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Résumé

La présente étude a évalué I’effet répulsif de faibles concentrations de
I’huile essentielle de Clausena anisata contre le moustique Culex
quinquefasciatus aussitot apres application au laboratoire afin de déterminer
la concentration optimale a utiliser pour la mise au point d'un répulsif.
L’huile essentielle est extraite des feuilles séchées de C. anisata en utilisant
la technique de distillation par la vapeur. L'huile essentielle est dissoute dans
de l'isopropanol et les concentrations suivantes ont été testées: 0,25%;
0,50%; 0,75%; 1%; 1,25% et 1,50%. La solution ayant la concentration de
I’huile essentielle a tester est appliquée sur I'avant-bras des volontaires ayant
donné leur consentement éclairé. Immédiatement apres application, I'avant-
bras traité est placé dans une cage contenant 25 femelles de moustiques Cx.
quinquefasciatus  élevés au laboratoire. Le nombre de moustiques qui
viennent se poser sur I’avant-bras traité est compté sur une durée de 15
minutes et le nombre de moustiques effectivement gorgés de sang est
détermine. Les resultats ont montré que le taux de répulsion augmente au fur
et a mesure que la concentration de 1’huile essentielle augmente. Ce taux de
répulsion est de 64,91%; 75% et 84,21% respectivement pour les
concentrations de 0,25%; 0,50% et 0,75%. Les concentrations de 1%; 1,25%
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et 1,50% ont repoussé 100% des moustiques. Le pourcentage de moustiques
gorgés de sang sur 1’avant-bras des volontaires traités est de 5,74 ; 1,64 et
1,22 respectivement pour les concentrations de 0,25% ; 0,50% et 0.75% de
I'nuile essentielle. Pour les concentrations de 1 % ; 1,25% et 1,50% le
pourcentage de moustiques gorges est de 0 %. Sur la base de ces résultats,
nous pouvons conclure que les faibles concentrations de I’huile essentielle de
C. anisata ont un effet répulsif contre les moustiques. Nous suggérons donc
I’évaluation de la persistance dans le temps de 1’effet répulsif de différentes
concentrations de cette huile contre les moustiques.

Mots-clés : Moustiques, Clausena anisata, Huiles essentielles, Répulsifs,
Lutte anti-vectorielle

Repellent Effect of Low Concentrations of Essential Oil of
Clausena anisata (Rutaceae) against Mosquitoes
(Diptera: Culicidae)
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Abstract

The present study evaluated the repellent effect of low concentrations
of Clausena anisata essential oil against Culex quinquefasciatus immediately
after application in the laboratory in order to determine the optimal
concentration to use for the development of a repellent. The essential oil has
been extracted from dried leaves of C. anisata using the steam distillation
technique. The essential oil was dissolved in isopropanol and following oil
concentrations were tested: 0,25%; 0,50%; 0,75%; 1%; 1,25% and 1,50%. A
known concentration of the essential oil was applied to the forearm of a
consenting volunteer. Immediately after application, treated forearm is
placed in the cage containing 25 female laboratory reared Cx.
quinquefasciatus mosquitoes. The numbers of mosquitoes landing and biting
on the forearm during a 15-min period post-application was recorded.
Results showed that the repellency rates increased with increasing essential
oil concentration. The repellency rate was 64,91%; 75% and 84,21%
respectively for 0,25%; 0,50% and 0,75% essential oil concentration.
Concentrations of 1% ; 1,25% and 1,50% repelled 100% mosquitoes. The
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percentage of mosquitoes taking blood on the volunteers forearm was 5,74;
1,64 and 1,22 respectively for 0,25%; 0,50% and 0,75% of C. anisata
essential oil. This percentage of mosquitoes taking blood was 0% for
concentrations of 1%; 1,25% and 1,50%. Based on these results, we can
conclude that low concentrations of C. anisata essential oil have a repellent
effect against mosquitoes. For investigations further, we suggest in order to
assess the persistence of the repellent effect of different concentrations of
this essential oil against mosquitoes.

Keywords: Mosquitoes, Clausena anisata, Essential oils, Repellents,
Mosquito control

Introduction

Les moustiques sont vecteurs de nombreuses maladies comme le
paludisme, la filariose, le chikungunya, la dengue, la fievre jaune, la maladie
a virus du Nil occidental et celle a virus Zika (Marimuthu et al. 2016).

Afin de protéger les hommes contre les piqlres de ces moustiques,
des répulsifs chimiques de synthése ont été élaborés. Parmi ces répulsifs
chimiques figure le DEET (N,Ndiethyl-m-toluamide). Le DEET est un
répulsif a large spectre, efficace et persistant sur la peau (Nerio et al. 2010).
Cependant, des études ont montré que ce produit peut entrainer des risques
pour I'environnement et pour la santé humaine en particulier pour les femmes
enceintes et les enfants (Abagli et Alavo, 2011; Nerio et al. 2010). De plus,
le DEET cotite cher et n’est pas abordable pour les populations africaines.
Face a tous ces problémes, il est indispensable d’adopter une méthode de
gestion intégrée des moustiques vecteurs de maladies et de rechercher
activement des répulsifs anti-moustiques moins couteux et respectueux de
I'environnement.

Actuellement, dans le monde entier, des extraits de plusieurs dizaines
de plantes appartenant a plusieurs familles (Rutaceae, Lamiaceae, Meliaceae,
Asteraceae, Annonaceae, Malvaceae et Labiatae) sont utilisés comme des
insecticides botaniques (Dwijendra, 2014). Parmi ces plantes, figure
Clausena anisata (Wild) Hook.

De plus, des études ethnobotaniques realisees en Afrique du Sud, en
Ethiopie et au Nigéria sur des plantes traditionnellement utilisées contre les
moustiques ont montré que les populations locales utilisent C. anisata pour
chasser les moustiques (Mavundza et al. 2011; Karunamoorthi et Husen,
2012; Okunade et Olaifa, 1987). Mukandiwa et al. (2016) ont prouve que les
extraits de C. anisata ont un effet répulsif sur les adultes de moustique Aedes

aegypti.
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La présente étude a évalué 1’effet répulsif de faibles concentrations de
I’huile essentielle de C. anisata contre le moustique Culex quinquefasciatus
aussitot apres application au laboratoire pour la mise au point d'un répulsif.

Matériel et Méthodes
Extraction de I’huile essentielle :

Les feuilles de C. anisata récoltées dans les régions d’Abomey-
Calavi et de Niaouli sont séchées a 1I’ombre pendant trois jours avant
I’extraction de I’huile essentielle. L’extraction de I’huile essentielle est faite
par la technique d’entrainement par la vapeur et le dispositif utilisé est un
distillateur de type Clevenger.

Elevage des moustiques :

Le moustique Culex quinquefasciatus a été utilisé pour les tests. Ces
moustiques sont ¢élevés au laboratoire d’entomologie appliquée de
I’Université d’Abomey-Calavi (Bénin). Pour 1’élevage, les ceufs de ces
moustiques ont été introduits dans des bacs rectangulaires en plastique de
10L de volume, contenant un volume de 3L d’eau. Les ceufs ont été répartis a
raison de 15 radeaux par bac. Ces bacs ont été installés dans une salle aérée a
température ambiante. Les larves issues des ceufs sont nourries trois fois par
semaine avec de la provende de poisson T-Catfish Finisher-flot 7. Cette
provende est d’abord écrasée puis mélangée avec de I’eau (25 g de provende
écrasée pour 1L d’eau). Ce mélange est ensuite versé dans 1'eau contenant les
larves, ceci en tenant compte de la densité larvaire. Ces bacs sont recouverts
de voile de moustiquaire pour empécher d’autres especes de moustiques de
venir pondre dans 1’eau. Les imagos qui émergent de ces larves sont
recueillis directement dans des cages couvertes de voile de moustiquaire. Les
cages contenant les adultes sont installées dans l'insectarium ou la
température est réglée a 28°C. Les moustiques adultes sont nourris avec de
I'eau sucrée a la concentration de 10%. Les moustiques qui n'ont pas été
utilisé pour les tests sont gorgés une fois par semaine. Le repas sanguin est
fourni par la volaille (coq, poule).

Tests de répulsion de différentes concentrations de I'huile essentielle de C.
anisata
Préparation des solutions

L’huile essentielle est dissoute dans le solvant (isopropanol pur a
99,8%). La préparation de la solution est faite avant le démarrage des tests.
La solution est conservée dans des bouteilles sombres hermétiquement
fermees et gardées au réfrigérateur. Pour la préparation de la solution a la
concentration de 0,25% par exemple, I'nuile essentielle pure est dissoute
dans le solvant a raison de 0,25 ml d'huile pour 99,75 ml d'isopropanol.
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Procédure des tests de répulsion au laboratoire

Les moustiques utilisés pour les tests de répulsion sont agés d’au
moins huit jours. Pour la réalisation des tests, les moustiques sont triés par
lot de 25 femelles a l'aide d'un aspirateur a bouche dans les cages couvertes
de voile de moustiquaire. Afin de les affamer, ces moustiques sont privés du
jus sucreé dix heures de temps avant le démarrage des tests.

La solution de [I'huile essentielle de C. anisata est appliquée
directement sur avant-bras humain. Des volontaires (&gés entre 20 et 30 ans)
ayant donné leur consentement éclairé ont été utilisés. Un avant-bras de
chaque volontaire est traité avec la solution de I'huile essentielle a l'aide de
coton hydrophile imbibé de 3 ml de la solution. L'avant-bras traité est
introduit dans une cage contenant un lot de 25 femelles. Les tests de
répulsion démarrent a 19 heures, heure a laquelle les moustiques Cx.
quinquefasciatus deviennent actifs.

Durant les 15 premiéres minutes qui suivent le traitement, le nombre
de moustiques qui viennent se poser sur l'avant-bras traité est recensé. Aprés
le test, les moustiques sont aspirés a 1’aide d’un aspirateur a bouche dans un
gobelet couvert de voile de moustiquaire. Ce gobelet est mis au congélateur
afin de tuer les moustiques. Ces moustiques tués sont observés a la loupe
binoculaire pour déterminer le nombre de femelles effectivement gorgées de
sang.

Avant de tester I’effet des différentes concentrations, nous avons
d’abord testé I’effet répulsif du solvant sur les moustiques. Pour le faire, le
comportement des moustiques par rapport a l’avant-bras traité avec le
solvant (isopropanol pur) a été comparé au comportement des moustiques
par rapport a ’avant-bras nu (non traité). Ensuite, les variantes suivantes ont
été testées: 0% (isopropanol pur a 99,8%), 0.25%, 0.50%, 0.75%, 1%,
1.25%, 1.50% de I'huile essentielle.

Pour chaque variante, 10 répétitions ont été effectuées a raison d'un
volontaire par répétition afin d'éviter que la différence dattractivité des
moustiques par les volontaires n'influe sur les résultats.

Analyses statistiques

Le test de corrélation de Pearson a été réalisé pour déterminer s’il y a
une corrélation entre la concentration de 1’huile essentielle et le nombre de
poses d’une part et d’autre part entre la concentration de I’huile essentielle et
le nombre de gorgés. Le Progiciel de statistiques SPSS 16.0 a été utilisé
pour réaliser ces tests.

Le pourcentage de répulsion pour chaque variante de concentration testée au

laboratoire a été également calculé en utilisant la formule suivante (Sharma
et Ansari, 1994) :
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Pourcentage de répulsion = (Ntmoin-Nexp/ Ntgmoin) X 100

Niemoin €St le nombre de moustiques collectés sur les volontaires
servant de témoins

Nexp est le nombre de moustiques collecté sur les volontaires traités.

Les différents graphes qui traduisent les résultats obtenus ont été réalisés
a I’aide du logiciel Excel.

Résultats
Effet du solvant sur I'activité du moustique Cx. quinquefasciatus

Les figures 1la et b montrent que l'activité des moustiques Cx.
quinquefasciatus sur l'avant-bras nu et 1’avant-bras traité avec le solvant
(isopropanol) est pratiquement similaire. Le pourcentage de moustiques
posés est de 18 et 12 respectivement sur 1’avant-bras nu et ’avant-bras traité
avec le solvant (Figure 1a). Le pourcentage de moustiques gorgés de sang est
de 3,26 et 3,61 respectivement sur I’avant-bras nu et ’avant-bras traité avec
le solvant (Figure 1b). Ces résultats montrent que le solvant (Isopropanol
pur) n’a donc aucun effet sur I'activité du moustique Cx. quinquefasciatus.
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Figure la. Effet du solvant (isopropanol) sur l'activité des moustiques : Pourcentage de de
moustiques posés sur l'avant-bras
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Figure 1b. Effet du solvant (isopropanol) sur l'activité des moustiques : Pourcentage de
moustiques gorgés de sang

Effet de I'huile essentielle de C. anisata sur les moustiques immédiatement
aprés application

Le pourcentage de moustiques posés sur l'avant-bras des volontaires
traités est de 21,63; 8,23; 2,46 et 3,67 respectivement pour les
concentrations de 0% (solvant); 0,25% ; 0,50% et 0,75% de I'huile
essentielle. Ce pourcentage est de 0% pour les concentrations de 1% ;
1,25% ; et 1,50% (Figure 2a). Ainsi, le taux de répulsion est de 64,91% ;
75% et 84,21% respectivement pour les concentrations de 0,25% ; 0,50% et
0,75% de I'huile essentielle. Quant aux concentrations de 1% ; 1,25% et
1,50%, le taux de répulsion est de 100%.

L’analyse statistique des données a révélé qu’il existe une corrélation
négative (r = - 0,589) entre la concentration de I’huile essentielle et le
nombre de poses de moustiques. Ce qui signifie que le nombre de poses de
moustiques diminue au fur et a mesure que la concentration de 1’huile
essentielle de C. anisata augmente.

Le pourcentage de moustiques gorgés de sang sur I’avant-bras des
volontaires traités est de 10,17 ; 5,74; 1,64 et 1,22 respectivement pour les
concentrations de 0% ; 0,25% ; 0,50% et 0.75% de I'huile essentielle. Ce
pourcentage de moustiques gorgés est de 0% pour les concentrations de 1%,
1,25% et 1,50% (Figure 2b).

L’analyse statistique des données a révélé qu’il existe une corrélation
négative (r = - 0,510) entre la concentration de 1’huile essentielle et le nombre
de moustiques gorgés de sang. Ce qui indique que le nombre de moustiques
gorgés diminue au fur et a mesure que la concentration de 1’huile essentielle
de C. anisata augmente.
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Figure 2a. Effet de différentes concentrations de I'huile essentielle C. anisata sur l'activité
des moustiques : Pourcentage de poses de moustiques sur l'avant-bras

20.00%
18.00%
16.00%
14.00%
12.00%
10.00%
8.00%
6.00%
4.00%
2.00%

0.00% - -

0% 0.25% 0.50% 0.75% 1% 1.25% 1.50%

Pourcentage de gorgés

Concentrations de I'huile essentielle

Figure 2b. Effet de différentes concentrations de I'huile essentielle C. anisata sur l'activité
des moustiques : Pourcentage de moustiques gorgés de sang

Discussion

Avant le début de cette étude, trés peu de travaux de recherches ont
¢été consacrés a 1’étude de ’effet répulsif de 1’huile essentielle de C. anisata
contre les moustiques. En effet, Khamala, (2004) a prouvé que [’huile
essentielle de C. anisata a un effet répulsif contre le moustique An. gambiae
s.s. et Mukandiwa et al. (2016) quant & eux ont testé 1’effet répulsif de
I'extrait brut d'acétone de C. anisata contre les adultes du moustique Ae
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aegypti et ont conclu que C. anisata a un effet répulsif sur ces moustiques.
Les résultats de ces chercheurs ne permettent pas de connaitre la
concentration optimale a utiliser pour la formulation d’un répulsif fait a base
de cette huile.. En évaluant de facon successive 1’effet répulsif de faibles
concentrations de I’huile essenticlle de C. anisata aussitot apres application,
la présente étude a permis de déterminer la concentration optimale de 1’huile
essentielle a utiliser pour une protection maximale contre les moustiques.
Les résultats de cette étude montrent que le pourcentage de moustiques posés
et le pourcentage de moustiques gorgés de sang sur l'avant-bras des
volontaires traités diminuent au fur et & mesure que la concentration de
I’huile essentielle augmente. Pour la concentration de 0,25% de I’huile
essentielle, le pourcentage de moustiques posés est de 8,23% et le
pourcentage de moustiques gorgés est de 5,74% tandis que pour la
concentration de 1%, aucune pose de moustique n’a été enregistrée et aucun
moustique ne s’est gorgé de sang soient 0% de pose et 0% de gorgé. La
concentration de 1% de I’huile essenticlle de C. anisata ayant donc permis
de chasser 100% des moustiques pendant les 15 premiéres minutes qui
suivent son application et étant donné que, le taux d’élimination des
moustiques est de I"ordre de 97% pour les produits chimiques de synthése
reconnus comme efficaces (Balkew et al. 2006), cette concentration de 1%
de T’huile essentielle peut alors étre considérée comme la concentration
optimale & utiliser pour la mise au point d'un répulsif.

Par ailleurs, I’analyse des résultats obtenus permet d'affirmer que
I’effet répulsif de I’huile essentielle de C. anisata a faibles concentrations est
meilleur a I’effet répulsif de 1'huile essentielle de Hyptis suaveolens a des
concentrations élevées. En effet, Abagli et al. (2012) ont testé I'effet répulsif
immédiatement aprés application de différentes concentrations de I'huile
essentielle de H. suaveolens et ont conclu que le pourcentage de moustiques
posés pour les concentrations de 1% et 6% est respectivement de 42 et 2.
Pour ces mémes auteurs, le pourcentage de moustiques gorgés de sang est de
22 et 3 respectivement pour les concentrations de 1% et 6%. En comparant
les résultats de ces chercheurs aux résultats obtenus au cours du présent
travail, nous pouvons conclure que pour la protection contre les pigdres de
moustiques, la faible concentration de 0,25% de I'huile essentielle de C.
anisata protége plus que la concentration de 1% de I'huile essentielle de H.
suaveolens. De méme, la concentration de 1% de I'huile essentielle de C.
anisata protége plus que la concentration de 6% de I'huile essentielle de H.
suaveolens. De plus, la concentration optimale de I'huile essentielle de H.
suaveolens est de 6% avec un taux de répulsion d’environ 97% (Abagli et
Alavo, 2020 et Abagli et al. 2012) et celle de I'huile essentielle de C. anisata
est de 1% avec un taux de répulsion de 100%. On en déduit alors que pour

WWW.esipreprints.org 138



http://www.eujournal.org/

ESI Preprints January 2023

une protection optimale, la quantité de 1’huile essentielle de H. suaveolens a
utiliser est 6 fois supérieure a la quantité de ’huile essentielle de C. anisata.
Sachant que, le rendement en huile essentielle est d'environ 0,23% pour les
feuilles de H. suaveolens (Adjou et Soumanou 2013) et de 0,14% pour les
feuilles de C. anisata (Avlessi et al. 2004), la quantité de 1’huile obtenue
apres extraction a partir des feuilles de ces plantes est donc faible. Par
conséquent, pour mettre au point un répulsif fait a base d’une huile
essentielle, il serait important de privilégier 1’huile qui offre une meilleure
protection a une faible concentration. L’huile essentielle de C. anisata serait
donc la mieux adaptée pour la formulation d’un tel répulsif qui nécessitera
une petite quantité d'huile. Ce répulsif sera alors moins codteux et son prix
sera a la portée des populations qui en ont besoin pour se protéger contre les
pigdres de moustiques.

Notons qu'en Afrique subsaharienne, les moustiquaires imprégnées
d'insecticide chimique sont recommandées dans la lutte contre les
moustiques vecteurs de maladies. Néanmoins ces moustiquaires ne suffisent
pas pour lutter contre ces vecteurs (Abagli et al. 2012), surtout dans les
conditions d’Afrique de I'ouest ou [’urbanisation anarchique ou mal
planifiée permet la prolifération des moustiques (Alavo et al. 2010). En
réalité, les populations humaines, avant d’aller se coucher sous les
moustiquaires imprégnées, se font piquées par les moustiques qui leur
transmettent la maladie. Pour mieux réussir la lutte contre les vecteurs de
maladies et réduire considérablement la prévalence du paludisme et autres
maladies vectorielles il est alors nécessaire d'opter pour la gestion intégrée de
ces moustiques vecteurs de maladies comme 1’ont recommandé Okech et al.
(2008). Les résultats obtenus au cours des travaux de la présente étude
permettent de conclure que I’huile essentielle de C. anisata est un produit a
prendre en compte dans le systéeme intégré de gestion des moustiques
vecteurs de maladies en Afrique.

S’il est vrai que les produits naturels d’origine botanique ont été
utilisés pendant une longue période et ont été prouvés traditionnellement non
toxiques et appropriés pour le controle des vecteurs (Koul, 2008) et étant
donné qu’au cours de cette étude, aucune forme d’allergie n’a été signalée ni
chez les volontaires, ni chez les auteurs du présent travail qui ont eu a passer
eux aussi l’huile essentielle sur la peau, on peut estimer que [’huile
essentielle de C. anisata est un bon candidat en tant que répulsif anti-
moustique a passer sur la peau. Toutefois, il faudra d’une part, effectuer des
tests de rémanences pour déterminer la concentration de 1’huile essentielle de
C. anisata qui proteégera le plus longtemps possible et d’autre part, effectuer
des tests de toxicité afin de confirmer que cette huile essentielle est utilisable
sur la peau.
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Conclusion

Au regard de ces résultats, nous pouvons conclure que I’huile
essentielle de C. anisata a faible concentration repousse effectivement le
moustique Cx. quinquefasciatus.

Nous suggérons donc 1’évaluation de la persistance dans le temps de
I’effet répulsif de différentes concentrations de cette huile essentielle contre
les moustiques.
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