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Résumé

Notre travail porte sur 1I’étude et la mise en évidence de I’activité antibactérienne de 1’huile essentielle du clou de
girofle extraite par hydro distillation a partir des boutons séchés et dont le rendement obtenu était de 9%.

L’activité antibactérienne a été mise en évidence par la méthode de I’aromatogramme vis-a-vis de deux souches :
Staphylococcus aureus prélevée a partir d’un abceés chez le lapin et sur une souche de référence d’Escherichia coli. Nous
avons tout d’abord ré-identifié les souches en utilisant les différents tests biochimiques et nous avons étudié leur profil de
sensibilité a différentes familles d’antibiotiques. Par la suite, nous avons préparé trois concentrations de 1’huile
essentielle a savoir : 25%, 50% et 75%.

Les résultats de nos travaux sont comme suit: Staphylococcus aureus a présenté une sensibilité extréme pour les trois
concentrations de I’huile essentielle avec des diamétres d’inhibition de 22 mm a 25%, de 26mm a 50% et de 30 mm a 75%.
Escherichia coli a présenté une sensibilité extréme a 75% de I’huile essentielle avec un diamétre d’inhibition de 37% et a
seulement été sensible aux autres concentrations.

Les résultats obtenus dans ce présent travail démontrent que I’huile essentielle du clou de girofle posséde un pourvoir
antibactérien important vis-a-vis des souches étudiées, rendant ainsi I’utilisation des huiles essentielles, une piste intéressante
pour remédier au phénoméne de I’antibio-résistance.

Mots clés : Huile essentielle ; Activité antibactérienne ; Clou de girofle.

Abstract

Our work aims to study and demonstrate the antibacterial activity of clove essential oil extracted by hydro
distillation from dried buds and whose yield was 9%.

The antibacterial activity was demonstrated by the “aromatogram method” against two strains: Staphylococcus
aureus taken from an abscess in rabbits and on a reference strain of Escherichia coli. Firstly, we have re-
identified the strains using different biochemical tests and we studied their sensitivity profile to different families
of antibiotics. Subsequently, we prepared three concentrations of the essential oil namely: 25%, 50% and 75%.

The results of our work are as follows: Staphylococcus aureus showed extreme sensitivity for the three
concentrations of the essential oil with inhibition diameters of 22 mm at 25%, 26mm at 50% and 30 mm at 75%.
. Escherichia coli showed extreme sensitivity to 75% of the essential oil with an inhibition diameter of 37% and
were only sensitive to other concentrations.

The results obtained in this present work demonstrate that the essential oil of clove has an important antibacterial
power against the strains studied, thus making the use of essential oils an interesting alternative to remedy the
phenomenon of antibiotic resistance.

Key words: Essential oil; Antibacterial activity; Clove oil
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Introduction générale

L’antibiorésistance est définie par ’organisation mondiale de la sant¢ (OMS) comme un
probleme majeur de santé publique. Ce phénomene, en sans cesse croissance, touche toutes

les especes bactériennes et n’est pas sans conséquences sur la pathogénie de ces dernieres.

L’émergence et le développement de la résistance chez les bactéries est le résultat, entre autre,
de I'utilisation excessive et non réfléchie de plus de 50 ans de ces molécules en médecine
humaine ainsi qu’en médecine vétérinaire (Acar J et Rostel B., 2001), ce qui rend, par la
suite, toute tentative thérapeutique inefficace (Elhani D., 2011). Afin de venir a bout des
phénomeénes de résistance aux antibiotiques, la recherche de moyens biologiques alternatifs
semble étre une solution salvatrice.

Depuis longtemps, les populations humaines utilisent les éléments de leur environnement, en
particulier les plantes, afin de traiter et de soigner toutes sortes de maladies, cette pratique est
a l'origine de ce que I'on appelle aujourd’hui la phytothérapie et I'aromathérapie (Bruneton,
1999). Ces plantes représentent un réservoir immense de composés attribués au métabolisme

secondaire de ces derniéres et qui possedent un tres large éventail d’activité biologique.

A cet égard, les huiles essentielles représentent des molécules au potentiel thérapeutique
intéressant, de par leurs propriétés biologiques mises en évidence, a savoir: antimicrobienne,
antioxydante, analgésique, anti-inflammatoire, anti-cancérigéne, antiparasitaire et insecticide
(Bakkali et al., 2008; Murbach Teles A et al., 2014).

Pour cet intérét, les huiles essentielles considérées comme des substances naturelles
bioactives représentent une piste intéressante dans la découverte de nouvelles molécules

thérapeutiques et une éventuelle alternative aux produits chimiques.

Tout cela nous a dicté 1’objectif du présent travail qui est d’évaluer I’activité antibactérienne
de T’huile essentielle de clou de girofle vis-a-vis de deux souches bactériennes

(Staphylococcus aureus et Escherichia coli).

deux, la premiére partie est une revue de la bibliographie qui reprend I’aspect général des
huiles essentielles ainsi que des notions de base sur les bactéries que nous avons utilisé dans
notre travail.

La deuxiéme partie comprend notre étude expérimentale a savoir 1’identification des
bactéries, 1’extraction de I’huile essentielle du clou de girofle ainsi que I’étude de son

potentiel antibactérien.



Chapitre I Notions Générales sur les huiles essentielles

Chapitre | : Notions Générales

I.  INTRODUCTION SUR LES HUILES ESSENTIELLES

Les huiles essentielles (HE) sont connues depuis des millénaires pour leur action bénéfique
sur I’étre vivant. L’utilisation connue des plantes a été décrite depuis prés de 5000 ans dans
plusieurs civilisations antiques a l’instar de I’Egypte (du temps des pharaons), de la
civilisation Grecque ainsi que la Chine et I’Inde. A titre d’exemple, en Egypte, les huiles

étaient utilisees comme parfum dans la momification des corps. (Lamaty et al, 1997).

Il.  Définition générales
2.1 Les huiles essentielles

Telle que définie par la Pharmacopée européenne, une huile essentielle est un « produit
odorant, généralement de composition complexe, obtenu a partir d’'une matiére premicre
végeétale botaniquement définie : soit par entrainement a la vapeur, soit par distillation séche
ou soit par un procédé mécanique approprié sans chauffage» (CONNER, DE,1993) les
définit comme suit : « les HE sont des produits odorants , volatils du métabolisme secondaire
d’une plante aromatique, normalement formés dans des cellules spécialisées ou groupes de
cellules ».

En pratique, il est possible d’obtenir une HE a partir de la plante enti¢re ou bien a partir de
certaines parties de la plante telle que les fleurs, les bourgeons, les grains, les feuilles, les bois,
les racines, les tiges et les brindilles (Brenes A., Roura E., 2010).

2.2

2.3 L’hydrolat

L’hydrolat ou eau aromatique ou eau distillée florale, est un sous-produit du processus de
I’hydro-distillation de la plante. 1l se forme a partir de la vapeur d’eau qui a servi a entrainer
les molécules aromatiques de la plante. Elle est chargée en substances végétales solubles dans
I’eau (/pro/les-hydrolats-aromatiques/)

Il.

IV. Production mondiale des huiles essentielles

Les principales huiles essentielles produites et les principaux pays producteurs sont résumés

dans le tableau 01.
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Tableau 01 : Récapitulation des principales huiles essentielles produites et des principaux

pays producteurs dans le monde en 2019 (Source : Estimation France AgriMer a partir

d’enquétes d’expert) :

Huiles essentielles :

Estimation
production 2019
en T (tonnes) :

Principaux pays producteurs :

Orange douce 49000 Brésil, USA Dominique, Italie, Espagne, , Argentine

Citron 9000 Argentine, Italie, USA, Brésil,

Eucalyptus (globulus) 4000 Chine, Inde, Australie, Brésil

Menthe poivrée 3500 Inde, USA

Clou de girofle 2500 Madagascar, Indonésie, Tanzanie, Sri Lanka, Inde

Menthe douce/verte 2000 USA, Inde, Chine

Cédre 2000 Chine, USA, Inde, Maroc

Lime 1000 Mexique, Pérou, USA, Haiti, Brésil, Cuba, Céte d'lvoire,
Italie, Inde

Lavande 830 Bulgarie, France, Afrique du Sud, Chine

V.  Utilisation des plantes aromatiques

La quantité totale de plantes aromatiques et médicinales utilisées par les industries

pharmaceutiques, cosmétiques, chimiques et agroalimentaires est trés difficile a estimer
(Schippmann U et al., 2002 ., Leaman D.J., 2009).

Au niveau mondial, plus de 35000 types de plantes aromatique seraient utilisées par les

industries pharmaceutiques, chimiques ou cosmétiques selon les professionnels (Cpparm.,

2012).
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Selon certaines sources, depuis 1’année 2000, 1a demande mondiale pour les produits issus de
ces filieres, connaitrait une expansion rapide avec un taux de croissance annuel de 10 a 20%
(Helle L., Carsten O., 2007).

VI. Composition chimiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont composées uniqguement de molécules aromatiques et volatiles et
ne contiennent aucun corps gras, en dépit de leur appellation (Couic -Marinier F., Lobstein
A., 2013).

La composition chimique d'une huile essentielle peut varier considérablement :

e Dans une méme plante selon la partie utilisée (feuille, fleur, fruit, bois....)

e Pour une méme plante dans la méme année selon la saison,

e Pour une méme espece selon les conditions de culture (ensoleillement, humidite,
longueur du jour, fertilité du sol),

e Pour une méme espéce selon les races chimiques ou chémotypes (I'exemple classique

est le thym avec 7 races chimiques).

Les constituants des huiles essentielles peuvent étre répartis en deux classes en fonction de
leur voie de biosynthese : les terpénoides et les phénylpropanoides (Buchanan BB et al.,
2000).

L’étude de la composition chimique est généralement effectuée par chromatographie en phase
gazeuse (CPG) et par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(CPG-SM) (Salze UJ., 1977).

VII.  Caractéristiques physiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles ont des propriétés physiques communes, qui peuvent cependant varier
en fonction de leur composition chimique (Franchomme P., Penoel D., 2001) :
e Les huiles essentielles sont liquides a température ambiante, il existe cependant des
exceptions (Fernandez X., Chemat F., 2012).
e Les huiles essentielles sont volatiles. C’est ce qui les rend entrainables a la vapeur et
particulierement odorantes. Ce caractére les différencie aussi des huiles végétales

grasses ou « fixes » (Kaloustian J., Hahdji-Minaglou F., 2012 ; Faucon M., 2015).

10
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Leur solubilité est totale dans les huiles grasses qui représentent leurs meilleurs
solvants, elle est tres grande dans les alcools et dans les solvants organique
(Franchomme P., Pencel D., 2001).

e La plupart des huiles essentielles ont une couleur jaune presque imperceptible. Elles
deviennent foncées au court de leur vieillissement (oxydation). » (Kaloustian J.,
Hahdji-Minaglou F., 2012 ; Faucon M., 2015).

e La densité des huiles essentielles est trés souvent inféricure a 1 (densité de I’eau) et
varie en fonction de leur composition chimique (Franchomme P., Penocel D., 2001 ;
Kaloustian J., Hahdji-Minaglou F., 2012).

e L’indice de réfraction est généralement élevé (Franchomme P., Penoel D., 2001;
Kaloustian J., Hahdji-Minaglou F., 2012).

VIIIL.  Activité biologique des huiles essentielles

L'activité biologique d'une huile essentielle est étroitement tributaire de sa composition
chimique ainsi que les possibles effets synergiques entre ses composants. Cette activité
biologique est due a l'intégralité de ses constituants et non seulement a ses composes
majoritaires (Lahlou M., 2004).

8.1 Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des huiles essentielles fait intervenir plusieurs mécanismes, et ce,
du fait de sa variabilité dans la quantité ainsi que la nature de ses composants. (Carson CF et
all., 2002)

En résumé, 1’action des huiles essentielles peut étre décrite comme suit (Burt S.A., 2004) :

e Attaque de la paroi bactérienne par I’huile essentielle, provoquant une augmentation
de la perméabilité puis la perte des constituants cellulaires ;
e Acidification de I’intérieur de la cellule, bloquant la production de 1’énergie cellulaire
et la synthese des composants de structure ;
e Destruction du matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie.
Le mode d’action des huiles essenticlles est en relation étroite avec la nature et les
caractéristiques des composants actifs, en particulier leur propriété hydrophobe qui leur
permet de pénétrer dans la double couche phospholipidique de la membrane de la bactérie.
(Cox S.D et al., 2000; Carson et al., 2002).

11
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Les huiles essentielles agissent aussi bien sur les bactéries Gram positives que sur les
bactéries Gram négatives. Toutefois, les bactéries Gram négatives paraissent moins sensibles

a leur action et ceci est directement lié a la structure de leur paroi cellulaire (Burt S.A., 2004).

8.2 Activité antivirale

Selon plusieurs études, les huiles essentielles agissent efficacement contre certaines

pathologies virales (Franchomme P et al., 2001).

Les virus sont assez sensibles aux huiles essentielles a phénol et a monoterpénol. Plus d’une
dizaine d’huiles essentielles possedent des propriétés antivirales. Nous pouvons citer I’huile
essentielle de Ravintsara ou I’huile essentielle de Cannelle de Ceylan ((Purchon N., 2001 ;
Willem J.P., 2002).

8.3 Activite antifongique

Les huiles essentielles ainsi que leurs composés actifs sont utilisés dans 1’industrie
phytosanitaire et agro-alimentaire comme agents de protection. 1ls sont employés afin de
lutter contre les champignons pathogénes qui attaquent les végétaux ou qui se trouvent dans

les denrées alimentaires. ((Lis-Balchin M., Lavender., 2003).

L'action antifongique de ces composées est due a une augmentation de la perméabilité de la
membrane plasmique suivie d'une rupture de celle-ci entrainant une fuite du contenu

cytoplasmique et donc la mort de la levure (Cox S et al., 2000).

Les phénols et les aldéhydes qui sont les groupements fonctionnels des composées
terpéniques des huiles essentielles réagissent avec les enzymes membranaires et dégradent la

membrane plasmique des levures (Knobloch K et al., 1989).

Nous pouvons citer comme exemples d’huile essentielle ayant une activité antifongique les
huiles suivantes: I'huile essentielle de Cannelle, de Clou de girofle ou de Niaouli
PURCHON, N2001. WILLEM, J.P2002).

Le traitement sera de plus longue durée que pour un usage antibactérien (PHYTOPREVENT
,2004).
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8.4 Action antiparasitaire

Le groupe phénol posséde une action puissante contre les parasites. Le thym a linalol et la
sarriette des montagnes sont d'excellentes huiles essentielles antiparasitaires (Purchon N.,
2001 ; Willem J.P., 2002)

8.5 Action anti inflammatoire

Nous citons I’exemple de I’huile essentielle de Gingembre (Purchon N., 2001 ; Willem J.P.,
2002).

8.6 Action digestive

Les huiles essentielles ont une action digestive et apéritive comme 1’huile essentielle de cumin
ou d’anis étoilé. Elles permettent la stimulation de la sécrétion des sucs digestifs.

L’huile essentielle de menthe poivrée atténue les nausées (Purchon N., 2001 ; Willem J.P.,
2002).

8.7 Action cicatrisante

Les huiles essentielles sont utilisées dans la composition des baumes par les égyptiens et les

indiens d’Amazonie pour panser la peau et ce depuis des millénaires.

Les cétones ont un pouvoir cicatrisant important, elles accélérent la vitesse de reparation

tissulaire, comme c’est le cas de lavande vraie Lavandula angustifolia Mill.

Les huiles essentielles de camomille, citron, géranium, romarin et sauge sont cicatrisantes tant

au niveau de la peau et des muqueuses (Staub H., Bayer L., 2013).

1X. Mode d’action des huiles essentielles

Le mode d’action des huiles essentielles sur les pathogenes ne fait pas encore I’unanimité au

sein de la communauté scientifique. (Kalemba D., Kunick A., 2003 ; Burt S.A., 2004).

L’action des huiles essentielles peut se résumer de maniere générale en trois phases

principales:

e Attaque de la paroi bactérienne : ce qui est a I’origine d’une augmentation de la
perméabilité puis de la perte des constituants cellulaires. La principale caractéristique
des molécules présentes dans les huiles essentielles est leur caractére hydrophobe.
(Sikkema J et al, 1994). Elle permet de pénétrer dans la double couche
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phospholipidique de la membrane cellulaire. Cela induit une fuite d’ions (K+) suite a
une perturbation chimio-osmotique. (Cox S et al, 2000 ; Souza E.L et al., 2006).

e Acidification de l’intérieur de la cellule : I’huile essentielle acidifie le milieu une fois
qu’elle pénétre dans la cellule, elle bloque la production de 1’énergie cellulaire ainsi
que la synthése des composants de structure. Certains composés phénoliques des
huiles essentielles interférent avec les protéines de la membrane des micro-organismes
comme I’enzyme ATP,s, SOit par action directe sur la partie hydrophobe de la
protéine, soit en interférant dans la translocation des protons dans la membrane
prévenant la phosphorylation de I’ADP. (Knobloch K et al., 1989 ; Sikkema J et al.,
1995

e Destruction du matériel génétique : la synthése de I’ADN de I’ARN, des protéines et
des polysaccharides peuvent étre inhibée par les huiles essentielles. Au cours de la
division cellulaire, les huiles essentielles hydroxylées pourraient créer des
perturbations enzymatiques au niveau du mésosome. (Malecky M., 2007).

e L’activité inhibitrice des huiles essentielles serait due a leur affinité avec les

groupements SH impliqués dans la division cellulaire. (Malecky M., 2007).

X. Toxicité des huiles essentielles

La toxicité des huiles essentielles est aussi bien tributaire de la dose de cette derniere que de la
voie d'exposition, les études scientifiques montrent que les huiles essentielles peuvent
présenter une certaine toxicité. Les huiles essentielles semblent n'étre toxiques par ingestion
que si celle-ci est faite en de grandes quantités et en dehors du cadre classique d'utilisation.
Les huiles ne seront toxiques par contact que si des concentrations importantes sont
appliquées (Degryse A et al., 2008).

Selon ENGLEBIN, les huiles essentielles sont des substances tres puissantes et trés actives.
Toute substance est potentiellement toxique a dose élevée ou a exposition répétée. Les doses
doivent étre respectées quel que soit la voie dabsorption, il faut également savoir qu’un
traitement de longue période provoque des troubles graves et I'apparition d'effets secondaires
indésirables (Englebin M., 2011).
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Chapitre Il : Huile essentielle du clou de girofle,
revue de la littérature

I.  Giroflier (Syzgium aromaticum)

1.1 Origine

Le Giroflier est un arbre tropical appartenant a la grande famille des Myrtacées, originaire
d’Indonésie, dans la partie sud des Philippines et les iles de Moluques, d’Afrique et
d’Amérique du sud, principalement dans des pays tropicaux. (Eric Penot et al, 2014).

1.2 Classification

Tableau 2: Classification botanique giroflier (Goetz et al., 2012).

Régne Plantae

Sous-régne
Embranchement
Sous-embranchement
Classe

Sous-classe

Ordre

Famille

Genre

Espéece

Tracheobionta

Magnoliophyta (= Phanérogames)
Magnoliophytina (= Angiospermes)
Magnoliopsida (= Dicotylédones)
Rosidae

Myrtales

Myrtaceae

Syzigium

S. aromaticum (L) Merr. & Perry

1.3 Caractéristiques botaniques

Le giroflier est un grand arbre au tronc gris clair de 12 a 15 metres de hauteur pouvant
atteindre jusqu’a 20 métres de haut (figure 01). Il présente un port érigé et pyramidal. Ses
feuilles sont opposées, entieres, elliptiques, d’environ 10-12 cm a nervure médian marquee et

parsemées de glandes sur le revers (Davet P., Rouxel F., 1997).
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Figure 1: I’arbre de giroflier

Les fleurs sont disposées en cymes terminales (figure 02) de 25 fleurs environ, formant 3
fourches (figure 03). Elle se présente sous la forme d’un long pédoncule, petite fleur a
I'extrémité des rameaux, a 4 pétales (blanc-rosé) pompon duveteux détamines blanches
saillantes, les fleurs a 4 pétales blanc rosé sont caractérisées par leurs sépales rouges

persistants.

Figure 2:Structure du Giroflier Figure 3: fleur de Giroflier

I1 est possible d’obtenir une HE a partir de la plante entiére ou bien d’une partie de cette
derniere telles que les racines, les rameaux, les feuilles les fleurs et les fruits. L'huile
essentielle de girofle provient de la distillation des boutons de giroflier traités a la vapeur
(Koroch A., Ranarivelo L et al., 2007)
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Le giroflier donne des clous a partir de la 5°™ année. Autour de la 8™ année, la récolte est
exploitable, mais le giroflier n’atteindra sa pleine production qu’a 20 ans. Un giroflier peut
produire pendant 75 a 80 années, et ces vieux arbres peuvent donner 50kg de clous frais par
an. (Ranoarisoa K.M., 2012).

1.4 Le stockage

Les clous doivent étre séchés avant d’étre stockés. Ce stockage permet la vente de la récolte
tout au long de I’année. En ce qui concerne les feuilles, une fois récoltées elles sont

immédiatement distillées. (Barbalet S., 2015).
1.5 Utilisations des produits du giroflier

Syzygium aromaticum est un anesthésiant local, notamment pour les douleurs dentaires. I
soulage les douleurs musculaires, les rhumatismes et il a des propriétés anti-inflammatoires,
redonne de I'énergie et permet de lutter contre la fatigue. C'est également un antidépresseur.
Le clou de girofle est connu dans les écrits ayurvédiques, ou il est utilisé contre les douleurs,
la sciatique, les problémes rhumatologiques, comme antibactérien, antifongique et

anesthésiant local dans le soin des plaies et dans les odontalgies (Barbalet S., 2015)

Il.  Clou de girofle
2.1 Origine

Le clou de girofle (figure4) provient d’une plante appelée giroflier (Syzgium aromaticum).
Chaque bouton floral de cette plante est un clou de girofle (Barbalet S., 2015). La principale
production de giroflier provient de I’Indonésie, mais les clous de girofle utilisés pour
I’alimentation viennent en majorit¢ de Madagascar, ceux de 1’Indonésie étant utilisés pour

faire des cigarettes, appelées «kreteks» (Mathieu D., 2013).
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Figure 4: clou de girofle

2.2 Classification
Tableau 3:Classification du clou de girofle (Sophie B., 2015)

Régne Plante
Classe Angiosperme
Sous-classe Tiporées
Ordre Myrtales
Famille Myrtaceae
Genre  Syzgium

Espece Syzgium aromaticum

2.3 Composants principaux de I’huile essentielle du clou de girofle
L'huile essentielle de S.aromaticum a une composition différentes, avec les ingrédients
primaires qui sont : eugénol (49-87 %), pB-caryophyllene (4-21 %) et l'acétate d'eugényle
(0.5-21 %). D’infimes quantités de a-humulene sont également présentes, ainsi que des traces
(<1 %) de 25 a 35 autres constituant (Chaieb K et al., 2007).
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2.4 La production mondiale du clou de girofle

Originaire de Madagascar, la Réunion, les Antilles, le giroflier est également cultivé en
Indonésie et en Tanzanie (Alice D ; 2011).

La production de clou de girofle estimée, & Madagascar serait de 6000 a 8000 tonnes en 2020
(contre 18000 tonnes en 2019) (https://jacarandas-international.com/huile-essentielle-de-

giroflier-campagne-2020).

I1l.  Principales utilisation du girofle
3.1 Activité antibactérienne

Le girofle est composé de plus de 15% d'huile essentielle et de 70 a 90% d'eugénol, composé
antibactérien, antiseptique et antifongique. Il y a, également, entre 9 et 15% d'acétate
d'eugénol, qui posséde également des propriétés antibactériennes (Rakotoatimanana B.V. et
al, 1999).

Singh A.K et al., 2009 ont étudié I'effet d'eugénol sur la croissance des bactériesa  Gram
positif (Bacillus cereus ; B. subtilis ; Staphylococcus aureus) et a Gram négatif (Escherichia
coli ; Salmonella typhi ; Les bactéries Pseudomonas aeruginosa) utilisant I'agar bien la

méthode de diffusion. A 1 000 ppm, eugénol inhibe la croissance de toutes ces bactéries.

3.2 Activité antifongique

L’huile essentielle de clou de girofle posséde une puissante activité antifongique contre les
pathogénes fongiques opportunistes, comme le Candida albicans et le Cryptococcus
neoformans. Elle a été particulierement efficace sur un modele expérimental de vaginite
murine sur un modele animal (Goetz P., Jeune R., 2012).

3.3 Activité antivirale

L’huile essentielle de S.aromaticum a un effet inhibiteur sur : herpes simplex virus, elle
exerce aussi des effets sur les virus plusieurs niveaux : sur la fusion des cellules virales, anti
HCYV protéase dans le traitement de I’hépatite virale, inhibition de la syntheése de I’ADN viral.
(Goetz P., Jeune R., 2012).

3.4 Activité anti inflammatoire

Cette I’huile provoque une réduction de I’inflammation (induite par injection de carragénine

au niveau de la patte du rat), inhibition des prostaglandines, leucotriene, du chimiotactisme
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des leucocytes ainsi une inhibition de la synthése des radicaux libres par les leucocytes.
(Singh A.K et al., 2009).

3.5 Activité anti cancérigéne

L’huile essentielle de clou de girofle a été étudiée comme un agent potentiel anti cancérigene.
(Zheng G.Q et al., 1992).

3.6 Soin buccal

L’HE inhibe les métastases intra maxillaires, les sarcomes, les tumeurs bénignes et les ostéites

des maxillaires (Morin J et al., 1983).

3.7 Anesthésiant et cautérisant pulpaire

Le clou de girofle est utilisé abondamment en médecine dentaire pour sa propriété

d’anesthésique local (Kozam G., 1977) et pour ses propriétés analgesiques (Pauli A ., 2006).

3.8 Autres utilisations

L’eugénol présente également des effets inhibiteurs sur la biosynthese de la thromboxane
(Laekeman SM et al., 1990) et d’autres proprié¢tés de neuroprotection (Wie M.B et al.,
1997), des effets antilischémiques (Atsusane T , 1991), antilhistaminiques (Nishijima H et
al.,1998) et antilanaphylactiques (Jadhav B.K et al., 2004).

En agriculture, I’huile essentieclle possede un effet herbicide, effet insecticide sur les
charancons nuisibles des graines en stocks et protecteur des cultures contre les insectes et les
champignons (Alice D .,2011).

Les clous de girofle entiers, mais aussi en poudre, servent a aromatiser les conserves de

legumes, le chou rouge, les compotes de pommes et autres fruits (Georgetti S.R., et al 2003).

IV.  Utilisation de I’eugénol en médecine vétérinaire

L’eugénol est naturellement présent dans I’huile essentielle de clou de girofle (70- 95%).

Certaines études rapportent que I’eugénol a une action antibactérienne et inhibe la croissance
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de nombreux champignons et parasites. En plus de ses pouvoirs antimicrobiens, il présente
également des effets anti-inflammatoires (Reddy A.C., B.R Lokesh., 1994)

Chez les amphibiens et les poisson, I’eugénol semble induire une anesthésie et de 1’analgésie
((Hikasa Y et al.,, 1986 ; Sladky K.K et al.,, 2001 ; Sell AB et al., 1996) . L’cffet
anesthésique et les changements physiologiques varient suivant la durée de 1I’immersion dans
une solution d’huile de clou de girofle. Suite & une exposition a 1’eugénol (dose de 50mg/L),
les poissons atteignent un niveau d’anesthésie chirurgicale plus rapidement mais présentent un
réveil prolongé en comparaison d’une immersion avec le tricaine méthanesulfonate MS-222
(Sladky KK et al., 2001).
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Chapitre 03 : Généralités sur les Staphylococcus aureus et
Escherichia coli

I.  Généralités sur les Staphylococcus aureus et Escherichia coli
1.1 Les bactéries

Une infection est la conséquence de pénétration et du développement d’un microorganisme
pathogéne dans un organisme sain : bactérie, parasite, virus ou autres (Davet P., Rouxel F.,
1997).

Cette infection est due a un déséquilibre chez I’hote (homme) suite a une diminution de ses

défenses immunitaires et au développement du germe.
Les bactéries pathogenes sont transmises a 1’hote de diverses fagons :

e Ingestion d’eau ou d’aliments contaminées (vois digestive)

e Inhalations d’aérosols ou des particules associés a des bactéries (vois respirations).

e Inoculation cutanée par contact direct ou indirecte (vois cutanés).

e Inoculation directe des muqueuses par la salive ou la sécrétion sexuelle

e Inoculation transcutanée par les insectes (Yersinia pestis, Rickettsia, Borrelia...) ou

traumatisme ou manipulation iatrogénes (Rakotoatimanana V., 1999).

1.2 La morphologie et la structure

Nous pouvons distinguer trois formes caractéristiques : les sphériques, les allongées et les
spiralées (figure 1) La position des bactéries les unes par rapport aux autres est également une

caractéristique distinctive importante. (B. Y. K. Sruthi et al, 2014)

e Les bactéries allongées (bacilles) peuvent varier en longueur et en épaisseur Elles
forment également des chaines.

e Les bactéries spiralées (spirilles) peuvent également varier en longueur et en La taille
des coques qui varie entre 0,4 et 1,5 mm (1 mm = 0,001 mm).

e La longueur des bacilles peut varier entre 1 et 10 mm, méme si quelques espéeces sont

plus grandes ou plus petites.
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Figure 5: Différentes morphologies des bactéries (B. Y. K. SRUTHI, 2014)

Il.  Staphylocoque aureus

Staphylococcus aureus est I’espece la plus pathogéne au sein du genre Staphylococcus. 11 est
un coque a Gram positif non sporulant de la famille des Staphylococcaceae (figure 2) ((Pei Z
et al., 2014 , Couture B., 1997). Les staphylocoques produisent tous 1’enzyme catalase, mais

S. aureus est I’un des rares a produire une coagulase.

Il est immobile, aéro-anaérobie facultatif, et il mesure de 0.5 a 1 um de diametre (Gordon
R.J., F.D Lowy., 2008 ; Corne P., 2004, Couture B., 1997). Les staphylocoques sont des
germes commensaux de la peau, des muqueuses, des voix respiratoires, digestives et uro-
génitales des mammiféres ainsi que des oiseaux. Ils se propagent facilement entre ’homme et
I’animal soit de maniére directe comme le contact avec la peau ou les excréments, ou de
manicre indirecte, par la consommation de produits contaminés d’origine animale.

(Christiane W et al., 2001).

On le retrouve aussi bien dans les milieux communautaires qu’hospitaliers, il est au deuxiéme
rang des infections nosocomiales derriere Escherichia coli et au deuxiéme des intoxications
alimentaires apres les salmonelles. Il intéresse un trés grand nombre de sites infectieux et peut
étre isolé au laboratoire dans tous les types de préléevements. On le retrouve dans des

infections aussi bien locales qu’invasives (Guillaume Vieu., 2014).
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Staphylococcus aureus est responsable majoritairement des infections bactériennes de la peau
et les tissus mous et suppuratives (Lorette G, Beaulieu P, Allaert FA, Mahmoudi A Jarlier
V.,2009).

Staphylococcus aureus est le plus fréeguemment identifiée chez les chats et les chiens dans les
cas d’otite, pyodermite, infection de plaie et septicémie, ainsi dans des cas d’entérocolites
aigue ; inflammation locales et infection cutané muqueuse, panaris abcés du poumon,
entérites et I’inflammation de 1’épithélium vulvo-vaginal (Schijffelen MJ, Boel CH, van
Strijp JA, et al., 2010).

Chez la vache, Staphylococcus aureus peut étre a 1’origine d’une inflammation du pis
(mammite bovine). Les chiens présentent quant a eux des infections de la peau. Chez la
volaille, Staphylococcus aureus peut étre incriminé dans les infections généralisées de
I’organisme ou d’inflammation purulente de la peau. L’infection a Staphylococcus aureus
touchent le monde entier, mais principalement les régions ou les conditions d’hygiéne sont

médiocres (Office fédéral de la sécurité alimentaire et des affaires vétérinaires OSAV)
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Figure 6: Schéma de la paroi des bactéries a Gram positif

I1l. Escherichia coli

Escherichia coli est un bacille a Gram négatif ( figure 07) aérobie-anaérobie facultatif, en
forme de batonnet, appartenant a la famille des entérobactéries (Enterobacteriaceae) qui
colonisent le tube digestif de I’homme et des animaux, la majorité des souches d” Escherichia

coli ne sont pas pathogénes (Jerusha Santa Packyanathan et al., 2017).
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Les souches d’E. coli pathogenes peuvent étre scindées en deux groupes, celles causant des
pathologies intestinales aussi bien chez I’homme que chez I’animal, telle que la diarrhée

variable selon la souche en cause (M hakki et all, 2012).

Le deuxiéme groupe concerne les souches a 1’origine de nombreuses pathologies extra-
intestinales, telles que les infections urinaires et respiratoires, les méningites et les

septicémies. Il faut savoir que ces souches touchent également 1’homme ainsi que 1’animal.

(Louise B et al., 2011)

Le principal réservoir des Escherichia Coli entérohémorragique (EHEC) est le tube digestif
des ruminants domestiques, et plus particulierement des bovins. Les ruminants sont des
porteurs sains, ils participent a la contamination de 1’environnement par les bactéries
présentes dans leurs feces (https://www.anses.fr > filesPDF Escherichia coli

entérohémorragiques (EHEC) — Anses)

Méme chez la volaille, 33 a 75 % des élevages développent une pathologie appelée
Colibacillose aviaire qui est causée par cette bactérie. (https://www.inrae.fr > actualites >

vi...Des virus bactériens, auxiliaires de santé animale — INRA).
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Figure 7: Schéma de la paroi des bactéries a Gram négatif
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Objectifs escomptés

A la lumiere de des brefs rappels bibliographiques qui ont été présentés ci-dessus, il nous est
paru indispensable de nous baser sur les différentes problématiques inhérentes a 1’utilisation
anarchiques des antibiotiques et a I’antibiorésistance afin de réfléchir a des alternatives
biologiques de lutte antibactérienne.

Les huiles essentielles, au vue, de toutes les activités biologiques qui lui ont été attribuées par

les innombrables travaux de recherche, présentent une piste intéressante a explorer.

Les objectifs de ce présent travail sont donc :

e Identifier le profil des bactéries : Staphylocoque aureus prélevée a partir d’un abcés
chez le lapin et Escherichia coli qui est une souche de référence ; vis-a-vis des certains
antibiotiques de différents familles.

e FEtudier D’activité de I’huile essentielle du clou de girofle sur Staphylocoque aureus et

Escherichia coli.

Au vue de ces objectifs, nous avons établi notre travail expérimental comme décrit dans le

chapitre ci-dessous.
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I. Matériels et Méthodes

1.1 Produits biologiques
Le clou de girofle (Syzygium aromaticum) : ces boutons proviennent d’Inde, nous nous les
sommes procurés auprés d’un fournisseur dans la région d’Akbou, dans la vallée de la

Soumame a Bejaia. Ce dernier importe sa matiére premicre aupres d’un fournisseur en Inde.

1.2 Matériel microbiologique

1.2.1 Souches microbiennes

Les deux souches bactériennes choisies pour cette étude sont a 1’origine de plusieurs
infections. La souche d’Escherichia coli provient d’une collection de culture type (ATCC)
gracieusement mise a notre disposition par le Dr SAHRAOUI enseignante de Microbiologie a

I’Ecole Nationale Supérieure Vétérinaire d’Alger.

La souche de Staphylococcus aureus, quant a elle, a été prélevée a partir d’un abces chez un
lapin et a été identifiée dans le laboratoire de microbiologie de 1’Ecole Nationale Supérieure

Véterinaire d’Alger.

1.2.2 Milieux de culture
Au départ de la réalisation des différents tests biochimiques, nous avons procédé aux cultures

bactériennes préalables en vue de préparer des suspensions.

La culture des bactéries a nécessité 1’utilisation des milieux suivants :

> Le bouillon nutritif (BN). : Ce milieu est largement utilisé pour la culture des micro-
organismes.

> Milieu Hektoen (HK) : Ce milieu sélectif a été utilisé pour repiquer Escherichia coli.

> Le bouillon Brain Heart Infusion Broth (BHIB) : C’est un milieu de culture utilisé
pour favoriser la croissance de nos bactéries.

» Gélose Mueller Hinton (MH) : c’est le milieu de référence pour les tests de

sensibilité des germes aux agents antimicrobiens (I’antibiogramme).

Une fois les bactéries repiquées, nous avons procédé a 1’identification proprement dite.
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1.3 Extraction de I’huile essentielle de Syzygium aromaticum

L’huile essentielle de Syzygium aromaticum est obtenue par la méthode d’hydro-distillation,

dans un appareil de type Clevenger.

L’extraction de I’huile essentielle a été¢ réalisée au niveau du laboratoire de la facult¢ de
Bejara. 100g de matiére végétale séchée ont été mis dans un ballon a fond rond, additionnée
de 1 litre d’eau distillée, puis chauffée. Les vapeurs chargées d’huile essentielle passent a

travers le tube vertical puis dans le serpentin de refroidissement ou aura lieu la condensation.

Le liquide recueilli consiste en un distillat avec une couche d’huile essentielle au-dessous de
I’eau. L’huile du clou de girofle, ayant une densité légerement plus élevée que celle de ’eau,
se condense en dessous puis elle est récupérée et traitée par un déshydratant, le sulfate de

sodium, pour éliminer le peu d’eau susceptible d’avoir été retenue dans 1’huile.

L’huile essentielle obtenue a été récupérée dans des flacons en verre brun fermé
hermétiquement et a I’abri de la lumiére pour éviter toute dégradation, puis gardée au

réfrigérateur a +4°C.

L’opération d’extraction a duré 02 heures a partir du début d’ébullition

1.3.1 Calcul du rendement d’extraction en huile essentielle

Le rendement en huile essentielle (RHE) est le rapport entre la masse de 1’huile extraite
(MHE) et la masse de la matiere végétale seche dont cette huile a été extraite (Ms)

(AFNOR ,.2000). Le rendement est calculé comme suit :

[ RHE(%) = MHE/Ms X100 }

RHE : Rendement en huile essentielle des clous de girofle exprimée en (%).
MHE : Masse de I’huile essentielle obtenue en gramme (g).

Ms : Masse de la matiére végétale séche utilisée pour I’extraction (g).
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1.4 Ré-identification des bactéries

1.4.1 Etude microscopique des bactéries

Réalisée pour les deux micro-organismes étudiés (Staphylococcus aureus et Escherichia coli)

dans le but d’observer leurs caracteres Gram, leurs morphologies ainsi que leurs modes de

groupement.

© a k~ w N oE

Déposer la lame dans le VIOLET DE GENTIANE pendant 01 min,

Rincer dans I’eau distillée et égoutter,

Immerger le frottis dans le LUGOL pendant 1min,

Pour la décoloration, faire un jet d’alcool sur la lame,

Rincer immédiatement a 1’eau distillée et égoutter,

Immerger le frottis dans la FUSCHING pendant 1min pour une coloration
secondaire,

Sécher le frottis entre 02 feuilles de papier filtre,

Observer a I’objectif X 100 a I’immersion.

1.4.2 Les tests biochimiques utilisés dans la réidentification des bactéries

Afin de procéder a I’identification des Staphylococcus aureus et Escherichia coli utilisées

dans notre étude, nous avons effectué les tests biochimiques suivants :

1.4.2.1 Staphylococcus aureus

> Le test de la catalase

La catalase est une enzyme qui décompose 1’eau oxygénée en composé hydrique (H20) et en

molécule d’oxygene(02). Dans une lame de verre, nous déposons une goutte d’eau oxygénée

a laquelle nous ajoutons 1’inoculum bactérien & tester.

L’apparition d’une effervescence témoigne de la présence d’une catalase et ainsi de la

positivité du test.
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1.4.2.2 Escherichia coli

> Milieu de Citrate de Simmons

Il s’agit d’un test d’identification pour les entérobactéries, ce milieu teste la capacité des

bactéries a utiliser le citrate comme seule source de carbone.

La bactérie sera dite Citrate de Simmons positive (+) si elle alcalinise le milieu, ce dernier
sera de couleur bleu.

Figure 8: Milieu de Citrate de Simmons

» Milieu de Kligler-Hajna

Un milieu de culture permettant la recherche simultanée de : I’utilisation de lactose, la

fermentation de glucose, la production de gaz par la bactérie et la production d’H,S.

e Une bactérie sera dite lactose positive (+) si la pente est jaune.
e Le culot jaune témoigne d’une bactérie & caractére glucose positif (+).

e La présence de précipité noir indique que la bactérie produit de Sulfate d’hydrogene
(H2S).

Figure 9: Milieu de Kligler-Hajna
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» Milieu Mannitol-Mobilité-Nitrate

C’est un milieu de culture permettant de mettre en évidence ; 1’utilisation du mannitol, la

réduction des nitrates et la mise en évidence de la mobilité bactérienne.

Une coloration jaune témoigne d’une dégradation du mannitol ainsi que la présence d’un

trouble dans la gélose molle signifie que la bactérie est mobile.

Figure 10: Milieu Mannitol-Mobilité-Nitrate

> Bouillon Clark et Lubs (RM / VP)

Il sert & mettre en évidence les voies de fermentation des entérobactéries. La lecture des

résultats se fait a I’aide des tests suivants :

e Le test du Rouge de méthyle ; il permet de mettre en évidence 1’acidité du milieu au cours
de la fermentation, il consiste en 1’ajout de quelques gouttes de ce dernier sur un bouillon

Clark et lubs aprés 48 h d’incubation.

Si la bactérie produit des acides forts au cours de la fermentation, le milieu reste acide et donc

rouge.

e Test de Vosges-proskauer ; il permet de détecter la production d’acétoine a partir de la

fermentation du glucose.

Une coloration rouge du milieu témoigne d’une réaction positive.
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Figure 11: Bouillon de Clark et lubs

> Le test a Puréase

Dans un milieu urée indole, nous allons rechercher 1’enzyme « uréase » qui dégrade 1’urée en

ammoniac et du CO2 alcalinisant ainsi le milieu.
> Recherche de ’indole

L’objectif de ce test est la recherche de la tryptophane-désaminase qui produit de 1’indole en
dégradant le tryptophane.

Dans un milieu urée indole préalablement ensemencé et incubé, nous ajouterons 3 a 4 gouttes
du réactif Kovacs. La formation d’un anneau rouge a la surface nous renseigne sur la

présence de I’indole.
> Le test d’Ortho-Nitrophényl- p -Galactoside (ONPG)

Ce test est utilisé pour détecter I’enzyme p-galactosidase qui décompose le lactose en

glucose et en galactose qui peuvent alors étre métabolisés par les bactéries.
L’apparition d’une coloration jaune témoigne de la présence de I’enzyme p-galactosidase.

Pour tous les tests cités, les tubes utilisés sont incubés a 37C° pendant 24h.
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1.5 Etude de la sensibilité des bactéries aux antibiotiques et aux huiles essentielles

L’évaluation de 1’activité antibactérienne a été réalisée par la méthode de diffusion en milieu

gélosé, elle a été réalisée au niveau du laboratoire de microbiologie de ’ENSV.

Le milieu de culture utilisé est Muller-Hinton qui est le plus employé pour les tests de

sensibilité aux agents antimicrobiens.
> Préparation de I’inoculum

La méthode consiste a préparer une suspension. Nous allons prélever a partir d’une culture
pure, trois (03) colonies pour 1’Escherichia coli et cing (05) colonies pour Staphylococcus
aureus bien isolées a I’aide d’une anse de platine, puis nous allons les introduire dans les
tubes a essai contenant 10 ml d’eau physiologique stérile (NaCl & 0.9 % ). La suspension est

bien homogénéisée et 1’opacité doit étre équivalente a 0.5 Mc Farland.
» L’Ensemencement

L’ensemencement est réalisé a 1’aide d’un écouvillon stérile imbibé de la suspension
bactérienne puis essoré en le pressant fermement sur les parois du tube, Frotter 1’écouvillon
sur la totalité de la surface gélosée de haut en bas, en stries serrées, trois fois en tournant la

boite de 60° a chaque fois.
» Application des disques d’antibiotiques

Nous avons déposé des disques d’antibiotiques (tableau ci-dessous) pour les deux boites de
Pétri qui ont été ensemencees préalablement avec les 02 microorganismes testés. Incubation
pendant 24h a 35°C.

Tableau 4: les antibiotiques utilisés pour [’antibiogramme de staphylococcus aureus et ['Escherichia Coli.

les micro-organismes o )
) Staphylococcus aureus Escherichia coli
testés
Peénicilline (P) Ampicilline (AMP)
Oxacilline (OX) Cephalotine (KF)
Les disques i , _
o Erythromycine (E) Néomycine (N)
antibiotiques . —
. Enroflooxacine (OF) Gentamicine (G)
Utilisés .
/ Flumequine (BV)
/ Chloramphénicol (C)
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Figure 12: Disposition des disques d antibiotiques dans la boite de Pétri d Escherichia Coli

1.6 Evaluation de ’activité antimicrobienne de I’huile essentielle de clou de girofle
La méthode des aromatogrammes est la technique choisie pour évaluer D’activité
antimicrobienne de 1’huile essentielle (le clou de girofle) vis-a-vis des souches

(Staphylococcus aureus & Escherichia coli).

Cette analyse a été réalisée au niveau du laboratoire de microbiologie de ’ENSV.

Figure 13: Préparation des boites pour la technique d’aromatogramme.

» Préparation de I’inoculum

A partir des boites contenant les germes pathogénes (S. aureus et E. coli) nous avons préparé
des suspensions pour chaque espéce étudiée. A I’aide d’une anse de platine nous avons

prélevé trois (03) colonies pour Escherichia Coli et cing (05) colonies pour Staphylococcus
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aureus et nous les avons déposés dans un tube contenant 10 ml d’eau physiologique stérile.

La concentration est équivalente a 0.5 Mc Farland.

Le tube est port¢ au vortex pour une meilleure répartition de la souche dans 1’eau

physiologique.
> L’ensemencement

Sur des boites de Pétri contenant le milieu Mueller Hinton 1’ensemencement est réalisé a

I’aide d’un écouvillon stérile imbibé de la suspension bactérienne.

Nous avons répété 1’opération deux fois en tournant la boite de 60° a chaque fois puis nous

avons laisse la boite sécher pendant 5 minutes a températures ambiante.
- Préparation des disques d’aromatogramme

Les disques sont fabriqués a partir du papier buvard (Wattman) stérile avec un diametre de 6
mm, I’huile essentielle est diluée dans I'éthanol, nous avons préparé trois concentrations de
notre huile essentielle :

- La1°"® concentration : 25%

- La 2™ concentration : 50%

- La 3*™ concentration : 75%

> L’incubation et lecture

Les boites préparées sont incubées a 35°C durant 24 heures. Les résultats sont observés le
lendemain des expériences, en mesurant les diamétres des halos clairs qui correspondent aux

zones d’inhibition formés autour des disques a 1’aide d’un pied a coulisse.
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Il. Résultats et discussions
2.1 Extraction de I’huile essentielle du clou de girofle

Les différentes caractéristiques de 1’huile essentielle de clou de girofle obtenue par hydro

distillation sont résumées dans le tableau suivant :

Tableau 5: Les différentes caractéristiques de I’HE de clou de girofle.

Huile essentielle étudiee Aspect Couleur Odeur

Clou de girofle Liquide Jaune clair Tres forte (épicée)

2.1.1 Rendement d’extraction

Son rendement est exprimé en pourcentage dans le tableau suivant.

Tableau 6:Résultar du rendement d’HE de clou de girofle.

Plante Poids de la plante (g) Poids de ’HE (g)  Durée d’extraction Rendement (%)

Boutons
o 100 9 2h 9%
séchés

Le rendement apres extraction par hydro-distillation de I’huile essentielle du clou de girofle
est de 09%.

Ce rendement est important comparé a celui rapporté par (Banouh; Azzouz, 2019) et aussi
plus élevée par rapport au rendement obtenu par ( Hamadou ; Touki, 2017) , par contre, il est
faible comparativement a celui obtenu par (Haddouche ; Dernani, 2018). Les rendements

obtenus par ces derniers sont respectivement de : 3.4%, 2.3% et 11.56%.

La différence dans le rendement de I’extraction des huiles essentielles peut étre due a
plusieurs facteurs dont celui de la différence de provenance du matériel végétal et des
différentes techniques d’extraction, et quand il s’agit de la méme méthode d’extraction
comme le cas de notre étude comparée aux autres travaux, I’écart peut s’expliquer par la
différence dans le temps, la durée et la température de séchage ainsi que les parties végétales

utilisées pour I’extraction et la période de récolte.
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Il est a noter que les facteurs climatiques, le génotype de la plante, son origine géographique

et la nature du sol peuvent interférer dans le rendement d’huile essentielle.

2.2 Ré-identification des bactéries
2.2.1 La morphologie des bactéries
2.2.1.1 Staphylococcus aureus

La souche de Staphylococcus aureus prélevée d’un abeés chez le lapin se présente comme des

coques en amas de couleur violette. (figure 14).

Figure 14: Souche Staphylococcus aureus apres coloration de Gram

2.2.1.2 Escherichia coli

Escherichia coli se présente en forme de batonnet rose. (figure 15).
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Figure 15: Souche d’E. Coli aprés coloration de Gram

2.2.2  Les tests biochimiques
2.2.2.1 Staphylococcus aureus
2.2.2.1.1 Test de la Catalase

L’apparition d’une effervescence indique la présence de la catalase chez la bactérie testée
(figure 16)

Figure 16:Test de la Catalase

2.2.2.2 Escherichia Coli
2.2.2.2.1 Milieu de Citrate de Simmons

Le milieu n’a pas changé de couleur, cela indique que notre souche n’utilise pas le citrate

comme seule source de carbone
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2.2.2.2.2 Milieu de Kligler-Hajna

- La bactérie fermente le glucose d’ou la coloration jaune du culot.

- La pente est également de couleur jaune donc notre bactérie a utilisé le lactose.
- Absence de précipité noir donc H2S négatif

- Présence de bulles de gaz

2.2.2.2.3 Milieu Mannitol-Mobilité-Nitrate

- L’Escherichia coli dégrade le mannitol avec production de gaz (les bulles d’air).

- Elle est mobile.

2.2.2.2.4 Bouillon Clark et Lubs (RM / VP)
- Test de Voges-Proskauer (VP)

Absence de coloration dans le milieu donc notre bactérie est dite ; VP —

- Test du rouge de Méthyle (RM)

La bactérie produit des acides donc le milieu s’est acidifié, et vire au jaune. La bactérie est
dite RM +.

2.2.2.2.5 Le test d’Ortho-Nitrophényl-p-Galactoside (ONPG)

La coloration jaune indique que la réaction est positive (ONPG+)

2.2.2.2.6 Le test a ’uréase

Pas de changement de couleur dans le bouillon indiquant ainsi I’absence de I’enzyme
« uréase »

2.2.2.2.7 Test de I’indole

Formation d’un anneau rouge a la surface du tube donc la bactérie est indole +
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2.3 Etude de la sensibilité des bactéries aux antibiotiques

2.3.1 Staphyloccocus aureus

Tableau 7: Résultats de I'antibiogramme -Staphylococcus aureus-

Les disques Le diametre Résultat obtenu
d’antibiotiques testés d’inhibition (mm)

Pénicilline (P) 30 Sensible
Oxacilline (OX) 28 Sensible
Erythromycine (E) 13 Résistante

Enrofloxacine (OF) 29 Sensible

En référence au manuel National Committee for Clinical Laboratory Standards. 2002,
M100_S12. Vol. 22, N°1 et aprés lecture des valeurs critiques des diameétres des zones
d’inhibition obtenues, nous concluons que la souche Staphylococcus aureus prélevée a partir
d’un abces chez le lapin est sensible aux antibiotiques suivants : Pénicilline, Oxacilline et

Enrofloxacine mais elle est résistante a I’Erythromycine.

2.3.2 Escherichia coli

Selon le manuel Performance Standards for antimicrobial susceptibility testing; twefth
informatinal  supplement, M100_S12. Vol. 22, N°1. 2002 Notre souche de référence
Escherichia coli est sensible aux antibiotiques suivants: Ampicilline, Gentamicine,
Chloramphénicol et Flumequine par contre elle est résistante aux antibiotiques suivants :
Céphalotine et Néomycine.

Tableau 8: Résultats de I'antibiogramme -Escherichia Coli-

Le diametre

. TN . .
Les disques d’antibiotiques testés d’inhibition (mm) Résultats obtenus

Ampicilline (AMP) 17 Sensible
Cephalotine (KF) 10 Résistante
Néomycine (N) 12 Résistante
Gentamicine (G) 15 Sensible
Flumequine (BV) 25 Sensible
Chloramphénicol (C) 19 Sensible
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2.4 Evaluation de P’activité antimicrobienne de I’huile essentielle de clou de girofle

(L’aromatogramme)

L’activité antimicrobienne de I’huile essenticlle de clou de girofle a été testée sur deux

souches bactériennes (Staphyloccocus aureus et Escherichia coli).

Cette activité a été étudiée par la méthode de 1’aromatogramme par diffusion. Nous avons
mesuré avec précision les diamétres des halos d’inhibition formés autour des disques

contenant les différentes concentrations en huile essentielle.

L’estimation de I’activité antibactérienne est déterminée par mesure des diamétres des zones
d’inhibition de la croissance bactérienne rapportés par (Djeddi et al., 2007; Ponce et al.,

2003), les différents diameétres sont classés comme suit :

Tableau 9: Diamétres d’inhibition des croissances bactériennes et interprétation

s, Souche Souche Souches tres Souches extrémement
Activité L . . .
résistante sensibles sensible sensible
Diameétres < 8mm IMm<D<14mm 15mm<D<19mm D>20 mm

Les résultats du pouvoir anti bactérien de I’HE de Syzygium aromaticum sur les souches

étudiées sont representés dans le (tableau 10).

Tableau 10: Sensibilités des bactéries testées vis-a-vis de I’HE du clou de girofle

Souche Concentrations de  Diamétre d’inhibition  Sensibilité ou résistance de la
bactérienne I"HE (%) (mm) souche
25% 22 Extrémement sensible
Staphyloccocus 50% 26 Extrémement sensible
aureus
75% 30 Extrémement sensible
25% 09 Sensible
Escherichia coli
50% 12 Sensible
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75% 37 Extrémement sensible

40
35
30
25
20
15
1
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0

Figure 17 : les diamétres d'inhibition des bactéries testées vis-a-vis de I'huile essentielle de clou de girofle.

Comme rapporté dans le tableau 10, Staphyloccocus aureus a présenté une sensibilité
extréme vis-a-vis de I’huile essentielle du clou de girofle et ce pour les trois concentrations
étudiées, avec des diametres de 22mm a 25% de 'huile essentielle, 26mm a 50% et de
30mm a 75%.

Ceci révele que notre huile présente un potentiel antibactérien important vis-a-vis de cette
bactérie et qui est proportionnel a la concentration, c'est-a-dire il augmente en augmentant la

concentration de ’huile essentielle.

Nos résultats correspondent a ceux obtenus par Haddouche N., et al., en 2018 qui rapportent
¢également une forte activité antimicrobienne de I’huile essentielle du clou de girofle sur

Staphyloccocus aureus avec une CMI de 0,0625 ul/ml.

Atmani H., et al en 2015 ont également montré dans leurs travaux que le staphylococcus
aureus était tres sensible a 1’huile essentielle du clou de girofle et avait des zones d’inhibitions

plus grandes comparées aux autres bactéries Gram+.

Jian-Guo X, et al., en 2016 ont obtenu également une activité antibactérienne intéressante de

I’huile essentielle du clou de girofle avec une concentration minimale inhibitrice de

0,625mg/ml.
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Les résultats obtenus par Dulal S., et al., en 2021 ont montré des résultats semblables aux
notres c'est-a-dire une efficacité satisfaisante de I’huile essentielle du clou de girofle a I’égard

du Staphylococcus aureus.

Cependant Ouidir S., en 2018 a enregistré une résistance du Staphyloccocus aureus prélevé a

partir d’urine vis-a-vis de I’huile essentielle du clou de girofle.

Les différences dans 1’activité antibactérienne de I’huile essentielle du clou de girofle contre
Staphylococcus aureus peuvent étre dues aux conditions expérimentales telles que la quantité

de I’inoculum, la source de I’huile essentielle et le temps d’incubation.

Pour ce qui est de I’Escherichia coli, elle a présenté une sensibilité extréme seulement a 75%
de I’huile essentielle avec un diamétre de 37mm. A 25 et 50%, elle a manifesté une sensibilité

avec des diametres de 9 et 12 mm respectivement.

Atmani H., et al en 2015 rapportent dans leurs travaux des résultats similaires aux notres
c'est-a-dire une sensibilité de L’Escherichia coli vis-a-vis de notre huile essentielle. 1l a été
également montré a I’instar de notre présent travail, une meilleure efficacit¢é de 1’huile

essentielle du clou de girofle sur Staphylococcus aureus que sur Escherichia coli.

Shraddha D., et al., en 2021 ont prouvé 1’efficacité de notre huile essentielle sur les bactéries
Gram + et Gram-. L’Escherichia Coli a présenté un diamétre d’inhibition de 22mm a 75ul de
I’huile essentielle et de 20mm & 50ul. Cette étude a également démontré que Staphylococcus

aureus présentait une plus grande sensibilité a I’huile essentielle compar¢ a Escherichia coli.

Selon Leclerc et al ., 1995, la sensibilite aux huiles essentielles des bactéries Gram+
comparés aux Gram- pourrait étre expliquée par la membrane externe de lipopolysaccaharides
des bactéries & Gram (-) qui constitue une barriére d’imperméabilité aux substances
hydrophobes, les rendant ainsi moins sensibles aux huiles essentielles. Cependant 1’absence
de cette membrane chez les bactéries Gram (+) et la présence de la couche du peptidoglycane
permettent a 1’huile essentielle d’agir plus facilement sur la bactérie, la rendant ainsi plus

sensible (Burt ,2004).

Les huiles essentielles présentent une activité anti bactérienne intéressante, ceci pourrait étre
expliqué par leur forte teneur en terpenes, en composés oxygénés ainsi qu’en composés

phénoliques. L’interaction de ces composés avec les polysaccharides, les acides gras ainsi que
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les phospholipides membranaires est a 1’origine d’une fuite du contenu cellulaire par rupture

de la membrane induisant ainsi la mort cellulaire. (Shraddha D., et al., en 2021)

Dans notre présente étude, 1’activité antibactérienne de 1’huile essentielle du clou de girofle
pourrait étre attribuée a son composé majoritaire qui est « I'eugénol ». Rhayour, en 2016
ainsi que Valero., et al., en 2006, ont démontré dans leur travaux que 1’eugénol est a

I’origine de I’inhibition de la croissance des bactéries.
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Conclusion et perspectives

La résistance aux antibiotiques présente une réelle menace pour la santé aussi bien en
médecine humaine qu’en médecine vétérinaire. Des infections autrefois anodines et
facilement traitables par les antibiotiques, semblent désormais présenter un véritable danger a

cause de leurs résistances aux antibiotiques.

Les plantes médicinales semblent présenter un potentiel thérapeutique important a 1’égard de
de différentes pathologies touchant I’homme et 1’animal et pourrait ainsi réduire le recours
aux produits chimiques tels que les antibiotiques, ce qui les rendrait des substituts de choix a

ces derniers.

Dans ce présent travail, nous nous sommes proposé¢ d’étudier 1’activité antibactérienne de
I’huile du clou de girofle sur Staphylococcus aureus prélevée a partir d’un abces chez le lapin

et sur une souche de référence d’Escherichia coli.

L’huile essentielle du clou de girofle a été extraite par la méthode d’hydrodistillation en
utilisant les boutons du clou de girofle, le rendement était de 9%. Dans un premier temps
nous avons ré-identifié les souches en utilisant les différents tests biochimiques et nous avons

étudié leur profil de sensibilité a différentes familles d’antibiotiques.

Dans un second temps, nous avons utilisé différentes concentrations de I’huile essentielle sur
les deux souches bactériennes afin d’en apprécier la sensibilit¢ par la méthode de

I’aromatogramme.

Nos résultats ont indiqué une sensibilité des deux souches aux différentes concentrations de
I’huile essentielle utilisée, avec une extréme sensibilité du Staphylococcus aureus qui a
présenté des diamétres d’inhibition supérieurs a 22mm pour les 03 concentrations utilisées.
Cependant, Escherichia coli a présenté une sensibilité extréme uniqguement au contact de 75%

de I’huile essentielle.

D’apreés nos résultats obtenus, 1’huile essentielle du clou de girofle posséde un pouvoir
antibactérien important, cependant ce pouvoir d’inhibition de la croissance bactérienne varie

en fonction de I’espéce bactérienne et des concentrations utilisées.

Au vu des résultats encourageants obtenus dans cette étude dans la lutte contre les bactéries en

substituant les molécules chimiques par des molécules biologiques et afin d’obtenir des
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résultats plus significatifs et extrapolables a large échelle, nous proposons les perspectives

suivantes :

Procéder a une chromatographie gazeuse couplée a une spectrométrie de masse afin
d’identifier et de quantifier avec précision la composition de notre huile essentielle.
Etudier 1’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle du clou de girofle sur un
éventail plus large de pathogénes.

Utiliser des concentrations plus faibles afin de situer les limites du pouvoir
antibactérien de I’huile essentielle

Mettre au point des procédés permettant une optimisation de I’activité de I’huile
essentielle telle que I’encapsulation.

Etudier le pouvoir antimicrobien d’autres huiles essentielles extraites a partir d’autres
plantes.

Rechercher une éventuelle synergie de I’huile essentielle du clou de girofle avec une

autre huile essentielle.
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Résumé

Notre travail porte sur 1I’étude et la mise en évidence de 1’activité antibactérienne de I’huile essentielle du clou de
girofle extraite par hydro distillation a partir des boutons séchés et dont le rendement obtenu était de 9%.

L’activité antibactérienne a été mise en évidence par la méthode de I’aromatogramme vis-a-vis de deux souches :
Staphylococcus aureus prélevée a partir d’un abeés chez le lapin et sur une souche de référence d’Escherichia coli. Nous
avons tout d’abord ré-identifié les souches en utilisant les différents tests biochimiques et nous avons étudié leur profil de
sensibilité¢ a différentes familles d’antibiotiques. Par la suite, nous avons préparé trois concentrations de 1’huile
essentielle a savoir : 25%, 50% et 75%.

Les résultats de nos travaux sont comme suit : Staphylococcus aureus a présenté une sensibilité extréme pour les trois
concentrations de I’huile essentielle avec des diamétres d’inhibition de 22 mm a 25%, de 26mm a 50% et de 30 mm a 75%.
Escherichia coli a présenté une sensibilité extréme a 75% de I’huile essentielle avec un diamétre d’inhibition de 37% et a
seulement été sensible aux autres concentrations.

Les résultats obtenus dans ce présent travail démontre que I’huile essentielle du clou de girofle posséde un pourvoir
antibactérien important vis-a-vis des souches étudiées, rendant ainsi 1’utilisation des huiles essentielles, une piste intéressante
pour remédier au phénoméne de I’antibio-résistance.

Mots clés : Huile essentielle ; Activité antibactérienne ; Clou de girofle .

Abstract

Our work aims to study and demonstrate the antibacterial activity of clove essential oil extracted by hydro
distillation from dried buds and whose yield was 9%.

The antibacterial activity was demonstrated by the “aromatogram method” against two strains: Staphylococcus
aureus taken from an abscess in rabbits and on a reference strain of Escherichia coli. Firstly, we have re-
identified the strains using different biochemical tests and we studied their sensitivity profile to different families
of antibiotics. Subsequently, we prepared three concentrations of the essential oil namely: 25%, 50% and 75%.

The results of our work are as follows: Staphylococcus aureus showed extreme sensitivity for the three
concentrations of the essential oil with inhibition diameters of 22 mm at 25%, 26mm at 50% and 30 mm at 75%.
. Escherichia coli showed extreme sensitivity to 75% of the essential oil with an inhibition diameter of 37% and
were only sensitive to other concentrations.

The results obtained in this present work demonstrate that the essential oil of clove has an important antibacterial
power against the strains studied, thus making the use of essential oils an interesting alternative to remedy the
phenomenon of antibiotic resistance.

Key words: Essential oil; Antibacterial activity; Clove oil

D oadlal

19 353 yay Adinall pel ) o (Plall palafilly o padisall Ji Al (g phaall 3 G Sl slaall Tliil) L) 5 Al )3 ) Llee Caagy

z)a oe 335kl Staphylococcus aureusosbi s aromatogramme 4& b ddaul s b Sl slial) Bl a5 2
al Liand g dlide & gea AilaS 0l laa) aladiuly YO saas salely Y i Lid Escherichia coli. dues ye A% s g i )i
Z75 5750 ¢ 725 g5 g ohadl 3 (e 380 55 DG dlacly i ¢ @lld any & ial) laliaall (e Adlide O] Lgiiulian

bl a3 pe AEEN il S 5 aead 3l daula < elal staphylococcus aureus LosSall b LS cuils Lide il
Jsnas Lulea Escherichia coli Lol jelal Gus 775 xie ae 30 5 ¢ 750 Yie ae 26 5 ¢ 725 die e 22 il o Uil
(6 DAY 38 il L Gl <uilS 5 737 Jadis s g jlaall <y 000 775

Lo ¢ s 5 el VDLl daim Ly i€l 80lmn 5 508 5 58 4l Jai jill (5 laall g 311 o sl Jaall 13 8 Ll J gamaall 3 i) il gl
gl laliad) Ao glie s el o oliadll Jlaiad 1 7pie 1 lse piiad A ¢ Al &gy 50 aladiind UGS 0y

Jai ey Sl dae Tl g she oy ) - Apaba) cilalsl)



