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Résumé

La résistance croissante des bactéries aux antibiotiques constitue un défi majeur de santé
publique, stimulant la recherche d'alternatives thérapeutiques d'origine naturelle. Cette étude a
évalué l'activité antibactérienne de I'huile essentielle de Syzygium aromaticum (clou de
girofle), riche en eugénol, contre Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC
25923 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, aprés revivification et confirmation par
coloration de Gram et tests biochimiques. L'activité antibactérienne a été déterminée par
diffusion sur disque & quatre concentrations (100 %, 50 %, 10 % et 5 %), puis comparée a
celle de quatre antibiotiques (pénicilline, ampicilline, céfotaxime et gentamicine). Les
résultats de I'antibiogramme ont montré qu'E. coli est résistante a la pénicilline mais sensible a
la céfotaxime (33 mm) et a la gentamicine (25 mm), que S. aureus présente une sensibilité
notable a la gentamicine (28 mm), tandis que P. aeruginosa est la plus résistante, sensible
uniquement a la gentamicine (26 mm). L'aromatogramme a révélé une forte sensibilité de S.
aureus (15-20 mm), une sensibilité décroissante d'E. coli avec la dilution (16-9 mm) et un
profil atypique de P. aeruginosa, résistante aux fortes concentrations (7 mm a 100 %) mais
sensible aux faibles concentrations (19 mm a 10 %). Ces résultats confirment le potentiel de
I'nuile essentielle de Syzygium aromaticum comme agent antimicrobien naturel prometteur

face a la résistance bactérienne aux antibiotiques.

Mots clés : Syzygium aromaticum, huile essentielle, activité antibactérienne, résistance aux

antibiotiques, aromatogramme.



Abstract

The increasing resistance of bacteria to antibiotics represents a major public health
challenge, encouraging the search for natural therapeutic alternatives. This study evaluated the
antibacterial activity of the essential oil of Syzygium aromaticum (clove), rich in eugenol,
against Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, and
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, following revival and confirmation by Gram staining
and biochemical tests. Antibacterial activity was assessed using the disk diffusion method at
four concentrations (100%, 50%, 10%, and 5%) and compared with four reference antibiotics
(penicillin, ampicillin, cefotaxime, and gentamicin). Antibiogram results showed that E. coli
was resistant to penicillin but susceptible to cefotaxime (33 mm) and gentamicin (25 mm). S.
aureus exhibited notable susceptibility to gentamicin (28 mm), whereas P. aeruginosa was the
most resistant strain, being susceptible only to gentamicin (26 mm). The aromatogram
revealed high susceptibility of S. aureus (15-20 mm), a concentration-dependent decrease in
susceptibility of E. coli (16-9 mm), and an atypical profile for P. aeruginosa, which was
resistant to high concentrations (7 mm at 100%) but susceptible to lower concentrations (19
mm at 10%). These findings confirm the potential of Syzygium aromaticum essential oil as a

promising natural antimicrobial agent against antibiotic-resistant bacteria.

Keywords : Syzygium aromaticum, Essential oil, Antibacterial activity, Antibiotic resistance,

Aromatogram.
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Introduction

La résistance aux antimicrobiens représente aujourd’hui un enjeu majeur de santé
publique a 1’échelle mondiale. Elle figure parmi les principales menaces sanitaires identifiées
au niveau international et est associée a une charge de mortalité élevée, estimée a plusieurs
millions de déces en 2019. Les enfants de moins de cing ans constituent une population
particuliérement exposée, ce qui met en évidence la nécessité d’une réponse globale et
coordonnée pour freiner sa progression. Au-dela de son impact sur la santé humaine, ce
phénomene entraine également d’importantes conséquences économiques en alourdissant les
dépenses de santé et en perturbant les activités économiques et commerciales. Selon les
projections, si aucune mesure efficace n’est mise en place, les pertes financieres cumulées

pourraient atteindre des niveaux extrémement €élevés d’ici le milieu du siécle (O’Neill, 2014).

Selon ’OMS (2023 ; 2024), ’augmentation de la résistance est principalement liée a
une utilisation excessive et parfois inappropriée des agents antimicrobiens, en médecine
humaine ainsi que dans les secteurs de I’agriculture et de I’élevage. Cette problématique est
également influencée par des facteurs environnementaux, sociaux et organisationnels, ce qui
rend son contrble particulierement complexe. Dans ce contexte, la lutte contre la résistance
repose sur le renforcement des systémes de surveillance, 1’amélioration des pratiques de
prescription des antibiotiques, la prévention des infections ainsi que le développement de
nouveaux traitements antimicrobiens, de méthodes diagnostiques avancées et de stratégies

vaccinales adaptées.

La mise au point de nouvelles stratégies thérapeutiques représente aujourd’hui une
priorit¢ mondiale. Dans ce contexte, 1’intérét pour les substances d’origine naturelle s’est
fortement développé au cours des deux dernieres décennies en raison de leur diversité
chimique, de leurs propriétés biologiques variées et de leur profil de toxicité souvent plus
favorable comparativement a certaines molécules de synthése. Parmi ces alternatives, les
huiles essentielles occupent une place importante dans les recherches actuelles en

pharmacologie et en microbiologie (Sahu et al., 2024).

Les huiles essentielles (HE) sont des extraits aromatiques naturels obtenus a partir de
differentes parties des plantes. Leur composition contient principalement des terpénes, des
terpénoides et des composés phénoliques, responsables de nombreuses activités biologiques,
notamment antimicrobiennes, anti-inflammatoires et antioxydantes (Pezantes-Orellana et al.,

2024). Leur intérét réside également dans leur mode d’action multi-cibles, rendant plus
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difficile I’apparition de mécanismes de résistance. Elles agissent notamment sur la membrane
cytoplasmique bactérienne en perturbant son intégrité, mais aussi sur certaines activités

enzymatiques et processus métaboliques essentiels (Iseppi et al., 2021).

Dans ce contexte, Syzygium aromaticum, arbre tropical appartenant a la famille des
Myrtaceae, est particulierement étudié pour son huile essentielle extraite des boutons floraux
séchés. Cette huile est riche en eugénol, son constituant majoritaire, auquel sont attribuées de
nombreuses activités biologiques, notamment des propriétés antioxydantes, neuroprotectrices
et antimicrobiennes (Jirovetz et al., 2006 ; Kabuto et al., 2007). L’eugénol présente une
activité bactéricide a large spectre contre plusieurs microorganismes pathogénes tels que
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Helicobacter pylori et Listeria monocytogenes
(Walsh et al., 2003 ; Filgueiras et Vanetti, 2006 ; Sherbiny et EI-Bestawy, 2022). Son activité
antibactérienne repose principalement sur une action directe au niveau des membranes
cellulaires bactériennes, entrainant une augmentation de leur perméabilité, une
désorganisation structurale et des fuites de constituants intracellulaires. Sa nature hydrophobe
facilite son interaction avec les membranes des bactéries Gram négatif riches en
lipopolysaccharides, tandis que son groupement hydroxyle peut également interagir avec
certaines enzymes bactériennes et inhiber leur activité métabolique (Burt, 2004 ; Devi et al.,
2010 ; El-Sherbiny et El-Bestawy, 2022 ; Elbestawy et al., 2023).

Dans ce contexte, ce travail vise a évaluer 1’activité antibactérienne de 1’huile essentielle
de Syzygium aromaticum sur trois souches bactériennes d’intérét clinique, a savoir
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus. Pour cela, un
antibiogramme utilisant des antibiotiques de référence (ampicilline, pénicilline, gentamicine
et céfotaxime) ainsi qu’un aromatogramme ont été réalisés afin d’évaluer et de comparer
I’activité antibactérienne de I’huile essentielle. Cette étude s’inscrit dans la recherche de
solutions alternatives aux antimicrobiens de synthéese, en explorant le potentiel des huiles
essentielles dans une perspective de réduction de 1’usage des molécules chimiques et de

développement de stratégies thérapeutiques plus efficaces et durables.









Chapitre | Le clou de girofle

I.1- Historique

Le giroflier, Syzygium aromaticum, est une plante dicotylédone appartenant a la
famille des Myrtaceae, qui regroupe plus de 3000 espéces et 130 & 150 genres tels que le

myrte, I’eucalyptus, le giroflier et le goyavier.

Cet arbre posséde des caractéres aromatiques et elle est surtout cultivée pour ses
boutons floraux récoltés ensuite séchés connus sous le nom du clou de girofle (Haro-Gonzalez
etal., 2021).

Le clou de girofle fait I’objet d’échanges commerciaux depuis I’ Antiquité, comme en
atteste sa présence sur certains sites archéologiques anciens ainsi que son utilisation en Chine

dés la dynastie Han, notamment a des fins médicinales et pour I’hygiéne buccale.

Cette épice était également connue des civilisations grecques, phéniciennes et
romaines, et était acheminée, dés le 11° siécle, vers Alexandrie par des routes maritimes et
terrestres. A partir du IV® siécle, les marchands arabes ont joué un réle déterminant dans sa

diffusion vers le bassin méditerranéen, en I’important depuis les régions des Indes et de la

Perse (Ouadi et al., 2022).

Au cours du Moyen Age, le clou de girofle s’impose comme une épice de luxe
particulierement prisée en Europe, ce qui conduit, a partir du XI111¢ siécle, a une intensification
des échanges commerciaux et a 1’exploration de nouvelles routes maritimes (Ouadi et al.,

2022).

Au XVI¢ siécle, les Portugais atteignent les Tles Moluques et développent le commerce
du clou de girofle pour le marché européen. Toutefois, en 1605, ils sont évincés par les
Hollandais, qui instaurent un monopole strict sur la production et la commercialisation de

cette épice, notamment par le contrdle des zones de culture (Ouadi et al., 2022).

Ce monopole est progressivement remis en cause au XVIII°€ siécle, notamment grace
aux initiatives du botaniste francais Pierre Poivre, qui parvient a introduire clandestinement le
giroflier dans d’autres régions tropicales, telles que les Mascareignes, les Seychelles et les
Caraibes. Par la suite, la culture du giroflier s’étend a Zanzibar et & Madagascar, contribuant

ainsi a sa diffusion a I’échelle mondiale (Ouadi et al., 2022).
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1.2- Origine et repartition géographique

L'espece Syzygium aromaticum est originaire de I’archipel des Moluques, originellement
surnommé les « iles aux épices », situé¢ dans la partie orientale de I’Indonésie (EI-Sber et al.,

2020).

Aujourd'hui, sa culture s'est mondialisée et s'étend sur diverses régions de la zone
intertropicale. Les principaux bassins de production incluent I'Indonésie, Madagascar, la
Tanzanie (notamment Zanzibar), les Comores, le Sri Lanka, le Kenya, la Chine, la Malaisie
ainsi que la Grenade (Tariq et al., 2025) (Figure 01).

Sur le plan écologique, I'aire de répartition du giroflier est étroitement liée aux climats
tropicaux humides. Sa croissance optimale exige des conditions environnementales
spécifiques, alliant des températures durablement élevées, une pluviométrie réguliére et

abondante, ainsi que des sols profonds et bien drainés (Ayushi et al., 2020).

Figure 1 : Les principaux pays producteurs du clou de girofle (Xue et al., 2022).
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1.3- Description botanique et classification
1. Description botanique
% Allure géneérale

Cet arbre ligneux peut mesurer entre 6 et 12 métres de haut et bénéficie d’une durée de

vie pouvant atteindre 150ans.

C’est un arbre a feuillage persistant, arborant généralement une silhouette pyramidale

ou conique, avec un tronc principal souvent légerement incliné.

Cependant, dans les conditions de culture moderne, le giroflier est couramment taillé
de maniere réguliére pour faciliter la cueillette, ce qui lui confére souvent un port arbustif
(Kahkahi et al., 2025), (Figure 02).

Figure 2 : Giroflier (Devaux-Zeller, 2022).

<+ Racines

En ce qui concerne la racine pivotante, bien qu’elle puisse atteindre une profondeur de 2 a
3 meétres, la majeure partie du systéeme racinaire reste peu développée et se situe principalement en
surface, a environ 60 cm de profondeur. Cette faible implantation explique la vulnérabilité du
giroflier face aux cyclones. Par ailleurs, les racines superficielles forment un réseau chevelu

assurant une absorption efficace des élements minéraux du sol (Kahkahi et al., 2025).
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< Tronc

Le tronc, incliné dans sa forme, se divise effectivement en deux parties dés sa base,
conférant a 1’arbre sa silhouette pyramidale caractéristique. Il est recouvert, tout comme les
branches, d’une écorce lisse de couleur gris clair. Le bois des rameux est a la fois robuste et
fragile. Suite a une taille ou une cassure, les branches se ramifient, donnant a I’arbre un aspect

touffu et dense.

Chaque petit rameau porte a son extrémité un groupe de 4 a 10 feuilles, accompagné
d’un bourgeon terminal (Kahkahi et al., 2025) (figure 03).

Figure 3 : Tronc du giroflier (Trudel, 2023).

< Fleurs

Les fleurs du giroflier (Syzygium aromaticum) sont regroupées en cymes compactes et
ramifiées, elles-mémes organisées en panicules portant généralement trois a cinq petites fleurs
trés aromatiques, de couleur blanche a blanc rosé (Kahkahi et al., 2025). La corolle est
constituée de quatre pétales dialypétales, initialement soudés puis caducs, alternant avec les
sépales et tombant a I’ouverture de la fleur. Le calice, de type gamosépale, comprend quatre
sépales charnus et persistants disposés en divisions triangulaires. Ceux-ci sont d’abord verts,
puis deviennent rougeétres au cours du développement floral, formant une structure tubulaire

caractéristique (Mbaveng et Kuete, 2017). Le réceptacle floral est presque cylindrique, parfois
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legerement anguleux. Il porte un ovaire infere et biloculaire, dont chaque loge contient
environ vingt ovules. Le style est court et se termine par un stigmate bilobé, tandis que
I’androcée est constitué de nombreuses étamines regroupées en quatre faisceaux (Kahkahi et

al., 2025), (figure 04).

Figure 4 : Fleurs du giroflier (Valnet, 2024).

+ Feuilles

Les feuilles, persistantes et de consistance coriace, s'insérent de maniere opposée le long
des rameaux. Le limbe foliaire, simple, accuse une longueur d'environ 10 cm pour une largeur
de 3 cm, conférant une morphologie ovale allongée. Le pétiole, dont la longueur oscille entre
0,5 et 1 cm, supporte cette structure. Les nervures, peu abondantes qu'elles soient, se révéelent
peu saillantes, le limbe se parant d'un bord entier (Kahkahi et al., 2025) comme illustré dans
la (figure 05).

Figure 5 : Feuilles du giroflier (Forest & Kim Starr, 2026).
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% Fruits

Les fruits du giroflier, appelés « anthofles » dans le commerce, sont de petites baies
elliptiques mesurant environ 2,5 cm de longueur et 1 cm de largeur. lls présentent une
coloration pourpre, sont généralement uniloculaires et renferment une ou plus rarement, deux

graines entourées d’une enveloppe rouge (figure 06).

Par ailleurs, les clous de girofle ainsi que les griffes doivent étre préalablement séchés
avant leur stockage, ce qui permet leur conservation et leur commercialisation tout au long de
I’année. En revanche, les feuilles sont soumises a une distillation immédiate apres la récolte

(Kahkahi et al., 2025).

Figure 6 : Fruits du giroflier (Penot, 2026).

Les boutons floraux bruns séchés et non ouverts sont connus sous le nom de clou de

girofle (Figure 07).

Figure 7 : Boutons floraux seches (Koroshe, 2018).
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2. Classification

Le genre Syzygium, au sein de la famille des Myrtaceae, englobe entre 1 200 et 1 800
especes distribuées a l'échelle mondiale (Ahmad et al., 2016 ; Reza et al., 2021).
Etymologiquement, le terme Syzygium provient du latin syzygia, dérivé du grec syzygos, signifiant
« unir » ou « apparier ». Cette dénomination évoque la disposition caractéristique par paires des

feuilles et des ramifications chez les especes de ce genre (Nigam et al., 2012), (tableau 1).

Tableau I : Classification botanique de Syzygium aromaticum (Ghedira et al., 2010).

Nom botanique

Regne Plantae
Sous-regne Tracheobionta
Embranchement Magnoliophyta(=Phanerogames)

Sous-embranchement

Magnoliophytina (=Angiospermes)

Classe Magnoliopsida(=Dicotyledones)
Sous-classe Rosidae
Ordre Myrtales
Famille Myrtaceae
Sous-famille Mytoideae
Genre Syzygium
Espéce Syzygium aromaticum (L) Merr. et Perry

% Dénomination du clou de girofle

Le clou de girofle, communément appelé « giroflier », possede différentes
dénominations selon les langues. En francais, il est désigné sous les termes « clou de girofle »
ou « giroflier », tandis qu’en anglais il est connu sous le nom de « clove ». En allemand, il est
appelé « Nelke », et en espagnol « clavo de especia ». La langue italienne utilise le terme «
garofano », alors qu’en arabe, il est nommé « kourounfoul ». Enfin, en portugais, il est
désigné par « cravinho » ou « cravo da India ». Ces différentes appellations témoignent de la
large diffusion et de I’importance de cette plante a travers diverses cultures et régions du
monde (Ayushi et al., 2020).
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|.4- Culture et récolte

% Culture

Le giroflier peut étre propagé par deux méthodes principales: le semis, qui est
habituellement effectué au printemps, et le bouturage, pratiqué pendant la saison estivale.
Cette espece se distingue par sa capacité a produire jusqu’a deux cycles de culture annuels, ce

qui est une caractéristique commune a de nombreuses plantes tropicales.

En tant qu’espéces tropicales, Syzygium aromaticum présente des exigences
écologiques particulieres. Elle croit de maniére optimale dans les zones équatoriales, ou les
conditions climatiques sont chaudes et humide, avec une pluviométrie constante tout au long
de ’année (Bourekba et Lamri, 2020). La subculture de cette plante s’cffectue généralement
sur des sols volcanique, riches en éléments nutritifs, bien drainés et présentant un taux

d’humidité modéré, des conditions propices a son développement.

Les graines sont transmises a une profondeur de quelques centimetres, avec un
espacement d'environ 30 centimétres pour garantir une ventilation adéquate du feuillage ainsi
gu'un développement optimal du systéme racinaire. De plus, un arrosage régulier est requis
afin de maintenir une humidité suffisante du sol, circonstance indispensable a la fois pour la

germination et la croissance végétative de la plante (Abdul Aziz et al., 2023).
% Récolte

La cueillette des clous de girofle est une phase déterminante pour la qualité du produit
final. Elle est réalisee délibérément avant I'éclosion des fleurs pour empécher la chute des
pétales et conserver les principes aromatiques. Cette opération intervient habituellement a
partir de la huitieme année de croissance du giroflier et s'effectue essentiellement a la main
(figure 08), méme si I'emploi de phytohormones naturelles peut étre envisagé pour favoriser la
chute des boutons floraux avant leur épanouissement. Le moment idéal pour la récolte est
marqué par la teinte rosée caractéristique des boutons, indiquant une maturité physiologique
adéquate. Le giroflier connait son apogée de rendement vers I'age de 20 ans, un arbre mature
pouvant fournir jusqu'a 50 kg de clous frais annuellement. Aprés la collecte, les boutons
floraux nécessitent un sechage meticuleux (figure 9) pour assurer leur conservation et leur
qualité commerciale. Lors de la cueillette, les clous sont prélevés avec leur pédoncule et deux

feuilles voisines (Seberini, 2020) ; au cours de la transformation, les boutons floraux sont
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séparés, les tiges et feuilles constituant des coproduits. Ces derniers, bien que pouvant étre
valorisés notamment pour l'extraction d'huile essentielle, ont une valeur économique
inférieure a celle des boutons floraux et sont parfois sous-utilisés ou gaspillés dans certaines

zones de production (Bandara et Senevirathne., 2023), (figure 10,11).

Figure 9 : Séchage du clou de girofle Figure 8 : Cueilleur belinais qui fait la
(Lafon, 2025). récolte (Lafon, 2025).

Figure 11 : Clous de girofle colorés, Figure 10 : Tri manuelle du clou de
juste apreés la cueillette (Lafon, 2025). girofle a Bali (Lafon, 2025).

I.5- Différentes utilisations de Syzygium aromaticum

Syzygium aromaticum couramment dit clou de girofle est employé dans de nombreuse
secteurs d’activité notamment la médecine, cosmétique, l’industries alimentaire et de

nombreuses autres activités en raison de ces propriétés biologiques (Ayushi et al., 2020).

5.1- Applications médicales

Le clou de girofle (Syzygium aromaticum) occupe une place importante en médecine
traditionnelle grace a ses vertus stimulantes, digestives et antiseptiques. Il est employé pour
atténuer divers problemes digestifs comme les nausées et les ballonnements, tout en renforcant le
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systéme immunitaire via son action antimicrobienne contre un large éventail d’agents pathogenes,

y compris les bactéries, les virus et les parasites (EL-Saber Batiha et al., 2020).

En dentisterie, le clou de girofle est particulierement apprécié pour ses propriétés
antiseptiques, anti-inflammatoires et analgésiques, qui permettent de calmer efficacement les
douleurs dentaires et d’améliorer la santé bucco-dentaire (Mendi et al., 2017). Il se révele
notamment actif contre Streptococcus mutans, une bactérie essentielle dans la formation de la
plaque dentaire et le développement des caries, ce qui souligne son intérét en pratique
clinique. Historiquement, les usages traditionnels consistent a appliquer un clou écrasé
directement sur la zone gingivale douloureuse ou a insérer une petite quantité de poudre entre
la gencive et la levre, ces méthodes procurant un soulagement progressif dont 1’intensité varie

selon la concentration employée (Pandey et al., 2023).
5.2- Usages agricoles et larvicide

Dans le domaine agricole et larvicide, le clou de girofle est apprécié pour ses
propriétés répulsives et insecticides naturelles. Il offre une solution efficace pour lutter contre
de nombreux insectes nuisibles, contribuant ainsi a la protection des récoltes. Cette approche
représente une alternative respectueuse de 1’environnement aux pesticides chimiques,
réduisant leur empreinte écologique tout en conservant une efficacité remarquable contre les

ravageurs (Pandey et al., 2023).
5.3- Utilisation dans ’industrie alimentaire

Le clou de girofle (Syzygium aromaticum) est largement utilise dans le secteur
agroalimentaire en raison de ses multiples propriétés, notamment son activité antimicrobienne
ainsi que son arome caractéristique. Il agit comme conservateur naturel capable de limite la
prolifération des microorganismes responsable de 1’altération des aliments, tels que certains
bactéries et moisissures, ce qui permet d’améliorer la conservation des produits. Des travaux
scientifiques ont montré que ses composé€s actifs, en particulier ceux présent dans 1’huile
essentielle, exercent une action inhibitrice sur différents micro-organismes pathogénes
responsables de la détérioration des aliments. Cette efficacité explique son utilisation dans
plusieurs produits alimentaires, notamment les produits de boulangerie et les aliments
transformés, afin d’optimiser leur stabilité et de prolonger leur durée de conservation (Xue et
al., 2022).
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5.4- Intégration en cosmetologie

Le clou de girofle (Syzygium aromaticum) est particulierement apprécié pour sa forte
teneur en composés bioactifs, notamment eugénol, acétate d’eugénol (Mohammed, 2022),
flavonoides et acide gallique (Pandey et al., 2024). Cette composition lui confére des qualités
intéressantes dans différents domaines, notamment en cosmétique ou il est utilisé pour ses

propriétés biologiques et protectrices (Mohammed, 2022).
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11.1- Définition

L’huile essentielle du clou de girofle est extraite des boutons floraux séchés du
giroflier (Syzygium aromaticum L.), (Selka et al., 2022) et est généralement obtenue par
hydrodistillation ou distillation a la vapeur. Elle peut représenter jusqu’a 15 a 20 % du poids
sec de la matiere végetale, ce qui témoigne de sa richesse en composés bioactifs (Haro-
Gonzélez et al., 2021).

I s’agit d’un mélange complexe de métabolites secondaires, principalement constitué
de composés phénoliques, dont 1’eugénol est le constituant majoritaire. Cette composition
chimique confére a I’huile essentielle du clou de girofle de nombreuses propriétés
biologiques, notamment des activités antibactériennes, antifongiques, antioxydantes et

insecticides (Haro- Gonzalez et al., 2021).

D’un point de vue physico-chimique, cette huile essentielle se présente comme un
liquide hydrophobe, peu soluble dans 1’eau mais miscible dans les solvants organiques. Elle se
caractérise également par une forte volatilité et une odeur aromatique marquée (Zhou et al.,
2023). Sa composition inclut, en plus des composés majoritaires, des constituants minoritaires
qui jouent un réle important dans la modulation de ses effets biologiques (Haro- Gonzalez et
al., 2021).

Grace a sa lipophilie, I’huile essentielle du clou de girofle peut interagir avec les
membranes cellulaires des micro-organismes, entrainant des altérations structurales et
fonctionnelles telles que la perturbation de la perméabilité membranaire et I’inhibition de
certaines activités enzymatiques (Maggini et al., 2024). Cette diversité de mécanismes

d’action contribue a limiter le développement de résistances microbiennes.

En raison de ses propriétés biologiques et de son profil de sécurite généralement
reconnu, cette huile essentielle est largement utilisée dans les domaines pharmaceutique,
cosmétique et agroalimentaire, notamment comme agent antimicrobien naturel et

conservateur (Zhou et al., 2023).
11.2- Composition chimique du clou de girofle

L’huile essentielle du clou de girofle présente une composition chimique riche et
diversifiée, regroupe de nombreux composés identifiés. Elle est dominée par I’eugénol (50%),

qui constitue la fraction majoritaire est peut dépasser la moitié de sa composition globale.

14
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D’autres constituants importants, tels que 1’acétate d’eugénol, le B-caryophylléne et I’a-

humuléne (10 & 40%), participent également de maniere notable & sa composition. Le reste

correspond a une multitude de composés mineurs ou présents a 1’état de traces, incluant

différents hydrocarbures et dérivés aromatiques comme le cadinéne, 1’a-copaene ou encore

I’oxyde de caryophylléne (10%). Leur proportion peut toutefois varier en fonction des

conditions d’extraction et des études réalisées (José et al., 2021), (tableaux Il et I11).

Tableau Il : Constituants de I’huile essentielle des boutons floraux et des pédoncules du

girofle (Goetz, 2021).

Constituants chimiques

Huile essentielle des
boutons floraux

Huile essentielle des
pédoncules

Eugeénol (73,5-96,9 %), B -caryophyllene (0,6-12,4 %), acétate
d'eugenyl (0,5-10,7 %), a-caryophyllene (0,4-1,4 %), isoeugenol
(0,1-0,2 %), méthyleugénol (0-0,2 %)
Eugeénol (76,4-84,8 %), B-caryophyllene (3,5-12,4 %), acétate
d'eugényl (0,4-8,0 %), a-caryophylléne (1,0-1,5 %), isoeugénol

(0,1-0,4 %)
Tableau 111 : Composition chimique et propriétés de I'huile essentielle de clou de girofle
(Pandey et al., 2024).
Composé Teneur Structure . Application et
. , . Propriétés
chimique (%) moléculaire usage
Antimicrobien,
Il s’agit d’un insecticide, anti-
composé inflammatoire,
O A7 | phénylpropanoide | cicatrisant,
, volatil, antioxydant,
Eugénol 74,28 N H - . Y .

HO v caractérisé par une = Anticancereux contre
faible solubilité les cancers du sein de
dans le milieu la prostate, du colon,
aqueux. de I’estomac et de la

peau.
Sesquiterpéne . R
a P Anticancerigene,
naturellement . .
) anti-inflammatoire,
HaC, H présent dans le .
) GHa ) anxiolytique,
B— HaC clou de girofle, .
. 24,8 . antioxydant,
caryophylléne : Il est insoluble -
H , . effets anesthésiques,
H:C dans I’eau mais se

dissout dans
I’éthanol.

agit comme
chimiosensibilisateur
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CH Compose o
L ? . CHy ses upiter &niaue Activité antitumorale
S {-CHy ] q Peniq contre les cancers du
\ . également A
a-humuléne = , c6lon, de la prostate,
| retrouvé dans
, . du poumon et du
HaC d’autres especes .
3 o sein.
vegetales.
Phénylpropanoide
deuxieme
composé le plus . .
- P P Antimicrobien,
o ~CHz | abondant dans le L
L clou de girofie antibacterien.
Acétate HC™ O e Utilisé en parfumerie
. OCHs aprés 1’eugénol, i
d'eugényle . en raison de sa
se présente sous e
. volatilité.
forme solide . .
o Anti-inflammatoire.
cristallin ou
liquide jaunatre a
odeur fruitée.
Activité
HyC antimicrobienne,
FHs ' Hydrocarbure o
N . . antiproliférative,
= sesquiterpénique, L .
. . . antigénotoxique,
a-copaene HoC incolore, clair et .
¥ antioxydante et
CH;, de nature .
. cytotoxique,
visqueuse. -
utilisation en
parfumerie
Phénylpropéne
~~ | naturel, composé
/@/\/ organique se Agit comme
HO présentant sous analgeésique,
Chavicol forme de liquide  anti-inflammatoire
incolore, souvent | et antitoxique.
associé aux
terpénes.
O Ester organique
o~ e présentant sous = Agent aromatisant,
Salicylate de forme de liquide = Antibactérien,
méthyle OH incolore et anti-irritant,

visqueux, a odeur
fruitée.

antiprolifératif.
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Utilisation dans

OCHs | phénylpropéne, | la fabrication
,\/©/ composé d'huiles essentielles
HoC”™ organique naturel | et de parfums.

se présentant sous | Bienfaits

forme de liquide | medicinaux.

incolore. Anticancerigene.
Antigénotoxique.
Application dans les
produits d'hygiene

4-Allylanisole | 0,13

O Ester biologique | personnelle et de
Acétate de k caractérisé par un | soins de santé.
0,07 0 n . .
benzyle arébme doux et Usage industriel
agréable. dans I'extraction.
Anti-irritant.

Antimicrobien.

s Eugénol

L’eugénol dans la dénomination chimique est le 4-allyl-2méthonxyphénol, est un
composé phénolique aromatique appartenant a la catégorie des phénylpropanoides. Il se
caractérise par son aspect liquide, légérement jaunatre et huileux, et dégage une odeur

typique, a la fois épicée et intense.

Ce composé a suscite un intérét scientifique considérable en raison de ses nombreuses
propriétés biologiques. Ainsi, une recherche expérimentale conduite par (Jung et al., 2023) a
examiné son impacte dans un modele murin de la maladie d’Alzheimer (modele SXFAD). Les
conclusions ont révélés que I’eugénol favorise une amélioration des capacités cognitives,
notamment en atténuant 1’inflammation et la nécroptose, deux phénomeénes associés a la

neurodégénérescence.

De plus, I’eugénol présente une activité antimicrobienne notable. Son mécanisme d’action
repose partiellement sur la perturbation de la membrane externe bactérienne, ce qui altére
I’intégrité cellulaire. Des études ont notamment souligné son efficacité contre Staphylococcus
aureus en empéchant la formation de biofilms. Cette action semble liée a des altérations
structurelles de la paroi et de la membrane cellulaires, a I’induction de processus de mort

cellulaire programmeée, ainsi qu’a I’inhibition de la synthése de I’ADN (Lifian-Atero et al., 2024).
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Par ailleurs, ce composé posséde une activité insectifuge, illustré par son effet répulsif
sur les larves de Spodoptera frugiperda, un insecte nuisible pour les cultures de mais (Zea
mays). Enfin, il a ét¢ démontré que I’eugénol peut interagir avec les récepteurs GABA-A, ce

qui pourrait expliquer ses effets analgésiques et anesthésiques (Lifian-Atero et al., 2024).

Dans I’ensemble, ses diverses propriétés confirment le potentiel de 1’eugénol en tant
que molécule bioactive prometteuse pour plusieurs domaines d’application, notamment en

pharmacologie et en biotechnologie (Lifidan-Atero et al., 2024).
% B-Caryophylléne

Le p-caryophylléne est un sesquiterpéne bicyclique largement répandu dans le régne
végétal. On le retrouve notamment dans plusieurs especes aromatiques, telle que Eugenia
tapacumensis, Eugenia cuspidifolia, le chanvre (Cannabis sativa L), le clou de girofle (Syzygium
aromaticum), le poivre noir (Piper nigrum L) ou encore les feuilles de goyavier (Psidium
cattleianum Sabine), (Ashish et al., 2024). Dans la littérature, le terme « caryophylléne » est
freqguemment employé pour designer principalement la forme B, qui est la plus abondante et la
mieux étudiée dans les huiles essentielle (Ahmed et al., 2023). Sur le plan physico-chimique, le B-
caryophylléne présente une bonne solubilité¢ dans les solvants organiques comme 1’éthanol, mais
demeure insoluble dans I’eau en raison de sa forte hydrophobicité. Cette caractéristique
conditionne son comportement dans les matrices végétales, ainsi que les méthodes d’extraction et
les modalités d’utilisation qui lui sont adaptées. Ce composé suscite un intérét croissant grace a la
diversité de ses activités biologiques. 1l possede notamment des propriétés anti-inflammatoires,
antibactériennes, anxiolytiques, anesthésiques locaux et antioxydantes. Parmi ses mécanismes les
plus étudier figure son activité d’agoniste sélectif des récepteurs cannabinoides de type 2 (CB2),
principalement exprimés au niveau des cellules immunitaires. L’activation de ces récepteurs
permet de moduler la réponse inflammatoire, de réduire la douleur et confére au B-caryophylléne

un potentiel thérapeutique dans diverses pathologies inflammatoires.

Dans le domaine de la lutte anticancéreuse, de nombreuses études montrent que le p-
caryophyllene inhibe la proliferation de plusieurs lignées cellulaires tumorales, notamment
celles issues des cancers du sein, du col de I’utérus, de la prostate, du pancréas et du colon. Il
agit en perturbant les mécanismes de la tumorigénes, en réduisant ’invasion tumorale via
inhibition des métalloprotéinases de la matrice extracellulaire, et en favorisant I’induction de
I’apoptose. Il exerce également un effet chémosensibilisant, renforgant 1’efficacité de certains

agents anticancéreux lorsqu’il est administré conjointement.
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Par ailleurs, le B-caryophylléne présente une activité insecticide notable contre
plusieurs especes de moustiques, notamment Anopheles subpictus, Culex tritaeniorhynchus et

Aedes albopictus, avec des valeurs de LC50 attestant d’une efficacité biologique importante.

Enfin, ce sesquiterpéne se distingue par une forte activité antioxydante, mise en évidence
par différentes méthodes telles que FRAP et DPPH. Sa capacitée a neutraliser les radicaux libres
suggere un role potentiel dans la diminution du stress oxydatif el la protection cellulaire contre les

dommages induits par les espéces réactives de I’oxygeéne (Ashish et al., 2024).
% a-Humulene

Le a-Humuléne est un sesquiterpene trouvé dans plusieurs plantes comme senecio
brasiliensis, Salvia officinalis, Humulus lupulus et Syzygium aromaticum. Ce composé est
reconnu pour ses propriétés anticancéreuses et anti-inflammatoires, en particulier contre le

cancer de la prostate, du poumon, du colon et du sein.

Plusieurs études ont montré que 1’humuléne provoque des changements dans les
membranes mitochondriales des cellules cancéreuses du colon et a des effets antiprolifératifs.
Il peut aussi renforcer les actions anticancéreuses et antiprolifératives de certains agents
cytostatiques. Sur le plan pharmacologique, I’humuléne peut inhiber I’enzyme CYP3A, qui
est impliquée dans le métabolisme des medicaments, tant dans les microsomes hépatiques
humains que chez le rat. Des expériences menees sur des animaux (rats et souris) ont révélé
qu’un traitement oral combinant humuleéne et caryophylléne (50mg/kg) a des effets anti-
inflammatoires similaires a ceux de la dexaméthasone. L’humuléne agit en inhibant la
synthese du TNF, tandis que le caryophyllene ne fait que ralentir sa libération. De plus, ce
compos¢ diminue la production et I’expression de médiateurs inflammatoires comme la
cyclooxygénase, la NO-synthase et la prostaglandine E2. Concernant la toxicologie,
I’humuléne s’est montré relativement sur pour le poisson Gambusia affinis (CL50 = 1024
?95ug/ml). Cependant, il présent une activité larvicide significative contre plusieurs
moustiques vecteurs, notamment Culex tritaeniorhynchus, Aedes albopictus et Anopheles
subpictus, avec des valeurs CL50 de 10,26 /11,15 et 12,05ug/ml, respectivement. En outre, il
montre une activité insecticide contre Helicoverpa armigera, avec une CE50 larvicide de
77,10ug/ml et une CL50 de 20,86ug/ml sur les ceufs. Enfin, son efficacité a été prouvée
contre les insecte nuisibles aux denrées stockées, comme Sitophilus granarius, ou une toxicité
certaine a été observee (CL50.4,61uL/ml), accompagnée d’une réduction du taux respiratoire

quelques heures apres exposition (Pandey et al., 2023).
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% Acétate d’eugényle

L’acétate d’eugényle, qui est un ester d’eugénol dérivant des phénylpropanoides, est
célebre pour ¢a multitude d’activités biologiques. Il est particuliérement connu pour ses
propriétés antibactériennes, antioxydants, anticancéreuses, antimutagenes et antivirulentes. En
ce qui concerne les champignons, ce composé a montres une performance impressionnante. A
une concentration de 200ug/ml, il inhibe de manier significative la croissance de divers
champignons phytopathogénes, avec des niveaux d’inhibitions de 94,5% pour Fusarium

moniliforme, 92,1% pour Harpophora oryzae et 100% pour Rhizoctonia salani.

L’acétate d’eugényle se démarque aussi par une puissante activité antioxydant. Il
posseéde une capacité remarquable a neutraliser les radicaux libres, affichant une activité de
piégeage de 90,30% pour le radical DPPH a une concentration de 35ug/ml et de 89,30% pour
le radical NO a 60ug/ml. En plus, il exerce également une fonction antifongique sur les
espéces du genre Candida, notamment en bloquant la formation de biofilms, ce qui accentue
son intérét d’un point de vue thérapeutique. Par ailleurs, de nombreuses recherches ont mis en
évidence une toxicité biologique a certaines doses. Il a montré une efficacité particulierement
marquée contre les acariens responsables de la gale humaine, ainsi que contre Artemia Salina,
ou une mortalité de 100% a été constatée a une concentration de 0,3ug/ml. Ces observations
laissent penser & un potentiel effet toxique sur d’autres organismes, en particulier les larves
d’insectes transmetteurs de maladies. Effectivement, I’acétate d’eugényle affiche une activité
larvicide significative contre Aedes aegypti, avec une CL50 estimée a 0,1mg/ml. Son mode
d’action serait principalement lie a une interférence avec le systtme octopaminergique des
insectes. Compte tenu de son éventail de priorités biologiques, notamment antioxydants,
antimicrobiennes, antifongique, antitumorales et larvicides, ce composé attire un intérét
croissant pour des usages dans les secteurs agroalimentaires, pharmaceutiques et cosmétiques
(Lifidn-Atero et al., 2021).

11.3- Techniques d’extraction des huiles essentielles

En fonction de I'origine végétale ainsi que des parameétres opératoires appliqués,
divers procédés d’extraction peuvent étre mis en ceuvre afin d’isoler les huiles essentielles a
partir des différentes parties des plantes. Par ailleurs, le recours a des techniques d’extraction
inadaptées est susceptible d’altérer significativement la bioactivité ainsi que les propriétés

intrinséques des huiles essentielles. De ce fait, le choix et la maitrise des procéder d’extraction
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constituent des étapes déterminantes dans le contréle de la qualité, dans la mesure ou ils
peuvent influencer directement la préservation des activités biologiques et des caractéristiques
naturelles des extraits obtenus (Razola-Diaz et al., 2021). Parmi les méthodes les plus
utilisées, la distillation, la technique de référence pour 1’extraction des huiles essentielles

notamment 1’huile du clou de girofle (Nabi et al., 2025).
1. Distillation

La distillation est une technique de séparation et d’extraction qui repose sur la
vaporisation d’un liquide suivie de sa condensation afin de récupérer les fractions liquides
correspondantes (Mnayer 2014). Dans le cas des huiles essentielles, elle consiste a chauffer le
matériel végétal, placé dans un alambic ou un ballon de laboratoire, en présence d’eau, de
vapeur d’eau ou d’un mélange des deux, permettant ainsi 1’entralnement des composés
volatils (Gramegn Morchio, 2004). Il existe deux principales méthodes reposant sur le
principe de la distillation : ’hydrodistillation (distillation en présence d’cau), (Figure 13) et la

distillation a la vapeur d’eau (Figure 12), également appelée vapo-hydrodistillation.
s L’entrainement a la vapeur d’eau

L’entrainement a la vapeur d’eau constitue 1’'une des méthodes traditionnelles les plus
utilisées pour I’extraction des huiles essentielles. Il est généralement réalisé a 1’aide d’un appareil
de distillation, tel que I’alambic. Contrairement a I’hydrodistillation, la matiere végétale n’est pas
immergée dans ’eau ; elle est placée sur un support perforé situ¢ au-dessus du niveau de I’eau, de

facon a étre uniquement traversée par la vapeur générée (Mnayer, 2014).

Le procédé repose sur la production de vapeur d’eau sous I’effet de la chaleur. Cette
vapeur traverse les tissus végétaux et entraine la libération des composés aromatiques
volatiles contenus dans les structures cellulaires. Le mélange gazeux formé, constitué de
vapeur d’eau et de substances volatiles, est ensuite acheminé vers un systeme de condensation
ou il est refroidi, permettant sa liquéfaction (Benjilali Bachir, 2006). Cette technique présente
I’avantage de réduire les risques d’altération thermique et d’hydrolyse des composés
sensibles, en raison de 1’absence de contact direct entre I’eau bouillante et la matiére végétale

(Benjilali Bachir, 2006), (figure 12).
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Figure 12 : Méthode d’entrainement a la vapeur (Richard, 1992).
¢ Hydrodistillation

L’huile essentielle du clou de girofle a été extraite par hydrodistillation a 1’aide d’un
dispositif de type Clevenger, conformément aux recommandations de la Pharmacopée
Européenne (2005). Dans un premier temps, le matériel végétal a été introduit dans un ballon
de distillation avec une quantité adéquate d’eau, puis porté a ébullition au moyen d’un
chauffe-ballon. Sous D’effet de la chaleur, les structures cellulaires se désorganisent,
permettant la libération des composés aromatiques volatils, lesquels sont entrainés par la
vapeur d’eau vers un systéme de condensation. Le mélange vapeur-huile est ensuite liquéfié
dans un réfrigérant, donnant lieu a un distillat biphasique. Ce dernier est récupéré puis
transféré dans une ampoule a décanter, ou, apres agitation et dégazage, une séparation nette
s’opere entre la phase aqueuse et la phase organique correspondant a I’huile essentielle. Celle-
ci est isolée, son volume mesuré¢ a 1’aide d’une verrerie graduée, puis conservée dans un
flacon en verre stérile, hermétiquement fermé et a 1’abri de la lumiére et de I’air afin de
préserver ses propriétés. Enfin, le rendement d’extraction est déterminé en rapportant la masse
d’huile essentielle obtenue a celle de la matiere végétale initiale, et exprimé en pourcentage

(AFNOR, 1986), (figure 13).
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Figure 13 : Schéma d’un montage d’hydrodistillation (Lucchesi et al., 2005).
11.4- Vertus d’huile essentielle du clou de girofle (Syzygium aromaticum)

Les diverses composantes de Syzygium aromaticum, ainsi que son huile essentielle,
démontrent un large spectre d’activités pharmacologiques. De nombreuses études ont
confirmé que cette espéce représente une source abondante en composés bioactifs,
responsables de ses multiples bienfaits thérapeutiques. Parmi ces activités, on reléve
notamment des propriétés antioxydantes, hypoglycémiantes, antitumorales, antimicrobiennes
et autre, ce qui confére a S. aromaticum une importance significative dans les secteurs

pharmaceutique et médical (Xue et al., 2023).
4.1- Activité antibactérienne

L'emploi abusif des antibiotiques a large spectre a entrainé l'apparition graduelle de
résistances bactériennes, un probleme majeur de santé publique actuel. Dans ce cadre, les
plantes aromatiques abondant en huiles essentielles, telles que Syzygium aromaticum,
apparaissent comme une source potentielle d'antibactériens d'origine naturelle (Cui et al.,
2020). L'huile essentielle du clou de girofle se révéle particulierement efficace a large spectre,
ciblant des bactéries Gram positif et Gram négatif, dont Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus et Listeria monocytogenes, y
compris les souches multirésistantes et productrices de p-lactamases (Faujdar et al., 2020).
Elle démontre aussi une action contre des pathogeénes prioritaires comme Acinetobacter

baumannii (Vazquez-Ucha et al., 2020).
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Des investigations expérimentales ont validé I'activité inhibitrice marquée de divers
extraits du clou de girofle, dont l'intensité varie selon les souches et les doses appliquées, avec
une susceptibilité accrue chez les bactéries Gram positif, notamment Staphylococcus aureus
(Salisu et al., 2021). Neanmoins, les bactéries Gram négatif affichent une sensibilité réduite,
due a leur membrane externe abondante en lipopolysaccharides qui entrave la diffusion des
molécules actives (Teles et al., 2021). Malgré cela, I'huile essentielle maintient une puissance
bactéricide significative, méme face a des variations environnementales comme la température

ou la présence de matiere organique, méme si son efficacité puisse étre modérément atténuee.

Du point de vue des mécanismes, I'action antibactérienne de S. aromaticum s'explique
avant tout par I'eugénol, son composant phénolique prédominant, complété par l'acétate
d'eugénol et d'autres phenols (El Kahkahi et al., 2025), (figure 14).

L'activité antibactérienne de I'huile essentielle dépend aussi de paramétres externes tels
que la température, le pH et la nature du milieu. Une élévation de température peut amplifier
son effet en favorisant la perméabilitt membranaire bactérienne, bien que la matiére

organique puisse en partie la compromettre.

En somme, l'efficacité antibactérienne de Syzygium aromaticum repose sur une action
pluri-modale, incluant la disruption membranaire, l'altération des processus métaboliques
cruciaux et la suppression des mécanismes de virulence, expliquant son large spectre d'activité

contre des bactéries, y compris résistantes (Xue et al., 2022).
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Figure 14 : Mécanisme d’action de ’activité antibactérienne (Xue et al., 2021).
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4.2- Activité antifongique

L'huile essentielle du clou de girofle révéle une activité antifongique marquée a large
spectre, efficace contre divers champignons pathogénes tels que Trichophyton rubrum,
Microsporum canis, Trichophyton mentagrophytes, Fusarium oxysporum, Epidermophyton
floccosum, Mucor pusillus et Candida guilliermondii, ainsi que contre plusieurs especes du

genre Aspergillus (Olorundare et al., 2024).

Son efficacité a été validée dans des modeles expérimentaux, particulierement contre
les infections candidosiques. L'eugénol, constituant majeur de cette huile essentielle,
démontre une action antifongique significative, notamment vis-a-vis de Candida albicans, en
entravant les phases initiales d'adhésion fongique et soulignant ainsi son potentiel

thérapeutique dans la prise en charge des mycoses.

Par ailleurs, cette propriété antifongique s'appuie sur une perturbation de la membrane
cellulaire fongique, induite principalement par l'inhibition de la biosynthese de I'ergostérol,
compromettant ainsi l'intégrité et les fonctions membranaires (El Kahkahi et al., 2025).

4.3- Activité antioxydante

L'huile essentielle du Syzygium aromaticum (clou de girofle) se caractérise par une
puissante activité antioxydante, attribuée essentiellement a sa forte teneur en composés
phénoliques, principalement I'eugénol, ainsi qu'a la présence d'autres constituants actifs tels que le
B-caryophylléne (Xue et al., 2022). Ces molécules conferent a la plante une capacité notable a
protéger les cellules contre les lésions induites par les espéces réactives de I'oxygene (ERO),

impliquées dans le stress oxydatif et I'étiologie de diverses pathologies (Abdelmuhsin, 2025).

Du point de vue mécanistique, I'eugénol agit comme un donneur d'électrons efficace grace
a son groupement hydroxyle phénolique, permettant la neutralisation directe des radicaux libres et
I'interruption des chaines d'oxydation (figure 15). De plus, il atténue le stress oxydatif en inhibant
la genese des ERO et en potentialisant les systemes de défense antioxydants endogenes,
notamment par l'activation d'enzymes clés telles que la superoxyde dismutase (SOD) et la
glutathion-S-transférase (GST). Par ailleurs, il empéche la peroxydation lipidique, préservant ainsi
l'intégrité des membranes cellulaires et des macromolécules biologiques essentielles, incluant
I'ADN et les protéines (Xue et al., 2022).
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Les propriétés antioxydantes du clou de girofle ont été validées expérimentalement par
différentes approches analytiques. Abdelmuhsin (2025) a évalué cette activité en déterminant
la teneur en composés phénoliques totaux (méthode de Folin-Ciocalteu) et en flavonoides
(méthode au chlorure d’aluminium), complétée par des tests de piégeage des radicaux libres
tels que DPPH et ABTS. Les résultats obtenus ont mis en évidence une capacité significative
des extraits a neutraliser les radicaux libres, confirmant une corrélation étroite entre cette

activité et leur richesse en composés phénoliques et flavonoides.
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Figure 15 : Mécanisme d'action de I'activité antioxydante (Xue et al., 2022).

4.4- Activité antivirale

Les métabolites d'origine végétale représentent une source privilégiée de molécules
bioactives susceptibles d'inhiber et de maitriser les infections virales. Dans cette optique,
Syzygium aromaticum se singularise par la présence de composés actifs, notamment I'eugénol et
I'eugénine, dotés d'une activité antivirale significative. L'eugénine, isolée des extraits du clou de
girofle, a fait preuve d'une efficacité remarquable contre diverses souches du virus herpétique
ainsi que contre le virus de I'népatite C. Son mécanisme d'action repose sur l'inhibition de 'ADN

polymeérase virale, entrainant un blocage de la réplication virale (Kiki, 2023).

Par ailleurs, les extraits aqueux du clou de girofle ont démontré une activité antivirale face
au virus herpes simplex de type 1 (HSV-1) et au virus de la grippe A. Ces effets sont renforcés lors
de I'association avec des antiviraux conventionnels, tels que l'aciclovir (El-Saber Batiha et al.,
2020). De plus, une activité antivirale dépendante de la dose a été mise en évidence contre le
calicivirus félin, modele du norovirus humain (Aboubakr et al., 2016), suggérant une action

synergique entre I'eugénol et d'autres constituants végétaux (Panday et al., 2022).
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D'autres recherches ont également souligné le potentiel antiviral de I'eugénol et de ses
dérivés contre des virus émergents et réémergents, incluant le virus Ebola, le virus du Nil
occidental et plusieurs flavivirus, tels que les virus Zika, de la fiévre jaune et de la dengue
(Kiki, 2023). Outre cela, l'eugénol et I'eugénine ont exhibé une inhibition marquée du virus

herpés simplex a de faibles concentrations, de I'ordre de 10 ug/mL.

En somme, l'activité antivirale du clou de girofle s'explique principalement par
I'inhibition de la réplication virale et par des effets synergiques entre ses divers constituants
bioactifs, ce qui en fait une source prometteuse d'agents antiviraux d'origine naturelle (Gloria,
2022).

4.5- Activité anticancéreuse

L'huile essentielle de Syzygium aromaticum suscite un intérét scientifique croissant en
tant qu'agent anticancéreux potentiel, en raison de sa teneur élevée en composés bioactifs,
principalement I'eugénol. Face aux limitations des thérapies conventionnelles, notamment leur
toxicité systémique et I'émergence de résistances, cette huile essentielle représente une

alternative thérapeutique naturelle prometteuse (El Kahkahi et al.,2025).

Multiples études ont démontré son activité cytotoxique sur diverses lignées cellulaires
tumorales, en particulier les cellules d'adénocarcinome mammaire MCF-7, avec un effet
inhibiteur dépendant de la dose et de la durée d'exposition (Amur et al., 2024). Par ailleurs,
I'nuile essentielle de clou de girofle a montré un potentiel anticarcinogene significatif, assuré par
I'eugénol, qui possede des propriétés antiprolifératives et antimétastatiques contre les cellules de
cancer du sein, y compris les sous-types triple négatif et HER2-positif. Ces effets sont corrélés a
une up-régulation de I'expression de génes pro-apoptotiques, notamment les caspases 3, et 9,

favorisant ainsi l'apoptose des cellules cancéreuses (El Kahkahi et al., 2025).

Sur le plan mécanistique, l'huile essentielle agit principalement par linduction de
I'apoptose via la modulation de protéines régulatrices clés. Elle favorise I'expression de protéines
pro-apoptotiques telles que Bax, p53 et les caspases, tout en down-régulant les protéines anti-
apoptotiques comme Bcl-2, activant ainsi la voie mitochondriale de la mort cellulaire
programmee (figure 16). De plus, elle interfére avec des voies de signalisation cruciales a la survie
et a la prolifération tumorale, notamment la voie PI3K/Akt/mTOR, contribuant a I'inhibition de la

croissance cellulaire et a I'induction de I'apoptose (Xue et al., 2022).
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L'eugénol peut également exercer un effet synergique avec certains agents
chimiothérapeutiques. L'association de I'eugénol au 5-fluorouracile a ainsi démontré une
cytotoxicité accrue contre les cellules HeLa, avec une induction renforcée de I'apoptose, suggérant
un role potentialisateur intéressant dans les strategies thérapeutiques combinées (El Kahkahi et al.,
2025).

En outre, I'huile essentielle du clou de girofle peut induire un stress oxydatif sélectif
dans les cellules tumorales, entrainant des dommages a I'ADN et l'activation de voies de
signalisation telles que p38MAPK, JNK et ERK1/2. Elle agit également sur le cycle cellulaire
en provoquant un arrét en phase GO/G1 et en inhibant des facteurs de prolifération tumorale
tels que COX-2 et c-Myc.

En somme, I'activité anticancéreuse de I'huile essentielle du clou de girofle repose sur
un mécanisme multifactoriel impliquant I'inhibition de la prolifération cellulaire, I'induction
de I'apoptose, la modulation de voies de signalisation oncogéniques et des effets synergiques
avec certains agents chimiothérapeutiques, consolidant ainsi son potentiel en tant qu'agent

thérapeutique naturel en oncologie (Xue et al., 2022).
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Figure 16 : Mécanisme d'action de I'activité antitumorale (Xue et al., 2022).

4.6- Activité Anti-inflammatoire

L’activit¢ anti-inflammatoire de 1’eugénol, principal composé de Syzygium
aromaticum, a été évaluée a I’aide du mode¢le d’cedéme de la patte induit par la carraghénine
chez la souris. Les résultats ont montré que le traitement par 1’eugénol entraine une réduction

significative du gonflement, avec une inhibition de 51,8 %, comparativement a 73,5 % pour
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I’indométhacine utilisée comme référence, ce qui suggere un potentiel anti-inflammatoire de

ce composé naturel (Rasool et al., 2025).

Cette activité pourrait étre liée a la capacité de 1’eugénol a moduler les médiateurs
impliqués dans la réponse inflammatoire, notamment la cyclooxygénase-2 (COX-2) et la
lipoxygénase (LOX), qui jouent un role essentiel dans la synthese des médiateurs pro-
inflammatoires (Sugihartini et al., 2020). En effet, le modele de la carraghénine étant
caractérisé par une phase dépendante de la libération de prostaglandines, la diminution de
I’cedéme observée (Rasool et al., 2025) suggére que I’eugénol agit en modulant la production
ou la libération de ces médiateurs (Sugihartini et al., 2020), contribuant ainsi a 1’atténuation

de la réponse inflammatoire aigué (Rasool et al., 2025).
4.7- Activités acaricides

L’huile essentielle de Syzygium aromaticum a montré une activité in vitro tres
importante contre Sarcoptes scabiei, y compris les souches résistantes a la perméthrine, ainsi
que contre des acariens sensibles. Une mortalité rapide a été observée a une concentration de
(1,56 %) en environ 25 minutes. Dans d’autres essais, des acariens issus de porcs infectés
expérimentalement ont été éliminés en pres de 20 minutes lors d’un test de contact réalisé a (1

%), ce qui a conduit a son utilisation comme témoin positif dans certaines études.

Par ailleurs, I’eugénol, principal constituant de cette huile essentielle, a également été
étudi¢ de maniere isolée. Il a montré une inhibition de I’activité du complexe I de la chaine
respiratoire mitochondriale avec un taux de 60,26 % a une concentration de 100 pg/mL, ce qui
traduit un effet important sur le métabolisme énergétique des acariens. L’eugénol a présenté une
activité ovicide contre Sarcoptes scabiei, avec une inhibition de 50 % de 1’éclosion des ceufs
(CE50 a 0,65 %). Dans des essais de contact direct, une concentration de 1 % a entraine la mort
des acariens en environ 5 minutes. Par ailleurs, des tests réalisés sous forme volatile ont
¢galement montré des effets acaricides, confirmant 1’activité biologique de ce composé. En
outre, 1’eugénol exerce une action sur le développement des ceufs de Sarcoptes scabiei, avec une
CES0 de 0,9 %, en pénétrant leur enveloppe et en limitant leur capacité de développement.
Toutefois, malgré cette efficacité, son utilisation locale doit étre limitée a de faibles

concentrations afin d’éviter des réactions cutanées indésirables (Simona et Francesca, 2022).
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4.8- Anti-obésité

Le surpoids et I’obésité constitue un enjeu majeur de santé publique, rendant
nécessaire 1’étude des mécanismes impliquées dans 1’accumulation lipidique afin de
développer des nouvelles approches thérapeutiques. Dans ce contexte, I’eugénol est un
composé phenolique volatil majoritairement présent dans huile essentiel du clou de girofle,
auquel sont attribuées plusieurs propriétés pharmacologiques. Toutefois, ses effets potentiels
sur I’obésité ainsi que les mécanismes moléculaires impliqués restent encore insuffisamment
¢lucidés. Cette étude s’est intéressée au role du facteur de transcription ATF3 (Activating
Transcription Factor3) dans le processus d’adipogenese. L’analyse des génes différentiellement
exprimés a été réalisée a partir des bases de données publiques (GEO : GSE112999,
GSE112740 et GSE48964), issues de modeéles de régime riche en graisses et de sujet obeses,
puis validées par qRT-PCR et Westen blot. Par ailleurs, la formation des gouttelettes
lipidiques dans les adipocytes 3T3-L1 (sont un modele cellulaire tres utilisé en laboratoire
pour étudier I’obésité et le métabolisme des lipides) a été évaluée par coloration au Rouge Oil
O. les résultats ont montré une surexpression d’ATF3 dans le tissu adipeux de souris obéses
ainsi que chez des patients en surpoids. L’inhibition d’ATF3 favorise 1’accumulation
lipidique, I’augmentation des marqueurs adipocytaires (Fabp4 et PPARYy) ainsi qu’une
¢lévation des triglycérides intracellulaires via 1’activation de la voie de signalisation
PI3K/AKT. En revanche, I’eugénol augmente I’expression d’ATF3, entrainant une inhibition
de la différenciation adipocytaire et une réduction de 1’accumulation lipidique. Ainsi, la
modulation d’ATF3 par 1’eugénol pourrait représenter une voie thérapeutique prometteuse

dans la prise en charge de 1’obésité (Pei-pei Gu et al., 2025).
4.9- Activité insecticide

L’usage d’huile essentielle dérivees de plantes medicinales ciblées constitue une
option prometteuse face aux insectes chimiques, qui sont souvent associer a des impacts

négatifs sur la santé des consommateurs ainsi que I’environnement (Ruchuon wanna et al.,

2025).

Alors, I’huile essentielle du Syzygium aromaticum présente une activité insecticide
significative contre plusieurs insectes ravageurs des denrées stockées, notamment
Callosobruchus maculatus. Ces insectes sont responsables de pertes économiques importantes,
le poids et la valeur commerciale des produits alimentaires telle que les céréales et les

légumineuses. L efficacité insecticide de cette huile essentielle a été évaluée a travers des tests
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de contact et de fumigation, montrant une augmentation du taux de mortalité en fonction de la
concentration appliquée. Cette activité pourrait étre liée a la richesse de I’huile en composés
bioactifs, notamment 1’eugénol. Ainsi, I’huile essentielle du clou de girofle apparait comme
une alternative naturelle prometteuse aux insecticides chimiques pour la protection des

produits stockés (Otmane Zouirech et al., 2022).
I1.5- Toxicité de I’huile du clou de girofle

L’huile essentielle du clou de girofle, bien qu’elle offre de nombreux bienfaits, reste
une substance dotée d’un potentiel toxique non négligeable, directement lié a la dose et aux

conditions d’exposition.

Tres riche en eugénol, elle est géneralement considérée comme slre a faibles
concentrations, notamment en usage topique ou dans des préparations phytothérapeutiques, sans
association clairement établie avec une atteinte hépatique a ce niveau. En revanche, a fortes doses,
I’eugénol agit comme une cytotoxine directe, provoquant une toxicité dose-dépendante pouvant
entrainer des lésions hépatiques et rénales aigués séveres. Les données toxicologiques, issues
principalement d’études expérimentales animales, décrivent des manifestations cliniques variées,
telles que des troubles neurologiques, digestifs et cardiovasculaires pouvant évoluer vers un

collapsus.

Chez I’homme, des cas d’intoxication aigué ont €té rapportés, notamment chez
I’enfant apres ingestion accidentelle d’huile essentielle, se manifestant par une dépression du
systéeme nerveux central, une acidose métabolique, une hypoglycémie sévere, des troubles de
la coagulation, une atteinte hépatique et, parfois, une atteinte rénale transitoire. L’usage abusif
du clou de girofle peut devenir toxique, de grandes quantités devant étre évitées en particulier
pendant la grossesse, chez les personnes souffrant d’ulceres gastriques ou de syndrome du

cblon irritable, ainsi que chez les enfants.

Appliquée sur la peau ou les muqueuses, I’huile essentielle peut provoquer irritations,
dermatites de contact, réactions allergiques et, en application externe, un effet potentiellement
dermo-caustique ; par voie interne, elle se révéle neurotoxique a trés forte dose (Alastair Burt,
2023). Elle est donc contre-indiquée chez les femmes enceintes ou allaitantes, chez I’enfant,
chez les sujets allergiques ou ayant une fragilité cutanée, son utilisation doit rester prudente,

encadrée et strictement conforme aux doses recommandées (Aouadhi, 2010).
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11.6- Conservation d’huile essentielle

A T’issue du processus de distillation, I’huile essentielle obtenue est généralement
soumise & une étape de filtration, puis conservée dans des récipients hermétiques afin de
limiter toute altération (Pibri, 2006). En raison de le nature chimique des composés qu’elle
renferme, une huile essentielle se caractérise par une certaine instabilité, ce qui impose
I’application de conditions de conservation rigoureuses. Il est recommandé de laisser reposer
I’huile pendant une période minimale d’un mois avant son utilisation, afin de favoriser sa
stabilisation (Pibri, 2006). Par ailleurs, pour préserver ses propriétés physicochimiques et
biologiques, le conditionnement doit étre réalisé dans des flacons en verre opaque,
généralement de couleur brune ou bleue. Ce type de contenant permet de réduire 1’exposition
a la lumiére ainsi qu’a I’oxygene, deux facteurs susceptibles d’altérer la qualité de 1’huile
essentielle. En revanche, I’emploi de contenants en plastique est fortement déconseillé, en
raison de risque d’interaction ou d’incompatibilités avec certains constituants des huiles

essentielles, pouvant entrainer leur dégradation (Bourekba et lamri, 2020).
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I11.1- Cadre d’étude

Notre étude expérimentale a été réalisée au sein du laboratoire de microbiologie de
I'universit¢ Mouloud MAMMERI de Tizi-Ouzou, Faculté des Sciences Biologiques et des
Sciences Agronomiques Département de Biochimie et Microbiologie. Elle vise a évaluer I’activité
antibactérienne de I’huile essentielle de Syzygium aromaticum. Cette huile provient d’un

laboratoire spécialisé dans les huiles essentielles et elle est pure & 100 pour cent.
I11.2- Matériels de laboratoire

Tableau 1V : Matériels et produits utilisés dans le teste antibactérien.

Matériels

Produits

Tube a essai stérile.
Disque de papier wattman
(diamétre=6mm).
Bain-marie.

Incubateur réglé a 37C-.

Réfrigérateur pour la conservation
des cultures.

Pipettes pasteur.
Boites de pétris.
Ecouvillons stériles.
Les Eppendorf.
Pince métallique.
Lames et lamelles
Tubes coniques
Pince en bois.
Microscope optique.
Bec bunsen.
Micropipette 10ul, 2000pul.
Les embouts.

Une loupe.
Spectrophotomeétre.

Gélose Hektoen.
Gélose Mueller Hinton.
Gélose Chapman.

Bouillon nutritive de type BHIB
(Brain Heart Infusion Borth).

L’cau distillée stérile.
L’eau physiologique.

Les antibiotiques (pénicilline,
gentamicine, céfotaxime,
ampicilline).

Ethanol.

Violet de gentiane.
Lugol.

Fuchsine.

Le DMSO.

Teste oxydase.
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% Matériels biologiques

Le matériel biologique utilisé dans le cadre de cette étude est constitué de trois souches
bactériennes, a savoir Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus. Ces
microorganismes ont été obtenus aupres du laboratoire de microbiologie de 1’Université Mouloud
Mammeri de Tizi-Ouzou, ou ils ont été préalablement isolés, identifiés et conservés dans des

conditions adéquates afin de garantir leur viabilité et leur pureté lors des expérimentations.
+ Staphylococcus aureus (ATCC 25923) :

Staphylococcus aureus ou staphylocoque doré est une bactérie Gram-positive, de forme
sphérique (coques) en amas, frequemment présente sur la peau et dans le nez de 20-30% des
humains. Bien que souvent inoffensive (commensale), elle est un pathogéne opportuniste
majeur pouvant causer des infections cutanées, des intoxications alimentaires et des infections

graves (pneumonie, endocardite).
+ Escherichia coli (ATCC 25922) :

Est une bactérie en forme de batonnet, Gram négatif, naturellement présente dans le
microbiote intestinal de I'hnomme et des animaux a sang chaud. Si la plupart des souches sont
inoffensives et jouent un réle bénéfique, certaines sont pathogenes et provoquent des infections
intestinales (diarrhées, SHU) ou urinaires.

+ Pseudomonas aeroginosa (ATCC 27853) :

Souvent appelé bacille pyocyanique, est une bactérie opportuniste a Gram négatif,
ubiquitaire (présente dans I'eau, le sol, les milieux humides). Connu pour sa multirésistance aux
antibiotiques et sa formation de biofilms, il est un agent majeur d'infections nosocomiales,

ciblant surtout les personnes immunodéprimées ou atteintes de mucoviscidose.
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111.3- Méthodes

«* Milieux de culture

Trois milieux de culture ont été utilisés dans cette étude : la gélose Mueller-Hinton
(MH), la gélose Hektoen ainsi que la gélose Chapman. Ces différents milieux ont été chauffés

au bain-marie a 100 °C jusqu’a la fusion compléte.

Aprés liquéfaction, nous avons coulé aseptiquement les milieux dans des boites de
Pétri stériles a proximité d’un bec Bunsen afin de maintenir des conditions stériles. Les boites
ont ensuite été laissées a température ambiante pendant environ 10 minutes afin de permettre
la solidification des milieux. Une fois gélifiées, les boites ont été emballées dans du papier

cellophane et conservées au réfrigérateur jusqu’a leur utilisation (Annex 01).

+» Revivification des souches bactériennes

La revivification des souches a été réalisée en introduisant chacune d’elles dans 9 mL
de bouillon Brain Heart Infusion Broth (BHIB) et incubée a 37 °C pendant 24 heures.

Figure 17 : Revivification des souches bactériennes.
s Ensemencement des milieux de culture
La souche Escherichia coli a été ensemencée sur gélose Hektoen, milieu sélectif

permettant 1’isolement des entérobactéries, Staphylococcus aureus a été ensemencee sur gélose

Chapman et Pseudomonas aeruginosa sur gélose Mueller-Hinton (MH).

Les boites ensemencées ont ensuite ¢té incubées a 37 °C pendant 24 heures afin d’obtenir

des colonies bactériennes bien isolées et pures.
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¢ Test de confirmation par la coloration de Gram

Afin de Vérifier la pureté des souches bactériennes obtenues, nous avons réalisé une

coloration de Gram sur les colonies isolées.

La coloration de Gram a été effectuée selon les étapes suivantes :

Application du violet de gentiane phéniqué pendant 1 minute, permettant la coloration

de I’ensemble des bactéries en violet.
Ringage a I’eau du robinet.

Mordangage a 1’aide d’une solution de Lugol pendant 1 minute afin de renforcer la

fixation du colorant primaire.
Ringage a I’eau.

Décoloration a 1’alcool pendant environ 10 secondes, suivie d’un ringage immédiat a

I’eau afin d’arréter ’action du décolorant.

Coloration par la fuchsine pendant 1 minute, permettant de colorer les bactéries

décolorées.

Ringage final a 1’eau du robinet puis séchage de la lame entre deux feuilles de papier

absorbant.

Apres observation au microscope optique au grossissement (x100), les bactéries Gram

positives apparaissent colorées en violet, tandis que les bactéries Gram négatives apparaissent

en rose.
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Figure 18 : Les différentes étapes de la coloration de Gram.

% Test d’oxydase

Le test de ’oxydase afin d’identifier Pseudomonas aeruginosa et de la différencier des

autres bactéries a Gram négatif. Le test a été réalisé comme suite :

- Déposer et bien étaler quelques colonies de Pseudomonas aerogenosa, dans une goutte

d’eau distillée placée sur une lame ;

- A I’aide d’une pipette Pasteur quelque goute de cette suspension bactérienne a été

¢talée sur un disque imprégner d’oxydase.

- L’apparition rapide d’une coloration violette a bleu foncé indique une réaction positive

au test de I’oxydase (Annex 02).

1. Préparation de I’antibiogramme

L’antibiogramme est une technique d’analyse microbiologique réalisée in vitro, qui
permet d’évaluer la sensibilité d’une bactérie vis-a-vis de différents antibiotiques, dans le but

d’orienter le choix d’un traitement anti-infectieux approprié (Benouda et Tagajdid, 2008).
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Le principe de cette méthode repose sur 1’observation de la croissance bactérienne en
présence d’antibiotiques diffusés dans un milieu gélosé, le plus souvent sous forme de disques
imprégnés. Elle permet de mesurer I’inhibition de la croissance et de classer les souches
bactériennes en trois catégories : sensibles, intermédiaires ou résistantes. Ainsi, 1’antibiogramme
représente un outil indispensable pour guider 1’antibiothérapie et surveiller 1’évolution de la

résistance bactérienne aux antibiotiques (EUCAST, 2018).

+* Protocole

- Des suspensions bactériennes ont été préparées a partir des souches choisies.

- Par la suite, la densité optique (DO) de chaque suspension a été mesurée a I’aide d’un
spectrophotométre, permettant d’estimer la charge bactérienne, laquelle devait étre
comprise entre 0,08 et 0,1. Les résultats obtenus étaient les suivants : Escherichia coli

(0,09), Pseudomonas aeruginosa (0,1) et Staphylococcus aureus (0,1).

- Un volume de chague suspension a été étalé sur gélose Mueller-Hinton a 1’aide d’un

écouvillon stérile.

- Ensuite, les disques d’antibiotiques ont été¢ déposés délicatement sur la gélose a 1’aide

d’une pince métallique stérile (figure 19, figure 20, 21).

- Enfin, un témoin négatif a été utilisé, constitué d’un disque de papier Wattman imbibé

d’eau distillée stérile (10ul).

- La lecture des résultats s’effectue apres incubation des boites de Pétri a 37 °C pendant 24

heures.

- Auterme de cette incubation, les zones d’inhibition sont mesurées a 1’aide d’une regle,

en prenant en compte le diametre du disque d’antibiotique.

- A partir du diamétre des zones d’inhibition, il est possible de déterminer si la bactérie

est sensible, intermédiaire ou résistante a I’antibiotique testé.
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Tableau V : Charge des disques d'antibiotiques utilisés.

Antibiotique Charge du disque
- Pénicilline - 101U
- Céfotaxime - 30 Mg
- Gentamicine - 10ug
- Ampicilline - 10pg

Figure 19 : Test d'antibiotique pour Figure 20 : Test d'antibiotique pour
Pseudomonas aerogenosa. Escherichia coli.

Figure 21 : Test d'antibiotique pour
staphylococcus aureus.

2. Preparation de ’aromatogramme

La technique de l'aromatogramme est couramment utilisée pour évaluer [l'activité
antibactérienne des huiles essentielles. Elle permet d'analyser la sensibilité des différentes espéces
bactériennes face a une huile essentielle particuliére. Cette méthode repose sur l'utilisation de
boites de pétri contenant un milieu gélosé adapté, qui est d'abord solidifié et ensuite inoculé avec
la souche microbienne a tester (Chao et al., 2000). Les tests consistent a placer un disque stérile de
6mm de diamétre, imbibé d'une quantité d'huile essentielle, sur la surface du milieu gélosé
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ensemencé. Aprés une période d'incubation, I'évaluation des résultats se fait par la mesure du

diamétre des zones d'inhibition, exprimé en millimétres (Andrews, 2001).
% Le protocole
+ Préparation des dilutions

A partir de I’huile essentielle (100%) nous avons préparé trois tubes contenants
chacun 1,5ml. Ensuite, chaque fraction de 1,5ml a été répartie en quatre aliquotes d’environ
370ul afin de realiser les différentes dilutions testées, correspondant aux concentration 100%,
50%, 10% et 5%, comme indiqué dans le (tableaux V1), (figure 22).

Figure 22 : Répartition de I'échantillon.

Tableau VI : Différentes concentrations et les dilutions de I'huile essentielle réalisé.

Dilution Concentration Quantité
Huile essentielle pure. 100% S d’hugelvcle;sgntiellewul
Dilution n°1 50% 180ul d’HE + 180 DMSO
Dilution n°2 10% 300ul d’HE + 2700 DMSO
Dilution n°3 5% 300ul d’HE + 5700 DMSO
DMSO pure 100% 370ul du DMSO
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Figure 23 : Différentes dilutions réalisées.

+ Ensemencement des boites et I’aromatogramme
- Préparation des suspensions bactériennes a partir des différentes souches étudiées.

- Standardisation des suspensions bactériennes a I’aide d’un spectrophotomeétre afin

d’obtenir une charge bactérienne adaptée.
- Densités optiques obtenues :
o Escherichia coli : 0,08
o Pseudomonas aeruginosa : 0,08
o Staphylococcus aureus : 0,1
- Ensemencement des boites de gélose MH a I’aide d’un écouvillon stérile.

- Dépot de disques de papier Wattman imbibés de différentes dilutions de I’huile

essentielle sur les boites ensemencées (10ul).
- Répétition de cette opération pour les trois souches bactériennes étudiées.

- Préparation d’un témoin négatif a I'aide d’un disque de papier Wattman imbibé
uniquement de DMSO pur. Laisser les boites au repos pendant environ 10 minutes afin de

favoriser une meilleure diffusion des substances dans le milieu gélosé (figure 24).

41
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- Incubation des boites a 37 °C pendant 24 heures.

- Observation de zones d’inhibition autour des disques de papier Wattman apres incubation,

indiquant 1’effet inhibiteur de I’huile essentielle sur les souches bactériennes testées.

Mesure des diameétres des zones d’inhibition a 1’aide d’une régle afin d’évaluer

I’activité antibactérienne de I’huile essentielle du clou de girofle.

Figure 24 : L'aromatogramme.






Résultats et discussion

IV.1- Revivification des souches bactériennes

L'analyse des résultats obtenus aprés incubation des trois souches bactériennes, a
s'avoir Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa dans le milieu
BHIB, a été realisée par observation directe des tubes de culture (figure 25). Tous les tubes
ont présenté une turbidité notable, reflétant une croissance bactérienne soutenue pour chacune
des souches testées. L'apparition de cette turbidité dans le milieu résulte de la prolifération des
cellules bactériennes en suspension, entrainant une dispersion de la lumiere, ce qui constitue

un indicateur fiable de viabilité et d'activité métabolique.

La présence de ce phénoméne pour I'ensemble des souches suggere que le BHIB fournit
un environnement nutritif adéquat pour leur développement, permettant aux bactéries Gram
négative et aux Gram positives de se développer pleinement. Ces observations confirment

I'efficacité du BHIB comme milieu généraliste pour la culture bactérienne.
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Figure 25 : Croissance bactérienne dans le milieu BHIB aprées
incubation comparée au témoin stérile.

(A) tubes inoculés avec E.coli et S.aureus, (B) tube inoculé avec P. aeruginosa.

Nos résultats sont cohérents avec ceux de Torres et al. 2017, qui ont travaillé sur
I'enrichissement des cultures dans le BHIB. Dans leur étude, ils ont remarqué que ce milieu
favorise une multiplication bactérienne plus rapide, ce qui permet d'avoir une quantité

suffisante de bactéries pour pouvoir les identifier plus facilement et dans un délai plus court.
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IV.2- Repiquage des souches bactériennes

«+ Escherichia coli

L’ensemencement de la souche bactérienne sur le milieu Hektoen a permis d’observer
une croissance bactérienne caractérisée par la présence de colonies bien distinctes, de forme

circulaire, a surface lisse et présentant une coloration orangée a saumonee (figure 26).

L’absence de colonies a centre noir indique I’absence de production de sulfure

d’hydrogéne (H,S).

Cette apparence est typique des bactéries capables de fermenter les sucres contenus
dans ce milieu, notamment le lactose, le saccharose et la salicine. Ainsi, 1’ensemble des
caractéres macroscopiques observés sur le milieu Hektoen oriente fortement 1’identification

vers Escherichia coli.

S
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Figure 26 : E. coli sur milieu Hektoen

Les résultats obtenus sur milieu Hektoen rejoignent ce qui a déja été décrit dans la
littérature. En effet, Blom et al., (1999) ont montré que ce milieu permet a la fois de
sélectionner les bactéries entériques et de les différencier entre elles, grace aux différences

observées dans leur facon de métaboliser les substrats présents dans le milieu.

Aussi ces résultats s’inscrivent dans la méme dynamique que ceux rapportés par
Khalfoune (2014), ayant travaillé sur la résistance aux antibiotiques de plusieurs bactéries
d’intérét clinique, notamment Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus

aureus. Cette étude met en évidence le réle du milieu Hektoen comme un support sélectif et
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différentiel destiné principalement a 1’isolement des bactéries entériques et a la mise en
évidence de la fermentation des sucres. Dans ce sens, nos observations confirment ces données,
en montrant une croissance compatible avec des colonies de type entérique présentant des
caractéristiques morphologiques typiques, ce qui traduit I’efficacit¢ du milieu dans la

différenciation des souches fermentantes.

L’ensemencement de la souche bactérienne sur gélose Mueller-Hinton a révélé une
croissance bactérienne importante aprés incubation. L’observation macroscopique de la boite
montre la présence de colonies bien visibles, réparties le long des stries d’isolement réalisées lors
de I’ensemencement. Les colonies observées présentent une morphologie homogene, de forme
circulaire, a surface lisse, avec un relief légérement convexe et une coloration blanchétre a creme
(figure 27).

La densité bactérienne apparait plus élevée au niveau des premiéres zones
d’ensemencement, puis diminue progressivement dans les zones suivantes, permettant 1’obtention
de colonies isolées. Cette répartition traduit une bonne réalisation de la technique d’épuisement et

facilite I’observation morphologique des colonies.

Les colonies obtenues sont compatibles avec les caractéristiques culturales généralement

décrites pour Escherichia coli sur un milieu non sélectif tel que la gélose Mueller-Hinton.

Par ailleurs, I’obtention de colonies bien individualisées permet d’assurer une meilleure
fiabilité dans les analyses microbiologiques ultérieures, notamment lors de la préparation des

suspensions bactériennes destinées aux essais antibactériens.

Figure 27 : E.coli sur milieu MH.
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+» Staphylococcus aureus

Apres incubation de la boite de Pétri contenant le milieu Chapman ensemencé avec la
souche étudiée, une croissance bactérienne abondante a été observée. Les colonies obtenues
présentent une coloration jaune dorée, de forme circulaire, avec une surface lisse et brillante
(figure 28)

Dans cette culture, le virage de la couleur du milieu vers le jaune autour des colonies
indique une fermentation du mannitol avec production d’acides. La croissance importante
observée confirme également la capacité de cette bactérie a se développer dans un milieu
hypersalé.

Le milieu Chapman, également appelé gélose au mannitol salé, est un milieu sélectif et
différentiel utilisé principalement pour 1’isolement des bactéries du genre Staphylococcus
aureus. Sa forte concentration en chlorure de sodium inhibe la croissance de nombreuses
autres bactéries, tandis que la présence du mannitol et du rouge de phénol permet de mettre en

évidence la fermentation du mannitol.

Cette réaction est caractéristique de Staphylococcus aureus. Ainsi, les caractéres
macroscopiques observés sur la gélose Chapman notamment la croissance abondante, la
pigmentation jaune dorée des colonies et le jaunissement du milieu sont compatibles avec son

identification.

Figure 28 : S. aureus sur milieu Chapman.
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Les résultats obtenus dans cette présente étude, concordent avec ceux rapportés par
Merlino et al, (1996). En effet, la souche étudiée a présenté une bonne croissance sur le milieu
Chapman, accompagnée d’une coloration jaune des colonies et du milieu. Cette réaction
indique une fermentation du mannitol ainsi qu’une capacité de la bactérie a se développer en
milieu fortement salé. Ces caractéristiques orientent vers une identification probable de

Staphylococcus aureus.

Nous résultats concordent aussi avec ceux rapportés par Khalfoune (2014), qui a
travaillé sur la résistance aux antibiotiques de différentes bactéries d’intérét clinique,
notamment Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus. Cette étude
met en évidence que le milieu Chapman constitue un support sélectif et différentiel efficace,
permettant 1’isolement et 1’identification présomptive de Staphylococcus aureus grace a la

fermentation du mannitol.

L’ensemencement de la souche de Staphylococcus aureus sur gélose Mueller-Hinton a
montré une croissance bactérienne importante aprés incubation. L’observation macroscopique
révele la présence de nombreuses colonies bien visibles au niveau des zones de striation. Les
colonies observées sont de petite @ moyenne taille, de forme circulaire, a surface lisse et
brillante, avec un relief Iégerement convexe. Elles présentent une coloration créme a jaunatre,

caractéristique fréquemment observée chez Staphylococcus aureus (figure 29).

La croissance bactérienne est particulierement dense dans les premiéres zones
d’ensemencement, puis devient progressivement moins abondante vers les dernicres stries,

permettant 1’obtention de colonies isolées.

Par ailleurs, 1’absence de colonies présentant des morphologies différentes suggére
I’absence de contamination visible au sein de la culture. La bonne croissance observée
indique également que les conditions expérimentales, notamment I’ensemencement et

I’incubation, ont été correctement réalisées.

Ainsi, la souche étudiée présente une croissance normale et abondante sur gelose
Mueller-Hinton, avec des colonies compatibles avec les caractéristiqgues morphologiques de

Staphylococcus aureus.
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Figure 29 : S.aureus dans le milieu MH.

% Pseudomonas aeruginosa

L’ensemencement de la souche suspectée de Pseudomonas aeruginosa sur gélose
Mueller-Hinton a mis en évidence une croissance bactérienne nette et abondante dans les zones
d’inoculation. A 1’observation macroscopique, les colonies apparaissent petites 4 moyennes,
rondes, lisses, opaques et de couleur blanchatre a créme, avec un aspect globalement homogene
(figure 30). Cette morphologie traduit une bonne capacité de croissance de la souche sur ce milieu
non sélectif et riche.

La présence d’une croissance bien individualisée dans les stries successives montre que
I’isolement a été correctement réalisé. On observe également une densité importante de colonies
dans les premicres zones d’ensemencement, puis une diminution progressive du nombre de

colonies vers les dernieres stries, ce qui confirme ’efficacité de la technique d’isolement.

Par ailleurs, un léger virage de coloration au vert a été observé au niveau du milieu
autour de certaines zones de croissance bactérienne. Cette pigmentation peut étre liée a la
production de pigments diffusibles caractéristiques de Pseudomonas aeruginosa, notamment

la pyocyanine ou la pyoverdine, fréquemment associées a cette espéce bactérienne.
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Ce résultat témoigne d’une bonne croissance de la souche de Pseudomonas aeruginosa
sur gélose Mueller-Hinton, avec des colonies compatibles avec le profil morphologique attendu
pour cette espece. La présence d’une légere pigmentation verdatre renforce également 1’hypothése

de I’appartenance de la souche au genre Pseudomonas.

Figure 30 : P. aeruginosa sur milieu MH.

Nos résultats obtenus sur le milieu Mueller-Hinton sont cohérents avec ceux rapportés par
Ouattara et al, (2013), qui ont observé une diminution du nombre de colonies de Staphylococcus
aureus et Pseudomonas aeruginosa en présence des extraits de feuilles de Morinda morindoides,
indiquant ainsi I’existence d’une croissance bactérienne de base sur le milieu MH avant I’effet
inhibiteur. Ils concordent également avec ceux de Bismail (2017), qui a étudié¢ ’effet de la
concentration de 1’inoculum de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus
aureus sur la zone d’inhibition d’un antibiogramme. Cette concordance confirme ’aptitude du
milieu MH pour I’évaluation de Dactivité antibactérienne des extraits végétaux ainsi que

I’influence de la densité de I’inoculum sur I’efficacité de 1’antibiogramme.

1V.3- Vérification avec la coloration de Gram

La coloration de Gram realisée sur les différentes souches bactériennes a permis de
vérifier leur pureté ainsi que leurs caractéristiques morphologiques. L’observation
microscopique a mis en évidence des cellules bactériennes homogeénes, sans signe de
contamination, confirmant ainsi la pureté des souches utilisées au cours de cette étude. Les
résultats obtenus sont conformes aux caractéristiques propres a chaque espéce bactérienne :
Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa se présentent sous forme de bacilles Gram
négatif colorés en rose, tandis que Staphylococcus aureus apparait sous forme de coques
Gram positif regroupées en amas et colorées en violet comme le montre la (figure 31).
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(C)

Figure 31 : Observation microscopique apres coloration de Gram des différentes
souches bactériennes étudiées, (A) P.aerogenosa, (B) S.aureus, (C) E.coli.

IV.4- L’antibiogramme

Dans le cadre de cette étude, les résultats de I'antibiogramme, réalisé comme témoin
positif dans notre étude, permettent de déterminer quels antibiotiques sont efficaces ou
inefficaces contre les souches bactériennes isolées, fournissant ainsi des informations
essentielles pour le choix de ces derniers les plus appropriés et pour la prévention du
développement de résistances. Conformément aux normes établies par (CLSI), l'interprétation
des résultats a éte réalisée en comparant les diametres des zones d'inhibition aux valeurs seuils
recommandées. Cette méthode permet de classer les souches bactériennes en trois catégories :

sensibles, intermédiaires ou résistantes.
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%+ Escherichia coli

L’analyse des résultats de I’antibiogramme met en évidence des réponses variables de
la souche d’Escherichia coli face aux différents antibiotiques testés. Absence totale de zone
d’inhibition observée avec la pénicilline (0 mm) indique une résistance compléte a cet
antibiotique. L’ampicilline a présenté une zone d’inhibition de 15 mm correspondant a une
sensibilité intermédiaire. La céfotaxime a montré une zone d’inhibition importante de 33 mm,
traduisant une forte sensibilité de la bactérie. La gentamicine a également présenté une bonne
activité antibactérienne avec une zone d’inhibition de 25 mm (figure 32), indiquant une

sensibilité importante d’Escherichia coli a cet antibiotique.

Figure 32 : Résultats d'antibiogramme d'E.coli,

(A)Cefotaxime + Gentamicine, (B) Ampicilline + pénicilline, (C) Penicilline, (D) Ampicilline.

++ Staphylococcus aureus

Pour la souche de Staphylococcus aureus, les résultats montrent une résistance a
I’ensemble des antibiotiques testés malgré la présence de certaines zones d’inhibition. La
pénicilline a donné une zone de 20 mm mais a été interprétée comme résistante selon les
normes utilisées. L’ampicilline a montré une zone d’inhibition de 17 mm également
interprétée comme résistante. La céfotaxime a présenté une faible zone d’inhibition de 12 mm
confirmant la résistance de la souche a cet antibiotique. Concernant la gentamicine, une zone
d’inhibition relativement importante de 28 mm (figure 33) a été observée, indiquant que la

souche était sensible a cet antibiotique.
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Figure 33 : Résultats d'antibiogramme de S.aureus.

% Pseudomonas aeruginosa

Pour la souche de Pseudomonas aeruginosa, les résultats révelent une résistance
marquée a la pénicilline, a ’ampicilline et a la céfotaxime avec une absence totale de zone

d’inhibition.

Cependant, la gentamicine a montré une zone d’inhibition de 26 mm indiquant une

bonne sensibilité de la souche a cet antibiotique (figure 34).

Figure 34 : Résultats d'antibiogramme de P.aeruginosa.

(A) Gentamicine + Penicilline, (B) Ampecilline + Cefotaxime
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% L’analyse comparative de la sensibilité des trois souches bactériennes vis-a-vis

des quatre antibiotiques testés

Des réponses des trois souches bactériennes aux mémes antibiotiques met en évidence des
profils de sensibilité trés différents, reflétant les caractéristiques biologiques et les mécanismes de
résistance spécifiques a chaque espéce. La pénicilline apparait inefficace pour les trois souches, ce
qui est cohérent avec la présence chez Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et
Staphylococcus aureus de mécanismes inactivant les béta-lactamines, tels que la production de
béta-lactamase ou des modifications des cibles enzymatiques, empéchant 1’action de 1’antibiotique
(Bush et al., 2016). Pour I’ampicilline, E.coli présente une résistance intermediaire, tandis que
S.aureus et P.aeruginosa restent pleinement résistants ; cette différence peut s’expliquer par la
combinaison de facteurs tels que la perméabilité de la membrane et I’activité de pompes a efflux
chez P. aeruginosa, et la production de béta-lactamases a large spectre chez S. aureus, alors que
E. coli peut encore laisser passer partiellement ’antibiotique, entrainant une activité partielle.
Concernant la gentamicine, E. coli, P. aeruginosa et S. aureus sont sensibles, ce qui peut refléter
I’efficacité de cet antibiotique a inhiber la synthése protéique bactérienne ainsi que 1’absence ou la
faible expression de mécanismes de résistance spécifiques chez les souches étudiées

(aminoglycosides) (Ramirez et al., 2010).

Enfin, pour le céfotaxime, E. coli reste sensible, alors que S. aureus et P. aeruginosa
sont résistants, soulignant I’importance des différences structurelles entre les bactéries Gram
positives et Gram négatives, ainsi que la capacité de certaines souches a produire des béta-

lactamases étendues ou a limiter la pénétration de I’antibiotique.

Cette comparaison démontre clairement que 1’utilisation d’un méme antibiotique pour
des especes bactériennes différentes peut conduire a des résultats tres variables, et que le
choix thérapeutique doit impérativement tenir compte du profil de sensibilité spécifique a
chaque souche afin d’assurer une efficacité optimale et de limiter le développement de

résistances.
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Les résultats de I’antibiogramme sont représentés dans I’histogramme indiqué dans la

(figure 35).
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Figure 35 : Représentation graphique des résultats de I’antibiogramme effectué sur les
souches bactériennes choisi.

Pen : pénicilline, gent : gentamicine, cefo : céfotaxime, Amp : ampicilline
IV.5- L’aromatogramme

L’activité antibactérienne de I’huile essentiel du clou de girofle évaluée par la méthode
de diffusions sur disques contre 3 souches bactériennes, présente des résultats significatifs,
particulierement sur les bactéries Gram positifs S. aureus, et pour les bactéries a Gram
négatifs telle que P. aeroginosa et E. coli présentent des réponses plus variables, avec des

sensibilités qui se différes d’une concentration a une autre.

Par ailleurs, les zones d’inhibitions obtenues ont été interprétés afin de determiner la

sensibilité ou la résistance des souches en se référant aux normes présentées dans le (tableau VII)

Tableau VII : Sensibilité des differentes souches vis-a-vis des huiles essentielle (Boubrit et
al., 2007).

Le diamétre d’inhibition Sensibilités
<8mm Non sensible
Compris 9-14mm Sensible
Compris 15-19mm Tres sensible
>20mm Extrémement sensible
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+»» Escherichia coli

L’aromatogramme réalisé sur la souche de Escherichia coli a mis en évidence une
activité antibactérienne importante de 1’huile essentielle du clou de girofle. En effet, 1’huile
essentielle pure (100 %) a présenté un diametre d’inhibition de 16 mm, ce qui traduit une tres

forte sensibilité de la souche bactérienne.

Concernant la dilution a 50 %, le diametre d’inhibition a 1égérement diminué¢ pour
atteindre 15 mm, mais la souche est restée tres sensible a cette concentration. Une diminution
progressive de la zone d’inhibition a ensuite été observée avec les autres dilutions, atteignant
11 mm pour la dilution a 10 % et 9 mm pour celle a 5 % (figure 36). Malgreé cette réduction
des diamétres d’inhibition, la souche conserve une sensibilité a toutes les concentrations

testées.

Ces résultats montrent que la sensibilité d’Escherichia coli diminue progressivement
lorsque la concentration de I’huile essentielle diminue. Cette baisse de 1’activité antibactérienne
pourrait étre liée a la réduction de la quantité des composés actifs présents dans 1’huile essentielle,
en particulier I’eugénol, connu pour jouer un role essentiel dans ’activité antimicrobienne du clou

de girofle.

A des concentrations élevées, lorsque I’huile essentielle est pure ou faiblement diluée, la
quantité d’eugénol est suffisante pour perturber la membrane cellulaire bactérienne en
modifiant sa perméabilité, ce qui conduit a I’inhibition de la croissance bactérienne. En
revanche, lorsque I’huile essentielle est diluée, la concentration des composés actifs diminue,
ce qui réduit leur capacité¢ d’action sur les cellules bactériennes. Cette diminution de
I’efficacité peut également étre associée a la structure particuliere de la paroi de Escherichia
coli. En tant que bactérie a Gram negatif, elle posséde une membrane externe riche en
lipopolysaccharides constituant une barriere limitant la pénétration des substances actives.
Ainsi, des quantités plus importantes de composeés actifs de I’huile essentielle sont nécessaires

pour atteindre la cellule bactérienne et exercer une activité antimicrobienne efficace.
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(D) (E)

Figure 36 : Résultats d'aromatogramme d'E.coli.
A)Dilution & 10% (B) DMSO (C) dilution a 50% (D) Résultats globaux de 1’aromatogramme

(E) dilution a 5%.

%+ Staphylococcus aureus

L’aromatogramme réalisé sur la souche de Staphylococcus aureus a révélé une forte
sensibilité de cette bactérie a I’huile essentielle du clou de girofle pour toutes les
concentrations testées. Toutefois, une diminution progressive de 1’activité antibactérienne a
été observée au fur et a mesure de la réduction de la concentration de I’huile essentielle. Ainsi,
la zone d’inhibition était de 20 mm pour I’huile essentielle pure (100 %), 16 mm pour la
concentration & 50 %, 17 mm pour la concentration a 10 % et 15 mm pour celle a 5 % (figure
37). Malgré cette variation des diameétres, la souche conserve une sensibilité importante et

reste toujours tres sensible a I’ensemble des dilutions étudiées.
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Cette diminution peut s’expliquer par la baisse de la quantité du principal composé
actif, I’eugénol, reconnu pour son role essentiel dans I’activité antimicrobienne de cette huile

essentielle.

Cette forte sensibilité pourrait étre liée a la structure de la paroi cellulaire de la bactérie. En
effet, Staphylococcus aureus possede une paroi épaisse riche en peptidoglycane, mais dépourvue
de membrane externe. L.’absence de cette membrane favorise la pénétration des composés actifs
de I’huile essentielle dans la cellule bactérienne, leur permettant d’atteindre plus facilement la

membrane cytoplasmique et d’exercer leur effet antimicrobien.

(E)

Figure 37 : Résultats d'aromatogramme de S.aureus.

(A)résultats globaux de 1’aromatogramme, (B) HE pure 100%, (C) dilution 50%, (D)
dilution 10%, (E) dilution 5%, (F) DMSO.

+ Pseudomonas aeruginosa

L’aromatogramme réalisé sur la souche de Pseudomonas aeruginosa a montré une
variation de la sensibilité bactérienne en fonction des concentrations de 1’huile essentielle du
clou de girofle testées. Les résultats obtenus indiquent que la souche est résistante aux
concentrations les plus élevées, en particulier a I’huile essentielle pure (100 %) avec une zone
d’inhibition de 7 mm, et a la dilution a 50 % avec une zone de 8 mm, traduisant une résistance
a ces deux concentrations. En revanche, une tres forte sensibilité a été observée pour les

dilutions & 10 % avec une zone de 19 mm et a 5 % avec une zone de 18 mm (figure 38).
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Ces résultats suggerent que 1’huile essentielle du clou de girofle parait plus efficace
lorsqu’elle est diluée. Cette efficacité pourrait s’expliquer par une meilleure diffusion des
composés actifs dans le milieu de culture apres dilution, favorisant ainsi leur contact avec les

cellules bactériennes et renforcant leur activité antimicrobienne.

Les observations obtenues mettent également en évidence le potentiel antimicrobien
du clou de girofle, qui possede une activité antibactérienne méme contre Pseudomonas
aeruginosa, une bactérie connue pour sa forte résistance aux agents antimicrobiens. Cette
résistance est principalement liée a la présence d’une membrane externe riche en
lipopolysaccharides, limitant la pénétration des substances actives, ainsi qu’a des systémes

d’efflux capables d’expulser les composés antimicrobiens hors de la cellule bactérienne.

Figure 38 : Résultats d'aromatogramme de P.aeruginosa.

(A)résultats globaux de I’aromatogramme, (B) dilution 100%HE, (C) dilution 50%, (D)
dilution 10%, (E) dilution 5%, (F) DMSO.
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% Analyse comparative de I’effet d’huile essentielle sur les bactéries a Gram

negatif

Bien que Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa soient toutes deux des bactéries
a Gram négatif, les résultats obtenus ont mis en évidence une différence dans leur sensibilité
vis-a-vis de I’huile essentielle du clou de girofle. En effet, Escherichia coli a montré une
sensibilité aux concentrations élevées de I’huile essentielle, méme apreés dilution, alors que
Pseudomonas aeruginosa s’est révélée plus sensible aux faibles concentrations, notamment a
partir de 10 %.

Cette différence de sensibilité pourrait étre liée a plusieurs facteurs spécifiques a
chaque espéce bactérienne, tels que la composition de la membrane externe, les systemes
enzymatiques ainsi que les différents mécanismes de défense. Ces caractéristiques, qui varient
d’une bactérie a une autre, peuvent influencer la pénétration des composés actifs de 1’huile

essentielle et, par conséquent, leur efficacité antimicrobienne.
s DMSO

Le DMSO (diméthylsulfoxyde) est un solvant organique largement utilisé en
microbiologie pour dissoudre les huiles essentielles et faciliter leur diffusion dans le milieu de
culture (Wanigasekara et al., 2021). Dans cette étude, il a été utilisé comme témoin négatif
afin de vérifier ’absence d’une activité antibactérienne propre au solvant. Les résultats
obtenus montrent que le DMSO n’a produit aucune zone d’inhibition vis-a-vis des trois
souches bactériennes étudiées : Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Pseudomonas
aeruginosa. Cette absence d’effet inhibiteur confirme que 1’activité antibactérienne observée

est due uniquement a 1’huile essentielle du clou de girofle et non au solvant utilisé.

Les résultats de I’aromatogramme sont représentés dans 1’histogramme indique dans la

(figure 39).
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Figure 39 : Représentation graphique des résultats de 1’aromatogramme.
E.coli : Escherichia coli, St: Staphylococcus aureus, Ps: Pseudomonas aeruginosa.

H : Huile essentielle (100% pure), D : DMSO (100%).

IV.6- Discussion sur I’aromatogramme

Escherichia coli s'est révélée particulierement sensible a I'huile essentielle du clou de
girofle. Dans le méme sens, Nufiez et Aquino (2012) avaient déja observé une réaction
notable de cette bactérie face a cette huile essentielle. Cette efficacité antibactérienne
s'expliquerait en grande partie par la présence de I'eugénol, le principal composé actif de cette

huile, dont I'action sur la membrane bactérienne entraine sa dégradation (Rhayour, 2016).

Les travaux de Waléria et al. (2024) ont mis en évidence que la souche d'Escherichia
coli présentait un diamétre d'inhibition de 16 mm face a I'huile essentielle de clou de girofle
pure, traduisant ainsi une sensibilité considérable de cette bactérie. Cette constatation
concorde avec nos résultats, pour lesquels E. coli a également démontré une réponse

inhibitrice significative en présence de I'huile essentielle concentrée.

Staphylococcus aureus a également présenté des zones d'inhibition importantes,
témoignant d'une activité antibactérienne notable de I'huile essentielle du clou de girofle. Ces
observations vont dans le méme sens que celles de Kacaniova et al. (2021), qui avaient rapporte
une activité antimicrobienne significative pour cette méme huile. Cependant, les diametres

d'inhibition relevés dans notre étude different de ceux obtenus par ces auteurs. Cet écart pourrait
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étre lie a plusieurs parameétres, notamment les concentrations utilisées, les conditions

expérimentales, ainsi que la variabilité de la sensibilité des souches bactériennes testées.

Les résultats obtenus lors de notre étude rejoignent ceux rapportés par Kacaniova et al.
(2021), qui ont demontré que Staphylococcus aureus présentait une sensibilité élevée a I'huile
essentielle du clou de girofle. Notre étude vient ainsi appuyer ces observations, en confirmant
I'effet inhibiteur de cette huile essentielle sur la méme souche bactérienne. Cette réactivité
accrue pourrait étre liée a la composition de leur paroi cellulaire, dont la perméabilité
faciliterait la pénétration des composés phénoliques. L'eugénol, identifié comme le composé
majoritaire de I'huile essentielle du clou de girofle, serait ainsi le principal responsable de cet

effet antibactérien.

En ce qui concerne Pseudomonas aeruginosa, les travaux de Kacaniova et al. (2021) ont
montré que I'huile essentielle de clou de girofle exercait une action inhibitrice assez faible sur
cette bactérie. Cela s'explique principalement par la structure particuliére de sa paroi, riche en
lipopolysaccharides, qui constitue une barriere efficace contre la pénétration des substances
antimicrobiennes. Dans notre étude, nous avons également constaté une sensibilité irréguliére de
cette souche, avec des résultats qui variaient en fonction des concentrations utilisées. Il est
toutefois intéressant de noter que, P. aeruginosa a présenté un effet inhibiteur plus prononcé aux
faibles concentrations. Ces différences pourraient étre liees & la nature hydrophobe de I'huile
essentielle, aux conditions expérimentales, ou encore aux caractéristiques propres aux souches

testées. Au final, les deux études s'accordent sur l'activité antibactérienne du clou de girofle.

Concernant Pseudomonas aeruginosa, nos résultats sont en accord avec ceux de
Waléria et al. (2024), qui n’ont observé aucune activité antimicrobienne de 1’huile essentielle
pure de clou de girofle sur cette bactérie. De fagon similaire, cette souche a présenté une
résistance marquée a I’huile essentielle a 1’état pur ainsi qu’aux concentrations élevées. Cette
résistance peut étre expliquée par les caractéristiques structurales propres a Pseudomonas
aeruginosa, notamment la faible perméabilité de sa membrane externe qui limite 1’entrée des
composés actifs, ainsi que par I’action des pompes d’efflux, qui contribuent a expulser les

substances antimicrobiennes avant qu’elles n’exercent leur effet.
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IV.7- Comparaissant entre I’aromatogramme et I’antibiogramme

Les résultats obtenus au cours de cette étude montrent des réactions différentes des
souches bactériennes vis-a-vis des antibiotiques et de 1’huile essentielle du clou de girofle.
L’aromatogramme a révélé une activité antibactérienne de cette huile essentielle sur la majorité
des souches étudiées, avec des degrés de sensibilité qui varient selon la concentration utilisée et
selon la bactérie testée. De maniére générale, 1’augmentation de la concentration de 1’huile
essentielle s’est accompagnée d’une augmentation des zones d’inhibition, traduisant une activité

antibactérienne dépendante de la quantité¢ des composés actifs présents, notamment 1’eugénol.

De son coté, ’antibiogramme a mis en évidence une efficacité variable des antibiotiques
testés. Certaines souches bactériennes se sont montrées sensibles a certains antibiotiques, alors
que d’autres ont présenté une résistance importante. Cette variabilité peut étre liée aux différents
mécanismes de résistance développés par les bactéries, tels que la production d’enzymes capables
d’inactiver les antibiotiques, la modification des cibles bactériennes, la diminution de la
perméabilité membranaire ou encore la présence de systemes d’eftflux permettant 1’expulsion des

substances antimicrobiennes hors de la cellule.

Les différences observées entre les résultats de I’aromatogramme et ceux de
I’antibiogramme peuvent également étre expliquées par les mécanismes d’action distincts des
substances étudiées. Les antibiotiques exercent généralement une action ciblée sur des structures
précises de la bactérie, comme la paroi cellulaire ou la synthése protéique. En revanche, I’huile
essentielle de clou de girofle agit de maniere plus globale, principalement par altération de la
membrane cellulaire grace a ses composés phénoliques. Cette diversité d’actions pourrait
expliquer son effet inhibiteur, y compris sur certaines souches présentant une résistance a

plusieurs antibiotiques.

IV.8- Comparaison de I’effet antibactérien de I’extrait aqueux et de I’huile

essentielle du clou de girofle

Nos résultats se rapprochent de ceux rapportés par Srik (2025), qui a étudié I’activité
antibactérienne de I’extrait aqueux de clou de girofle (Syzygium aromaticum). Dans cette
étude, I’extrait aqueux s’est montré plus actif contre les bactéries & Gram positif, une tendance

¢galement observée dans notre travail avec I’huile essentielle.
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Une différence importante a toutefois été constatée concernant Escherichia coli. En
effet, SRIK Iman n’a observé aucune activité inhibitrice de 1’extrait aqueux sur cette souche,
tandis que notre huile essentielle a produit des zones d’inhibition nettement visibles, dont les
diametres diminuaient progressivement avec la réduction de la concentration. Cette différence
pourrait s’expliquer par la composition chimique plus riche de I’huile essentielle, notamment

sa forte teneur en eugénol, composé reconnu pour son importante activité antimicrobienne.

Concernant Pseudomonas aeruginosa, les résultats des deux études montrent que cette
bactérie demeure faiblement sensible aux extraits de clou de girofle. Toutefois, une différence
a été observée au niveau des diametres d’inhibition. Le méme auteur a rapporté une zone
d’inhibition de 15,2 £ 1,5 mm avec I’extrait aqueux, alors que dans notre étude, I’huile
essentielle a 10 % a permis d’obtenir une zone maximale de 19 mm. Cet écart pourrait étre 1ié
a la différence de concentration en principes actifs entre les deux types d’extraits, I’huile

essentielle étant généralement plus riche en eugénol que I’extrait aqueux.

Pour Staphylococcus aureus, les deux travaux confirment la sensibilité de cette souche
aux extraits de clou de girofle. Cependant, les zones d’inhibition obtenues avec I’extrait
aqueux (12,8 £ 1,2 mm) restent inférieures a celles observées dans notre étude avec 1’huile
essentielle, dont le diametre maximal a atteint 20 mm. Ces résultats suggérent que S. aureus
est plus sensible a I’huile essentielle qu’a 1’extrait aqueux, probablement en raison d’une

concentration plus élevée en composés bioactifs dans 1’huile essentielle.

De maniéere générale, la comparaison de nos résultats avec ceux de Srik (2025),
confirme que I’huile essentielle de Syzygium aromaticum présente une activité antibactérienne
plus large et plus marquée que I’extrait aqueux. Cette efficacité semble principalement liée a
la richesse de 1’huile essentielle en composés aromatiques volatils et lipophiles, capables
d’interagir plus facilement avec les structures cellulaires bactériennes. L’ensemble de ces
observations met en évidence le potentiel de I’huile essentielle de clou de girofle comme

source naturelle de molécules a activité antimicrobienne.






Conclusion

Ce travail a évalué l'activité antibactérienne de I'huile essentielle du clou de girofle
(Syzygium aromaticum) contre trois souches pathogénes : Escherichia coli, Staphylococcus
aureus et Pseudomonas aeruginosa. La revivification, I'isolement sur milieux sélectifs et la
coloration de Gram ont confirmé la pureté et I'identification des souches, conformément a la
littérature.

L'antibiogramme a révélé une bonne efficacité de la gentamicine sur I'ensemble des
bactéries, contrairement & la pénicilline, peu active notamment contre Pseudomonas
aeruginosa et Escherichia coli, différence attribuable aux mécanismes de résistance
bactérienne.

L'aromatogramme a montré une activité inhibitrice significative de I'huile essentielle
sur les trois souches, variable selon la concentration et la bactérie testée. Staphylococcus
aureus a présenté la sensibilité la plus importante, tandis que les bactéries a Gram négatif ont
montré une sensibilité plus modérée, en raison de la structure de leur enveloppe cellulaire
limitant la pénétration de substances antimicrobiennes. Cette activité est principalement
attribuée a I'eugénol, agissant sur les membranes cellulaires bactériennes.

Ces résultats confirment l'activité antibactérienne réelle et mesurable in vitro de I'huile
essentielle du clou de girofle, soutenant I'intérét pour les substances naturelles comme sources
de molécules antimicrobiennes.

Plusieurs perspectives sont proposées : étudier séparément l'activité de chaque
compose (eugénol, B-caryophylléne, acétate d'eugényle), comparer l'influence des méthodes
d'extraction sur la composition chimique et l'activité biologique, et réaliser des études
toxicologiques et des essais animaux avant toute application clinique.
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Annexes
]

Annex 01: Liquéfaction des milieux de cultures.




