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Introduction

L'infection des voies urinaires (IVU) est la plus fréquente et grave état de santé a la fois dans les
milieux communautaires et hospitaliers dans le monde entier [1]. On estime que 150 millions
d'infections urinaires surviennent chaque année a I'echelle mondiale [2]. Ces infections sont une

pathologie fréquente, et souvent récidivante.

Les microorganismes les plus fréguemment mis en cause sont les bacilles a Gram négatif
notamment Escherichia coli, Proteus mirabilis et Klebsiella pneumoniae [3]; dont E. coli est

responsable de plus de 80 % des infections urinaires d'origine communautaires [3].

La conduite de I’antibiothérapie et le comportement des patients sont le plus souvent a 1’origine
d’aggravations ou de rechutes. On note surtout I’apparition de résistances aux antibiotiques tels les

quinolones généralement prescrites en premiére intention (ciprofloxacine). [1]

Au cours de ces dernieres décennies, la sélection de souches multi résistantes aussi bien en milieu
hospitalier qu'en milieu communautaire [4]. Face a ce probléme, la nécessité de rechercher de
nouveaux agents antibactériens est a 1’ordre du jour, le recours aux molécules bioactives d’origine
veégetale ouvre une alternative intéressante a explorer [5]. Tout cela justifie le regain d’intérét porté

aux extraits de plantes aromatiques et médicinales.

Depuis I’antiquité 1’homme utilisait de maniere empirique des extraits végétaux entre autres, les
huiles essentielles. Ces substances de composition chimique complexe et riche en composés actifs,
agissent sur diverses cibles cellulaires. Ce qui contribue au réglement de la question grandissante des

résistances bactériennes [6].

Parmi les plantes aromatiques qui renferment ces principes actifs Syzygium aromaticum (le clou
de girofle). Dans la perspective d’usage de I’huile essentielle de cette plante en pratique médicale,
nous nous sommes proposés de rechercher d’éventuelles aptitudes a inhiber la croissance des

bactéries incriminées dans les infections urinaires.

Le présent travail est composé de deux parties : une synthese bibliographique subdivisée en trois
chapitres portant sur : la plante étudiée (Syzygium aromaticum), les huiles essentielles, et enfin sur

les infections urinaires.

Dans la seconde partie, nous detaillerons les outils méthodologiques appliquées avant d’exposer

les résultats obtenus. Cette étude expérimentale touche essentiellement deux axes principaux :

e Extraction de I’HE et son analyse physico-chimique.

e Etude qualitative de ’activité antibactérienne de I’HE extraite.
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1. Historique

Son nom francais date du Moyen Age et vient du latin clarus qui signifie « Clou ». Le clou de
girofle est utilisé en Asie depuis plus de 2000 ans. En Chine, les courtisans de I'époque de la dynastie
des Han devaient parfumer leur haleine avec des clous de girofle lorsqu'ils s'adressaient a I'empereur.
L'utilisation du clou de girofle est plus récente en Europe (il fut introduit vers le siecle), ou il ne
connut vraiment son essor qu'au Moyen Age. Pendant un bon moment, cette épice fut aussi estimee
que le poivre. Le clou de girofle permettait de masquer la saveur souvent indésirable des aliments
altérés par des méthodes de conservation inefficaces. La culture du giroflier fut longtemps confinée
presque exclusivement en Indonésie et elle était controlee par les Hollandais. Aujourd'hui, I'ile de

Zanzibar est le principal centre de production du giroflier [7].

2. Origine
Le girofle (Syzygium aromaticum) sont originaires situe dans la partie sud des Philippines et
des iles Molugues [8]. Et maintenant largement cultivé au Brésil, en Haiti, en Inde, au Kenya, a

Madagascar, en Malaisie, a Maurice, au Mexique, aux Seychelles, au Sri Lanka et en Tanzanie [9].

3. Classification botanique giroflier

Tableau 1 : Situation botanique de I’espéce Syzygium aromaticum [10].

Reégne Plantae
Tracheobionta Embranchement:
Sous-régne Magnoliophyta (= phane)
Sous-embranchment Magnoliophytina (= angiospermes)
Classe Magnoliopsida (= dicotylédones)
Ordre Myrtales
Famille Myrtaceae
Genre Syzygium
Espéce S. aromaticum
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4. Description de la plante

Sujanapal et Kunhikannan décrivent Syzygium aromaticum comme un petit arbre a feuilles
persistantes, 6 m de haut, couronne conique, feuilles 7-12 x 3-5 cm (Figure 2), elliptiques ou
oblancéolées, base atténuée ou cunéiforme, apex acuminé, marge entiére, glabre, coriace, ponctuée
en dessous, nerfs latéraux nombreux, paralléles, obscurs, avec nerf intramarginal ; pétiole 10-20 mm
de long, mince, glabre [11]. Les fleurs sont petites, en grappe cymeuse terminale, chaque pédoncule
porte des fleurs a trois ou quatre tiges a lI'extrémité, tandis que les sépales sont minuscules avec une
projection triangulaire. Les fruits sont de forme typiquement olive. Les boutons floraux bruns, séchés
et non ouverts sont appelés clou de girofle (Figure 1) , un nom dérivé du mot francais clou signifiant
clou [12]. Les fruits mdris se rencontrent quelque fois dans le commerce sous le nom d'anthofles de
girofle ou meres de girofle. Les pédoncules qui portent les fleurs se trouvent aussi sous le nom de
griffes de girofle [13].

Figure 1 : Clous de girofle secs et frais [14]. Figure 2 : Feuilles de giroflier [14].
5. Nomenclature de la plante giroflier

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

nommeé Syzygium aromaticum (L) : [15] [16] [17].
-Caryophyllus aromaticus.

- Eugenia caryophyllata.

- Eugenia caryophyllus.

- Eugenia aromatica.

- Jambosa caryophyllus.

-Syzygium aromaticum.
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Actuellement, les noms Syzygium aromaticum et Eugenia caryophyllus sont tous les deux

employes.

Elle est appelée en arabe garanful : (Ji_%), en anglais : clove, clove tree, en frangais : Clou de

girofle, arbre au clou [10].

6. Culture et production
6.1. Culture

Etant strictement une espéce tropicale, le clou de girofle nécessite un climat tropical chaud et
humide avec une pluviométrie annuelle de 1 500 a 2 500 mm. Il pousse bien du niveau moyen de la
mer jusqu'a une altitude de 1 000 m. Dans son habitat d'origine, on le trouve couramment dans les

foréts et les foréts tropicales.

Il préfeére les sols limoneux profonds bien drainés a haute teneur en humus et les limons noirs

des régions semi-forestiéres et poussera également sur des sols latéritiques laches et bien drainés
[9].
Le giroflier est surtout cultivé pour ses clous qui sont les boutons floraux cueillis avant leur

épanouissement. On cultive également le giroflier pour ses feuilles et ses griffes dont on extrait une

essence tres riche en eugénol [18].
6.2. Production

De nos jours, selon les Données de I'Organisation des Nations unies pour l'alimentation et
I'agriculture (FAOstat) le premier pays producteur de girofle en tonnes (toutes parties de la plante
confondue) est 1I’Indonésie, suivie de Madagascar, de la République-Unie de Tanzanie (notamment
les Tles productrices Pemba et Zanzibar), du Sri Lanka et des iles Comores qui arrivent loin derriere

en termes de quantité produite (Figure 3 ,4) [19].
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Figure 3 : Production de girofles en 2012 (toutes parties de la plante confondues) par pays en

Tonne et en Dollar international [19].
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Figure 4 : Localisation des principales régions de production de girofle (en rouge) dans le monde et

estimation de leur production sur la période 2012 _2018 [20].
7. Usage traditionnelle

Traditionnellement, le clou de girofle était connu des Egyptiens et faisait partie des offrandes
retrouvées dans les tombeaux des momies, mandarins chinois I’utilisaient depuis 250 avant J-C pour

parfumer leur haleine avant de s'adresser a I'empereur.
Selon, I’indications traditionnelles du cahier N° 3 de I’ Agence du médicament de 1998 :

» Par voie orale traditionnellement utilise dans le traitement des troubles digestifs tels que
ballonnement épigastrique, lenteur a la digestion, éructations, flatules.
5
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» Par voies locale pour le traitement des petites plaies aprés lavage abondant (a I'eau et au savon)
et élimination des souillures et utilise comme antalgique (céphalées, douleurs dentaires), utilise

en bain de bouche, pour I'hygiene buccale [8].
8. Utilisation du clou de girofle
» Les usages du girofle sont variés :
8.1. Domaine médicale

La plus ancienne utilisation médicale enregistrée du clou de girofle était en Chine, ou il a été
signalé pour diverses, affections dés 240 av. Le clou de girofle a été pris au cours des siecles pour la
diarrhée, les affections du foie, de I'estomac et des intestins, et comme stimulant pour les nerfs [21].

Egalement utilisé depuis trés longtemps en dentisterie [22].

Le clou de girofle est connu pour posséder diverses activités antimicrobienne, antioxydants,
antivirales, anticancéreuses, anti inflammatoires et anti-nociceptives [23]. lls sont trés appréciés en

médicine comme carminatif et stimulant et on dit qu'ils sont un vennifuge naturel [24].
8.2. Domaines culinaires

Le clou est d’abord une épice utilisée dans de nombreuses cuisines orientales ou occidentales
[22]. Ces clous entier et moulus sont utilisés pour rehausser la saveur des plates de viandes et de riz

et largement utilisés dans les poudres de curry et les marsalas [24].
8.3. Domaines cosmétiques

Les produits obtenus, clous de girofle et huile essentielle, sont appréciés en France et dans le

monde. L’essence de girofle a de multiples applications dans la savonnerie, la parfumerie... [25].

Le clou de girofle est un fameux remeéde naturel, tres utilisé par les femmes indiennes afin
d’assainir la peau et la rendre plus lumineuse. Utilisée comme ingrédient dans de nombreuses

cosmétiques maison... [Web 1].
9. La toxicité de girofle

L'usage abusif du clou de girofle peut devenir toxique. Des grandes quantités doivent étre évitees
pendant la grossesse. Le clou de girofle peut étre irritant pour les voies gastro-intestinales et devrait
étre évitée chez des personnes ayant des ulceres gastriques, des colites ou le syndrome du cblon
irritable. Dans les surdoses, les clous de girofle peuvent aussi causer des vomissements, des nausees,
la diarrhée et de fortes hémorragies digestives et peut également conduire a l'insuffisance rénale, des
modifications de la fonction hépatique, la dyspnee, la perte de conscience, des hallucinations et méme
la mort [26].
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1. Définition
Le terme « huiles essentielles » (HE) a été inventé pour la premiere fois au 16eme siecle par le

médecin suisse Paracelsus Von Heenheim, qui a nommeé le composant efficace d'un médicament,

« Quinta essential » [27]. Egalement ¢’est un produit odorant généralement de composition complexe,
obtenu a partir d’une matiere premiere botaniquement définie soit par entrainement a la vapeur d’eau

soit par distillation séche soit par un procedé mécanique approprié sans chauffage [28].

Selon Duquenois.P, il n’existe pas de définition standard pour I’huile essentielle, « la notion
d’huile essentielle peut varier avec le point de vue auquel se placent des personnes de formations
professionnelles aussi dissemblables que des botanistes, des physico-chimistes, des industriels, des

parfumeurs ou des pharmacologues » [29].

2. Répartition et localisation
2.1. Répartition

Les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs : il y aurait, selon
Lawrence, 17 500 espéces aromatiques. Les genres capables d’élaborer les constituants qui
composent les huiles essentielles sont répartis dans un nombre limité de familles ex : Apiaceae,

Asteraceae, Cupressaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae...etc.

Peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux (Fleurs, graines, racines, feuilles, fruits...)
[30].

2.2. Localisation

La synthése et I’accumulation des huiles essentielles sont généralement associées a la présence
de structures histologiques spécialisées, souvent localisées sur ou proximité de la surface de la plante :
cellules a huiles essentielles (Lauraceae, Zingiberaceae), poiles sécréteurs (Lamiaceae...), Canaux

sécréteurs (Apiaceae, Asteraceae) [30].
3. Chimie des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes pouvant contenir plus de 300 composes
différents [31]. Une huile essentielle renferme majoritairement des terpénes volatils, issus de la

condensation d’unités isopréniques et des dérives aromatiques derivés du phénylpropane [32].

Ces substances sont des molécules trés volatiles appartenant pour la grande majorité a la famille
des terpenes comme les monoterpénes (myrcéne, B-pinéne, y-terpinéne) et les sesquiterpénes (f3-

caryophylléne, a- humuléne, B-bisabolene...etc) [33].
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Une HE a une composition moléculaire complexe qui lui confére des vertus uniques. Elle ne
contient ni protéines, ni lipides, ni glucides, ne renferme pas de minéraux ni des vitamines : elle n’a

donc aucune valeur nutritionnelle [34].
3.1. Les terpénes

Les composés terpéniques sont issus d’une voie métabolique secondaire de 1’acide mévalonique.
Suivant le nombre entier d'unités pentacarbonés (C5) ni ramifiées, dérivées du 2- méthylbutadiéne
(isopréne), nous pouvons réaliser selon le nombre d’entités isoprénes en monoterpénes formés de
deux isoprénes C10, les sesquiterpénes formeés de trois isoprenes C15, les diterpénes, formés de quatre
isoprenes C20. Les sesterpénes formés de cing isoprenes C25, les triterpenes composés en C30, Les
polyterpénes n peut- étre 9 a 30 [35].

3.2. Les composés aromatiques

Les composés aromatiques biosynthétisées a partir de 1’acide shikimique (isolé la premicre fois
du Shikimi ou Illicium anisatum ou badiane japonaise), qui donnent des dérives du phénylpropane
(C6-C3), sont moins fréquents : un noyau aromatique est couplé a une chaine de 3 carbones. Les

terpénes agissent aussi sur la pénétration percutanée des phénylpropanoides [28].

Les composés aromatiques dérivés du phénylpropane sont beaucoup moins fréquents dans les
huiles essentielles que les monoterpenes et sesquiterpenes. Citons I’acide cinnamique et I’aldéhyde
cinnamique (HE de cannelle), I’eugénol (HE de girofle), I’anéthol et 1’aldéhyde anisique (HE de

badiane, d’anis, de fenouil), ainsi que le safrole (HE de sassafras) [33].
4. Classification des huiles essentielles

En générale, les HE peuvent étre classées en fonction de leur composition chimique, de I’aréme
crée par I’huile, de la vitesse d’évaporation, de la taxonomie ou des familles auxquelles elles
appartiennent, de leurs utilisations thérapeutiques, de leur consistance, de leur origine et de 1’ordre
alphabétique. La classification basée sur la consistance, par exemple peut étre divisée en essence,

baumes, et résines.

De plus, il existe trois classifications des HEs en fonction de leurs origines qui sont naturelles,
artificielle et synthétiques. Les HEs naturelles sont extraits de la plante sans modifications physique
ou chimiques, tandis que les huiles artificielles sont obtenues par enrichir 1’essence avec des
composants supplémentaires. Les HEs synthétiques, cependant sont obtenues en combinant de

nombreuses substances chimiques ensemble [36].
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5. Méthodes d’extraction des huiles essentielles

L’extraction de I’huile essentielle est nécessairement une opération complexe et difficile. Cette
opération a pour but de capter les produits élaborés par le végétal car a I’intérieure de ses cellules
contient des sécrétions naturelles qui sont extraits pour obtenir les huiles essentielles, et cela sans

altérer la qualite.

De nombreuses techniques différentes sont utilisées pour 1’extraction des substances aromatiques,

qui se pratiquent en fonction de la partie du végétal choisie.
5.1. Hydrodistillation

L'hydrodistillation est une méthode traditionnelle d'élimination des huiles essentielles [37].
Utilise I’eau (vapeur) comme solvant d’extraction pour récupérer les composent volatils ou polaires
des matieres végetales. L hydrodistillation est souvent réalisée a I’aide d’une configuration connus

sous le nom d’appareil Clvenger ou d’une simple distillation a la vapeur (Figure 5) [38].

Il existe trois types d’hydrodistillation : la distillation de 1’eau, la distillation eau- vapeur et la

distillation a la vapeur [39].

Dans I’hydrodistillation, la mati¢re végétale est d’abord emballée dans un compartiments alambic,
puis de I’eau est ajoutés en quantités suffisante et enfin a 1’ébullition. Alternativement, de la vapeur
directe est injectée dans le matériel végétale. L.’eau chaude et la vapeur agissent comme les principaux
facteurs d’influence pour libérer les composés bioactifs des tissus vegétaux. Le refroidissement
indirect par 1’eau condense le mélange de vapeur d’eau et d’huile. Le mélange condensé s’écoule du
condenseur vers un séparateur, ou I’huile et les composés bioactifs se séparent automatiquement de

’eau [40].

L’hydrodistillation a une température d’extraction élevée, certains composants volatils peuvent

étre perdus. Cet inconvénient limite son utilisation pour I’extraction de composes thermolabiles [41].
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Figure 5 : Schéma du principe de la technique d’hydrodistillation [42].

1- Chauffe ballon. 5- Entrée et sortie d’eau.

2- Ballon. 6- Erlenmeyer.

3- Thermométre. 7- Matiere a extraire de I’essence.
4- Réfrigérant. 8- La couche d’HE.

5.2. Entrainement a la vapeur d’eau

Dans cette méthode 1’eau est chauffée dans une chaudiéere pour produire de la vapeur sur chauffée,
qui est transportée par un tuyau jusqu’au navire, la vapeur aide a libérer les molécules d’huile
essentielle de la plante, en augmentant la température est la pression. Les molécules d’huile libérées
par la plante se mélangent alors a la vapeur. Ce mélange monte a travers le distillateur et atteint le
condenseur, ce dispositif permet au mélange de se refroidir et de passer en phase liquide. Enfin, le
mélange liquide atteint le florentin, dans lequel 1’huile et I’eau sont séparées. Cette eau est connue

sous le nom d’hydrolat ou d’hydrosol et est précieuse dans plusieurs industries (Figure 6) [43].
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Figure 6 : Distillation par entrainement a la vapeur d’eau [44].

5.3. Hydro-diffusion

La diffusion d’huile essentielle et d’eau chaude a travers les membranes végétales est connue sous

le nom d’hydro diffusion [45].

Est une méthode consistant a envoyer la vapeur d’eau de haute en bas (Figure 7) et non de bas en
haut comme pour la distillation. Cette méthode a I’avantage d’étre plus rapide et donc mois
préjudiciable a la qualité des substances aromatiques. Cependant, la percolation possede
I’inconvénient de charge les HES en substances non volatiles. Il en résultat des « essences de

percolation » et non des HEs a proprement parles [46].

| ——— | condenseurs
TR

régulation de
la vapeur

Figure 7 : Schéme de procédé d’hydro- diffusion [47].
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5.4. Extraction par fluide supercritique

Pendant de nombreuses années, 1’'un des méthodes les plus communes de séparation analytiques
dans le domaine de I’environnement, des produits pharmaceutiques, alimentaires et pétroliers a été
basées sur 1’extraction des échantillons a 1’aide d”hydrocarbures ou de solvants organiques chlorés au

moyen d’un extracteur Soxhlet [48].

Dans ce systéme, le solvant est utilisé en boucle par interposition d’échangeurs de chaleur, d’un
compresseur et d’un détenteur afin de porter le solvant a 1’état désiré a chaque stade du processus. La

séparation de I’extrait a lieu en phase gazeuse par simple détente [49].

L’extraction par fluide supercritique est la technologie la plus approprie pour obtenir de bon
rendement d’extraites propres associes a un temps d’extraction court, le potentiel d’extractions

sélectifs en faisant varies la pression et la température est énorme [50].

Cette méthode trés avantageuse est respectueuse de 1’environnement par apport aux autre
méthodes conventionnelles d’extraction par solvants ou enzymatique pour la récupération de I’huile

essentielle [51].
5.5. L’extraction assistée par micro-onde

L’extraction par solvant assistée par micro-ondes ¢’est un procédé consiste a appliquer les micro-
ondes pendent le contact entre le solide traité (sec ou humide) et le solvant d’extraction transparent,
totalement ou partiellement, ou micro-ondes. Si le paramétrage des micro-ondes est bien maitrisé, il
est possible d’atteindre en moins d’une minute des rendements d’extraction habituellement atteints

apres plusieurs heures d’extraction.

L’absorption sélective de I’énergie micro-ondes par le végétal engendre une augmentation brutale

de la température a I’intérieur des cellules végétales [52].

La matrice solide est immergée dans un solvant chauffé par micro-ondes, le compartiment matrice
/solvant est déterminé par la polarité du solvant (sensible ou peu sensible) si le solvant sensible eux
micro-ondes alors la matrice est chauffée par conduction via le solvant qui une fois porté a 1’ébullition
va solubiliser le soluté. Ce procédé est identique a celui utilisé dans un procedé classique, le seul

avantage est le temps de chauffage réduit [53].

Une autre extraction par micro-onde sans solvant basé sur un principe simple consiste en la
distillation seche assistée par micro-ondes d’une matrice végétale fraiche sans ajout d’eau ni de
solvant organique. L’échauffement sélectif de la teneur en eau in situ du matériel végetal provoque

le gonflement des tissus et I’éclatement des glandes et des réceptacles oléiferes.
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Ce procédé libére ainsi I’huile essentielle qui est évaporée par distillation azéotropique avec 1’eau

présent dans la matiére végétale [54].
5.6. Extraction par ultrasons ou sonication

Les ultrasons génerent des micro-cavitations qui désorganisent la structure des parois végetales,
notamment les zones cristallines cellulosiques. Les ultrasons favorisent la diffusion et peuvent
modifier I’ordre de distillation, des constituants des huiles essentielles. L’extraction par les ultrasons
est une technique de choix, pour les solvants de faible point d’¢bullition, a des températures
d’extraction technique de choix, pour les solvants de faible point d’ébullition, a des températures

d’extraction inférieures au point d’ébullition [55].
5.7. L’enfleurage

L’enfleurage est une méthode d’extraction conventionnelle qui remonte a 1’antiquité, il a été
utilisé principalement pour I’extraction d’huile essentielle des fleurs par exemple : le jasmin. Au cours
de cette méthode, une graisse froide purifiée et inodore est étalée sur le materiel végétal par exemple
des fleurs. Les odeurs sont dégagées par les fleurs et sont par conséquent dissout dans la graisse. De
nouvelles fleurs remplacent les anciennes et le processus est repété pendant de tres longue période
jusqu’a ce que la saturation de la graisse soit atteint. Ensuite, la graisse est collectée est extrait avec

de I’alcool [56].
6. Activités biologiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles (HEs) sont reconnues depuis longtemps comme possédant plusieurs
activités biologiques différentes. Plusieurs de ces métabolites végétaux secondaires présentent des
effets antimicrobiens marqués qui ont rendu leur utilisation comme antiseptique et/ou conservateur

alimentaire bien connue depuis I’antiquité [57].

Elles sont extrémement anti-infectieuses, antiseptiques et antivirales. Ce sont les seules
alternatives aux antibiotiques, elles ont largement fait la preuve de leur efficacité dans ce domaine.
Mais leurs aptitudes couvrent des domaines bien plus larges : elles sont antidouleurs, cicatrisantes,
antihémorragiques, digestives, elles régulent I’immunité, les hormones, elles déstockent les graisses
infiltrées ou renforcent les vaisseaux sanguins... A chaque huile essentielle son réle et pour la plupart,

ses multiples activités [58].
6.1. Activité antibactérienne des HEs

L’activité d’une huile essentielle dépend de sa composition aromatique. Sa complexité chimique
est un atout majeur dans la lutte contre les germes pathogénes car ces derniers sont souvent dans

I’incapacité de les décoder. Les huiles essentielles agissent de concert sur le terrain grace a leur
13
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activité énergétique. Elles désintoxiquent les organes, les stimulent pour qu’ils se défendent et
participent a leur rééquilibrage. Elles renforcent le systéme immunitaire et les systémes

d’éliminations des toxines (poumons, reins, peau, foie) et facilitent la destruction des agents

pathogeénes [59].

Les huiles essentielles ont une double action contre les microbes ; elles peuvent les tuer (effets
bactéricides) et elles en arrétent la prolifération (effet bactériostatiques). Le plus puissent pour cela

sont celles qui contient des phénols (Ex : le thymol) [60].

7. Domaines d’utilisations
Les huiles essentielles constituent une matiére premiere destinée a divers secteurs d’activités,
comme I’industrie des cosmétiques, savonneries et parfums constitue le plus gros consommateur
d’huiles essentielles, sont aussi utilisées dans 1’industrie alimentaire comme moyen de conservation.
En plus de I'effet thérapeutique des HEs considérés comme alternative trés efficace pour certains
maladies (anti inflammatoire, antibactérienne, anti infectieuse...) [61].
8. L’huile essentielle de clou de girofle
8.1. Définition
L’huile de clou de girofle est une huile essentielle extraite du giroflier (Syzygium aromaticum),
ses principaux composent actif sont 1’eugénol et le 4-allyl-2-méthoxyphénol. Il a été utilisé comme
anesthésique locale pour I’homme et posséde ¢galement des propriétés antifongiques et

antibactériennes [62].
8.2. Propriétés physiques et composition chimique

La densité de I’essence de girofle a + 15° varies de 1, 045 a 1, 070. L’odeur trés forte, saveur

brdlante [63].

La composition chimique de I’huile essentielle de clou de girofle de qualité pharmaceutique doit
renfermer en moyenne (Tableau 2) :
= 75 a88% D’eugénol.
= 4215 % Acétate d’Eugényle.
= 52a14% B-caryophylléne [64].
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Tableau 2 : Récapitulatif des quantités, famille et propriétés des principaux composants de

HE des clous de girofle [65].

Nom de molécule Quantité Famille chimique Propriétés
75- 88% Phénylpropanoide Anti-infectieux
Eugénol (Phénols) Anesthésiant
Antiagrégant
Plaquettaire
4-15% Ester aromatique Antispasmodique
Acétate d’Eugényle Musculotrope et
Neurotrope
Stimulant général
B-caryophyllene 5-14% Sesquiterpénes Calmant et anti-
inflammatoires
CH-o
I
o _CH3
O H

Figure 8 : La structure chimique d ’eugénol [66].

8.3. Domaines d’utilisations

L'huile de clou de girofle, ainsi que I'eugénol gu'elle contient, ont été traditionnellement utilisés
dans les domaines dentaires pour leurs propriétés analgésiques topiques. En raison de ces
propriétés, elle pourrait étre considéree comme un traitement potentiel dans la gestion des
infections buccales. Cela inclut des applications telles que les platres dentaires, les obturations
[67], [68].

L’huile de clou de girofle a été utilisee avec succes pour le mucus buccal et pharyngé enflammé
et pour I’anesthésie topique en dentisterie. Le baume de clou de girofle contenant 1’huile comme

ingrédient actif a également été utilisé pour apaiser les douleurs causées par les rhumatismes [69].
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¢+ Les huiles de clous de girofle et de tiges sont largement utilisées comme composants de parfum
dans les dentifrices, les savons, les détergents, les crémes, les lotions et les parfums. Les niveaux
d’utilisation maximum signalés pour les huiles de bourgeon et de tige sont, respectivement, de
0,15% et 0,25% dans les savons et de 0,7% et 1,0%, respectivement, dans les parfums. L huile de
giroflier est 7,8 principalement utilisée dans les savons et les parfums bon marché, et dans une

bien moindre mesure que les autres huiles [70].

8.4. Toxicologie

Aucune étude de toxicité chronique sur le clou de girofle et I’huile essentiel de clou de girofle n’a
été trouvé. Cependant, il existe une abondante littérature sur les constituent actifs du clou de girofle
et de I’huile de girofle, en principale 1’eugénol [71].

L’eugénol est un irritant primaire et peut provoquer une irritation cutanée locale, une dermatite
allergique de contact, la formation d’ulcéres et une nécrose tissulaire, ainsi qu’une irritation des yeux
et des voies respiratoires. Des concentrations élevées peuvent entrainer des convulsions, une
hépatotoxicité et un coma [72].

L’huile est toxique pour les cellules humaines, s’il est pris en quantités suffisants ou dosées [73].
L’huile de clou de girofle est maintenant considérée comme un sensibilisant trés dangereux. Est un
irritant du derme et des muqueuses il a provogqué des dermatites de contact des chéilites et des
stomatites, principalement dues a I’eugénol, qui a également des propriétés sensibilisantes [74].

8.5. Conservation de I’huile essentielle du clou de girofle

Pour éviter la formation des produits d’oxydation, notamment les peroxydes, il est nécessaire de
conserver les huiles essentielles :
- A I’abri de I’air, en présence d’un gaz inerte tel que 1’azote.
- A I’abri de la lumiére, dans des flacons propres et secs, métalliques (aluminium ou acier
inoxydable) ou en verre teinté.

- Afroid de préférence a + 4 C°.

11 faut éviter, d’une part, de mettre trés peu d’huile essentielle dans le flacon et d’autre part, d utiliser

des emballages et des bouchons en matiere plastique qui peuvent étre sensible au contenu [75].

8.7. L’ Activités biologiques de I’huile essentielle de Syzygium aromaticum

8.7.1. Activité antivirale

Une étude montre que 1’extrait de Syzygium aromaticum avait une activité inhibitrice trés actif

contre le virus de I’hépatite C (inhibition 90% a 100 ug /ml) [76].
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L’eugénine a été purifiée en tant que composé anti HSV également été isolée a partir d’un extrait
de plant (Syzygium aromaticum) qui avait montré une activité anti-HSV, 1’eugénine a également
inhibé la croissance du HSV [77].

8.7.2. Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne de différents extraits d’E.Caryphyllata a été démontrée contre des
bactéries pathogenes dont Campylobacter jejuni, Salmonella enteritidis, Escherichia coli et
Staphylococcus aureus. Une étude récente a rapporté que les taux de croissance des souches de
Listeria monocytogenes observées a 15°C et a 5°C étaient significativement réduit par un traitement
avec 1 % et 2 % d’huile de girofle et de plus ont constaté que 1’huile essentielle du fruit présentait
une forte activité antibactérienne contre Staphylococcus aureus, tandis que 1’huile de feuille inhibait

fortement la croissance de Bacillus cerueus, avec une CMI de 39 ug/ml [78].
8.7.3. Activité anticancérigéne

Les sesquiterpénes sont prometteurs en tant qu’agent anti cancérogénes potentiels [79]. L’eugénol
présente une activité anticancéereuse contre le cancer de la peau, le cancer du sein, le mélanome, le
cancer de la prostate, la leucémie et le cancer gastrique. L’eugénol est la principale compensent
pouvant interférer avec plusieurs molécules de signalisation cellulaire, dont le facteur nucléaire

Kappa, ce facteur supprime 1’apoptose et contrdle ainsi la croissance tumorale.

Une étude montre que la croissance dépend de I’ancrage du mélanome Malin et non
d’indépendant 1’ancrage a été supprimée par 1’eugénol [80].
8.7.4. Activite anti-inflammatoire

L’eugénol est aussi un anti-inflammatoire, inhibiteur de la synthése des prostaglandines et du

chimiotactisme des leucocytes, cedéme de la patte du rat (per os et IP) cedéme de I’oreille induit par

le 12-O-TPA (voie locale). A faible concentration (10-2 10-3 mm/L) [24].
8.7.5. Activité antifongique

A cet égard, les auteurs ont récemment rendu compte de 1’application topique d’eugénol pour

traiter avec succes la kératite fongique.

En 2009 ont rapporté que I’huile du clou de girofle réduit la quantité d’ergostérol spécifique de la
membrane cellulaire fongique qui guérit la propagation de I’infection fongique. L’eugénol inhibe
également la croissance des champignons filamenteux. Des levures en tant que champignons

pathogenes pour I’homme et des espéces fongique nées de 1’alimentation [81].
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Clou de girofle essentiel ont rapporté que I’huile inhibe la croissance des champignons buccaux,
y compris Candida albicans (C. albicans), C. guilliermondii et Geotricum capitatum, son activité
contre les champignons Candida s’est avérée comparable a celle de I’agent antifongique
amphotéricine B [82].

8.7.6. Activité anti-oxydant

L’huile essentielle de clou de girofle a la capacité antioxydants la plus élevés de toutes les huiles
essentielles, peut étre I’une des plus élevées connues pour un aliment ou un complément. Il a été
inclus dans certains formule de « longévité » pour cette raison. Le clou de girofle et 1’eugénol

possedent une forte activité antioxydante. Qui est comparable aux activités des antioxydants
synthétiques, Béta Hydroxy Acide (BHA) et pyrogallol [83].
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Les infections des voies urinaires (IVU) sont parmi les infections bactériennes les plus courantes
chez I'nomme, tant dans la communauté qu'en milieu hospitalier. 1l s'agit d'un probléme de santé grave
qui touche des millions des personnes chaque année et qui est la principale cause de bactériémie a
Gram négatif [84]. L'appareil urinaire se compose des reins, des ureteres, de la vessie, de I'uretre et
du méat urinaire. Il présente des différences chez I'homme et la femme. Chez I'homme, I'appareil
urinaire est long avec un organe particulier, la prostate, laquelle peut étre atteinte lors d'une infection
urinaire (1U) et générer une prostatite. Chez la femme, I'appareil urinaire est plus court, ce qui favorise

une plus grande fréquence des infections urinaires.

L’infection urinaire est d'origine bactérienne selon I'organe atteint, elle se traduit soit par une

cystite (vessie), une pyélonéphrite (reins, uretere), ou une prostatite (prostate) [85].
1. Définition
Les infections du tractus urinaire (ITU) regroupent un ensemble hétérogéne d'infections de I'un

des constituants de I'arbre urinaire ou de ses annexes. Leur point commun est la présence de bactéries

dans le tractus urinaire [86].

Elle se définit par la présence dans I’urine d’un germe a une concentration supérieure a 10° UFC
/ml. Elle est généralement causée par un seul microorganisme, cette bactériurie est souvent,
accompagnée d’une augmentation de la leucocyturie et parfois, associée a des signes cliniques

d’infection urinaire [87].
Les infections urinaires (IU) peuvent étre localisées dans les voies urinaires basses (cystite,
urétrite, prostatite, épididymite) ou hautes (pyélonéphrite ou pyélite) [88].

2. Facteurs favorisant ’infection urinaire

2.1. Facteurs liés a la bactérie

A la différence de ceux retrouvés dans la flore fécale normale, les Escherichia coli responsables

de la plupart des infections urinaires se distinguent par des facteurs de virulence spécifiques comme :

e Les adhésines, favorisant leur adhérence aux cellules vaginales et uro- épithéliales.
e Leur résistance accrue a l'activité bactéricide du sérum.
e La production d'hémolysine, de facteurs cytotoxiques nécrosants, d'aéro-bacterine et de quantité

plus importante d'antigene capsulaire K [89].
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2.2. Facteurs liés a I'hote
IIs sont surtout présentes par :
= Immunité altérée : I'utilisation croissante de medicaments immunosuppresseurs et la
transplantation d'organes solides et de moelle osseuse ont augmenté le risque d'infection

urinaire et d'urosepsie chez ces patients.
= Anomalies structurelles et fonctionnelles : la perturbation du flux normal d'urine entraine

une stase urinaire [90].

3. Différents types d’infections urinaires

la glande — Infection rénale :
surrénale droite -
lereindroit — /- ../ | Pyelonéphrite
( s le hile
le bassinet 40
['uretére droit
Infection vésicale :
| Cystite
la vessie
la prostate ]
Prostatite
['urétre -

Figure 9 : Forme topographiques de types d’infection urinaires [91]
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Tableau 3 : Termes utilisée pour les infections spécifiques des voies urinaires [92].

Infection microbienne (bactérienne, virale, fongique,
etc.) qui affecte n'importe quelle partie des voies
urinaires

Infection urinaire

Infection des voies urinaires Infection de la vessie ou de l'urétre.
basses

Infection urinaire haute Bien que les voies urinaires supérieures soient composées
des reins et les ureteres, les voies urinaires supérieures
infection affectant généralement les reins.

Pyélonéphrite Infection affectant les reins.

Cystite Infection affectant la vessie.

Urétrite Infection affectant l'urétre.

Les agents pathogenes responsables de I'urétrite
comprennent Chlamydia trachomatis et Neisseria
gonorrhoeae.

Cervicite Infection affectant le col de I'utérus. Principalement due a
des agents pathogénes responsables de maladies
sexuellement transmissibles comme Chlamydia
trachomatis et Neisseria gonorrhoeae.

Prostatite Infection de prostate.

Abces rénal Infection du parenchyme rénal qui forme une collection
purulente a l'intérieur ou autour du parenchyme rénal.

Présence des bactéries dans les urines. N'indique pas
Bactériurie nécessairement la présence d'une infection. N'a pas besoin
d'étre traité dans la plupart des cas, si le patient est
asymptomatique.

Présence de globules blancs dans les urines.
Pyrurie Indique une inflammation, pas nécessairement
d’infection.
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4. Les symptomes de I’infection urinaire
Les symptdmes des infections urinaires dépendent de I'organe affecté du systéme urinaire.

1) Les symptomes de I'infection des voies supérieures

e Vomissements
e Fiévre (signe que l'infection a atteint les reins)

e Tendresse dans les cotés et le haut du dos [93].
2) Les symptomes de I'infection des voies inférieures

Une IVU inférieure symptomatique (cystite) est diagnostiquée sur la base de la présence des
symptémes tels que la dysurie, I'urgence, la fréquence, I'nématurie et I'inconfort sus- pubien en
combinaison avec la bactériurie. L'incidence de la cystite pendant la grossesse est moins bien

caractérisée que I'ASB mais est estimée a 1 % a 2 % [94].
5. Traitement de ’infection urinaire

L'objectif de I'antibiothérapie est d'obtenir un soulagement des symptomes, de prévenir la
septicémie et de réduire le risque de complications [95].

¢ Le cas de la bactériurie asymptomatique et de la cystite aigué

» Antibiothérapie per os, amoxicilline 1 gramme 3 fois/ mais un tiers des Escherichia coli sont
résistants a la pénicilline A.

» Ainsi, pour certains auteurs céphalosporine de 3 genes ration de type céfixime.

» Contréle de TECBU 48 heures apres l'arrét du traitement, puis tous les mois jusqu'a
I'accouchement [96].

% Le cas de la pyélonéphrite aigué

» Hospitalisation et surveillance materno-foetale. Antipyrétiques (lutter contre la fiévre source de
menace d'accouchement prématuré).

» Antibiothérapie par voie parentérale initialement, bactéricide, probabiliste, secondairement
adaptee au résultat de I'antibiogramme, de type céphalosporine de 3 génération, ceftriaxone, 1g/j
en une seule injection. Possibilité d'associer dans les formes graves un aminoside pour une durée
maximale de deux jours : Gentamicine" 3 mg/kg/j.

» Urographie intraveineuse (UIV) a réaliser a partir du 3 mois du post-partum a la recherche d'une

malformation des voies urinaires [96].
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* Le cas de prostatite

L)

Il faut utiliser des produits a diffusion prostatique satisfaisante, durant au moins trois semaines
avec, si possible, les premiers jours une association antibiotique.
» Si un staphylocoque est en cause, on utilise le cotrimoxazole ou les quinolones (attention aux
restrictions d'usage de la péfloxacine).
» Siunentérocoque est isolé, les bétalactamines sont prescrites de maniere préférentielle, en sachant
que leur pénétration dans le tissu prostatique diminue aprés la phase aigué [97].

6. Principaux Agents des infections urinaires

De nombreux micro-organismes différents peuvent infecter les voies urinaires et provoquer une
infection, mais les agents les plus courants sont les Entérobactéries. E. coli est généralement
I'organisme le plus répandu responsable des infections urinaires et représente 80 a 85 % du total des
isolats, Staphylococcus saprophyticus étant la cause dans 5 a 10 %. Parmi les autres infections
urinaires bactériennes, citons: Klebsiella, Proteus, Pseudomonas, Enterococcus, Enterobacter
spp...etc des organismes tels que Serratia et Pseudomonas prennent une importance croissante dans

les infections récurrentes et les infections associées aux obstructions urologiques [98].
6.1. Etude des caractéres généraux de quelques genres responsables des infections
urinaires (1U)

Les Entérobactéries sont une famille de bactéries qui englobent de nombreuses bactéries
couramment isolées a partir de cultures cliniques, notamment Escherichia coli, Klebsiella spp et
Enterobacter spp. Du point de vue de la résistance aux antimicrobiens, les Entérobactéries sont
particulierement importantes car elles sont une cause fréquente d'infections associées a la

communauté et associées aux soins de santé [99].

Par définition les Enterobacteriaceae sont des bacilles a Gram négatif, le plus souvent courts (1 a 6
um), droits, immobiles ou mobiles par une ciliature péritriche, de culture aisée, aéro-anaérobies
facultatifs, fermentaires, oxydase négative, catalase positive (a I'exception de Shigella dysenteriae

type 1), nitrate réductase positive (rares exceptions chez Erwinia) [100].

6.1.1. E.coli
Bactérie aéro-anaérobie facultative le plus abondante du microbiote digestif de I'homme
(également présente chez les mammiferes et les oiseaux), E. Coli est un pathogéne opportuniste
impliqué dans les infections intestinale et extra-intestinales, au premier plan desquelles se trouvent

les infections urinaires [101].
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» Habitats
Bactérie commensale du tube digestif de I'hnomme et des animaux (mammiferes, oiseaux) et

témoin de contamination fécale de I'environnement (eau de baignade, aliments) [101].

> Taxonomie

Tableau 4 : Taxonomie E. coli selon Bergy’s manual 2004 [102].

Régne Procaryotae
Domaine Eubacteria
Phylum Proteobacteria
Classe Gammaproteobacteria
Ordre Enterobacteriales
Famille Enterobacteriaceae
Genre Escherichia
Espece Escherichia coli

» Forme
Les bactéries Escherichia coli sont généralement des bacilles (Figure 10) a extrémité arrondie a

gram négatif en forme des batonnets (longueur de 2,0 a 6,0 um et largeur de 1,1 a 1,5 m). La forme
réelle de ces bactéries, cependant varie des cellules sphériques (Cocci) en passant par des tiges
clonées ou filamenteuses. Escherichia coli ne forme pas de pores et est habituellement mobile par

I’action de flagelles péritriches [103].

Figure 10 : Observation microscopique de E. coli [Web 2]

» Pouvoir pathogene
Les E. coli sont trés répandus dans la microflore intestinale des individus en bonne santé et peuvent
provoquer des maladies lorsqu'ils sont directement inoculés dans des sites extra-intestinaux. E. coli

diarrhéique peut étre divisé en six groupes: E. coli entérotoxinogéne (ETEC), E. coli
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entéropathogéne, E. coli entérohémorragique, E. coli entéroinvasif, E. coli a adhérence diffuse et E.
coli entéroaggrégatif [104].

6.1.2. Le genre Klebsiella

Parmi les bacilles a Gram négatif ce genre est le deuxieéme pathogéne couramment impliqué dans

les bactériémies aprés Escherichia coli [105].

> Habitat

Klebsiella spp est omniprésente dans la nature et a été trouvée dans les eaux de surface, les eaux
usées, le sol et les plantes, et colonise les muqueuses, surfaces de mammiferes tels que les humains,

les chevaux et les porcs [106].
» Forme

Klebsiella spp appartient aux bacilles a Gram négatif (Figure 11), anaérobies facultatifs, non
mobiles et non flagellés. Ce sont des bactéries commensales du nasopharynx et du tube digestif [107].

Figure 11: Observation microscopique de Klebsiella pneumonia [Web 3].

> Taxonomie

Tableau 5 : Taxonomie genre Klebsiella selon Bergy’s manual 2004 [102].

Régne Procaryotae
Domaine Eubacteria
Phylum Proteobacteria
Classe Gammaproteobacteria
Ordre Enterobacteriales
Famille Enterobacteriaceae
Genre Klebsiella
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» Pouvoir pathogéne

Les bactéries appartenant au genre Klebsiella sont souvent a 1'origine d’infection nosocomiale chez
I’homme, la grande majorité des infections a Klebsiella sont associ¢es a 1’hospitalisation et sont
considérées comme des agents pathogénes opportunistes.

Klebsiella spp attaque principalement les personnes immunodéprimées qui sont hospitalisées et

souffrants de maladies graves comme le diabéte sucré ou I'obstruction chronique pulmonaire [108].

5.1.3. Legenre Serratia
Les espéces du genre Serratia sont des bactéries anaérobies facultatives, chimio-organotrophiques,

ayant de faibles besoins nutritionnels [109].

> Habitat

Sont largement distribués dans I'environnement (eau, sol et plantes) et peuvent étre retrouves dans
I'intestin des rongeurs et occasionnellement dans le tractus intestinal humain. Serratia spp, semblent
coloniser le tractus intestinal du nouveau-né prématuré lorsqu'il est en soins intensifs, mais sont

rarement trouvés chez le personnel ou les méres [110].

» Forme
Ce sont des batonnets Gram négatif (Figure 12) qui mesurent 0,9 a 2 um de longueur et 0,5 a 0,8
um de diametre. Elles possedent un flagelle péritriche qui leur permet de nager et de se déplacer en

faisceau en forme d’hélice (avec différenciation) [109].

Figure 12 : Observation microscopique de Serratia marcescens [Web 4].
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> Taxonomie

Tableau 6 : Taxonomie genre Serratia selon Bergy’s manual 2004. [102]

Régne Procaryotae
Domaine Eubacteria
Phylum Proteobacteria
Classe Gammaproteobacteria
Ordre Enterobacteriales
Famille Enterobacteriaceae
Genre Serratia

» Pouvoir pathogene

La plupart des infections causées par Serratia spp sont des infections nosocomiales. L'espece la
plus communément isolée est S. marcescens [111].
Serratia marscescens, est une espéce qui produit de la prodigiosine (pigment rouge non diffusible),
elle est un agent pathogéne opportuniste important, responsable d'infections nosocomiales.
D'autres espéces peu ou pas pathogénes sont connues : Serratia odorifera, S. rubidaea (isolée de
noix de coco pendant leur transport et leur stockage, produisant le pigment rouge), S. plymuthica...
[112].

6.1.4. Le genre Proteus

» Habitat
L'habitat de Proteus est largement distribué dans I'environnement. En tant qu'agent pathogéne
humain opportuniste, Proteus se trouve dans le tractus gastro- intestinal humain et animal, la peau et

la muqueuse buccale, ainsi que dans les matieres fécales, le sol, I'eau et les plantes [113].

» Forme
Les espéces de Proteus sont des batonnets droits courts (Figure 13) (1,5 a2 m) qui présentent un

dimorphisme sous forme « nageantes » et « grouillantes », comme le font certains autres membres de
la famille des Enterobacteriaceae. Les cellules nageuses predominent dans les environnements

liquides sous forme de cellules individuelles avec 4 a 10 flagelles péritriches [114].
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Figure 13 : Observation microscopique de Proteus Mirabilis [Web 5].

» Taxonomie

Tableau 7 : Taxonomie genre Proteus selon Bergy’s manual 2004[102].

Regne Procaryotae
Domaine Eubacteria
Phylum Proteobacteria
Classe Gammaproteobacteria
Ordre Enterobacteriales
Famille Enterobacteriaceae
Genre Proteus

» Pouvoir pathogéne

Les Proteus en général constituent des bactéries uropathogénes majeures :

infections non

compliguées du tractus urinaire, infections chez des patients prédisposés (altérations structurales du

tractus urinaire, diabéte, acte chirurgical). Les Proteus sont également retrouvés fréqguemment les

septicémies, surtout chez les personnes agées.

Les Proteus (surtout P. mirabilis) peuvent infecter la peau et les tissus (plaies, abces divers). Ce

genre est souvent impliqué dans des infections nosocomiales, deux tiers des infections a Proteus sont

d'origine hospitaliere, les infections urinaires sont les plus fréquentes [115].
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6.1.5. Le genre Enterobacter

» Habitat

Le genre Enterobacter est associé a une variété d’habitats environnementaux, ces bactéries sont
récupérées du sol et de I’eau et sont endophytes ou considérées comme des phytopathogeénes pour
diverses especes végetales. De plus, Enterobacter spp sont aussi commensaux naturels du microbiote
intestinal animal et humain [116].
» Forme

Les especes du genre Enterobacter sont des bacilles droits (Figure 14) a Gram négatif de 0.6 a 1.0
pum de diameétre sur 1.2 a 3.0 um de longueur, ils se présentent de maniere isolée, groupée ou en
courtes chainettes, mobiles par des flagelles péritriches (généralement de 4 a 6) et ils sont asporogénes

comme toutes les Entérobactéries [117].

Figure 14 : Observation microscopique d’Enterobacter aerogenes [Web 6].
» Taxonomie

Tableau 8 : Taxonomie genre Enterobacter selon Bergy’s manual 2004. [102]

Regne Procaryotae
Domaine Eubacteria
Phylum Proteobacteria
Classe Gammaproteobacteria
Ordre Enterobacteriales
Famille Enterobacteriaceae
Genre Enterobacter

» Pouvoir pathogene
Les Enterobacter sont des pathogénes opportunistes responsables, en milieu hospitalier surtout
d'infections urinaires, de bactériémies, de ménin- gites ou de suppurations diverses [100].
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I. Matériel végetal
La plante choisie est Syzygium aromaticum (le clou de girofle) une plante aromatique et médicinale
disponible sur le marché tout au long de 1’année. Ce végétal est classé parmi les plantes les plus
utilisées comme source d’épices et d’extraits a qualité médicinale intéressante. Nous avons acquis le

veégétal considéré chez un Herboriste dans la région de Skikda.

Figure 15 : Matériel végétal utilisé lors des expériences Syzygium aromaticum

[Photo personnelle].

1. Extraction de I’huile essentielle

La méthode de choix est I’hydrodistillation, vue qu’elle est la plus employée a 1’échelle
industrielle pour la production d’HE, la plus simple et la moins couteuse avec une reproductibilité
facilement contrdlable.

Ainsi, nous avons réalisé¢ I’hydrodistillation a 1’aide d’un appareil du type Clevenger au

laboratoire de Botanique de I’E.N.S.E. T. Skikda.

1. Méthodologie

1.1.Principe

L'extraction de I'HE de clou de girofle a était faite par hydrodistillation en utilisant un appareil
de type Clvenger XX (Figure 16). D’aprés Bruneton [118], cette méthode consiste a immerger
directement le matériel végétal a traiter dans un ballon rempli d’eau qui est ensuite porté a ébullition
grace a un chauffe- ballon. La chaleur permet 1’éclatement des cellules végétales et la libération des

molécules odorantes qui y sont contenues. Les vapeurs sont condensées dans un réfrigérant.
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La vapeur saturée en huile essentielle traverse un serpentin ou elle se condense pour donner deux

produits : hydrolat (distillat) et huile essentielle.

e Lalégende:

1-Chauffe ballon

2-Ballon + matériel végétale et I’eau distillé
3-Tube réfrigérant

4- éprouvette (distillat + huile essentielle)

Figure 16 : Montage de I’appareil d’hydrodistillation (laboratoire I’E.N.S.E. T Skikda)
[Photo personnelle].

1.2. Mode opératoire

Pese 100 g de clou de girofle.
* Introduire la quantité dans un ballon de 1000 ml, Aprés on ajoute 450 ml d’eau distillée.
= En chauffant, I’eau s’évapore entrainant avec elle les molécules aromatique.

* En passant, dans un réfrigérant, I’eau se condense rapidement et se retrouve dans I’ampoule

de décantation qui permet la séparation immédiate de I’essence par sa densité.

* Apres 2h30min d’extraction 1’huile essentielle est récupérée [119].
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Figures 17 : I’extraction d’huile essentiel de Syzygium aromaticum

[Photo personnelle].

2. Calcul du rendement en huile essentielle
Selon la norme AFNOR [120], le rendement en huile essentielle est défini comme étant le
rapport entre la masse de I’huile essentielle obtenue apres extraction est la masse de la maticre

végétale utiliser, il est exprimeé en pourcentage et calculé par la formule suivante :

R%= Pb /Pa x100

Sachant que :

e R :rendement de I’huile essentielle en (%).
e Pb: poids de I’huile essentielle récupérée en gramme.

e Pa: poids de la matiére végétale séche en gramme.

3. Conservation de I’huile essentielle
L’huile essentielle a été récupérée dans un récipient opaque, brun de préférence et a été conservée

a labri de la lumiére a une température de 4°C jusqu’au moment de 1’utilisation.

I11. Etude analytique de I’huile essentielle

Afin d’évaluer la qualité, nous avons réalisé¢ une étude analytique, tout d’abord en déterminant
les caractéristiques organoleptiques, les propriétés physico-chimiques. Nous avons réalisé 1’étude
analytique de HE extraite, au laboratoire de botanique de I’E.N.S.E.T. Skikda.

1. Propriétés organoleptiques de I’huile essentielle
Nous avons déterminé les propriétés organoleptiques de 1’essence extraite, a savoir : la couleur,

I’odeur et I’aspect.
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2. Propriétés physico-chimiques de I’huile essentielle

Ces propriétés constituent un moyen de vérification et de controle de la qualité de I’HE. Nous
avons conduit nos essais selon des protocoles précis et obéissant a des normes édictées par
I’Organisation Mondiale (I.S.0), pour I’huile essentielle du clou de girofle c¢’est la norme qui est en

vigueur.

2.1. L’indice de réfraction

L’indice de réfraction d’un milieu homogene est le pouvoir que posséde ce milieu de dévier un
rayon lumineux arrivant sur la surface. La mesure de I’indice de réfraction de 1’huile essentielle
s’effectué a I’aide d’un réfractomeétre. Apres I’étalonnage de 1’appareil a 1’aide de matériaux de
référence certifiés, on place I’huile essentielle du clou de girofle dans la cellule de mesure jusqu’au
trait signal. Au bout de 15 secondes (temps nécessaire pour que I’appareil soit stabilisé). Lire la valeur

affichée sur ’appareil [121].

2.2. L’indice de pH
Le pH est I’abréviation du potentiel d’hydrogéne qui mesure [’activité chimique des ions
hydrogenes (H+) (appelés aussi couramment protons) en solution. Plus couramment, le pH mesure
I’acidité ou la basicité d’une solution. Il s’agit d’un coefficient permettent de savoir si une solution
est acide, basique ou neutre : elle est acide si son pH est inférieur & 7, neutre s’il est égal a 7 et basique

s’il est supérieur a 7 [122].

IV. Recherche de Pactivité antibactérienne de I’huile essentielle extraite

Afin d’évaluer I’activité antibactérienne de notre extrait, nous avons choisi la méthode de diffusion
en milieu solide, appelée aromatogramme, méthode décrite par Vincent [123]. Cette méthode est la
plus utilisée dans la littérature, car elle est relativement rapide, peu colteuses facilement reproductible
et ne nécessite pas un équipement de laboratoire sophistiqué.

1. Souches bactériennes test-objet

Cing (5) souches bactériennes a Gram négatif identifiées et incriminées dans les infections
urinaires, ont été gracieusement offertes par le laboratoire de I’EPH de Tamalous, le laboratoire
d’analyse médicale” El Amane"de Tamalous et le laboratoire de microbiologie de I’Hopital Dorban
d’Annaba (Tableau 9).
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Tableau 9 : Les souches bactériennes tests-objet

Numéro de
Genres/Espéces référence de Provenance
souche
E. coli 3966
E. coli 4688
E. coli 4145 Laboratoire de I’EPH de Tamalous
Klebsiella pneumoniae 5435
Proteus spp 5422
Enterobacter spp 5470
Klebsiella pneumoniae 154 Laboratoire d’analyse médicale
"El Amane " de Tamalous
Serratia spp Laboratoire de microbiologie de
I’Hopital Dorban d’ Annaba

2. Aromatogramme

L’aromatogramme est une technique inspirée de I’antibiogramme, disposant des souches
bactériennes en présence d’extraits d’huile essentielle. L’effet antibactérien est déterminé en fonction

des capacités d’inhibition de la croissance des bactéries par les huiles extraites [124].

2.1. Principe

Selon la société francaise de microbiologie Pharmacopée Européenne, la technique repose sur
la diffusion de I’extrait sur le milieu solide dans une boite de Pétri, aprés un certain temps de contact
entre le produit et le microorganisme cible, ’apparition et ’importance du diamétre de la zone
d’inhibition reflete I’impact de I’huile sur les souches bactériennes. Ainsi, ces dernieres seront

qualifiées de sensibles ou trés sensibles, extrémement sensibles, ou résistantes [125].

2.2. Préparation des pré cultures

L’activité antibactérienne doit étre réalisée sur des souches bactériennes jeunes en phase de
croissance exponentielle. La réactivation des souches bactérienne est effectuée par repiquage a la
surface de la gélose nutritive pré coulée en boite de Pétri, et ensuite incubée a 37C° pendant 18 a 24h.

2.3. Préparation de I’inoculum

Préparer des suspensions pour chaque espéce. A 1’aide d’une anse de platine on préléve deux ou

trois a cinq colonies pures et bien isolées qu’on décharge dans un tube contenant 5 & 10 ml d’eau
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physiologique stérile. Agiter au vortex pendant quelques secondes. L’inoculum peut €tre ajuster en
ajoutant, soit de la culture est trop faible, ou bien de 1I’eau physiologie stérile s’il est trop fort.

L’inoculum doit étre ensemencé dans les 15mn qui suivent sa préparation.

Figure 18 : Les étapes de préparation de I’inoculum [Photo personnelle].

1.4. Ensemencement

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

de sensibilité aux agents antimicrobiens.

- D’abord on va commencer par le coulement de milieu dans les boites pétries a une épaisseur de 4

mm pour la solidification.

-Tremper un écouvillon stérile dans la suspension microbienne (il évite la contamination du

manipulateur et de la paillasse).

-L’essorer en le passant fermement, en tournant sur la paroi interne du tube, afin de le décharger au

maximum.
-Frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haute en bas, en stries serrées.

-Répéter I’opération trois fois, en tournant la boite de Pétri de 60° & chaque fois, sans oublier de faire
pivoter 1’écouvillon sur lui-méme. Finir I’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la périphérie

de la gélose.
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Figures 19 : Techniques d’ensemencement en milieu
Muller-Hinton (MH) [Photo personnelle].

2.4. Dépdts de disque
A T’aide d’une pince stérile, deux disques stériles ont été déposés a la surface de la gélose
ensemencée et sechée, I'un imbibé de 10ul d'huile essentielle pure et I'autre est un disque témoin

vierge dépourvu de tout extrait.

Figure 20 : Dépot des disques imbibés d’HE [Photo personnelle].

2.5. L’incubation

La durée d’incubation des boites est de 24 h a 37°C. La lecture des résultats se fait par I’observation

de la présence ou I’absence de la croissance microbienne.
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Figure 21 : L’incubation des boites [Photo personnelle].

2.6. Lecture
L’activité antibactérienne lorsqu’elle existe est estimée en mesurant les diamétres des zones

d’inhibition autour des disques chargés d’HE, a 1’aide d’un pied a coulisse. Ce qui classe ainsi les

souches bactériennes dans 1’une des catégories suivantes selon Ponce et ses collaborateurs [126] :

e Non sensible (-) ou résistante : diamétre < 8mm.
e Sensible (+) : diametre compris entre 9 a 14 mm.
e Tres sensible (++) : diamétre compris entre 15 a 19 mm.

e Extrémement sensible (+++) : diametre > 20 mm.
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1. Extraction et rendement en huile essentielle
L’extraction de I’huile essenticlle de clou de girofle (100g) par hydrodistillation, a donné un
rendement de 1.9%.

En termes de valeurs, le rendement en HE de clou de girofle est significativement meilleur par
rapport a celui obtenus par A. Lopez-Malo et al [127], dont le rendement est égal a 2,7 % par rapport

au poids de la matiere seche (150 g).

D’autres résultats rapportés par Walid Yeddes et ses collaborateurs [128] sur I’'HE de Syzygium
aromaticum qui a généré un rendement moyen de 5,11 % de quantité de 500 g de clou de girofle.

Ces variations dans le rendement peuvent étre attribuées a plusieurs facteurs en méme temps d’une
part a la quantité la drogue utilisée et a une perte d'huile dans la phase aqueuse du distillat (conditions

d’hydrodistillation) d’autre part.

2. Caractéristiques organoleptiques de I'huile essentielle extraite
Les propriétés organoleptiques de I’HE extraite, sont résumées dans le tableau ci-dessous.

Tableau 10 : Caractéristiques organoleptiques de I'huile essentielle de clou de girofle.

Aspect Couleur Odeur
Norme AFNOR Liquide mobile Epicee
limpide parfois, Limpide parfois, . . Caractéristique
L . R . Jaune tres clair o
légerement visqueux | légérement visqueux de I'eugénol
Huile essentiel Liquide mobile Jaune claire Epicée
étudiée limpide

Alors, on remarque que notre huile essentielle extraite, présente des caractéristiques

organoleptiques identiques a celles déecrites par les normes d'’AFNOR.

3. Propriétés physico-chimiques de I’huile essentielle

3.2. L’indice de réfraction :

La valeur d’indice de réfraction de notre essence est de 1.536 (Tableaull).
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Tableau 11 : Valeur obtenue de I’indice de réfraction.

HE de Syzygium aromaticum Normes AFNOR

Indice de réfraction 1.5361 [1.4830 - 1.510]

L’indice de réfraction est le rapport entre la célérité de la lumicre dans le vide et la célérité de la
lumiére dans le milieu considéré. Ce rapport indique la capacité des HEs a réfléchir la lumiére. La
valeur de I’indice de réfraction (Tableau 11) de notre échantillon correspond aux normes AFNOR.

Elle indique sa faible réfraction a la lumieére.

3.3. L’indice de pH
Tableau 12 : Valeur obtenue de I’indice de pH.

HE de Syzygium aromaticum Normes AFNOR

pH 6 [5.5 - 7]

La valeur de pH obtenue rentre dans I’intervalle de la norme AFNOR.

4. Recherche de P’activité antibactérienne de I’huile essentielle extraite

1. Aromatogramme

Les souches bactériennes test-objet mises a notre disposition appartenant a la famille des
Enterobacteriacea. L’effet antibactérien de notre essence a été évalué par mesure du diamétre de la
zone d’inhibition autour de chaque disque.

En référence a la classification de Ponce et ses collaborateurs [126], il ressort que toutes les
souches sont sensibles a I’huile essentielle avec des diamétres allant de 1 1mm a 36mm. Ce qui permet
de qualifier d’excellente 1’activité de notre huile sur toutes les souches testées. Le tableau (tableau
13) resume les résultats obtenus.
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Tableau 13 : Diamétres des zones d’inhibition de I’HE testées sur les souches.

Souches bactériennes Diameétres des zones o peas
e 1 trses Sensibilité
d’inhibition (mm)
Escherichia coli 1 26 (+++)
Escherichia coli 2 22 (+++)
Escherichia coli 3 25 (+++)
Gram (-) | Klebsiella pneumoniae 1 12 (+)
Klebsiella pneumoniae 2 35 (+++)
Enterobacter spp 11 (+)
Proteus spp 36 (++4)
Serratia spp 29 (+++)

= (+++) : Extrémement sensible
= (++): trés sensible

= (+): sensible

D'apres les résultats obtenus (Tableau 13), I’huile essentielle de Syzygium aromaticum est
beaucoup plus active sur la souche de Proteus spp et Klebsiella pneumoniae 2 (35mm- 36mm) ; par
ailleurs une autre souche de Klebsiella pneumoniae 1 et Enterobacter spp, se sont montrées moins

sensibles a I'HE extraite.
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Disque
témoin

Photo 22 : Diametres des zones d’inhibition de I’HE de Syzygium aromaticum testée sur les

souches E. coli, Klebsiella pneumonia, Enterobacter spp, Proteus spp, Serratia spp.
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Cependant certains auteurs rapportent une activité significative de I’extrait bioactif du clou de
girofle sur 60 isolats dont 36 souches d’E. coli provenant de l'urine de patients atteints d'I'VU avec

des zones d'inhibitions comprise entre 14mm et 16mm [129].

D'autres travaux de Hassan A. et ses collaborateurs [130] ; ont également révélé un effet important
du méme extraie sur avec des zones d'inhibition de 25 mm et 20mm pour E. coli et Serratia spp

respectivement.

Par ailleurs, la souche d’Enterobacter spp s’est révélée sensible a I’huile extraite du clou de girofle

avec un diamétre allant de 8 a 17 mm [131].

Nos résultats concordent avec ceux obtenus par Sharmeen et al [132], L. Dhara, A. Tripathi [133]
sur la souche de K. pneumoniae, qui s’est montrées sensible a I’HE de Syzygium aromaticum dont les

diamétres des zones d'inhibition oscillent entre 20mm et 30mm.

De cela, on peut tirer que cette activité pourrait étre attribuée a son composé majoritaire "1’eugénol .
Chaieb et al [78] et Valero et Giner [134] ont montré que I’eugénol, composant majoritaire de 1’huile

essentielle de clou de girofle (88,58%) appartient a la famille des phénols.

Selon Gill et Holley [135], le mécanisme d'action d’eugénol se repose sur la perturbation de la

membrane cytoplasmique, ce qui augmente sa perméabilité non spécifique.

D’autre part, selon Burt S.A [136] I'eugénol est caractérisé par son hydrophobicité responsable de
sa pénétration dans la membrane cellulaire, la partie hydroxyle de I'eugénol lié aux protéines de la
membrane, ce dernier ensuite blogue le fonctionnement de ces protéines. Conduisant a une altération
de la membrane cytoplasmique par la modification de sa structure et sa fonction, comme il augmente
la perméabilité non sélective et une perte de I'intégrité membranaire et par conséquent une fuite des

intracellulaire aboutissant finalement a la mort cellulaire.

Il est connu dans la littérature que les bactéries a Gram-positif sont plus sensibles aux huiles
essentielles et extraits vegétaux que les bactéries Gram-négatif [137,138].

De cela, on peut tirer que cette activité est attribuée aux dérivés phénoliques (Eugénol) et que plus

I’HE est riche en phénols meilleure est I’activité [139].
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Conclusion

L’huile essentielle de Syzygium aromaticum (clou de girofle) présente plusieurs propriétés
antibactériennes, ce qui fait d’elle une des solutions que 1’on peut proposer pour soulever le défi de

I’antibiorésistance.

L’huile essentielle obtenue par hydrodistillation a donné un rendement de 1.9%. Les propriéteés

organoleptiques, 1’indice de réfraction et I’indice de pH de I’HE extraite correspondent aux normes
AFNOR.

L’activité antibactérienne a été évaluée sur huit souches bactérienne test-objet isolées a partir
d’infections urinaires. Escherichia coli (n=3), Enterobacter spp (n=1), Serratia spp (n=1), Klebsiella
pneumoniae (n=2) et Proteus spp (n=1).

Cependant, ces souches sont sensibles a I’HE de Syzygium aromaticum, avec des diametres des
zones d'inhibition allant de 11 mm a 36 mm ce qui permet de qualifier d’excellente I’activité de notre

huile sur toutes les souches testées.

L’activité de I’huile extraite sur la plupart des bactéries testées dans cette étude semble s’expliquer
par la présence en forte teneur d’eugénol composant majoritaire du clou de girofle. Ce dernier fait
partie de la famille des Phénols qui sont actifs sur les cellules bactériennes car solubles dans les

milieux aqueux, ils provoquent d’importants dommages sur les parois bactériennes.

Par ailleurs, son effet important sur les pathogénes, constitue un atout quand a la perspective
d’usage de cette substance comme molécule antibactérienne dans 1’arsenal thérapeutique. Cependant,
les HEs sont des éléments contribuant a la solution des problémes de résistances et de la limite des
synthéses chimiques de produits antimicrobiens. Ainsi, ¢’est un patrimoine a préserver, a développer

et & valoriser, dans I'industrie agroalimentaire et pharmaceutique.
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Résumé

Syzygium aromaticum (le clou de girofle) est une plante médicinale utilisée depuis des siecles pour
ses propriétés therapeutiques. Notre travail porte sur caractérisation de quelques paramétres physico-
chimiques de I’huile essentielle extraite d’une part, et la recherche de son activité antibactérienne

d’autre part.

L’extraction de l'huile essentielle des boutons floraux de Syzygium aromaticum par

hydrodistillation a donné un rendement meilleur de 1.9%.

Les souches bactériennes incriminées dans les infections urinaires se sont montrées trés sensible a
I’huile brute testée, avec des diametres moyens des zones d’inhibitions variant de [11mm a 36mm],

ce qui permet de qualifier d’excellente 1’activité de notre huile sur les souches considérées.

Mots clés : Syzygium aromaticum, Extraction, Huile essentielle, Activités antibactérienne, Infections

urinaires



Summary

Syzygium aromaticum (clove) is a medicinal plant used for centuries for its therapeutic
properties. Our work focuses on the characterisation of some physico-chemical parameters of the
extracted essential oil on the one hand, and the research of its antibacterial activity on the other
hand.

The extraction of the essential oil from the flower buds of Syzygium aromaticum by

hydrodistillation gave a better yield of 1.9%.

The bacterial strains incriminated in urinary tract infections were very sensitive to the tested
crude oil, with average diameters of the inhibition zones varying from [11mm to 36mm], which

makes it possible to qualify the activity of our oil on the considered strains as excellent.

Key words: Syzygium aromaticum, Extraction, Essential oil, Antibacterial activity, Urinary tract

infections.
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