcanique, quelques lianes
de Piper nigrum provenant d‘Inde. Penja est une commune située dans la région du Littoral et le
département du Moungo. Elle recouvre le territoire du Njombe-Penja et est connue pour son
poivre (Franqueville et al., 1971).
1-3-2-Description de la plante

C’est une liane dioique a tige devenant ligneuse, grimpant a 5-20m de hauteur sur les
arbres au moyens de racines crampons (figure 9A). Les tiges portent des feuilles alternes, ovales
de forme allongée avec un sommet pointu. Cing nervures les traversent, deux partent de la base
et les trois autres un peu au-dessus. Le nombre chromosomique est 2n=52. L’inflorescence donne
des baies vertes virant au jaune puis au rouge au fur et a mesure que se développe la maturation
(figure 9B). Le fruit est une baie sphérique de 0,28cm a 0,5cm de diamétre. Le poivre vert se
récolte entre le cinquiéme et le sixiéme mois apres la floraison, il est a 1’état immature. Le poivre
vert récolté a 1’état mature entre le septieme et le huitiéme mois est traité en le passant dans des
marmites contenant de I’eau bouillante pendant une vingtaine de minutes, ce dernier passera du
vert au blanchatre ; il sera sorti de ’eau et passé au séchoir d’ou la couleur noir. Le poivre blanc
s’obtient a la maturité physique compléte des baies au bout de neuf mois lorsque les baies virent
au rouge ou a I’orange, ils sont récoltés et trempés dans de I’eau pendant sept a dix jours, cette
eau étant renouvelée tous les deux jours ; lorsque la pulpe se dégage complétement de la graine
on va laver, rincer et passer au soleil pendant trois jours d’ou la couleur blanche (figure 9C). Le
genre Piper comprend plus de 600 espéces dont une dizaine donne des produits plus ou moins
utilisés soit comme des épices, soit comme des drogues médicamenteuses (Maistre, 1964). La

graine renferme sous ses téguments un endoderme farineux dont le sommet est occupé par un

albumen réduit enveloppant un trés petit embryon (Maistre, 1964).

Figure 9 : Matériel végétal, Piper nigrum
A : plantation TCHOUMOU a Penja B : fruits presque mdr C : poivre vert, blanc et noir
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I-3-3- Position systématique de Piper nigrum (Haggerty, 2011)

Domaine : Eucaryote
Les membres de ce domaine possédent tous certains traits communs. Les cellules de ces

organismes possedent un véritable noyau et des organelles liées a la membrane.

Régne : Plantae

Ils sont multicellulaires et contiennent des chloroplastes qui permettent aux organismes
de mener une activité photosynthétique
Embranchement : Magnoliophyta

Angiosperme ou plantes a fleurs, ils contiennent des organismes qui produisent des
graines couvertes, des fleurs, de I’endosperme et des étamines.
Classe : Magnoliopsida

Dicotylédones, ils produisent un embryon avec deux cotylédons appariés et possedent une
structure de veinules en forme de filet dans leurs feuilles.
Ordre : Piperales

Possedent de petites fleurs groupées ensemble dans des structures en forme de cone.
Famille : Piperacees

Vivent généralement dans des habitats chauds, tropicaux, foliés et ombragés
Genre : Piper

Plante contenant des vignes de poivre.

Espéce : Piper nigrum

I-3-4- Activité pharmacologique et autres usages de Piper nigrum

Piper nigrum est une plante dont les graines contiennent trois substances particuliéres :
la pipérine, une HE et une résine. C’est a ces substances que le poivre doit toutes ces propriétés
qui font sa valeur. La pipérine et ses dérivés agissent en tant qu’inhibiteur de prolifération du
parasite Trypanosoma cruzi (Ribeiro et al., 2004) ; le poivre sert a faciliter la digestion par son
action sur les sécrétions salivaires, gastriques, pancréatiques et biliaires (Pham, 2007) ; il
augmente la production de salive entrainant également une élévation de 1’activité de I’amylase

salivaire (Pruthi, 1980) ; il agit également en tant qu’anti-cancerigene (Selvendiran et al., 2005).
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CHAPITRE Il : MATERIEL ET METHODES

11-1-Matériel
11-1-1-Site d’étude

Notre étude a été menée dans le laboratoire de Zoologie de I’Ecole Normale Supérieure
de Yaoundé. Yaoundé chef-lieu de la région du Centre et capitale politique de la République du
Cameroun. Yaoundé est situé dans la zone de forét dense tropicale humide, parfaitement
dégradée par les activités anthropiques (EPHTA, 1996). Cette ville est sous I’influence du climat
équatorial de type guinéen a quatre saisons : une petite saison de pluie (de mi-mars a fin juin),
une petite saison seche (juillet-ao0t), une grande saison de pluie (septembre a mi-novembre), et
une grande saison séche (mi-novembre a mi-mars) (Olivry, 1986). Les précipitations moyennes
sont sensiblement de ’ordre de 1600mm par an (Ekodeck &Beyala, 2002) et les températures
sont comprises entre 22°c et 29°c (Santoir & Bopda, 1995).

11-1-2- Materiel Biologique

I1 est constitué d’une part d’un matériel végétal composé des graines de poivre (figure 10)
acheté dans la plantation TCHOUMOU sur la nationale numero 5, dans la localité de Penja. Cette
plantation est située a 4°37°374’ de latitude Nord et a 9°40'533”* de longitude Est (figure 11) et
identifiées a I’Herbier National de Yaoundé N°20934/SRF-Cam ; d’autre part d’un matériel
animal composé des ceufs de Anopheles gambiae fournis par ’OCEAC, des larves, des nymphes
et des adultes provenant de 1’¢lévage au laboratoire de Zoologie de I’Ecole Normale Supérieur
de Yaoundeé et d’un Lapin (Oryctolagus cuniculus) agé d’environ 6 mois, nous permettant de
gorger les femelles. Ce lapin est nourri chaque matin a base des feuilles de patate (Ipomoea

patatas) et de sissongo (Pennisetum purpureum) et sa cage est également nettoyée chaque jour.

Figure 10 : Graines de Piper nigrum (Poivre) de Penja.
A : graines de poivre blanc B : Moulin manuel & poivre blanc
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Figure 11 : Localisation du site de collecte des graines de Piper nigrum dans le Département

du Moungo (source : Institut National de Cartographie, 2019 modifi€é)

11-1-3-Matériel technique

Il est constitue de :

L’aliment pour larves (TetraMin®baby fish food ); I’aspirateur a bouche pour le
prélevement des imagos ; la balance de précision de marque SCOUT pro (OHAUS) ; des paires
de gants ; des bidons ayant une capacité de 20L pour conserver 1’eau de source ; des boites de
Pétri de 10 cm de diameétre en plastique et en verre ; d’une burette graduée de 25mL ; de I’eau
distillée ; des étageres en bois de 2 m de longueur et 1,7 m de hauteur constituées de tablettes
superposeées ; des gobelets en plastique d’une capacité de 150mL pour la réalisation des tests
ovicides, larvicides et "nymphocides™ sur Anopheles gambiae; d’une loupe manuelle ; des
marqueurs pour identifier les différents gobelets pendant la manipulation ; des pipettes de 3 ml
et d’une micropipette & emboue de 1 ml ; d’une paire de ciseaux ; des papier filtre ; d’un radiateur
pour maintenir la température du laboratoire ; d’un ruban adhésif pour étiquetage ; du saccharose
a 10% pour nutrition des imagos; d’une burette en plastique graduée de 2000ml; d’un

hygrothermometre pour mesurer la température et I’humidité ; d un hydrodistillateur ;du coton
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hydrophile et d’eau de source pour élevage des moustiques puisée dans une source située au
quartier Simbok & Yaoundé, a environ 10km du laboratoire de Zoologie de 1’Ecole Normale de
Yaoundé (Foko Dadiji et al., 2007). (figure 12)

'. N Qil

Figure 12 : Quelques accessoires du matériel technique

11-2- Méthodes

Le protocole expérimental exploité durant ces travaux reposait essentiellement sur trois
grandes étapes : I’extraction de I’huile essentielle des graines de Piper nigrum ; 1’élevage des
stades de développement de Anopheles gambiae en vue de I'obtention de tous les stades de
développement ; et 1’étude de I’effet insecticide de 1’huile essentielle sur les ceufs, les larves de
stade 1, 2, 3, 4 et les nymphes d’Anopheles gambiae. Des tests préliminaires ont été réalises pour

déterminer les concentrations nécessaires pour la poursuite des essais.

11-2-1- Extraction de I’huile essentielle des graines de Piper nigrum

L’extraction de I’huile essentielle des graines de Piper nigrum s’est déroulée au
laboratoire de microbiologie a I’annexe de I’Université de Yaoundé 1. L’huile essentielle des
graines de Piper nigrum a été extraite par la méthode d’hydrodistillation & I’aide d’un
appareillage de type Clevenger. Cette méthode consiste a entrainer les composés volatiles des
produits naturels avec la vapeur d’eau pour obtenir a la fin un hydrodistillat contenant une phase
aqueuse ainsi qu’une phase organique constituée par I’huile essentielle.

A I’aide d’une soupicre, les graines de Piper nigrum ont été concassees (figure 13A) puis
pesées sur une balance de précision de marque SCOUT pro (figure 13B) pour déterminer la masse
brute du matériel végétal. Ces graines concassées ont été introduites dans ’alambic en inox
(figure 13C), douze litres d’eau de robinet ont été introduits dans ce dernier (figure 13D) et
I’ensemble a été porté a ébullition sur une plaque chauffante (figure 13E) pendant 5 heures de

temps jusqu’a 1’apparition de la premiére goutte d’huile. A la fin de I’extraction, un distillat
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constitué de deux phases a été obtenu au niveau de la colonne a décanter : Une phase aqueuse et
une phase organique odoriférante surmontant la premicre, qui constitue ’huile essentielle.
L’huile essentielle obtenue a été recueillie a ’aide d’une micropipette et filtrée sur une colonne
de sulfate de sodium anhydre afin d’éliminer toutes traces d’eau résiduelles puis introduite dans
un flacon en verre sombre hermétiquement fermé (figure 13F), pesée et conservée a 4°C dans un
réfrigérateur. Le rendement d’extraction a été calculé grace a la formule ci-dessous :

Rendement (%) = (masse de HE (g) / masse du matériel végétal (g)) x100

Figure 13 : Extraction de I’huile essentielle des graines de Piper nigrum.

A : graines concassées de Piper nigrum ; B : pesage des graines concassées; C ; introduction des graines
concassées dans 1’alambic ; D : alambic hermétiquement fermé contenant de I’eau et des graines
concassées ; E : montage du dispositif de Clevenger prét pour hydrodistillation ; F : flacon en verre

contenant I’HE.

11-2-2- Elevage des stades de développement d’Anopheles gambiae

L’¢levage de routine de la souche d’Anopheles gambiae provenant de TOCEAC s’est
fait au laboratoire de Zoologie de 1’Ecole Normale Supérieure de Yaoundé et a debute en Juillet
2017. Ces ceufs ont éte conservés dans les boites de Pétri pendant 24h (figure 14A) a température
ambiante entre 25°C et 28°C pour leur maturation (Foko Dadji et al., 2007) ; cette température a
été mesurée a ’aide d’un thermo hygrometre et contr6lée grace a un radiateur. Aprés maturation,

les ceufs ont été introduits dans une bassine contenant 100ml d’eau de source (figure 14B). Apres
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24h, I’éclosion a débuté et des larves de premiers stades ont été obtenues, ces dernieres ont été
nourries au TetraMin®baby (3mg pour 100 larves par jour) (Vantaux et al., 2015).

Figure 14 : Etapes de I’élevage d’Anopheles gambiae au laboratoire

A : souche d’Anopheles gambiae provenant de ’OCEAC; B : cuvettes d’eau de source contenant les
larves; C : dispositif d’élevage des larves; D : cage contenant les nymphes pipetées et transférées dans
des gobelets; E : gorgement de moustiques femelles a 1’aide du sang de lapin ; F : pondoir contenant les

ceufs.

Les larves ont été par la suite reparties en lots dans d’autres bassines (environ 100 larves
par récipient) pour éviter la surpopulation (figure 14C). A partir de Six a sept jours plus tard
celles-ci ont donné des nymphes. Ces nymphes ont été prélevées a 1’aide d’une pipette pasteur
de 3ml, transférées dans des gobelets en plastique et introduites dans une cage de forme cubique
recouverte d’un tulle moustiquaire non imprégnée pour émergence (figure 14D). Les adultes
issus de cette émergence ont été nourris au jus sucré constitué de saccharose a 10% imbibé sur
du papier filtre. Les femelles sont gorgées du sang d’un lapin trois jours apres I’émergence. Pour
ce faire, le lapin préalablement rasé sur sa face ventrale a 1’aide des ciseaux est maintenu en
décubitus ventral sur un support en bois percé en son centre au-dessus de la cage contenant les
imagos (figure 14E), cette opération dure 15 minutes et est répétée apres deux jours. Deux jours
plus tard aprés ce dernier repas sanguin, un pondoir constitué d’une boite de Pétri renfermant du
coton imbibé d’eau de source et recouverte par du papier filtre a été placée dans la cage. Le
pondoir (figure 14F) a été retiré le jour suivant et conservé pendant 24 heures pour la maturation

des ceufs, température comprise entre 26 et 28°C et humidité relative comprise entre 70 et 80°C.
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11-2-3- Evaluation de effet insecticide de ’huile essentielle de Piper nigrum sur les
différents stades pré-imaginaux d’Anopheles gambiae

Ces tests ont consisté a évaluer le taux d’éclosion des ceufs, de mortalité des larves et
d’émergence des nymphes dans des solutions appropriées d’huile essentielle, suivant le protocole
de POMS, 2005.

I1-2-3-1- Préparation des solutions expérimentales

Une solution mére a 1% a été préparée dans un tube a essai en verre en diluant 200 mg
d’huile essentielle (pesée sur une balance de précision de marque SCOUT pro) dans 20ml
d’éthanol a 95° grace a une micropipette pour un volume final de 20ml. Sur la base de cette
solution mére, des dilutions en séries ont été effectuées dans d’autres tubes a essai avant d’étre
bouchés a leur extrémité par un coton hydrophile évitant ainsi I’évaporation de 1’alcool. Nous
avons utilisé 13 concentrations différentes (en %) a savoir : 0,025 ; 0,05;0,1;0,3;0,5;0,6;
0,7;09;1;15;2;25;et3%.

11-2-3-1-1- Préparation des milieux expérimentaux et protocole de test sur les ceufs
d‘Anopheles gambiae

Aprés avoir préparé dix tubes a essais étiquetés a 1’aide d’un ruban adhésif portant des
concentrations suivantes : 0,1;0,3;0,5;0,7;0,9;1;1,5;2; 2,5 et 3%, quarante gobelets en
plastique contenant 99ml d’cau de source chacun a raison de quatre réplicats par concentration
(pour augmenter la fiabilité et limiter les erreurs pendant la manipulation) ont été disposés sur
une paillasse. Pour chaque concentration, nous avons utilisé un gobelet témoin. Dans chaque
gobelet test étiqueté, Iml de solution d’huile essentielle de concentration bien déterminée a été
introduit et dans chagque gobelet témoin 1ml d’éthanol a 1’aide d’une micropipette. Apres
maturation pendant 24h, des ceufs pondus par les femelles d ’Anopheles gambiae, 1250 spécimens
ont été comptés a I‘aide d’une loupe manuelle et d’une aiguille montée ; 25 ceufs ont par la suite
été introduits par gobelet. Les gobelets ont été recouverts de tulles moustiquaires non imprégnees
dans le but de limiter la contamination du milieu par des agents étrangers et les jeunes larves ont
été nourries a la TetraMin®Baby a raison de 3mg pour 100 larves par jour. Pour avoir le taux
d’éclosion, nous avons filtré 1’eau des gobelets contenant les ceufs gréce au papier filtre puis
compteé les ceufs éclos grace a une loupe manuelle et une aiguille montée 24, 48, et 72h apres

exposition & des concentrations appropriées d’huile essentielle.

11-2-3-1-2- Préparation des milieux expérimentaux et protocole de test sur les larves de
stade 1, 2, 3 et 4 d’Anopheles gambiae

Ce test consistait a évaluer la mortalité des larves de stade 1, 2, 3 et 4 d’Anopheles
gambiae exposées a des solutions d’huiles essentielles de Piper nigrum suivant le protocole

réaménagé de I’OMS, 2005. Des gobelets tests et témoins ont été étiquetés a I’aide d un marqueur
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et disposés sur une paillasse en lots de quatre réplicas par concentration. Ainsi, pour chaque stade

les concentrations suivantes ont été utilisées :

stade 1 : 0,025% ; 0,05% ; 0,1% ; 0,3% et 0,5%
stade 2 : 0,025% ; 0,05% ; 0,1% ; 0,3% et 0,5%
stade 3 :0,05% ; 0,1% ; 0,3% ; 0,5% ; 0,6% et 0,7%
stade 4 : 0,1% ; 0,3% ; 0,5% ; 0,7% et 0,9%

YV V VYV VY

Dans chaque gobelet contenant 99 ml d’eau de source, 1ml d’une concentration
appropriée d’HE a été ajouté et dans les gobelets témoins seulement 1ml d’éthanol a 95%. Un lot
de 25 larves d’Anopheles gambiae a été pipeté puis introduit dans chaque gobelet préparé comme
indiqué ci-dessus avant d’étre recouvert de tulles moustiquaires non imprégnees. Le
dénombrement des larves mortes s’est fait aprés 24, et 48 heures d’exposition aux differentes

concentrations de ’huile essentielle de Piper nigrum.

11-2-3-1-3- Préparation des milieux expérimentaux et protocole de test sur les nymphes
d’Anopheles gambiae
Apreés étiquetage de 30 gobelets en plastique, ils ont été déposés sur une paillasse en lot
de 4 replicats en plus des gobelets témoin selon les différentes concentrations suivantes : 0.9 ; 1 ;
1.5;2 ;2.5 et 3%, 99ml d’eau de source ont été dans chaque gobelet puis a I’aide d’un embout
réglée a 1000 pl les gobelets test ont recu 1ml de solution d’huile essentielle appropriée et les
gobelets témoins 1ml d’éthanol. Des lots de 25 nymphes ont été introduits dans chaque gobelet
recouvert par la suite de tulles moustiquaires non imprégnées afin d’éviter que des moustiques
adultes s’échappent aprés emergence. Le déenombrement des nymphes mortes s’est fait apres 24,
48 et 72h d’exposition.
11-2-4- Interprétation des taux de mortalité selon ’OMS
Les taux de mortalités ont été interprétés selon les criteres de ’'OMS, 2013 a savoir :
- taux de mortalité inférieur a 90% : population résistante,
- taux de mortalité compris entre 90-97% : résistance probable de la population,

- taux de mortalité compris entre 98-100% : population sensible.
11-2-5- Analyses statistiques des résultats

Les analyses ont été faites a I’aide du logiciel PAST 1. 77 (PAlaeontological STatistic).
Le test H de Kruskal Wallis (ANOVA a un facteur non paramétrique) a été utilisé pour évaluer
I’effet du temps et de la concentration de I’huile essentielle sur le taux d’éclosion des ceufs
d’Anopheles gambiae et le taux de mortalité des larves de stades 1, 2, 3, 4 et des nymphes. Le
logiciel Microsoft Excel 2016 a été utilisé pour tracer les courbes de variation des taux de
mortalité en fonction des concentrations et de la durée d’exposition a ’huile essentielle. A partir
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de ces courbes, les concentrations CLio, CLso et CLgo ont été graphiquement determinées
respectivement apres 24h, 48h et 72h d’exposition a I’huile essentielle. L’intervalle de confiance
a été fixé a 95% et le degre de signification a été fixé pour des valeurs de probabilité inférieures
a0,05.
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CHAPITRE 111 : RESULTATS ET DISCUSSION

I11-1- Résultats

111-1-1- Rendement d’extraction

L’hydrodistillation de 4453g des graines de Piper nigrum a donné 11,6g d’huile

essentielle de couleur vert pale, soit un rendement de 0,26% (tableau I).

Tableau | : Données sur I’extraction de I’huile essentielle de Piper nigrum (poivre)

Famille Genre | Espece | Numéro Organe | Masse | Masse de | Rendement
d’identification du ’huile en (%)
materiel | essentielle
veégetal | en (g)
en (g)
Piperaceae | piper | Piper |20934/SRF- Graine | 4453 11.6 0.26
nigrum | Cam

I11-1-2- Caractérisation de I’huile essentielle de Piper nigrum

Les noms des composés constituants 1’huile essentielle de P. nigrum ont été déterminés

gréce au chromatogramme de la figure 17, qui a révélé la présence d’environ 30 composes

terpénique constituant 77,69% de I’huile essenticlle (tableau I1). En effet, des pics ont été

enregistrés sur ce chromatogramme représentant ces COmposes.

Chromatogram
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Figure 15 : Profil chromatographique de I’huile essentielle de Piper nigrum
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Plusieurs grands groupes de composés ont été obtenus a partir 1’huile essentielle de Piper

nigrum & savoir : les monoterpénes hydrocarbonés (Camphéne, B-pinéne..) ; les monoterpenes

oxygénés (linalol, 4-terpinéol..) et les sesquiterpénes hydrocarbonés (B-eleméne et a-bisabolol..).

Le groupe des monoterpénes s’est révélé étre le plus abondant dans les proportions suivantes :
le limonene (9,74 %), le (+)-camphene (8,44 %), le B-pinéne (8,00%), le 3-caréne (7,04 %) et I’a-
pinéne (6,32 %) (Tableau I1). De méme, le caryophylléne (19,12 %) a été le sesquiterpéne le plus

abondant dans I’HE. Les composés non identifiés dans cette étude ont représenté 22,31% de

I’huile essentielle obtenue a partir des graines de P. nigrum.

Tableau Il : Composition chimique de I’huile essentielle de P. nigrum

Ordre Temps de rétention Composés Pourcentage du
d’élution (N°) (min) composé (%)

Monoterpénes hydrocarbonés 47,57

1 2,317 a-phelandréne camphéne 0,40
2 2,693 0,13
3 2,752 Sabinéne 2,98
4 2,869 B-pinéne 8,00
5 2,974 a-pinene 6,32
6 3,181 3-caréne 7,08
7 3,253 Trifluorométhanesulfényl fluoride 2,14
8 3,308 (+)-camphene 8,44
9 3,376 0-cymene 0,63
10 3,588 Limonene 9,74
11 3,623 B-phellandréne 0,94
12 3,998 Gamma-terpinéne 0,11
13 4,414 Terpinoléne 0,30
14 4,500 Terpinoléne 0,36

Monoterpénes 0xygénés 0,3

15 4,584 Linalol 0,15
16 6,364 4-terpinéol 0,15
Sesquiterpénes hydrocarboneés 29,82

17 9,209 Delta-Elemene 0,65
18 9,939 Copaéne 0,70
19 10,142 B-eleméne 1,15
20 10,540 a-Bergamotene 0,62
21 10,755 Caryophyllene 19,12
22 11,265 a-Caryophylléne 1,83
23 11,566 a-Cucurméne 0,41
24 11,640 Cedréne 0,64
25 11,967 B-Bisabolene 1,65
26 12,145 (+)-delta-Cadinene 0,32
27 13,162 Caryophyllene oxyde 1,78
28 13,729 Spathulénol 0,44
29 14,498 a-Bisabolol 0,41
30 12,643 2-Undécanone 0,10
Total 77,69
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I11-1-3- Effet insecticide de I’huile essentielle de Piper nigrum sur les stades pré-

imaginaux d’Anopheles gambiae

I11-1-3-1- Activité ovicide de I’huile essentielle de Piper nigrum sur Anopheles gambiae
Les taux d’éclosion des ceufs d’Anopheles gambiae aprés 24h, 48 et 72h d’exposition a

différentes concentrations de I’huile essentielle des graines de P. nigrum sont consignés dans le

tableau I11.

Tableau 111 : Taux d’éclosion des ceufs matures d’Anopheles gambiae en fonction de la durée

d’exposition a différentes concentrations de 1’huile essentielle de Piper nigrum.

Concentration de Taux d’éclosion (%) H P
I’'HE (%) 24h 48h 72h
0(témoin) 73+0,62 80+0,40 96+0,70 8,769 0,011*
0,1 69+0,85 78+0,28 89+0,47 9,269 0,008**
0,3 64+0,40 72+0,40 83+0,47 9,548 0,007**
0,5 56+1,29 65+0,62 75+0,62 6,933 0,029
0,7 56+0,70 56+1,08 67+0,75 4,106 0,121
0,9 48+0,70 61+1,03 64+1,22 6,010 0,044*
1 44+173 49+1 43 50+1,19 1,654 0,417
1,5 40+1,22 47+1,18 49+1,10 1,817 0,373
2 14+0,28 24+0,40 26+0,28 7,731 0,016*
2,5 7£0,5 150,25 150,25 7,385 0,013*
3 2+0,28 340,25 5+0,25 2,375 0,179
H 38,28 39,85 41,15
P 0,000030** | 0,000016** | 0,000010**

Codes : **P<0,01 : trés significatif ; *P<0,05 : significatif ; h (heures)

Les taux d’éclosion a 24 h sont de 69 % ; 64 % ; 56 % ; 56% ; 48% ; 44% ; 40 % ; 14% ;
7 % et 2 %, pour les concentrations en huile essentielle de ; 0,1 % ; 0,3 % ; 0,5 %; 0,7 %; 0,9 %;
1% ;1,5%;2 % et 3% respectivement alors qu’il est de 73 % dans les milieux témoins. Apres
72h d’exposition a I’huile essentielle, ces taux d’éclosion sont passés a 89 %; 83 %; 75 %; 67 %;
64 %; 50 %; 49 %; 26 %; 15 % ; 5% respectivement et 96 % dans le milieu témoin. D’aprés ces
résultats, il ressort que le taux d’éclosion est cumulatif par rapport au temps pour une dose de
concentration donnée mais diminue de maniére significative avec 1’augmentation de la
concentration en huile essentielle de Piper nigrum. On reléve ainsi des taux d’éclosion de 2 %, 3
% et 5 % respectivement a 24h, 48h et 72h pour la concentration de 3% alors qu’ils sont
respectivement de 69 %, 78 % et 96 % pour la concentration de 0,1% (tableau Il1). Par ailleurs,
le test de Kruskal-Wallis a montré un effet significatif sur le taux d’éclosion quelle que soit la
concentration utilisée et la durée d’exposition avec p=0,00003 & 24 h, p=0,000016 & 48 h et a
72h p=0,000010.
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I11-1-3-2-Acivité larvicide de I’huile essentielle de Piper nigrum sur les larves d’Anopheles
gambiae

Le taux de mortalité des larves d’Anopheles gambiae obtenu lors de notre expérience a
montré qu’apres exposition de ces dernieres aux différentes concentrations de 1’huile essentielle
de Piper nigrum, il est proportionnel a la concentration. En effet, pour le stade 1 (tableau 1V),
apres 48h d’exposition a une concentration de 0,025%, on observe un taux de mortalité de 40%,
tandis qu’a 0,3 % on observe 98% de mortalité. Pour le stade 2 (tableau V), apres 48h
d’exposition a une concentration de 0,025 % on observe 26 % de mortalité ; a 0,3 % on observe
99% de mortalité. Il en est de méme du stade 3 (tableau V1) qui, aprés une exposition de 48h a
I’HE ont présenté des taux de mortalité de 18 % et 96 % pour des concentrations respectives de
0,05 % et 0,6 %. Pour le stade 4 (tableau VII), a 0,9 % aprés 48h d’exposition on a 100 % de
mortalité alors qu’a 0,1 % on a 10 % de mortalité. Il apparait donc que le taux de mortalité larvaire
est d’autant plus élevé que la concentration de I’huile essentielle est importante. Par ailleurs nous
observons que I’activité de 1’huile essenticlle de Piper nigrum varie en fonction de la durée
d’exposition car p<0,05 aux concentrations 0,025 % ; 0,05 % ; 0,1 % et 0,5 % (stade 1) ; 0,025
% ;0,05 % ;0,1 % et 0,3 % (stade 2) ; 0,05 % et 0,1 % (stade 3) ; 0,3 % ; 0,7 % et 0,9 % (stade
4). De méme, les probabilités du test H de Kruskal Wallis enregistrées apres 24 h et 48 h (p<0,01)
mettent en évidence des différences tres significatives du taux de mortalité des différents stades
larvaires entre les temps d’exposition quelle que soit la concentration de I’HE. L’effet de I’huile

est plus prononcé a 48 heures.

Tableau IV : Taux de mortalité des larves de stade 1 d’Anopheles gambiae en fonction de la
durée d’exposition a différentes concentrations de I’huile essentielle de Piper nigrum (test H de
Kruskal Wallis, P< 0,05). Codes : ** P<0,01 : tres significatif ; *P<0,05 : significatif.

Concentration Taux de mortalité (%) H P
de 'HE (%)
24h 48h

0(témoin) 0+0 140,25 0,333 0,317
0,025 710,25 40+0,70 5,333 0,017*
0,05 21+0,47 57+0,85 5,333 0,020*

0,1 48+0,40 80+0,70 5,333 0,019*

0,3 95+0,25 98+0,28 2,083 0,095

0,5 97+0,25 10040 3 0,040*

H 21,88 21,92
P 0,0004** 0,0004**
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Tableau V : Taux de mortalité des larves de stade 2 d’Anopheles gambiae en fonction de la
durée d’exposition a différentes concentrations de I’huile essentielle de Piper nigrum (test H de
Kruskal Wallis, P< 0,05).

Concentration Taux de mortalité (%) H P
de 'HE (%) 24h 48h
0 (témoin) 140,25 140,25 0 1
0,025 10£1,19 26+1,55 3,521 0,057*
0,05 160,81 53+1,49 5,333 0,019*
0,1 45+2,05 81+1,31 5,333 0,020*
0,3 94+0,28 99+0,25 4,083 0,032*
0,5 97+0,75 100+0 0,333 0,317
H 21,01 21,61
P 0,0007** 0,0005**

Tableau VI : Taux de mortalité des larves de stade 3 d’Anopheles gambiae en fonction de la
durée d’exposition a différentes concentrations de I’huile essentielle de Piper nigrum (test H de
Kruskal Wallis, P< 0,05).

Concentrations de Taux de mortalité (%) H P
I’extrait (%)
24h 48h
0(témoin) 140,25 140,25 0 1
0,05 410,40 18+0,28 5,333 0,018*
0,1 12+0,40 41+1,49 5,333 0,020*
0,3 49+1,60 61+1,65 1,333 0,236
0,5 87+0,85 95+0,47 2,521 0,108
0,6 93+1,18 96+0,57 0,083 0,751
0,7 99+0,25 10040 0,333 0,317
H 25,05 25,01
P 0,0003** 0,0003**

Tableau VII : Taux de mortalité des larves de stade 4 d’Anopheles gambiae en fonction de la

durée d’exposition a différentes concentrations de I’huile essentielle de Piper nigrum (test H de
Kruskal Wallis, P< 0,05).

Concentrations de Taux de mortalité (%) H P
I’extrait (%) 54N 28N

0(témoin) 0+0 0+0 0 0
0,1 540,62 10+0,28 2,083 0,134
0,3 26+0,64 39+0,47 5,333 0,020*
0,5 44+0,40 51+0,62 3 0,074
0,7 70+0,64 91+0,47 5,333 0,020*
0,9 78+0,64 10040 5,333 0,014*

H 21,84 22,32
P 0,0005** 0,0004**
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111-1-3-3-CL10, CLsg et CLgo des larves de stade 1, 2,3 et 4 d’Anopheles gambiae

Par définition, les CLio, CLso et ClLgo sont des concentrations capables d’induire
respectivement 10 %, 50 % et 90 % de mortalité des larves de stade 1, 2, 3 et 4 d’Anopheles
gambiae exposées a I’'HE. Elles ont été déterminées graphiquement a partir de la droite de
régression apres 24h, et 48h d’exposition a I’huile essentielle de Piper nigrum et ensuite
consignées dans le tableau VI1II ci- dessous. De ce dernier, il en découle que les CL1o, CLso et
CLgo diminuent en fonction de la durée d’exposition a I’huile essentielle donc 1’efficacité de

I’huile essentielle de Piper nigrum augmenterait avec le temps d’exposition.

Tableau VIII : CLio, CLsg et CLgo de I’huile essentielle de Piper nigrum au bout de 24 et 48h

d’exposition des larves de stade 1, 2, 3 et 4 d’Anopheles gambiae.

Stades Temps Concentrations létales(%)
d’exposition
) CLio CLso CLoo
Stade 1 24 0,19 0,37 0,55
48 0,08 0,29 0,49
Stade 2 24 0,20 0,38 0,56
48 0,11 0,29 0,48
Stade 3 24 0,20 0,40 0,60
48 0,13 0,35 0,57
Stade 4 24 0,19 0,42 0,65
48 0,22 0,25 0,27

111-1-3-4- Activité "nymphocide” de I’huile essentielle de Piper nigrum sur Anopheles
gambiae (test H de Kruskal Wallis, P< 0,05)

Apres exposition des nymphes d’Anopheles gambiae aux différentes concentrations d’huile
essentielle de Piper nigrum ; les taux d’émergence sont consignés dans le tableau IX ci-dessous.
De ce tableau, il ressort que le taux d’émergence décroit en fonction de la concentration et de la
durée d’exposition. Ainsi, apres 72h d’exposition a I’huile essentielle on reléve un taux
d’émergence de 100% pour une concentration d’HE de 0,9 % ; 78 % pour une concentration
d’HE de 1 % et 3 % pour une concentration d’HE de 3 %. Les probabilités du test H de Kruskal
Wallis enregistrées aprés 24 h, 48 h, et 72 h (p < 0,01), mettent en évidence des différences tres
significatives des taux d’émergence des nymphes avec le temps d’exposition quelle que soit la
concentration de I’huile essentielle. Le taux d’émergence des nymphes diminuerait de maniére

significative avec I’augmentation de la concentration en huile essentielle.
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Tableau IX : Taux d’émergence des nymphes d’Anopheles gambiae en fonction de la durée

d’exposition a différentes concentrations de I’huile essentielle de Piper nigrum (test H de
Kruskal Wallis, P< 0,05).

Concentration Taux d’émergence (%) H P
de I’extrait (%)
24h 48h 72h
0(témoain) 99+0,25 100+0 100+0 0,461 0,367
0,9 91+0,25 93+0,25 100+0 7,856 0,009**
1 730,47 750,25 78+0,28 3,837 0,090*
1,5 56+1,22 62+0,95 67+0,85 2,625 0,254
2 260,64 32+0,40 39+0,62 6,760 0,029*
2,5 13+0,62 14+0,50 15+0,75 0,028 0,975
3 0+0 140,25 30,25 3,231 0,090
H 26,37 26,48 25,90
P 0,0001** 0,0001** 0,0001**
I11-2. Discussion

Les différents résultats obtenus montrent que I’huile essentielle de Piper nigrum renferme
des composés a fort potentiel toxique et ce en fonction de la concentration et du temps
d’exposition. L'hydrodistillation de I’huile essenticlle de Piper nigrum révele un rendement
d'extraction faible (0,26%) comparé a celui obtenu par Tchoumbougnang et al. (2009) qui était
de 1,10% sur la méme plante ; cette différence pourrait étre liée a la période de récolte aux
facteurs édaphiques et climatiques, a 1’état physiopathologique de la plante et au temps de
distillation (Jazet et al., 2002). Ce rendement est moyen par rapport a celui obtenu des travaux
de Foko Dadji et al. (2018), Akono et al. (2016) des huiles essentielles de Clausena anisata et
Citrus sinensis qui étaient de 0,242 % et 0,72 % respectivement. Par contre il est trés élevé
comparé a celui obtenu des travaux d’Abe et al. (2019) de ’'HE de Piper umbelletum, qui était
de 0,012%. Cette variabilité peut s'expliquer par les différences de propriétés physicochimiques
et méme de composition chimique propre a chaque espéce (Jazet et al., 2002 ) voir la méthode
d’extraction utilisée pour chacune de ces plantes.

L’analyse chimique de I’huile essentielle de P.nigrum a révélé un mélange de nombreux
composeés, dont environ 30 composés terpéniques différent ont été identifiés constituant 77,69 %
de L’ HE. La composition chimique de ’'HE des graines de P.nigrum montre la présence de
monoterpenes et de sesquiterpenes rapportés efficaces contre les insectes et les bactéries. Les
composeés principaux sont : le caryophylléne (19,12 %), le limonéne (9,74 %), le (+)-camphéne
(8,44%) et le B-pinene (8,00 %) ; ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Kapoor et
al. (2009) sur Piper nigrum dont le profil chimique consistait en B-caryophylléne (29,9 %),
limonéne (13,2 %), B-pinéne (7,9%) et sabine (5,9 %). Cependant ils different de ceux trouvés

par Foko Dadji et al. (2018) qui ont principalement obtenu de I’'HE de Clausena anisata : (Z)
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I’anéthole (37,25 %), le p-cyméne (16,01 %), le y-terpinene (4,07 %) et le linalool (3,80 %) et de
ceux d’Abe et al. (2019) qui ont principalement obtenu de L’HE de Piper umbellatum : le y
muurolene (11,37 %), le p-eleméne (10,56 %) et le copaéne (9,63 %). Ces variations seraient
dues a la speécificité des essences, a la composition chimique des sols qui affecterait la
composition biochimique des plantes d’un espace géographique a un autre. Il est établi que la
salinité du sol influencerait le rendement d’extraction et le pourcentage des composés d’une huile
essentielle (Eman et al., 2013).

La lutte contre les stades aquatiques des vecteurs des maladies est essentielle pour arréter
a la fois la propagation du vecteur et le fardeau de la maladie (Abe et al., 2019). Il a été prouvé
au cours de cette étude que le taux d’éclosion des ceufs d’Anopheles gambiae est inversement
proportionnel a I’augmentation de la concentration de 1’huile essentielle de Piper nigrum .On
peut en déduire que cette essence est dotée de propriétés ovicides sur Anopheles gambiae. Ainsi
donc, nous avons des taux d’éclosion de 2 %, 3 % et 5 % pour la concentration 3 %
respectivement a 24 h , 48h et 72h, et un taux d’éclosion de 96 % pour le témoin a 72 h (tableau
[11). Ces résultats sont similaires a ceux de Foko Dadji et al.(2016b) qui ont démontré les
propriétés ovicides de I’huile essentielle des graines d’Aframomum sulcatum sur Anopheles
gambiae avec un taux d’éclosion de 70,67% pour une concentration de 0,01% apres 48h
d’exposition. Les potentiels ovicides des HE ont souvent été liés a la présence des monoterpenes
oxygeneés qui dans ce cas est le Linalol et le 4-terpinéol (Marimuthu, 2010). Ces composés actifs
de I’HE de Piper nigrum diffuseraient dans la paroi de I’ceuf (exoclorion) et auraient pour effet
de tuer I’embryon.

Par ailleurs, les résultats des tests sur les larves d 'Anopheles gambiae révelent une activité
larvicide de ’'HE de P. nigrum. Le taux de mortalité des larves d’Anopheles gambiae augmentent
avec la concentration d’HE de Piper nigrum comme décrit par Murugan et al. (2007). Nous
avons observé une mortalité trés élevée au niveau des larves de stades 1 et 2 avec 100 % de
mortalité pour une concentration de 0,5 % pour ces 2 premiers stades de développement d’An.
gambiae. Ceci pourrait étre di au fait qu’ils sont encore fragiles. Les stades larvaires 3 et 4 ont
été moins sensibles a la toxicité de ’'HE de Piper nigrum car il a fallu 0,7 % et 0,9 %
respectivement pour avoir 100% de mortalité apres 48h d’exposition. Ces résultats sont similaires
a ceux de Kemabonta et al. (2018) au Nigeria qui ont démontré I’effet larvicide de Piper nigrum
vis-a-vis de Anopheles gambiae aprés 24h a 0,009 %. Selon Silvia et al. (2008) le caryophyllene
présenterait une activité larvicide trés élevée par conséquent il pourrait étre responsable de cet
activité dans notre travail.

Les tests biologiques effectués sur les nymphes d’Anopheles gambiae révélent que I’huile

essentielle de Piper nigrum est dotée des propriétés "nymphocide” vis-a-vis d’Anopheles
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gambiae. Le taux de mortalité des nymphes d’Anopheles gambiae en présence de Piper nigrum
est variable, ainsi & 72h, on a 78%, 67%, 39%, et 15% pour les concentrations de 1%, 1.5%, 2%,
2.5% respectivement. Il a fallu 3% de concentration de HE de Piper nigrum pour atteindre un
taux d’émergence faible étant de 3% ; ceci peut s’expliquer par sa composition chimique marquée
par une forte proportion de sesquiterpénes, notamment les sesquiterpenes hydrocarbonés tel que
le B-elemeéne dont I’activité "nymphocide" est connue (Chiasson & Beloin 2007). Les nymphes
ne se nourrissent pas, la seule voie pour I'HE est le contact avec leur cuticule ou I’étouffement
(Candido et al., 2013), ce qui a exigé de fortes concentrations d’HE pour leur mortalité.

En mettant en paralléle ces différents résultats obtenus allant du stade ceuf au stade
nymphale, nous constatons que les larves sont plus sensibles a HE de P.nigrum que les nymphes
car il faut 48h pour la mortalité totale des larves quelle que soit le stade ; Ce qui n’est pas le cas
pour les nymphes ou il en faut 72h. Concernant le stade ceuf, étant donné que les ceufs sont dotés
d’une coque il a fallu une tres forte dose de concentration (3%) pour une efficacité ovicide de
L’HE. Ainsi, les stades ceufs et nymphales d’Anopheles gambiae présentent une tolérance

nettement supérieure a celui larvaire avec comme stade larvaire le plus vulnérable le stade 1.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Lors de cette étude, nous avons procédé a I’extraction de I’huile essentielle des graines
de Piper nigrum par hydrodistillation, puis a son analyse chimique afin d’évaluer son effet
insecticide sur les stades pré-imaginaux d’Anopheles gambiae. Il ressort de ce travail que cette
huile contient un rendement d’extraction de 0,26%, qu’elle comprend environ 30 composés pour
un total de 77,69% de la masse d’HE analysée. Cette HE est dotée des propriétés ovicides,
larvicides et "nymphocides " tres importantes qui pourraient étre attribuées a sa composition
chimique marquée par I’abondance des terpénes dotés de propriétés insecticides plus
particuliérement des molécules actives telles que le Linalol, le 4-terpinéol, le caryophylléne et le
B-elemene.

A T’issue de nos recherches plusieurs autres perspectives se présentent a savoir, isoler les
composes ; mener des études approfondies afin de déterminer les sites et les mécanismes
d’actions de ces molécules dans I’organisme du moustique ; mener les études sur d’autres espéces
vegétales ; mener une eétude comparée sur des différents sites de récoltes afin de déterminer
I’origine exacte des différences observées au niveau des rendements des extractions. Bien plus,
I’huile essentielle de Piper nigrum doit étre testée sur les souches sauvages d’Anopheles
gambiae, qui sont souvent moins sensibles que celles de laboratoire, afin d’avoir un apergu réel
de son efficacité. Enfin, au cas ou les essais de terrain seraient concluants, promouvoir donc la

culture a grande échelle du poivre afin qu’il soit accessible a tous et moins onéreux.
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