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Résumé:

Le giroflier est un grand arbre originaire des iles de I’archipel des Moluques (Indonésie).
L’HECG et 1’eugénol sont reconnus pour leurs propriétés biologiques. Ces principes actifs
naturels peuvent constituer des alternatifs aux agents antimicrobiens de synthése dans les
formulations alimentaires et pharmaceutiques. L’HECG présente des propriétés trés
intéressantes en tant qu’antibactérien grace a sa composition en eugénol et en eugényle
acétate. Elle pourrait ainsi €tre une alternative a 1’utilisation d’antibiotique afin de lutter
contre 1’apparition de souches résistantes. L’HECG est active aussi bien contre les bactéries
Gram positif, que contre les bactéries Gram négatif. Cette activité pourrait étre attribuée
essentiellement a I’eugénol. L’eugényle acétate, posséde également des propriétés
bactéricides. L’HECG posséde une puissante activité contre les dermatophytes et les
champignons pathogénes et opportunistes. L’activité antifongique de I’huile est attribuée
essentiellement a son composé majeur 1’eugénol.

Mots clés : activité antibactérienne, activité antifongique, clou de girofle, HECG, eugénol.



Abstract:

The clove tree is a large tree native to the islands of the Moluccas archipelago
(Indonesia). HECG and eugenol are recognized for their biological properties. These natural
active ingredients can constitute alternatives to synthetic antimicrobial agents in food and
pharmaceutical formulations. HECG exhibits very interesting properties as an antibacterial
thanks to its composition of eugenol and eugenyl acetate. It could thus be an alternative to the
use of antibiotics to fight against the appearance of resistant strains. HECG is active against
both Gram positive and Gram negative bacteria. This activity could be attributed primarily to
eugenol. Eugenyl acetate also has bactericidal properties. HECG has potent activity against
dermatophytes and pathogenic and opportunistic fungi. The oil's antifungal activity is
attributed primarily to its major compound eugenol.

Key words: antibacterial activity, antifungal activity, clove, HECG, eugenol.



omal) S odn 825 0 (S (gl oo Jootl i Lgibogo 38 5 o J5,A0 5
S ol A st aYdally 1808 SLSH 3 AellaoVl Ol U olslal il el
O oS8 JUlly ¢ Jems Y1 Olienly Jyrmg ¥ n 4S5 ety Sl slianS plaaadl) S0 afliax
Lo Js L“SMLAM 6 g el VL jeel et aysdl Shalall aldsal e Sy 055

(oY) Sl sV ) J5V) alall (3 BLadl L (sm OF (K& plaedd 2Lty 2ol )
Slledly Lk Skl AoEs bl 4 el B3 ey el S el Laf U

(oA dyema V) S ] ol Sty il slall ) Blas (55 aglesVly (20U el

sl il ey ¢ A (ol ladl slall bladl ¢ LSl slall bl dekdell Sl

.Jﬁz—ji"



Liste des abréviations

ADN Acide Désoxyribo Nucléique
ATCC American Type Culture Collection
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LPS Lipo Poly Saccharides

mi Millilitre
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Introduction



Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS, 2003), environ 65-80%
de la population mondiale a recours au medicine traditionnelle pour satisfaire ses besoins en
soins de santé primaire, en raison de la pauvreté et du manque d'acces a la médecine moderne
(Guendouz et Touahria, 2019).

Depuis des siecles, I'nomme a utilisé les plantes dans plusieurs domaines, tels que la
parfumerie, la pharmacologie et I'agroalimentaire, grace a leurs propriétés découvertes par
hasard. Les plantes produisent un grand nombre de composés. Ces composés ne sont pas
produits directement lors de la photosynthese mais resultent de réactions chimiques
ultérieures d'ou le nom de métabolites secondaires (EIl Haib, 2011). La nature de la fonction
chimique du composé majoritaire (phénol, alcool, aldéhyde, cétone...) joue un role

prépondérant dans 1’efficacité de leurs activités biologiques (EL Kalamouni, 2010).

Notre époque est profondément marquée par la recherche d’une vie plus saine, d’un
retour a la nature, aux valeurs essentielles. Mais le succes de la phytothérapie s’explique avant
tout par le niveau de maitrise technique et scientifique que 1’on atteint désormais dans ce
domaine. La phytothérapie apparait comme la réponse idéale aux "maladies du siécle" qui
caractérisent nos sociétés, comme le stress, la perte du sommeil ou la prise de poids
(Chabrier, 2010). La phytothérapie a pour but de désigner le soin par les plantes
aromatiques. Elle est considérée comme médecine complémentaire voire alternative pour
certains, et elle est souvent percue comme moins nocive et iatrogéne que les médicaments

issus de I’industrie chimique, elle est souvent utilisé dans 1’esthétique (Bellamine, 2017).

La résistance aux antibiotiques constitue aujourd’hui I’une des plus graves menaces
pesant sur la santé mondiale, la sécurité alimentaire et le deéveloppement. L’utilisation
extensive et fréquemment abusive des antibiotiques, rend compte de 1’évolution vers la
résistance des bactéries, principalement, au cours des dernieres décennies (Bouskraoui
etal., 2017).

Au vu de la propagation du phénomene de résistance et du nombre limité
d’antibiotiques en cours de développement, la découverte de nouveaux agents antimicrobiens,
est devenue plus qu’indispensable. Les pistes de recherche sont nombreuses mais
I’exploration des ressources naturelles apparait comme des plus prometteuses car celles-Ci
constituent, de par leur biodiversité, la plus grande réserve de substances actives
(Guinoiseau, 2010).




Le but de mon travail est de caractériser 1’activité antimicrobienne de giroflier et de
rechercher, dans leur réservoir de molécules chimiques qu’elles constituent, des composés

susceptibles d’inhiber la croissance de bactéries pathogénes.

Le giroflier est une plante médicinale la plus utilisée a travers le monde. Cette plante est
entrée dans la médecine traditionnelle. Clou de girofle posséde une odeur caractéristique et a
saveur chaude et piquante (Chabrier, 2010).

L’HECG mériterait une place importante a ’officine. Il présente des propriétés tres
intéressantes en tant qu’antibactérien grice a sa composition en eugénol et en eugényle
acétate. Elle pourrait ainsi €tre une alternative a 1’utilisation d’antibiotique afin de lutter

contre I’apparition de souches résistantes (Benzeggouta, 2015).

Notre travail a pour objectif de démontrer 1’espeéce Syzygium aromaticum L.
et d’illustrer son activité¢ antimicrobienne. Ce manuscrit s’organise comme suit : D’abord,
on commence par une introduction, ensuite le premier chapitre qui s’intéresse a la description
botanique de la plante giroflier, des généralités sur les HE, I’'HECG et I’eugénol.
Le deuxieme chapitre, aborde les activités antimicrobiennes de clou de girofle, des HE,
d’HECG et I’eugénol et enfin, ce manuscrit est achevé par une conclusion pour I'ensemble du

travail.




Chapitre I:
Giroflier

(Syzygium aromaticum L.)



I/- Genre Syzygium

Syzygium est un genre de plantes angiospermes appartenant a la famille
des Myrtaceae.

I-1/- Définition de Syzygium

Le nom botanique Syzygium provient du grec syn: avec, et zygon : joug, car les pétales
sont soudées ensemble, est une altération latine tardive de Caryophyllum, transcription des
grec Karyophyllon, désignant clou de girofle. Le terme de clou est di a la forme
caractéristique du bouton floral séché (Salvatori, 2005). Ce genre englobe 400 a 500 especes
d’arbres et d’arbustes aromatiques, persistants, vivants dans les sous —bois et les forets

humides de toutes les régions tropicales (Iserin, 2007).

Afin d’éviter tout risque de confusion, il est recommandé d’utiliser le nom international
de la plante. Celui-ci, en latin, se compose du nom de genre (avec une majuscule et en
italique), et du nom I’espéce (en minuscule et en italique également), suivi de 1’abréviation du
botaniste qui a décrit la plante pour la premiere fois (pour Linné). Dans certains cas, ces

informations peuvent étre complétées par la sous-espéce ou la variété quand cela est

nécessaire.
SYZYGIUM aromaticum (L.)
Genre Espéce Botaniste (Linné)

Les normes ISO 4720 établissent la liste de tous les noms latins internationaux
des plantes & H.E., ainsi que leurs noms communs en francais et anglais (Afssaps, 2008).
Selon ces normes, 1’Huile essenticlle de Giroflier peut étre répertoriée sous les noms

Syzygium aromaticum ou Eugenia caryophyllus.
I-2/-Description botanique de Syzygium

Le giroflier est un grand arbre originaire des iles de 1’archipel des Moluques
(Indonésie). Elancé d’une hauteur moyenne de 10 a 20 metres, il peut atteindre jusqu’a 20
meétres de haut, avec un port pyramidal et un tronc gris clair ridé (Figure N°1). Le genre
Syzygium est caractérise par le développement initial de deux cotylédons non soudés.

.



Les cotylédons sont les feuilles embryonnaires de la plante, contenant des substances
nutritives pour permettre son développement. Une autre spécificité propre a ce genre est

I’inflorescence en cyme terminale (Amshoff et Aymonin, 1966).

Ses feuilles de 8 a10cm de long, sont coriaces (Figure N°2). La face supérieure est vert
rougedtre et la face inférieure vert sombre, 1égérement ponctuée. Elles sont aromatiques et

dégagent une forte odeur de clou de girofle au froissement.

L’inflorescence comprend des petites cymes (4 a 5cm) compactes et ramifiées,
regroupées en panicules de 3 a 5 petites fleurs parfumées, au calice tubulaire blanc cassé, puis
rouge (4 sépales rouges charnus et persistants) et a la corolle blanc-rosé (4 dialypétales
blancs) (Figure N°3 et 4). La fleur hermaphrodite, posséde de nombreuses étamines (formant
un pompon), et un pistil a ovaire infere a deux loges. Son fruit est une drupe ellipsoide brun

violet, contenant une seule graine d’environ 1,5 cm de long (Goetz, 2021). (Figure N°5).

Le giroflier fleurit deux fois par an (Amit et Parul, 2011). Le moment le plus
favorable a la récolte des boutons floraux ou clous de girofle, est avant I'épanouissement de la
corolle (Ghedira et al, 2010), quand ils commencent a prendre une teinte rosée. Les clous de
girofle sont mis ensuite sur des claies au soleil ou a feu doux pour les sécher. Au cours du

séchage, les clous perdent entre 67% et 72 % d'eau (Benzeggouta, 2015).

Les parties utilisées de la plante sont, les boutons floraux, les feuilles et les tiges, d'ou
I'huile respective est extraite, par hydrodistillation a partir des clous et feuilles, et par
distillation a la vapeur pour les tiges. Le giroflier peut vivre jusqu’a 150 ans (Barbelet, 2015).
La production des clous de girofle commence a 1’age de 20 ans et reste active pendant une

cinquantaine d’années (Iserin, 2007).

.



Figure N°01: Arbre de Giroflier Figure N°02 : Feuilles de giroflier

(Barbelet, 2015) (Barbelet, 2015).

Figure N°03: Boutons floraux Figure N°04: Fleurs de giroflier

(Bruneton, 1999). (Barbelet, 2015)




Figure N°05 : Structure de girofle (Kim et al., 1998).

1-3/- Classification

La classification botanique de Syzygium aromaticum est comme sulit :

Tableau N° 01 : Classification botanique (Barbelet, 2015)

Embranchement

Spermatophytes

Sous embranchement

Angiospermes

Classe Dicotyledonae
Sous classe Rosidae
Ordre Myrtales
Famille Myrtaceae
Genre Syzygium

Espéce

Syzygium aromaticum




I-4/- Synonymes taxonomiques

Comme beaucoup d’especes, le giroflier a porté plusieurs noms scientifiques avant

d’étre nommé Syzygium aromaticum (Faucon, 2012 ; Goetz, 2021).
»  Caryophyllus aromaticus L. (1753);

»  Eugenia caryophyllata Thunb. (1788);

»  Eugenia caryophyllus Spreng. (1825);

»  Eugenia aromatica (L.) Baill. (1876)

»  Jambosa caryophyllus (Thunb.) Nied. (1893) ;

»  Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M.Perry, (1939).
I-5/- Nomenclature de la plante

Actuellement, les noms Syzygium aromaticum et Eugenia caryophyllus sont tous les
deux employeés (Pulikottil et Nath, 2015). Le nom commun est clove (Amit et Parul, 2011).
Elle est appelée en arabe: Koronfil (Ji_8), en francais: Clou de girofle, arbre au clou et en
anglais: Clove buds (Ghedira et al., 2010) (Figure N°6).

Figure N°06: Clous de girofle séchés (Teuscher et al., 2005).




I-6/- Culture de giroflier

Le giroflier, comme beaucoup d’autres plantes de 1a famille des Myrtacées, est habitué
aux climats tropicaux. Il nécessite beaucoup d’ensoleillement si non il ne donnera pas de clou.
I1 a également besoin d’humidité, de chaleur, et d’une altitude basse qui ne dépasse pas les

300 metres. Les climats marins semblent favoriser son développement (Bois, 1999).

Bien qu’il nécessite une humidité atmosphérique de 80%, I’eau stagnante est nuisible
aux racines. Il se plait sur les terrains qui s’écoulent bien et sur les pentes basses des collines.

En revanche, les sols tres argileux et sableux ne lui conviennent pas (Ranoarisoa, 2012).

Les techniques de culture restent artisanales et demandent beaucoup de main
d’ceuvre. En effet, tant pour la récolte que pour le tri des clous, griffes, feuilles ou fruits, il
s’agit d’un travail minutieux qui se fait a la main. Cela permet d’obtenir des produits de
qualité, sans pesticides ni autres produits chimiques, idéaux pour la fabrication des huiles
essentielles (Ranoarisoa, 2012).

I-7/- Production de giroflier

Le giroflier donne des clous a partir de la 5eme année. Autour de la 8éme 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. La période de récolte differe selon les zones de production (Tableau N°
02). A Madagascar, les clous sont récoltés en séptembre a janvier, quand ils sont bien roses
et qu’ils contiennent le maximum d’essence. Le moment de la récolte est trés important car
cueillis trop tot les clous n’auront pas synthétisé la totalité¢ de leurs composants, et cueillis

trop tard ils perdront leurs pétales.

La cueillette se fait a la main, puis les clous sont séparés des griffes.les clous roses vont
sécher pour permettre leur conservation : 35 kg de clous frais donnent 10kg de clous secs.
D’aprés le FAO, la production mondiale en clou de girofle en tonnes est regroupée dans le
tableau N° 03 (Jeanguyot et al, 2004).

)



Tableau N° 02 : Calendrier de récolte des clous de girofle en fonction du pays producteur

(Ranoarisoa, 2012).

PAYS

Jan

Fev

Juin | Juil

Indonésie

Madagascar/Comores

Zanzibar

Sri Lanka

Les zones vertes correspondent aux périodes de récolte.

Tableau N° 03 : Production mondiale de clou de girofle (tonnes) (Jeanguyot et al., 2004).

Pays Production (tonnes) %
Indonésie 87909 68,2
Madagascar 20000 15,5
Tanzanie 12500 9,7
Sri Lanka 4100 3,2
Comores 3013 2,3
Autres pays 1370 1,1
Total 128898 100




1-8/- Répartition géographique de giroflier

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 (Madagascar, Brésil, Zanzibar), principalement dans des pays
tropicaux (Abdelkader et Bouchakour, 2018), elles furent I’une des premiéres épices a faire
I’objet d’un commerce florissant dés 1’ Antiquité (Iserin, 2007). Les girofliers sont cultivés
en Tanzanie, Madagascar, Seychelles, ile Maurice, Antilles ainsi que, dans 1’ouest de 1’Inde

et au Brésil (Brickell et Mioulane, 2004).

I-9/- Usages de Syzygium aromaticum L.
Les usages du clou de girofle sont trés variés.

1-9-1/- Usages anciens et actuels de Syzygium

C’est d’abord une épice utilisée dans de nombreuses cuisines orientales
ou occidentales (ingrédients de la plupart des currys, du pain d’épices ou de la choucroute)
(Teuscher et al., 2005). Le clou est connu pour ses propriétés antiseptiques et anesthésiques;
il est utilisé depuis tres longtemps en dentisterie, en cosmétique et en parfumerie, mais
la majeure partie de la production mondiale et en particulier, le tout-venant malgache, sert
a la fabrication des kreteks, cigarettes traditionnelles indonésiennes composées

d’un mélange de tabac et de girofle (Teuscher et al., 2005 ; Duclos et al., 2014).
1-9-2/- Intérét en phytothérapie

Les clous de girofle sont efficaces en cas d’acné, d’ulcere cutanés, de plaies et
d’orgelets, préviennent la nausée. Ils sont également tres utilisés pour atténuer les indigestions
(Bremness et al., 2011). En Asie tropical, ils furent souvent recommandés en cas de
paludisme, de choléra, de tuberculose, de la gale et de certaines affections virales (Iserin,
2007).




1-9-3/- Usages médicinales

Le giroflier a de grandes vertus médicinales

1-9-3-1/- Traitement buccodentaire

L’eugénate est composé d’eugénol, il est présent dans les huiles essentielles du clou
de girofle et d’oxyde de zinc, il est utilisé comme patte pour la reconstitution des dents.
L’eugénol est aussi utilisé¢, comme anesthésiant et cautérisant pulpaire en cas d’alvéolite apres

extraction dentaire (Lamendin et al., 2004).
1-9-3-2/- Antispasmodique

Les clous de girofle soulagent les troubles digestifs tels que les flatulences
et les coliques. Ils apaisent aussi la toux, les spasmes musculaires lors de leur application
locale (Iserin, 2001).

1-9-3-3/- Stimulant physique et intellectuel

Le clou de girofle a une action stimulante aussi bien dans les cas d'asthénie
intellectuelle (perte de mémoire), que corporelle, considéré comme aphrodisiaque, il stimule

et augmente également les contractions de l'utérus lors de I'accouchement (Iserin, 2001).
I-9-4/- Usages culinaires
I-9-4-1/- Conservation des aliments

L’activité antimicrobienne des plantes provient de leur essence. En effet les huiles
essentielles ont un spectre d’action trés large puisqu’elles inhibent aussi bien la croissance

des bactéries que celles des levures et la prolifération des acariens (Oussalah et al., 2007).

1-9-4-2/- Assaisonnement

Les clous de girofle se trouvent facilement en grande surface a des tarifs abordables.
Le temps ou ils étaient un produit de luxe est loin. De nos jours, les clous de girofle peuvent
étre incorporés dans la cuisine de tous les jours. On peut les acheter tels quels, ou bien dans

des mélanges d’épices préalablement moulinés (Barbelet, 2015).




Le mélange cinq épices chinois contient du poivre de Sichuan, de I’anis étoilé, de la cannelle

de Chine, du fenouil et des clous de girofle.

Le quatre-épices quant a lui n’est pas un mélange, c’est une seule et méme épice: Pimenta
dioica ou Poivre de la Jamaique. Son nom provient du fait qu’une fois broy¢, il développe les

senteurs mélangées de gingembre, muscade, poivre et girofle.

Les clous de girofle entrent aussi dans la composition du curry. Bien que sa recette change en
fonction du pays (Indes, Indonésie, Sri Lanka etc..) ou de la région, les clous de girofle sont
un ingrédient de base pour préparer le curry, au méme titre que pour le colombo des Antilles,

le massalé de la Réunion et le ras el hanout du Maghreb (Barbelet, 2015).
1-9-4-3/- Vanilline

La vanilline est la molécule présente dans I’ardme de la vanille. Elle a été synthétisée
pour la premiére fois par Erlenmeyer en 1876 a partir de 1’eugénol de clou de girofle. Il s’agit
en fait d’une hémisynthése car la molécule de départ (I’eugénol) est un composé naturel
possédant déja une partie de la molécule visée (la vanilline). L’avantage de cette réaction est

que la vanilline de synthese ainsi obtenue est identique a la vanilline naturelle.

Gréace aux girofliers, la production de vanilline de synthese a pu se développer. C’était
en effet un procédé beaucoup moins coliteux que 1’extraction a partir des gousses de vanille.

Ce fut le premier moyen de production durant 50 ans (Barbelet, 2015).

En cuisine, il est présent dans le pain d'épices, les biscuits en mélange avec la cannelle,
le pot-au-feu, les marinades, la choucroute et il est indispensable a la plupart des currys,

comme il est utilisé en infusion avec le thé (Thomas, 2015).
1-9-5/- Usages cosmétiques

Il sert de parfum d'ambiance sous forme de « pomme d'ambre » que l'on fabrique
en piquant toute la surface d'une orange de clous de girofle odeur de clou de girofle, comme

I'eugénol, qui est un phénol.

Le parfum que dégagent les clous de girofle est souvent utilisé en parfumerie. Il permet
d’apporter une note orientale, boisée et épicée, aussi bien pour des parfums féminins

que masculins, ou le plus souvent mixtes. Ce sont toujours des parfums chauds, classiques




et assez opulents qui, chez la femme, dégagent la sensualité et sophistication, et chez
I’homme 1’¢légance (Barbelet, 2015).

Quelques exemples de parfums contenant des notes de girofle : Gentleman de Givenchy
®, Kenzo Jungle ®, Coco Chanel ®, Miss Dior ®, Opium de Yves Saint-Laurent ®, etc
(Barbelet, 2015)..

1-9-6/- Autres utilisations de Syzygium
1-9-6-1/- En agriculture

L’huile essentielle posséde un effet herbicide et protecteur des cultures contre
les insectes et les champignons et un effet insecticide sur les charangons nuisibles des graines
en stocks. Les clous de girofle entiers, mais aussi en poudre, servent a aromatiser
les conserves de légumes, le chou rouge ou la choucroute, les compotes de pommes et autres
fruits (Barbelet, 2015).

1-9-6-2/- Kreteks

Les kreteks sont des cigarettes originaires d’Indonésie, constituées de tabac, de clous
de girofle et d’une sorte de mélange aromatique. Elles ont été créées vers 1880 par un certain
Haj Jamahri, asthmatique, qui voulait soulager sa douleur grace aux pouvoirs anesthésiants

de I’eugénol, et se soigner en fumant.

Plusieurs études ont comparé des cigarettes type American-blend (Malboro®,
Winston®, etc) a des cigarettes kreteks. Il a été mis en évidence que pour une méme quantité
de fumée inhalée, I’inflammation des poumons est moins forte avec les kreteks.
Les altérations histopathologiques des voies respiratoires sont egalement moins importantes
qu’aprés I’inhalation de cigarettes American-blend (Roemer et al ., 2014 ; Piade et al.,
2014).

Elles sont donc moins nocives, mais le demeurent tout de méme. Cela ne soigna pas
I’asthme de Haj Jamahri. A sa mort, 1’idée fut reprise par un homme d’affaire, Nitisemito, qui
fonda la premiére grande manufacture de cigarettes kreteks en Indonésie. Ces cigarettes sont
vite devenues trés populaires et aujourd’hui leur fabrication nécessite 95% de la production

indonésienne de clous de girofle (Barbelet, 2015).




I-10/- Produits contenant des clous de girofle

A Tofficine, I’huile essentielle de clou de girofle se retrouve sous différentes formes:
sprays assainissant pour purifier 1’atmosphére, sprays pour la gorge, créme antalgique
chauffante, traitements antiseptiques des voies respiratoires, bains de bouches, lotion

antipoux, etc.
Quelques exemples de spécialités contenant de I’H.E. de clous de girofle
Aromasol® (Naturactive®): médicament en solution pour inhalation par fumigation.

Gouttes aux essences® (Naturactive®): solution buvable en cas d’affection bronchique

aigue benigne.
Baume Aroma® (Mayoly-Spindler®): créme antalgique d’action locale.

Nazinette du Dr Gilbert ® (Pharma Développement®): pommade nasale pour le traitement

des affections rhinopharyngées

Baume du tigre et baume chinois: baume en cas de douleurs musculaires ou articulaires
(Barbelet, 2015).

I1-Les huiles essentielles
11-1/- Définition des HE

Selon CPE (2010), I’'HE est un Produit odorant, généralement de composition
complexe, obtenu a partir d’'une matiére premiére végeétale botaniquement définie, soit par
entrainement a la vapeur d’eau, soit par distillation séche, soit par un procédé mecanique
approprié sans chauffage. L’HE est le plus souvent séparé de la phase aqueuse par un procédé

physique n’entrainant pas de changement significatif de sa composition.

Elles se forment comme produits du metabolisme secondaire dans plusieurs organes
des plantes aromatiques, y compris les bourgeons, fleurs, feuilles, tiges, branches, graines,
fruits, racines, bois ou écorces, et s’accumulent dans des cellules sécrétoires, cavités, canaux,

cellules épidermiques ou glandulaires (Bruneton, 2016).




11-2/- Composition chimique des HE

La composition d’une HE est souvent tres complexe. La plupart du temps, elle
comporte un ou deux composants majoritaires qui vont jouer un role central dans
ses propriétés thérapeutiques. D’une fagon générale, les constituants appartiennent

principalement a deux types chimiques.
11-2-1/- Composés terpéniques

Les composés terpéniques (hydrocarbures) sont les monoterpénes (Cio),
les sesquiterpenes (Cys), les diterpenes (Cyp) et les triterpénes (Cgp). Ce sont les molécules
les plus fréquemment rencontrés dans les HE. Exemples: alcools, esters, aldéhydes, cétones,

éthersoxydes mono- et sesquiterpéniques (Fabre, 2017).
11-2-2/-Composeés aromatiques

Sont des dérives du phénylpropane. Exemples: Acide et aldéhyde cinnamiques,

eugéniol, anéthole...

Les HE sont classées usuellement selon la nature chimique de leurs principes actifs
majoritaires, plus rarement selon leur mode d'extraction, ou leurs effets biologiques

(pharmaceutique/cosmétologique ou phytosanitaire) (Fabre, 2017).

Les huiles essentielles présentent de nombreux COV ayant une forte efficacité contre
les bactéries. Les composés aromatiques les plus actifs contre les bactéries sont ceux qui sont
situés dans la partie basse du triangle de Mailhebiau : les monoterpénols, les phénols, et les

monoterpenes (Figure N°7) (Fabre, 2017).
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Figure N° 07: Composés antibactériens dans le triangle aromatique (Huang et al., 2014).
11-3/- Mode d’action des HE sur les bactéries

Les huiles essentielles peuvent présenter une action cytotoxique sur les bactéries,
en agissant sur plusieurs structures. On peut résumer ’action des HE par deux catégories

principales :
11-3-1/- Dommages membranaires

En traversant la paroi bactérienne et la membrane plasmique, les composés aromatiques
des HE perméabilisent la membrane et perturbent son fonctionnement. Par exemple,
ils peuvent la rendre perméable aux protons et a divers ions, et inhiber la production d’ATP.
A terme, cela peut aboutir a une lyse de la bactérie. Ils peuvent aussi réduire la fluidité

membranaire, ce qui nuit au bon fonctionnement de la bactérie (Huang et al., 2014).
11-3-2/- Dommages cytoplasmiques

Les COV des HE peuvent déclencher une coagulation du cytoplasme et endommager

les protéines et lipides qu’il contient (Figure N°08).
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Figure N° 08: Mode d’action des HE sur les bactéries (Huang et al., 2014).
11-4/- Sensibilités des bactéries Gram+/Gram- aux HE

Les bactéries Gram + sont plus sensibles aux HE que les Gram - .En effet, il semblerait
gue la membrane externe des bactéries Gram- étant rigide, riche en LPS (Lipopolysaccharide)
et plus complexe, les molécules aromatiques des HE aient plus de difficulté a la traverser.
En revanche, ce systeme extramembranaire complexe étant absent des bactéries Gram+,
les composés aromatiques peuvent atteindre plus facilement la membrane plasmique,

occasionnant ainsi une meilleure activité antibiotique (Huang et al., 2014).
11-5/- Les différentes HE issues du giroflier

Le giroflier est a lorigine de plusieurs types d’HE, de qualité différente
selon la partie de la plante utilisée. Il existe 1’essence de clous, des feuilles, des griffes
et des tiges. L’HECG est essentiellement utilisée en parfumerie et en aromathérapie, alors que
I’HE de feuille est de loin la plus commercialisée, notamment pour la production d’eugénol

du fait de son faible codt et de sa récolte plus facile (Barbelet, 2015).

Fuite des composants du
cytoplasme (métabolites




11-5-1/- Huile essentielle du clou

Elle est extraite des clous du giroflier, c’est a dire des inflorescences a 1’état de bouton,
par distillation a la vapeur d’eau. Les clous renferment a 1’état frais environ 15 a 20% d’huile
essentielle, dont 78 a 98% d’eugénol. Selon la CPE, ’'HECG est un liquide jaune, limpide,
virant au brun lorsqu’il est exposé a ’air. En ce qui concerne la composition, la CPE définit

des intervalles de quantité recommandée pour chaque constituant.

= 75,0 et 88,0 % pour I’eugénol.

» 5,0 et 14,0 % pour le B-caryophylléne.

= 4,04 15,0 % pour I’acétyleugénol (acétate d’eugényle) (Barbelet, 2015).
11-5-2/- Huile essentielle de griffe

L’HE de griffe est essentiellement produite pour des raisons économiques. En effet, lors
de la récolte des clous, ceux-ci sont séparés de leurs pédicelles: c’est 1’égriffage. Les griffes
recueillies sont alors elles aussi distillées en tant que « produit second». Les griffes
renferment & 4-6% d’huile essentielle dont 80 a 95% d’eugénol (Barbelet, 2015).

11-5-3/- Huile essentielle de feuille et tiges

Cette huile est plus facile a obtenir car les feuilles peuvent étre récoltées toute
I’année, ce qui assure une source de revenu plus stable pour les producteurs. Cependant
sa composition est moins intéressante du point de vue de I’aromathérapie. Elle était utilisée
pour sa ressource en eugénol qui constituait la matiére premiere de la fabrication
de la vanilline. Les feuilles contiennent 1 a 3 % d’huile essentielle dont 75 a 88% d’eugénol

(Barbelet, 2015).

L’huile essentielle de feuilles ou de griffe de giroflier est bon marché comparee
a I’HE de clous de girofle. Mais celle-ci est beaucoup mieux tolérée (au niveau des allergies
cutanées) par la présence de I’ester aromatique (acétate d’eugényle). C’est la raison pour

laquelle elle est de meilleure qualite en aromathérapie.

De méme que I’H.E. de griffe, ’'HE de tige ne présente pas un intérét majeur, elle est produite

afin d’optimiser le rendement des récoltes (Barbelet, 2015).




11-6/- Composition chimique de I’huile de girofle

Le clou de girofle est le bouton desséché du giroflier. Plusieurs procédés d’extraction
comme I’hydrodistillation, la distillation a la vapeur, I’extraction par solvant organique et par
fluide supercritique ont été utilisés pour extraire les terpenes de différentes parties de la plante
(Barbelet, 2015).

L’HECG et son constituant majeur 1’eugénol sont reconnus pour leurs propriétés
biologiques. Ces principes actifs naturels peuvent constituer des alternatifs aux agents
antimicrobiens, antioxydants et anti-inflammatoires de synthése dans les formulations
alimentaires et pharmaceutiques (Tableau N° 04). Cependant, leur utilisation est limitée
en raison de leur faible solubilité aqueuse, volatilité et sensibilité a la lumiére (Sebaaly,
2016).

Tableau N° 04 : Récapilatatif des quantités, familles chimiques et propriétés des principaux
composants de I'HECG (Sebaaly, 2016).

Nom de la molécule | Quantité Famille chimique Proriétés
-Anti-infectieux (bactéricide,
Phéylpropanoides virucide, fongicide)
Eugenol 75-88% ) o
(Phénols) -Anesthésiant,
-Antiagrégant plaquettaire
-Antispasmodique musclotope
Acétate d’eugényl 4-15% Ester aromatique _Neurotrope stimulant
géneral
. o -Calmant et anti-
[-caryophyllene 5-14% Sesquiterpénes ) )
inflammatoire

Le girofle est compose de plus de 15% d’huile essentielle et de 70-90% d’eugénol
(Eug). Il ya également, entre 9-15% d’acétate d’eugénol (EugAc), entre 5-12%
de B-caryophylléne (Crph) (Figure N°9) et 2% d’acide oléanique. Elle contient également

de faibles quantités d’autres composés comme 1'alpha-humuléne connu autrement sous le nom




d’alpha-caryophylléne, cadinene, 1,8- cinéole, -copaéne, alcool benzylique, vanilline, 3-allyl-

6-methoxyphénol et oxyde de caryophylléne (Sebaaly, 2016).
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Figure N° 09: Structure chimique des constituants de I’huile essentielle de clou de girofle (Sebaaly,

2016). Eugénol (a), B-caryophylléne (b), acétate d’eugénol (c), a-humuléne ou a-caryophylléne (d), cadinéne
(e), 1,8 cinéole (f), a-copaene (g), alcool benzylique (h), vanilline (i), 3-allyl-6-méthoxyphénol (j) et oxyde de
caryophylléne (K).




11-7/- Eugénol
11-7-1/- Définition de I’eugénol

L’eugénol, qui a une formule brute Ci10H1202, 1l s’agit du 4-allyl-2-méthoxyphénol.
Est une molécule possédant un cycle aromatique, ce qui est caractéristique des composes
d’origine naturelle. On remarque que la molécule posséde une fonction alcéne, une fonction

éther : le groupement méthoxy (O-CHs) et une fonction phénol (OH) (Figure N°10).

Le groupement hydroxyle de I’eugénol inhibe 1’action des amylases et des protéases,
induisant la détérioration de la membrane cellulaire. A forte concentration, 1’eugénol

provoque une lyse cellulaire (Burt, 2004).
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Figure N° 10: Eugénol (Sienkiewicz et al., 2011).

&




11-7-2/- Propriétés chimiques de I’eugénol

L’eugénol appartient a la famille des phénols monoterpéniques avec une formule
brute CioH120, et une Autre dénomination : 4-allyl-2-méthoxyphénol, masse molaire est
de 164,2 g/mol, température d'ébullition ( 254°C), température de fusion (a 1 bar) de -9 °C,
point d’éclair (110°C), densité (1, 06 a 20 °C), il est peu soluble dans I'eau et insoluble dans
I'eau salée.il est cependant trés Soluble dans I'éthanol et le dichlorométhane Iégérement dans

le chloroforme (Memmou, 2015).

Tableau N° 05 : L’efficacité de ’HECG et I’eugénol isolé (CMI) (Chouhan et al., 2017).

CMI mesurée sur E.coli CMI mesurée sur L.
Composés aromatiques
(ppm) monocytogene (ppm)
Eugénol 500 >1000
clou de girofle (80%
400-2500 200
d’eugénol)

CMI=Concentration Minimale Inhibitrice.




Chapitre I1:
Activités antimicrobiennes

de giroflier



Chapitre 11 Activité antimicrobienne de giroflier

I/- Souches microbiennes
I-1/- Souches bactériennes
1-1-1/- Définition des bactéries

Les bactéries ce sont des microorganismes unicellulaires de petite taille qui
se présentent sous plusieurs formes, elles sont considérées comme des procaryotes du fait
qu'elles sont dépourvues de noyau, leur matériel geénétique n'est pas délimité par
une membrane nucléaire contrairement aux eucaryotes qui possédent un vrai noyau
(EL Boujnouni, 2020).

Les bactéries peuvent contenir une autre structure extra-chromosomique appelée
plasmides, qui sont des molécules d’ADN double brin qui se répliquent indépendamment
du chromosome, peuvent s’intégrer a celui-Ci et qui sont transmissibles. Ces plasmides offrent
aux bactéries plusieurs caracteres supplémentaires tels que la résistance aux antibiotiques
et aux antiseptiques, la virulence, les caracteres métaboliques, entre autres. Les plasmides

permettent aux bactéries d'acquérir un avantage sélectif (EL Boujnouni, 2020).

Les bactéries sont ubiquitaires, elles sont présentes dans tous les types de biotopes
rencontrés sur terre. Elles peuvent étre isolées du sol, des eaux douces, marines ou saumatres,
de I’air, des profondeurs océaniques, des déchets radioactifs, sur la peau, les muqueuses
et dans D’intestin de 'homme et des animaux. Selon l'interaction de ces micro-organismes
avec leur hote ils peuvent étre soient bénéfiques ou inoffensifs soient pathogenes (EL
Boujnouni, 2020).

I-1-2/- Morphologie des bactéries

On peut distinguer trois formes caractéristiques : les sphériques, les allongées
et les spiralées. La position des bactéries les unes par rapport aux autres est également

une caractéristique distinctive importante

e Les bactéries allongées (bacilles) peuvent varier en longueur et en épaisseur. Elles

formsent eégalement des chaines (Banouh et Azzouz, 2019).

o



Chapitre 11 Activité antimicrobienne de giroflier

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

entre 1 et 10 mm, méme si quelques espéces sont plus grandes ou plus petites (Banouh
et Azzouz, 2019).

I-1-3/- Structure bactérienne

La structure de la paroi bactérienne dépend 1’appartenance des bactéries au groupe
des bactéries a Gram positif ou a Gram négatif. Les deux groupes possédent en commun

un constituant essentiel, spécifique au monde bactérien, le peptidoglycane.

Le peptidoglycane est la partie la plus externe de la bactérie & Gram positif qui entoure
la membrane cytoplasmique de la bactérie. La paroi bactérienne des bactéries a Gram positif
contient un élément supplémentaire, la membrane externe, laquelle entoure le peptidoglycane
qui est plus fin que chez les bactéries a Gram positif. Son feuillet interne est essentiellement
phospholipidique et son feuillet externe est majoritairement formé de lipopolysaccharides
et sont responsables du choc endotoxique des infections Gram négatif. L’ espace situé entre

les deux membranes est appelé 1’espace péri plasmique (Figure N°11) (Bouskraoui et al.,
2017).
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Figure N° 11: Structure de la paroi bactérienne des bactéries gram positif et gram négatif

(Bouskraoui et al., 2017).
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I-1-4/- Bactéries a Gram négatif
I-1-4-1/- Escherichia coli.

Bacille a Gram négatif, elle provoque des infections urinaires; génitales;
hépatobiliaires ou digestives, méningites chez les nourrissons, infection alimentaires,
manifestations intestinales telles que des diarrhées variables selon la souche en cause :
diarrhées des voyageurs ou turista grave, destruction des globules rouge et Iésions rénales
due a la souche secrétant une puissante toxine appelée toxine Véro vomissement (Banouh
et Azzouz, 2019).

I-1-4-2/- Pseudomonas aeruginosa.

Il s'agit d'un petit bacille Gram négatif ; cette bactérie préfére les milieux humides
et on la trouve quelque fois au niveau de la peau, de l'appareil respiratoire supérieur,
de l'oreille externe et du tube digestif chez I'individu sain. Les infections sont le plus souvent

des infections d'origine nosocomiale (soins associés aux soins) (Bouskraoui et al., 2017).
I-1-5/- Bacteries a Gram positif
I-1-5-1/- Staphylococcus aureus.

Staphylococcus aureus est 1’espece la plus pathogéne au sein du genre Staphylococcus.
Il fait partie des germes les plus fréqguemment rencontrés en pathologie humaine. 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 tres 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 dont I’issue clinique (Bouskraoui et al., 2017).
I-1-5-2/- Listeria monocytogene.

Est un petit bacille & Gram positif, trés largement répandu dans 1’environnement
responsable d’infections humaines et animales (listériose). Les listérioses humaines sont

principalement liées a I’ingestion d’aliments contaminés. La contamination est
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essentiellement alimentaire et la période d’incubation varie de quelques jours a plusieurs

semaines (Bouskraoui et al., 2017).
I-2/- Souches fongiques

I-2-1/- Candida albicans.

Elle provoque des infections fongiques (candidiase ou candidose) essentiellement
au niveau des muqueuses digestives et gynécologiques, les candidoses sont une cause
importante de morbidité chez les patients immunodéprimés comme les patients atteints
du sida, les patients cancéreux sous chimiothérapie ou apres transplantation de moelle osseuse
(Banouh et Azzouz, 2019).

I-2-2/- Dermatophytes.

Sont des ascomycetes. Ce sont des champignons filamenteux, au mycélium cloisonné
plus ou moins régulier produisant des spores. Elles se développent préférentiellement dans
la couche cornée de la peau et des phanéres. Les dermatophytoses sont des infections
fongiques superficielles (Er-Rachedy, 2020).

11/- Activités antimicrobiennes de clou de girofle

11-1/- Activité antibactérienne

Le clou de girofle était parfois utilisée (début XXeme siécle) pour désinfecter les mains
des chirurgiens, des accoucheurs, des infirmiers et les champs opératoires. Il était également
connu, a 1I’époque, que cette huile essentielle était un excellent pansement ombilical : non
toxique pour le nouveau né ni pour la mere, et dotée d’un certain pouvoir analgésique

(Bourekba et Lamri, 2020).

L’HECG présente des propriétés trés intéressantes en tantqu’antibactérien grace
a sa composition en eugeénol et en eugenyle acétate. Elle pourrait ainsi étre une alternative

a I’utilisation d’antibiotique afin de lutter contre I’apparition de souches résistantes.

L’HECGest active aussi bien contre les bactéries Gram positif, telles que Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, Acinetobacter spp, Helicobacter pylori et Listeria monocytogenes

que contre les bactéries a Gram négatif, telles que Escherichia coli, Proteus mirabilis,

9



Chapitre 11 Activité antimicrobienne de giroflier

Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris et Pseudomonas
aeruginosa. Cette activité pourrait étre attribuée essentiellement a 1’eugénol (Rhayour, 2002;
Oussalah et al, 2007).

L’HECG et I’Eugenol sont principalement connus par leurs activités antibactériennes
contre diverses souches des bactéries a Gram négatif : Salmonella Typhi, Salmonella enterica,
Salmonella enteritidis, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Campylobacter jejuni,
Aeromonas hydrophila, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeroginosa, Pseudomonas fragi
(Pan et al., 2012), Pseudomonas fluorescens, Helicobacter pyroli, Shewanella putrefaciens,
Photobacterium phosphoreum et a Gram positif : Listeria monocytogenes , Listeria innocua,
Lactobacillus sakei, Lactobacillus acidophilus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
Propionibacterium acnes, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis, Streptococcus

oralis, Streptococcus mutans ( Sebaaly, 2016).

L’eugénol s’agit de composés fortement anti-infectieux (bactéricides, virucides
et parasiticides). Il est notamment actif sur la flore buccale. Il détruit les germes suivants:
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Monilia albicans....etc. 11 détruit aussi

les champignons a 1’origine de certaines mycose (\Werner et VVon Braunschweig , 2008).

Aujourd’hui, les études peuvent prouver les pouvoirs antibactériens de I’HECG.
La premiere date de 1947 (Bartels, 1947). D’autres études ont été menées depuis, notamment
sur des bactéries résistantes comme  Staphylococcus aureus. Traiter une infection
a Staphylococcus aureus avec des antibiotiques est compliqué puisque des souches résistantes
ont fait leur apparition. L’eugénol est efficace (in vitro et in vivo sur des otites de rats)
d’une maniére identique sur le Staphylococcus aureus sensible et résistant a la méticilline
(Yadav et al., 2012).

L’étude réalisée permet d’établir la concentration minimale inhibitrice (CMI)
de ’HECG sur quatre bactéries pathogénes: Escherichia coli, Salmonella typhimurium,

Staphylococcus aureus et Listeria monocytogenes. (Oussalah et al., 2007).

Les résultats se trouvent dans le tableau N°06 démontrent que I’HECG a un important

pouvoir bactéricide.
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Tableau N°06 : Seuil d'efficacité CMI de I’HE contre quatre bactéries pathogénes
(Bourekba et Lamri, 2020).
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D’autres bactéries sont sensibles a 'HECG comme le Bacillus subtilis, Klebsiella

pneumoniae, Proteus vulgaris et Pseudomonas aeruginosa.

Dans I’¢tude de Prabuseenvasan et al., (2006), les chercheurs ont testé I’activité
bactéricide de certaine HE sur ces bactéries, pour des concentrations allant de 0,8 a 12,8
mg/ml par palier de 0,8 mg/ml. Les valeurs obtenues pour la CMI de I’H.E. de clou de girofle
sont respectivement 3,2 — 6,4 — 3,2 — 1,6 mg/ml pour B.subtilis, K.pneumoniae, P.vulgaris
et P.aeruginosa. En comparaison les valeurs obtenues par Cinnamomum zeylanicum sont
(1,6 -3,2-1,6 - 0,8 mg/ml) (Bourekba et Lamri, 2020).

Les études sont nombreuses. Elles vont de 1’efficacité de 1’eugénol sur 1’Helicobacter
pylori, bactérie pouvant étre responsable d’un ulcére gastrique, a [D’efficacité sur
1’Haemophilus du creyi, responsable de la maladie du chancre mou (maladie sexuellement
transmissible). L’Haemophilus du creyi est une bactérie pouvant présenter des résistances
envers certains antibiotiques, et également un germe cofacteur de la transmission du VIH,
car les ulcérations que cette bactérie provoquent sur les muqueuses génitales augmentent

les risques de transmission du VIH) ( Barbelet, 2015).

Mais 1’eugénol n’est pas le seul actif antibactérien dans ’HECG. L’eug Ac, présent
a 10% environ dans I’HE, possede également des propriétes bactéricides sur des bactéries

aussi bien Gram négatif que Gram positif.
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A la concentration de 150pg/ml, I’eug Ac inhibe la production des facteurs de virulence
comme la pyocyanin et pyoverdin et diminue ’activité des protéases de P.aeruginosa. Avec
la méme concentration, 1’eug Ac diminue ’activité hémolytique du S.aureus et diminue

la production du pigment staphyloxanthin (Mustapha et al., 2015).
I1-1-1/- Mécanisme d’action antibactérien de I’eugénol

L'effet bactéricide de I'eugénol semble étre du a son caractére hydrophobe responsable
de sa peénétration dans la bicouche lipidiqgue de la membrane cellulaire des bactéries,
conduisant & une altération de la membrane cytoplasmique voire méme une augmentation
de sa perméabilité non-sélective et une perte de 1’intégrité membranaire et par conséquent
une fuite des constituants intracellulaires (protéines, ions) aboutissant finalement a la mort
cellulaire(Figure N°12). D’autre part, l'interaction des molécules hydrophobes avec
les membranes cellulaires est connue pour affecter I'activité des enzymes liées a la membrane.
En effet, ’eugénol inhibe 1’ATPase. Il inhibe aussi directement les flagelles responsables
de la motilité des cellules bactériennes par dissipation de gradient de protons de la membrane.
De plus, la présence du groupe hydroxyle sur l'eugénol peut augmenter sa solubilité dans
les suspensions aqueuses et améliorer sa capacité a passer a travers les portions hydrophiles
de I'enveloppe cellulaire, et semble étre essentiel pour I’activité antibactérienne de 1’eugénol.
Plusieurs études ont montré qu’une synergie d’action existe lorsque I’eugénol est associé
a d’autres antibiotiques tels que la vancomycine, béta-lactame, streptomycine et pénicilline
(Sebaaly, 2016).
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Figure N° 12: Mécanisme antibactérien de 1I’eugénol

(Greige-Gerges et al ., 2015).
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11-2/- Activité antifongique

L’HECG possede une puissante activité contre les dermaphytes et les champignons
pathogenes et opportunistes, tels que les levures du genre Candida (C. albicans, C. tropicalis,
C. parapsilosis, C. krusei, C. glabatr) mais aussi Cryptococcus neoformans et Aspergillus
fumigatus. L’huile est particuliérement connue pour son efficacité dans le traitement
des candidoses cutano-muqueuses telle que, la candidose vulvovaginale. L’activité
antifongique de I’huile est attribuée essentiellement a son composé majeur 1’eugénol (Pinto et

al., 2009).

Le giroflier possede des propriétés antifongiques efficaces sur différentes mycoses
(cutanées, orales, unguéales). Le Syzygium aromaticum est un inhibiteur de la prolifération
du Candida albicans (CMI= 0,156 mg/ml) comme I’a démontré 1’étude de Lairungruang
etal., (2014).

L’avantage de I’utilisation de ’'HECG pour traiter des mycoses est qu’il n’y a pas de souches
de levures et ou de dermatophytes résistantes, a la différence des traitements a base de

fluconazole ou d’amphotéricine B.

Les recherches mettent en avant le potentiel de 'HECG en tant qu’option thérapeutique
contre les infections fongiques chez I’homme. L’HECG a un large spectre d’action qui ne
concerne pas que les dermatophytes, Aspergillus et les especes de Candidas (C.albicans,
C.tropicalis, C.parapsilosis). 1l concerne surtout les especes résistantes au fluconazole comme
le Candida krusei, le Candida glabatra et quelques souches de candidas isolés. L’HECG peut
donc étre employée pour traiter les candidoses orales et les onychomycosis (Pinto et al.,
2009).
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Tableau N° 07 : Activité antimicrobienne (CMI et CMF) de I'HECG et de I'eugénol contre
des souches de Candidas, Dermatophytes et Aspergillus (Barbelet, 2015).

HECG Eugenol
CMI CMF CMI CMF
Souches de Candidas ATCC
C. albicans 0.64 0.64-1.25 0.64 0.64-1.25
C. krusei 0.64 0.64 0.64 0.64
C. tropicalis 0.64 0.64 0.64 0.64
C. parapsilosis 0.32-0.6 0.64-1.25 0.3 0.64
Souches cliniques de Candidas isolés
C. albicans D5 0.64 0.64 0.32-0.64 0.64-1.25
C. albicans D1 0.64 0.64-1.25 0.64 0.64-1.25
C. krusei D39 0.64 0.64 0.64 0.64
C. tropicalis D42 0.64 0.64 0.64 0.64
C. glabatra D10R 0.64 0.64—-1.25 0.64 0.64—-1.25
Dermatophytes
Epidermophyton floccosum 0.16 0.32 0.16 0.32
Trichophyton rubrum 0.16 0.32 0.16 0.32
Tichophyton mentagrophytes 0.16 0.32 0.16 0.32
Microsporum canis 0.08-0.16 0.16-0.32 0.08 0.16
Microsporum gypseum 0.16 0.32 0.16 0.32
Espéces d’Aspergillus

A. flavus 0.64 1.25 0.32-0.64 1.25
A. fumigatus 0.32 1.25 0.32 1.25
A. niger 0.32 1.25 0.32 1.25

CMI : Concentration minimale inhibitrice.

CMF : Concentration minimale fongicide

ATCC : American Type Culture Collection, centre de ressources biologiques qui procure des souches microbiennes de références.
CMI et CMF: sont exprimées enpl/ml.

Les résultats du tableau montrent que les genres fongiques ont une sensibilité
plus ou moins importante a ’HECG et a I’eugénol. L’HECG et a 1’eugénol ont
la méme activité antifongique pour toutes les especes sauf C.parapsilosis,

C.albicans, Microsporum canis et A. flavus, pour lesquelles, les CMI et les CMB

de I’eugénol sont plus basse que celles de I’ HECG.
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11-2-1/- CMF de PHECG et I’eugénol

Les CMI, déterminées selon les protocoles de I’Institut des normes cliniques
et de laboratoire, et la concentration fongicide minimale ont été utilisées pour évaluer
I'activité antifongique de I'huile de clou de girofle et de son composant principal, I'eugénol,
contre les souches cliniques Candida, Aspergillus et dermatophytes et American Type Culture
Collection. L'HE et I'eugeénol ont montré une activité inhibitrice contre toutes les souches
testées. Pour clarifier son mécanisme d'action sur les levures et les champignons filamenteux,
des études de cytométrie en flux et d'inhibition de la synthése d'ergostérol ont été réalisées.
L'iodure de propidium (est couramment utilisé comme marqueur de I'ADN afin de marquer
le noyau des cellules ayant perdu leur intégrité membranaire (phénomene caractéristique
de la nécrose)) a rapidement pénétré la majorité des cellules de levure lorsque les cellules ont
été traitées avec des concentrations des CMI, ce qui signifie que I'effet fongicide résultait
d'une lésion étendue de la membrane cellulaire. L'huile de clou de girofle et I'eugénol ont
également entrainé une réduction considérable de la quantité d'ergostérol, un composant

spécifique de la membrane cellulaire des champignons (Sebaaly, 2016).

La formation de tubes germinatifs par Candida albicans a été complétement ou presque
complétement inhibée par des concentrations d'huile et d'eugénol inférieures aux valeurs
de CMI. La présente étude indique que I'huile de clou de girofle et I'eugénol ont une activité
antifongique considérable contre les champignons cliniqguement pertinents, y compris
les souches résistantes au fluconazole, méritant une étude plus approfondie pour
une application clinique dans le traitement des infections fongiques. L’eugénol exerce
une activité fongicide contre plusieurs especes de champignons tels que Aspergillus spp,
Penicillium citrinum, Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus flavus
et Rhizopus nigricans. L’effet antifongique de 1’eugénol semble aussi étre du a son effet sur
la membrane cellulaire (Sebaaly, 2016). L’eugénol avait une grande activité fongicide contre

Candida albicans (Boukartaba et Hammoum, 2019).

D’autres composants tels que les alcools monoterpéniques, les aldéhydes aromatiques
et les lactones, peuvent également étre responsables de 1’activité antimicrobienne (Ultee
et al., 2002; Laurent, 2017). Il est a noter que les composes minoritaires peuvent avoir
une part de contribution. En effet, ces derniers y agissent de maniére synergique avec

les composés majoritaires (Lahlou, 2004).
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L’évaluation de I’activité antimicrobienne de I’HE de Syzygium aromaticum a été
réalisée par la méthode de diffusion des disques sur milieu gélosé. Les résultats obtenus sont

présentés dan le tableau N°08.

Tableau N° 08 : Résultats de 1’activité antimicrobienne de I’HECG exprimés par le diametre

de la zone en mm (Boukartaba et Hammoum, 2019).

Souches microbiennes Zone d’inhibition (mm)
Escherichia coli ATCC 25922 21+ 2,39
Bacillus cereus ATCC 10876 30+ 2,07

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 14+ 3,55
Candida albicans ATCC 10231 35+0.00

ATCC: American Type Culture Collection

Les résultats obtenus par Boukartaba et Hammoum, (2019) I’huile essentielle

de Syzygium aromaticum a été trés active contre les quatres souches bactériennes et fongiques
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Bacillus cereus
ATCC 10876 et Candida albicans ATCC 10231. Cette derniére s’est avérée étre plus sensible
que les trois premiéres, avec une zone d’inhibition d’un diamétre maximal de 35 mm (Figure

Ne 13).

Concernant Candida albicans, Sameer et Badri (2017) ont noté un diamétre de zone
d’inhibition de 32 mm, ce qui est presque similaire aux résultats Boukartaba et Hammoum,
(2019) de (35 mm). Cependant, ces résultats restent inférieurs a celui trouvé par Simiat et al.,
(2017) (44 mm de diamétre).

Bacillus cereus ATCC 10876 est la deuxieme souche la plus sensible a I’HE avec
une zone d’inhibition de 30 mm de diamétre (Figure N°14), suivie par Escherichia coli
ATCC 25922 (21 mm de diameétre) et enfin, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 avec
14 mm de diameétre (Figure N°15, 16).




Chapitre 11 Activité antimicrobienne de giroflier

Figure N° 13: Sensibilité de Candida albicans ATCC 10231 vis-a-vis de I’HE
de Syzygium aromaticum (Boukartaba et Hammoum, 2019).

Figure N° 14: Sensibilité Bacillus cereus ATCC 10876 vis-a-vis de I’HE

de Syzygium aromaticum (Boukartaba et Hammoum, 2019).




Chapitre 11 Activité antimicrobienne de giroflier

Figure N° 15: Sensibilité Escherichia coli ATCC 25922 vis-a-vis de I’HE
de Syzygium aromaticum (Boukartaba et Hammoum, 2019).

Figure N° 16: Sensibilité Pseudomonas aerugenosa ATCC 27853 vis-a-vis de I’HE
de Syzygium aromaticum (Boukartaba et Hammoum, 2019).
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Conclusion

A Torigine le clou de girofle était une simple épice locale orientale. Mais au cours
de I’Histoire, il est devenu un produit de luxe en occident, puis un produit alimentaire
(notamment avec la vanilline) avant d’étre utilis€ en tant que produit d’aromathérapie.
Aujourd’hui, le bouton floral du giroflier se retrouve aussi bien dans des produits
thérapeutiques occidentaux (grace a son huile essentielle) que dans des produits plus nocifs

comme les cigarettes orientales kreteks (Barbelet, 2015).

Les huiles essentielles ont toujours été employées par les civilisations du monde entier
pour leurs traditionnelles vertus thérapeutiques. Leur efficacité n’est plus a prouver
et de nombreuses publications ont étayé scientifiquement leurs différentes propriétés (Fabre,
2017).

L’huile essentielle de clou de girofle et son constituant majeur 1’eugénol sont
des composés aromatiques naturels qui se caractérisent par un large spectre d’activités

biologiques (Sebaaly, 2016).

Cette étude démontre et illustre le pouvoir antimicrobien du clou de girofle contre

les bactéries a Gram positif et Gram négatif et contre les champignons et les levures.

L’HECG se démarque par ses pouvoirs antibactériens, antifongiques. Si elle n’est pas
la plus puissante des huiles essentielles phénolées, elle est surtout la moins toxique. De plus,
ses propriétés analgésiques locales en font I’HE idéale pour soigner les maux de bouche
(Barbelet, 2015).

Les recherches récemment menées sur le clou de girofle ont permis de rendre compte
du fort pouvoir antimicrobien de cette plante, et des nombreux bienfaits qu’il procure
a Dorganisme. L’HECG mériterait une place importante a 1’officine. Des études
complémentaires, sur sa toxicit¢ chez ’Homme, pourraient motiver son utilisation dans

le cadre de nouvelles stratégies thérapeutiques (Barbelet, 2015).
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