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Introduction

L’infection urinaire est une colonisation microbienne asymptomatique de 1’urine et
symptomatique avec inflammation des structures des voies urinaires. Les IU sont provoquées
par la prolifération anormale d'agents infectieux dans ’appareil urinaire. Elles peuvent étres
asymptomatiques de 1’urine (correspond a la présence de germe en nombre > a 10 5 UFC/ml
dans les urines sans signe clinique d’infection) et symptomatique avec inflammation des
structures des voies urinaires. Elle est avantagée par certaines facteurs, parmi lesquels : la

mauvaise hygiéne, I’activité sexuelle, la grossesse ... [1]

L’incidence est plus €élevée chez la femme que chez I’homme, il est admis que les trois quarts
des infections urinaires sont vues chez la femme, 50 a 70 % des femmes auront une infection
urinaire au cours de leur vie, et 20 a 30 % des femmes auront des épisodes recurrents. La
brieveté de leur urétre et de leur périnée sont les principales raisons anatomiques de la

prédominance féminine de ces infections.[2]

Les symptomes typiques des infections urinaires comprennent une sensation de
brilure lors de la miction, une augmentation de la fréquence urinaire, des douleurs
abdominales et une urine trouble ou malodorante bien que ces infections soient genéralement
traitées avec des antibiotiques, I'émergence de souches bactériennes résistantes constitue un
défi croissant dans leur prise en charge. Par conséquent, la recherche de nouvelles approches

thérapeutiques efficaces et alternatives est devenue une priorité.[3]

Dans ce contexte, l'intérét pour les huiles essentielles a été grand en raison de leurs
potentielles propriétés antimicrobiennes. Les huiles essentielles représentent des extraits
volatils provenant de plantes, qui renferment une grande quantité de composes bioactifs tels
que les terpeénes, les phénols et les flavonoides. Ces substances ont révélé des effets
bactéricides, antifongiques et anti-inflammatoires, ce qui en fait des candidats prometteurs

pour le traitement des infections urinaires.[4]

L'objectif principal de cette étude est d'analyser l'effet antibactérien de 1’huile essentielle

d'Origanum vulgare sur les souches bactériennes qui causent les infections urinaires. On a
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sélectionné cette huile essentielle en raison de leur propriété antimicrobienne bien établie et
de leur utilisation traditionnelle dans le traitement de différentes maladies. Cette étude vise a
évaluer si cette huile essentielle peut avoir un effet thérapeutique dans le traitement des
infections urinaires, en proposant une alternative ou un complément aux traitements

antibiotiques classiques.
Ce mémoire est divisé en trois parties :

= La premiere partie : est une compilation de sources qui traite des infections urinaires,
des agents responsables de la résistance aux antibiotiques, et des huiles essentielles en
tant qu'alternative possible.

= La deuxiéme partie : dans la deuxiéme partie on présente le matériel et les méthodes
employés.

= La troisieme partie : dans la troisieme partie, on présente et discute des resultats
obtenus.

En dernier, une conclusion globale et des perspectives.
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Chapitre 01 Les infections urinaires

1 Infections urinaires :
1.1 Définition :

Une infection est I’invasion d’un organisme vivant par des micro-organismes pathogénes
(bactéries, champignons, virus, parasites). Lors d’une infection, les micro-organismes
pathogenes agissent en se multipliant (virulence) et éventuellement en sécrétant des toxines.
Une infection peut étre locale ou généralisée, exogene (provoquée par des germes provenant de
I’environnement) ou endogéne (germe issu du malade lui-méme).[5] Elle peut toucher une ou
plusieurs parties du systeme urinaire : les reins « les uretéres, la vessie et l'urétre. Elle se
manifeste le plus souvent par des douleurs ou une sensation de Brdlure lors de la miction,

parfois par des douleurs abdominales et de la fievre.[3]
1.2 Classification des infections urinaires :
1.2.1 Selon la localisation :

> Infection basse :

e C(Cystite :

La cystite est la forme d’IU la plus courante. Elle touche presque uniquement les femmes.
Il s'agit de l'inflammation de la vessie qui est provoquée par la prolifération de bactéries
intestinales de type Escherichia coli, qui sont présentes sur le pourtour de I'anus. Ces bactéries
passent de la région anale a la vessie en remontant par l'uretre. Tout ce qui géne la vidange de

la vessie, augmente le risque de cystite. La cystite s’accompagne toujours d’une urétrite.[6]

e Ureétrite :

Une infection qui touche uniquement 1'urétre que 1’on appelle urétrite. Il s’agit d’une
infection transmissible sexuellement (ITS) courante chez les hommes, mais les femmes peuvent
aussi en souffrir. Dans la majorité des cas, se manifeste en présence de plusieurs types de
bactéries telles que les Gonocoques, Escherichia coli, et Chlamydia trachomatis responsable

de chlamydiose. [7]
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e Prostatite :

La prostatite est une infection de la prostate saine ou adénomateuse. Elle peut étre aigué
ou chronique. Le tableau clinique peut associer des signes urinaires (dysurie voire rétention
aigué d’urine, brilures mictionnelles...), une douleur pelvienne et une fiévre. Le toucher rectal

montre une prostate augmentée de volume et douloureuse.[8]

> Infection haute :
e Pyélonéphrite :

Les pyélonéphrites sont des infections urinaires avec atteinte du parenchyme renal. Elles
se manifestent par des signes généraux a type de fievre et frissons associés a des douleurs
lombaires (typiquement unilatérales) plus ou moins associés a des douleurs abdominales et

troubles du transit.[9]

e Tuberculose urinaire :

La tuberculose urinaire ou bien la tuberculose uro-génitale (TUG) est une maladie qui
atteint I’appareil urinaire et génital chez ’homme, ce pendant chez la femme 1’appareil génital

peut étre épargné.[10] C’est une infection touchant en premier lieu un seul rein.

=  Chez I’homme, elle se manifeste par des douleurs testiculaires épididymites, rarement une
atteinte prostatique.
= Chez la femme, I’endométrite et des douleurs pelviennes diffusées sont les plus rencontrées.

Généralement, Mycobacterium est le germe responsable de cette infection.[3]

1.2.2 Selon la complication :

e |U Simple:

Il s'agit d'infections urinaires qui se produisent chez des patients sans risque de

complication . [3]
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e |U arisque de complication :

Elles se produisent chez les patients présentant au moins un élément de complication

susceptible de provoquer l'infection. Les facteurs de risque de complication sont :

>

Y V. V V V

YV V V V

>

Immunosuppression (hors diabéte)
Grossesse
Histoire ancienne de pyélite / calcul / anomalie des voies excrétrices
Sonde a demeure ou transitoire en place / intervention urologique récente
IU acquise a I’hopital
Sexe masculin du fait de la fréquence des anomalies anatomiques ou fonctionnelles
sous-jacentes
Traitement antibiotique récent
Infections récidivantes (>4 épisodes/an)
Clairance de créatinine <30 ml/min
Les personnes agées : en particulier celles de plus de 75 ans ou de plus de 65 ans
avec au moins 3 critéres de fragilité incluent :
o Perte de poids involontaire.
o Grande sedentarité.
o Diminution de la force musculaire.
o Fatigue.
o Baisse de la vitesse de marche.
Diabete :

Le diabéte aggrave le risque de surinfection urinaire chez les patients avec une

obstruction urétérale, pouvant conduire a des infections plus graves et nécessitant

éventuellement des soins intensifs pour choc septique.[11] les IU sont fréquentes chez le

diabétique, en raison de l'augmentation de lI'adhérence bactérienne, (la glycosurie améliore la

croissance des différentes souches), la diminution de la sécrétion des cytokines. [3]

e |Ugrave:

Que ce soit une infection urinaire simple ou a risque de complication, une infection

urinaire peut entrainer un sepsis grave. La recommandation d'une intervention chirurgicale ou

interventionnelle est également un indicateur de gravité, car le sepsis peut s'aggraver pendant

les interventions. [12]
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Les signes de gravité sont :
- sepsis grave
- choc septique

- indication de drainage chirurgical ou interventionnel.

IU
v v v
Simple A risque de complications Grave
Cystite Pyélonéphrite Prostatite Répété Sepsis Choc
aigué aigué aigue | grave septique
simple simple
Rechute  Récidivante

Figure 1: Classification des 1U selon leur complexité. [32]

1.3 Colonisation urinaire :

Anciennement déenommées bactériuries asymptomatiques, les colonisations urinaires
correspondent a la présence de micro-organismes dans les urines sans manifestations cliniques
avec association ou non a une leucocyturie. Il n’y a pas de seuil de bactériurie, sauf dans le cas

de grossesse ou un seuil >105 UFC /ml est retenu.[33]

1.4 Epidémiologie :

Le terme infection urinaire désigne un type de pathologies touchant le systéme urinaire. Le
principal symptéme est la sensation de douleur et de brdlure lors de la miction. Certaines
infections urinaires sont plus graves que d’autres selon la zone affectée. Le systéme urinaire
implique I’appareil urinaire bas (la vessie, I'urétre et les ureteres) et ’appareil urinaire haut (les
reins). Lorsque ce dernier est touché, I’infection urinaire est plus grave.[14] On estime qu’elles

toucheraient 150 millions de personnes par an a travers le monde [15]et prés d’une femme sur
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2 (40%) y sera confrontée au cours de sa vie. Les infections urinaires peuvent concerner aussi
les enfants et les hommes.[16]

Les enfants ayant une anomalie fonctionnelle de 1’appareil urinaire sont exposées a un risque
plus élevé de développer une IU. L’incapacité de vider la vessie, comme dans le cas des vessies
neurologiques géniques, donne souvent lieu a une U, la stase urinaire et la clairance de sous—
optimale des bactéries de I’appareil urinaire. Chez le nouveau-né, les infections bactériennes
résultent d’une anomalie de la colonisation bactérienne néonatale et d’une immaturité de

I’immunité. [17]

Les infections urinaires basses sont 50 fois plus fréquentes chez la femme que chez I’homme.
Nous considérons qu’un tiers des femmes ont une infection urinaire avant 24 ans et que 40 a 50
% ont une infection au cours de leur vie. On observe deux périodes propices aux infections
urinaires chez la femme : la période d’activité sexuelle et la période de ménopause. Chez
I’homme la prostatite s’observe généralement apres 18 ans, et devient plus fréquente a partir de
50 ans. [18]

1.5 Les germes impliqués dans les infections urinaires :

Les entérobactéries (bacille Gram négatif) et principalement Escherichia coli sont les
principales causes de l'infection urinaire communautaire, représentant 80 a 90 % des cas

d'infection urinaire courants.

o Proteus mirabilis (10 %, un germe a uréase qui favorise la formation de calculs
Phospho-ammoniacomagnésiens et de carbapatites). Par la suite, on retrouve Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter, Serratia, Citrobacter et Acinetobacter.

o Les Staphylococcus aureus dnase + et Epidermidis dnase-, ainsi que I'entérocoque
(Streptocoque D), sont des cocci Gram positifs qui sont rencontrés.

o Les gonocoques Gram négatif sont peu fréquents (homosexuels).

o Les anaérobies : provenant du systeme digestif (souvent accompagnés d'une fistule
digestive).

o Lesautres: Candida albicans (dans un contexte de sonde a demeure, une antibiothérapie
prolongée), Chlamydia trachomatis, mycoplasme, Trichomonas vaginalis. Lors des
infections urinaires nosocomiales, on observe principalement des infections a

Pseudomonas a&ruginosa (pyocyanique) Serratia et des germes multirésistants.[19]
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L'adhésion des bactéries joue un rdle dans la colonisation et la pathogénicité des urines. La
croissance bactérienne est limitée par des mécanismes spécifiques (anticorps locaux) et non

specifiques (un ph urinaire acide).

1.5.1 Bacilles a gram négative (BGN) :

e Escherichia coli :

Escherichia coli, ou E. coli, est une bactérie courante dans les intestins humains et animaux.
La plupart des souches sont inoffensives ou bénéfiques, mais certaines, appelées E. coli
pathogénes, peuvent causer des maladies graves telles que la diarrhée et les infections urinaires.
Ces souches produisent des toxines qui endommagent les cellules du corps. Escherichia coli est
une bactérie a Gram négatif, de forme de batonnet, qui peut se développer dans divers
environnements.[20] de 2 a 3 mm de diamétre, sans pigmentation, en 24 heures a 37°C sur
milieux gélosés. Ses colonies sont genéralement positives au lactose sur milieux lactoses et

peuvent étre hémolytiques sur gélose au sang.[3]

e Kilebsiella pneumonie :

Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) est une bactérie gram-négative opportuniste, membre
de la famille des Enterobacteriaceae. Elle est caractérisée par sa forme de batonnet, sa capacité
a fermenter le lactose et sa capsule proéminente avec production de gaz.[21] immobiles. Sur
milieu gélose, les colonies sont caractéristiques : volumineuses, bombées, brillantes et tres
visqueuses a cause de la capsule. [3] Cette bacterie peut causer diverses infections graves telles
que la septicémie, la pneumonie, la bactériémie, la méningite, les infections de plaies et les
abceés purulents. Elle est principalement associée aux infections nosocomiales des voies

urinaires et intra-abdominales.[21].

e Proteus mirabilis :

Appartenant a la famille des Entérobacteriaceae, sont des bacilles Gram— fins (0,5u) et
protéiformes (d’ou leur nom). Sont des bactéries saprophytes du tube digestif (5% de la flore

aérobie), les Proteus sont extrémement mobiles [22]
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e Enterobacter :
Fait partie de la famille Entérobacteriaceae. C’est un bacille dont I'habitat privilégié est

I’intestin humain et animal. On en trouve également dans les maticres fécales, les eaux usées et
les produits laitiers. Il existe plusieurs bactéries du genre Enterobacter. Certaines peuvent étre

a l'origine d'infections urinaires et nosocomiales.[2]).

e Serratia:

C’est une bactérie saprophyte présente dans 1’eau et les cavités naturelles de
I’homme, bacille gram négatif, mobiles et aéroanaérobie facultatif. Sa température de
croissance varie de 22°C a 37°C. Elle est responsable des infections urinaires nosocomiales,
surtout chez les malades opérés ou sondés.[24]

e Pseudomonas :

Pseudomonas sp est une bacterie aérobie strict possédant un metabolisme oxydatif mais en
absence d’oxygéne elle peut utiliser les nitrates comme accepteur d’électrons. Elle est
dépourvue de spores et de capsules, mobile grace a la présence d’un flagelle monotrichepolaire,
mésophile capable de se développer dans des températures allant de +4°C a +45°C avec une
température optimale de croissance entre 30°C et 37°C (25). L’espece la plus fréquemment

responsable d’infections humaines est P. aeruginosa. [25].

e Citrobacter :
Ces entérobactéries lactose + utilisent le citrate comme seule source de carbone. Sont des
commensaux de l’intestin de I’homme et des animaux. Citrobacter freundii peut étre
responsable d’infections urinaires, d’infections de plaies ou encore de septicémies, germe

fréquemment isolé en milieu hospitalier. [22].

1.5.2 Cocci a Gram positif :

Les infections urinaires dues aux Cocci a Gram positif sont moins fréquentes. Ce
sont principalement des staphylocoques aérobies/ anaérobies facultatifs, qui possédent une
catalase et généralement regroupés en amas [26].

Les staphylocoques a coagulase négative regroupent S.saprophyticus qui est responsable des
IU chez la jeune femme alors que les staphylocoques a coagulase positive regroupent S. aureus.
[27]
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Les streptocoques des groupes D (Entérocoques), G et B sont surtout rencontrés lors
d’infections urinaires iatrogenes.Les Staphylococcus aureus sont des cocci a Gram positif,
catalase (+), coagulase (+), mannitol (+) et oxydase (-), regroupées en grappe de raisin. [29].
Les S. saprophyticus sont coagulase (-), mannitol (-), oxydase (-) et catalase (+).

Les Enterococcus faecalis font partie de la flore fécale. Ils sont non-exigeants oxydase (-) et

catalase (-).
1.5.3 Autres germes :

e Mycobactéries :

Le genre bactérien Mycobacterium comprend plus de 150 espéces, divisées en deux
principaux groupes. Le deuxiéme groupe, connu sous le nom de "Complexe Mycobacterium
tuberculosis™, comprend neuf espéces. Parmi les cing membres traditionnels, on retrouve
Mycobacterium tuberculosis, I'agent pathogene principal et responsable de La tuberculose des

voies urinaires chez I'homme.[28]

e Virus:
Les virus responsables d'infections urinaires sont rarement impliqués dans ces types

d'infections. Cependant, des virus tels que les adénovirus et le virus de la varicelle-zona peuvent
occasionnellement provoquer des cystites hémorragiques, principalement chez les enfants et les

jeunes adultes [29]

e Parasites :
Le Schistosoma haematobium, un parasite, peut infecter la vessie et les uretéres,

provoquant ainsi la bilharziose urinaire ou schistosomiase urinaire, due a une réponse

granulomateuse aux ceufs déposés dans la paroi des voies urinaires [30]

e Champignons :
Dans certains cas, les levures peuvent provoquer une Véritable infection des voies

urinaires. Les principaux organismes pathogénes sont le Candida albicans, et dans des cas
moins fréquents, le Candida tropicalis. Les Candida sont des organismes naturellement
présents dans le tube digestif, la peau et les organes génitaux. Chez la femme, l'infection rénale

se produit généralement par voie hématogene lors d'une candidémie.[1]
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1.6 Physiopathologie des infections urinaires :

L'infection urinaire est le résultat d'une interaction entre les germes uropathogénes et
I'hote.

1.6.1 Mode d’infection :

Les voies de contamination de l'infection urinaire sont principalement deux :

1. Par voie ascendante : Les bactéries entrent dans le systeme urinaire par l'extrémité
inférieure des voies urinaires, le méat urétral externe. Elles se propagent par voie

ascendante a travers l'urétre jusqu'a la vessie et peut-étre jusqu'aux reins.

2. Par voie hématogene : Les bactéries peuvent pénétrer dans les voies urinaires par la

circulation sanguine, généralement jusqu'aux reins.

Les infections urinaires sont principalement dorigine bactérienne, mais les virus,
champignons et parasites peuvent également infecter les voies urinaires Plus de 85 % des
infections des voies urinaires sont provoquees par des bactéries issues de l'intestin ou du

vagin.[31]

1.6.2 Mécanisme de défense de I’hote :

Tous les mécanismes de défense ne sont pas bien connus, mais quelques-uns ont étés

identifiés On peut citer :

» Les mécanismes liés a la physiologie de 1’appareil urinaire ;

» Le volume de flux urinaire, la vidange réguliére et complete de la vessie deux a 4 fois
par jour qui est le moyen d’expulsion des germes ;

» Les mécanismes liés a 1’urine comme le pH des urines et son osmolarite ;

» Les facteurs biologiques : les mécanismes anti—adhérences des germes aux muqueuses
et la sécrétion d’anticorps.

= Les sécrétions : vaginales de la femme, et prostatiques de ’homme.[17]
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2. Larésistance aux antibiotiques :
2.1 Définition :

Les antibiotiques représentent I'une des formes de thérapie les plus réussies en médecine.
Leur utilisation a permis de diminuer le taux de mortalité et de morbidité mondiale depuis

longtemps [34].

La résistance aux antibiotiques est un probléeme de santé majeur d'intérét mondial [35].
Selon I'Organisation mondiale de la santé (OMS), la résistance aux antibiotiques est I'un des
problémes critiques du XXle siecle et est considéré comme une menace pour le bien-étre
humain [36].

Les bactéries pathogeénes, grace a leur flexibilité et plasticité génétique, sont capables de

mettre en place un programme de résistance specifique contre un anti biotique particulier [34].

En effet, il existe un grand nombre de définitions pour 1’expression « résistance
bactérienne aux antibiotiques », qui sont basées sur différents criteres (génétiques,
biochimiques, microbiologiques et cliniques). Les définitions les plus frequemment employées
se fondent sur les criteres microbiologiques (résistance in vitro) et sur les critéres cliniques
(résistance in vivo). Selon la définition microbiologique du terme, une souche est dite résistante
lorsqu’elle se cultive en présence de concentration plus élevée en antibiotique comparativement

a d’autres souches qui lui sont phylogénétiquement li¢es [37].

Parfois, la résistance a un antibiotique confere de la résistance a un autre antibiotique, et
c’est ce que I’on appelle la résistance croisée. Les bactéries sont dites multirésistantes lors d une
accumulation de résistances naturelles et acquises, elles ne sont sensibles qu‘a un petit nombre
d'antibiotiques. Elles sont alors resistantes a plusieurs antibiotigues ou classes

pharmacologiques d'antibiotiques [38]
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2.2 Types de résistance aux antibiotiques :

La résistance bactérienne aux antibiotiques a des racines la génétique. Des genes de
résistance sont présents dans chromosomique (résistance chromosomique), ou Eléments
mobiles tels que plasmides, éléments Transposons ou intégrons (résistance extra
chromosomique). La résistance peut étre naturelle ou acquise.

La résistance bactérienne aux antibiotiques a deux sources importantes : naturelle et
acquise. La premiere est programmée au niveau du pool génomique, tandis que la seconde est

développée selon les conditions métaboliques.

e Résistance naturelle :

Les génes de résistance font partie du patrimoine génétique de la bactérie. La résistance
naturelle est un caractére présent chez toutes les souches appartenant a la méme espéce. Ce type
de résistance est détecté des les premicres €tudes réalisées sur I’antibiotique afin de déterminer
son activité et contribue a definir son spectre antibactérien. Cette résistance peut étre due a
I’inaccessibilit¢ de la cible pour I’antibiotique, a une faible affinité de la cible pour
I’antibiotique ou encore a I’absence de la cible. Par exemple, la résistance des entérobactéries
et du Pseudomonas aux macrolides ou des bactéries a Gram négatif a la vancomycine est
naturelle. La résistance bactérienne naturelle est permanente et d’origine chromosomique. La
résistance naturelle est stable, transmise a la descendance (transmission verticale) lors de la
division cellulaire, mais elle n’est généralement pas transférable d’une bactéric a 1’autre

(transmission horizontale).[38]

Cette résistance intrinséque, Elle se caractérise par des modifications structurales, dans le cas
de la membrane externe des bactéries a Gram—, et métaboliques, dans le cas du bacille de la
tuberculose insensible a un grand nombre d’antibiotiques en s’opposant a l’action des

antibiotiques par le biais de son métabolisme original.[34]

e Résistance acquise :

Elle est due a des modifications dans le profil d’expression génique via des mutations
ponctuelles ou acquises. Grace a ce processus, les bactéries partagent entre elles des
informations génétiques, ce qui leur confere un trés grand pouvoir d’adaptation aux milieux
environnementaux qu’elles habitent.[39]

De nombreuses cibles des fonctions cellulaires sont impliquées dans ces mécanismes.[40]
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2.3 Mécanismes de Résistance :

Les sites de résistance varient selon les différentes espéces bactériennes et dans certains
cas, plusieurs mécanismes de résistance différents peuvent étre trouvés pour une méme souche.
Il existe quatre mécanismes principaux.

Les mécanismes de résistance aux antibiotiques ont été largement étudiés, et de
nombreuses cibles des fonctions cellulaires ont été impliquées dans ces mécanismes.[34]

Les sites de résistance sont variables entre les espéces bactériennes, et ils sont classés
en plusieurs voies. Dans certains cas, au sein de la méme souche bactérienne, on peut trouver

plusieurs mécanismes de résistance différents.[34]
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Figure 2: Mécanismes de résistance aux antibiotiques. [34]
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2.3.1. Inactivation enzymatique de I’antibiotique :

L’inactivation enzymatique de I’antibiotique représente le principal mécanisme de
résistance des bétalactamines, des aminoglycosides et des phénicoles. On décrit également ce
type de résistance pour le groupe MLS (macrolides, lincosamides, streptogramines), pour les
tétracyclines, pour la fosfomycine et plus récemment pour les fluoroquinolones, bien que cette
inactivation ne représente pas le mécanisme de résistance qui prévaut pour ces molécules.
L’enzyme en modifiant le noyau actif de I’antibiotique par clivage ou par addition d’un
groupement chimique, empéche la fixation de I’antimicrobien sur sa cible et provoque une perte
d’activité. Parmi les réactions biochimiques catalysées par ces enzymes bactériennes, on peut
citer des hydrolyses, des acétylations, des phosphorylations, des nucléotidylations, des
estérifications, des réductions et des réactions d’addition d’un glutathion. Ces enzymes sont

généralement associées a des éléments génétiques mobiles.[37]
2.3.2. Modification ou remplacement de la cible de I’antibiotique :

Dans certaines situations, les bacteries ont la capacité de modifier I’affinité de leurs
protéines de liaison a des antibiotiques spécifiques. C’est le cas des protéines de liaison a la
pénicilline telles que la protéine dite PBP2a (penicillin-binding protein 2a) qui diminue
I’affinité de ’oxacilline et d'autres bétalactamines. Certaines souches pathogenes mobilisent le
positionnement de leurs organites pour échapper a I’action des antibiotiques. Par exemple, les
ARN ribosomiques de méthylation (RRNA méthylase), suite a des mutations chromosomiques,
modifient I’emplacement topologique des ARNr 16S vers des positions spécifiques privilégiant

ainsi ces complexes de I’action des antibiotiques de la famille des aminoglycosides.[41]
2.3.3. Reduction de la perméabilité cellulaire :

Les bactéries sont des micro-organismes unicellulaires : une membrane cytoplasmique
sépare leur cytoplasme du milieu externe. Les bactéries a Gram négatif sont également munies
d’une enveloppe additionnelle, la paroi externe, qui sert de barri¢re et protége les protéines de
liaison aux pénicillines (PLP) du milieu externe. Les nutriments et les antibiotiques doivent
traverser cette enveloppe pour pénétrer dans la bactérie. Le passage se fait par diffusion passive

a travers les canaux que forment les protéines caniculaires nommées porines.[38]

Une altération des porines dans la paroi des bactéries a Gram négatif peut réduire ou

bloquer la pénétration de l'antibiotique jusqu'a son site d’action. Cette forme de résistance
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s'exerce généralement a I'endroit de plusieurs antibiotiques appartenant a plus d'une classe, étant

donné que de nombreux médicaments différents peuvent emprunter la méme porine.[38]
2.3.4 Pompes a efflux

Certaines souches bactériennes empéchent les antibiotiques de rentrer dans la cellule
bactérienne, et cela grace a un mécanisme de transport particulier dit pompe a efflux qui leur

permet d’exporter les antibiotiques hors des cellules.[42]

L’efflux actif, médié par des protéines transmembranaires connues sous le terme de pompes a
efflux ou transporteurs actifs, est un mécanisme nécessitant de 1’énergie et utilisé par les
bactéries, par les cellules eucaryotes dont notamment les protozoaires, pour expulser a
I’extérieur des métabolites et des composés toxiques étrangers tels que des antibiotiques et
d’autres médicaments. La résistance provient de la réduction de la concentration en
antimicrobien dans le cytoplasme de la bactérie, ce qui prévient et limite 1’acces de
I’antibiotique a sa cible. On classe ces pompes a efflux sur base notamment de leur spécificité
de substrats et de la source d’énergie employée. Certains de ces transporteurs sont trés
spécifiques et on les appelle pompes SDR (specific-drug-resistance), alors que d’autres agissent

sur une multitude de molécules et on les nomme pompes MDR (multiple-drug-resistance).[37]
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3. Les huiles essentielles :

3.1 Définition des huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont des composés volatils et lipophiles contenus dans les plantes.
Elles bénéficient actuellement d'un véritable engouement aupres du public et elles sont utilisées
pour leur pouvoir pharmacologique et leurs vertus aromatiques [43]

Les huiles essentielles (HES) appelées aussi « essences » sont des substances huileuses, volatiles
et odorantes qui sont sécrétées par les plantes aromatiques que I'on extrait par divers procédés

dont I’entrainement a la vapeur d’eau et hydrodistillation.[44]

L’HE est actuellement définie a la fois par I'Agence nationale de sécurité du médicament et des
produits de santé (ANSM) pour les usages pharmaceutiques et cosmétiques et par

I'AFNOR/ISO pour les usages aromatiques et alimentaires.[45]

Selon la norme 1SO 9235, une huile essentielle est définie comme un « produit obtenu a partir
d’une matiére premiere d’origine végétale, apres séparation de la phase aqueuse par des
procédés physiques soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par des procédés mécaniques

a partir de 1’épicarpe des Citrus, soit par distillation seche ».

Selon ’AFNOR (I’ Association Francaise de Normalisation) ce sont des produits généralement
odorants, obtenus soit par entrailnement a la vapeur d’eau, de végétaux ou de parties de
vegétaux, soit par expression du péricarpe frais de certains citrus. Cette définition excluant les

essences obtenues par d’autres procédés d’extraction.

3.2 Méthodes d’extraction :
L’extraction d’une I’huile essenticlle (HE) est nécessairement une opération complexe et
délicate. Elle a pour but, en effet, de capter et recueillir les produits les plus volatils, subtils et

les plus fragiles qu’élabore le végétal, et cela sans en altérer la qualité.[46]

Basée sur différents phénomenes physiques : la distillation, I’extraction ou la séparation,
ces techniques d’extraction seront présentées selon le principe sur lequel elles sont basées, et
classées en deux catégories distinctes selon le produit final obtenu : une huile essentielle ou un

extrait aromatique.[57]

La méthode choisie ne doit pas conduire a la discrimination entre les composés polaires

et apolaires, ni induire de réactions biochimiques, de dégradations thermiques, d’oxydation, de
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réduction, d’hydrolyse, de changement de pH ou entrainer une perte de composés volatils. Pour

cela, différents parameétres et propriétés sont a prendre en compte.[48]
3.2.1 Méthodes conventionnelles :

e L’hydro- distillation :

Elle consiste a immerger la matiére premiére dans un bain d’eau et I’ensemble est porté a
ébullition (Figure 2). Elle est généralement conduite a pression atmosphérique. La distillation
peut s’effectuer avec ou sans cohobage des eaux aromatiques obtenues lors de la décantation.
Ce procéde présente des inconvénients dus principalement a 1’action de la vapeur d’eau ou de
I’eau a I’ébullition ; Certains organes végétaux, en particulier les fleurs, sont trop fragiles et ne
supportent pas les traitements par entrainement a la vapeur d’eau et par hydrodistillation
(HD).[44]
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Figure 3: Principe schématisé de I’hydrodistillation (HD) [44]

Durant I’hydrodistillation, ’eau bouillante pénétre dans les cellules végétales et solubilise une
partie de I’huile essentielle contenue dans les cellules de la plante. La solution aqueuse chargée
de composes volatils, diffuse ensuite & travers le tissu de I’organe végétale vers la surface
extérieure ou I’huile essentielle sera vaporisée. Ces molécules aromatiques forment avec la
vapeur d’eau un mélange azéotropique. A la température d'ébullition, les pressions de vapeurs

combinés sont égales a la pression d’évaporation. Ainsi, les huiles essentielles, dont les points
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d'ébullition varient normalement de 200 a 300 °C, s’évaporent a une température proche de
celle de I'eau. Le mélange est ensuite refroidi. L’eau et les HE, une fois condensées, se séparent
en deux phases. Le contact du matériel végétal avec I’eau dans cette technique engendre

notamment des phénomeénes d’hydrolyse. [49]

L'avantage de cette méthode réside dans le contact direct entre la plante et I’eau bouillante.
Cette technique est réservée habituellement aux dosages des huiles essentielles au laboratoire.

Les inconvénients de ce mode d'extraction sont :

- Certaines substances sont altérées (détériorées) a température élevée en présence
d’eau.
- Certains constituants des essences, solubles dans 1’eau, ne se trouveront pas dans

I’essence ou tout au moins n’y seront que partiellement représentés.[50]
e Entrainement a la vapeur d’eau :

C'est une des méthodes officielles pour I'obtention des HE. Dans ce systéeme d'extraction, le
matériel végetal est soumis a I'action d'un courant de vapeur sans macération prealable. Les
vapeurs saturées en Ces composés volatils sont condensés puis. Décantées dans I'essence, avant
d'étre separées en une phase aqueuse et une phase organique (HE). L'absence de contact direct
entre I'eau et la matiére végeétale, puis entre l'eau et les molécules aromatiques évite certains
phénomenes d'hydrolyse ou de dégradation pouvant nuire a la qualité de I'huile. De plus, le
parfum de I'HE obtenu est plus délicat et la distillation, plus réguliére. Rapide, fait que les notes

de téte sont riches en esters.[46]

Dans ce systeme d’extraction, le matériel végétal est placé dans 1’alambic sur une plaque
perforée située a une certaine distance au-dessus du fond rempli d’eau. Le végétal est en contact
avec la vapeur d’eau saturée mais pas avec I’eau bouillante. La vapeur provoque la rupture d’un
grand nombre de glandes qui libérent leurs composés aromatiques. Les huiles essentielles
diffusent donc a travers le végétal pour entrer en contact avec la vapeur d’eau circulant a
I’extérieur. Les vapeurs chargées en composés volatils sont ensuite condensées avant d’étre
décantées. Du fait de leur différence de densité, les HEs et 1’eau sont séparées en deux phases
et les HEs sont ensuite récupérées. Cette technique permet d’éviter des réactions lors du contact
des constituants des huiles essentielles avec 1’eau conduisant a des changements dans la

composition finale de I’extrait. En outre, elle agit mieux avec les huiles essentielles contenues
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dans les glandes situées a la surface du végétal. La distillation a la vapeur des huiles essentielles

non superficielles est plus longue et exige plus de vapeur que celle des HEs superficielles.[49]

r ¢ Condenseur

Réacteur ———»
acteur * % * %

Matériel végétal —— P 5 sy ¥
*
* ::** «—— Huile essentielle
—Phase aqueuse
Cohobe
Vase florentin
Chaudiére

Figure 4: Principe schématisé de I’extraction par entrainement a la vapeur  [46]

e Extraction par solvant :

Les huiles peuvent également étre obtenues par extraction par solvant. L'extraction des
huiles par solvant est une méthode couramment utilisée pour obtenir des huiles essentielles et
vegétales. Cette technique implique l'utilisation de solvants organiques pour extraire les

composants des plantes. Les solvants les plus couramment utilisés sont I'hexane et le toluene.

La technique d’extraction « classique » par solvant, consiste a placer, dans un extracteur,
un solvant volatil et la matiére végétale a traiter. Grace a des lavages successifs, le solvant va
aromatiques, se charger en molécules avant d’étre envoyé au concentrateur pour y étre distillé

a pression atmosphérique.[46]
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e Expression a froid :
L’extraction mécanique a froid communément appelée pression a froid est surement la
méthode d’extraction des huiles végétales la plus utilisée. Comme son nom I’indique, la

démarche se fait sans chauffage.[51]

L’expression a froid est une extraction sans chauffage réservée aux agrumes (citron,
mandarine, orange, pamplemousse). Le principe de ce procédé mécanique consiste a éclater les
minuscules vésicules et les poches a essences. L’essence ainsi libérée est entrainée par un
courant d’eau. Le procédé consiste a fixer le fruit sur une coupe équipée de lames et une seconde
coupe pour I’enfermer. Un couteau circulaire creuse un trou a la base du fruit. L ’application
d’une pression sur les parois du fruit entraine 1’extraction du jus, qui va étre transporté jusqu’au
collecteur pendant que I’essence est extraite de la peau et collectée a 1’aide d’un jet d’eau.
L’émulsion eau-essence est ensuite séparée par décantation. L’intérét de cette technique réside
dans I’obtention d’essence n’ayant pas subi de modification chimique liée a la chaleur. De

méme, elle est couplée avec la production du jus de fruit.[49]

Cette technique est souvent utilisée pour préserver au maximum les qualités nutritionnelles
et organoleptiques des huiles, car la chaleur peut altérer certains composants sensibles aux

températures élevées.

3.2.2 Méthodes innovantes :

e Extraction par fluide a I’état supercritique :
L’extraction par fluides supercritiques est une méthode de séparation efficace et écologique

qui utilise des fluides a I'état supercritique pour extraire des composes solubles dans ces fluides.
Le choix du solvant supercritique est déterminé par sa température critique, sa pression critique
et son caractére dangereux ou toxique. Le dioxyde de carbone est le fluide supercritique le plus

utilisé en raison de ses caractéristiques physico-chimiques. [74]

e Extraction par chauffage micro-ondes :
Contrairement aux techniques classiques de chauffage par conduction ou convection,

’utilisation des micro-ondes implique une interaction directe entre un rayonnement
électromagnétique et la matiére. Le chauffage par micro-ondes d’un produit résulte ainsi de la
conversion en chaleur de 1’énergie d’une onde électromagnétique au sein de ce matériau. Ce
transfert d’énergie particulier induit un transfert de matiere lui aussi particulier et dont les

mécanismes différent notablement de ceux de I’extraction solide-liquide traditionnelle.[52]
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Le transfert de chaleur sous chauffage micro-ondes est complétement inversé par rapport
au chauffage conventionnel. Le transfert de chaleur classique se transmet de l'extérieur vers
Iintérieur du récipient. Sous chauffage micro-ondes, le volume traité devient lui-méme source
de chaleur. On parle de dégagement de la chaleur de I’intérieur vers l'extérieur du récipient. La
paroi externe du réacteur est plus froide que le milieu du réacteur dans le cas du chauffage
micro-ondes, et inversement pour le cas du chauffage conventionnel par double enveloppe,
plaque chauffante et flamme. C’est un mode de chauffage instantané en volume et non en
surface. Les phénomenes thermiques de conduction et de convection ne jouent plus qu’un role
secondaire d'équilibrage de la température. Des surchauffes locales peuvent également se

produire. La figure 1.8 illustre les deux modes de chauffage.[47]
3.5 Activités biologiques des huiles essentielles :

3.5.1 Activité antibactériennes des huiles essentielles :

Les huiles essentielles (HEs) sont des molécules naturelles présentes dans diverses
plantes, dont certaines sont connues pour leur activité antimicrobienne. Elles contiennent des
molécules actives, telles que des aldéhydes, des phénols et des terpénoides, qui peuvent avoir
des propriétés antibactériennes, antifongiques, antivirales et antioxydantes. Les aldéhydes
présents dans les HEs, comme le citral, le citronnellal et le cuminal, sont doués de propriétes

actives dans la lutte contre les états inflammatoires et ont des effets antibactériens [61].

Les phénols, tels que le thymol et le carvacrol, sont également connus pour leur activité
antibactérienne. Les composés terpénoides, comme le 1,8-cineole et l'anéthol, peuvent
également avoir des propriétés antibactériennes. La structure chimique des constituants des HES
influence directement leur activité, et les groupements hydroxyle et benzénique sont

particulierement importants pour l'action des phénols.[62]

Les huiles essentielles de citron et dorange, par exemple, ont des activités
antimicrobiennes et peuvent remplacer avec succes les antibiotiques qui montrent leur
inefficacité contre les micro-organismes résistants. [1] D'autres plantes, telles que la sauge

officinale (Salvia officinalis), sont également connues pour leur activité antibactérienne [63]

En résumé, les huiles essentielles contiennent des molécules actives, telles que des aldéhydes,

des phénols et des terpénoides, qui peuvent avoir des propriétés antibactériennes, antifongiques,
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antivirales et antioxydantes. La structure chimique de ces molécules influence leur activité et

leur efficacité contre diverses especes bactériennes.

3.5.2 Activité anti-inflammatoire :

Les huiles essentielles offrent une alternative aux traitements classiques allopathiques
de type AINS (Anti-inflammatoires Non Stéroidiens). Les composés concernés incluent
principalement les aldéehydes monoterpeniques tels que les citrals, citronellals et cuminals. On
les utilise par le biais de I'extérieur. lls interviennent en stimulant les mécanismes

physiologiques de défense anti-inflammatoire naturelle des leucocytes.[70]

La réponse immunitaire est également influencée par eux par voie interne. La menthe
poivrée peut apaiser les douleurs du crane, le clou de girofle apaise les douleurs dentaires et le
thym agit sur les coudes, tandis que la citronnelle, le romarin ou l'eucalyptus sont de bons
remedes contre les piqures d'insectes. L'ensemble de ces plantes possede une activité anti-

inflammatoire intense.[73]

3.5.3 Activité Antihistaminique :

Certaines huiles essentielles ont la capacite d'inhiber la synthése des leucotrienes, ce qui
entrave la libération de I'histamine, responsable des réactions allergiques. Parmi ces huiles, on
compte celle du basilic tropical, qui peut apaiser certains symptémes associés aux réactions

allergiques.[30]
3.6 Mécanismes d’action des huiles essentielles :

Les huiles essentielles contiennent une diversité de composés, chacun ayant une action
spécifique. Les huiles essentielles renferment des substances bioactives qui ont des propriétés
antibactériennes particuliéres, pouvant ralentir ou méme empécher la prolifération des micro-

organismes.[74]

Les huiles essentielles agissent sur les différentes souches de bactéries selon un processus en

trois étapes :

1) Elles initient une altération de la paroi bactérienne, ce qui entraine une augmentation de
sa perméabilité, suivie de la perte des composants cellulaires.
2) Elles induisent une acidification de I'intérieur de la cellule bactérienne, perturbant ainsi

la production d'énergie et la synthése des composants structuraux.
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3) Enfin, elles endommagent le matériel génétique de la bactérie, aboutissant a sa
destruction. [75]

e Action sur la membrane cellulaire :

Les huiles essentielles (HEs) interagissent avec la membrane cellulaire des micro-
organismes en perturbant la double couche phospholipidique, ce qui entraine une augmentation

de la perméabilité membranaire et une fuite d'ions et de composés intracellulaires.

Les composants hydrophobes des HES, comme les aldéhydes, les phénols et les terpénoides,
peuvent également interférer avec les protéines de la membrane, comme I'enzyme ATPase, en

empéchant la phosphorylation de I'ADP.[64]

Les HEs peuvent également inhiber la synthese de toxines bactériennes en modifiant la
fluidité des membranes, ce qui entraine une perméabilité anormale et la mort cellulaire par

apoptose et nécrose. [65]

En outre, les HEs peuvent interagir avec des sites intracellulaires apres avoir traversé la
membrane plasmique.[62] Les HEs exercent leurs effets antibactériens en interférant avec la
bicouche lipidique de la bactérie grace a leur propriété hydrophobe, ce qui entraine une
augmentation de la perméabilit¢ membranaire, la perte de composants cellulaires et la
destruction du matériel géenétique Les HEs exercent leurs effets antibactériens en interférant
avec la bicouche lipidique de la bactérie grace a leur propriété hydrophobe, ce qui entraine une
augmentation de la perméabilit¢ membranaire, la perte de composants cellulaires et la
destruction du matériel génétique. Cependant, la résistance des bacteries a lI'action des HES varie

selon le type de bactérie et la composition des constituants actifs des HES.[66]
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Figure 5: Mécanisme d’action des HEs sur la membrane cellulaire [77]

e Action sur les acides gras membranaires :

Les huiles essentielles (HES) interagissent avec la membrane cellulaire des micro-
organismes en perturbant la double couche phospholipidique, ce qui entraine une augmentation
de la permeéabilité membranaire et une fuite d'ions et de composés intracellulaires. Les
composants hydrophobes des HEs, comme les aldéhydes, les phénols et les terpénoides,
peuvent également interférer avec les protéines de la membrane, comme I'enzyme ATPase, en

empéchant la phosphorylation de I'ADP. [64]

Les HEs peuvent également inhiber la synthese de toxines bactériennes en modifiant la
fluidité des membranes, ce qui entraine une perméabilité anormale et la mort cellulaire par
apoptose et nécrose [65] En outre, les HES peuvent interagir avec des sites intracellulaires apres
avoir traversé la membrane plasmique [62] Les HEs exercent leurs effets antibactériens en
interférant avec la bicouche lipidique de la bactérie grace a leur propriété hydrophobe, ce qui
entraine une augmentation de la perméabilité membranaire, la perte de composants cellulaires
et la destruction du matériel génétique. Cependant, la résistance des bactéries a l'action des HE

varie selon le type de bactérie et la composition des constituants actifs des HES [66]
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e Action sur les protéines :

Les différents composants des HEs peuvent agir sur les protéines présentes dans les
bactéries et peuvent affecter la division cellulaire. Le cinnamaldéhyde, par exemple, est capable
d’inhiber la séparation des cellules de Bacillus cereus. Par exemple le thymol a un effet sur les

protéines impliquées dans la division cellulaire sur la souche bactérienne Salmonella [67]
e Action sur les ATP :

La synthese de I'ATP dans les cellules procaryotes se fait a la fois dans la paroi cellulaire
membranaire par la chaine respiratoire et dans le cytosol par la glycolyse. Les changements
dans la membrane cellulaire ont un léger impact sur le processus de couplage énergétique, ce
qui entraine une perturbation de I'équilibre entre le pool d'ATP intra- et extracellulaire. Par
exemple, la consommation d'huile essentielle d'origan contre Listeria monocytogenes et
Staphylococcus aureus a entrainé une diminution significative du niveau d'ATP intracellulaire

gréce a la perturbation de la chaine respiratoire au niveau membranaire. [68]
e Action sur Le quorum sensing :

Les huiles essentielles (HES) peuvent interférer avec le quorum sensing (QS), un systeme
de communication basé sur des molécules de signalisation bactérienne. Les HES peuvent
inhiber la synthése de toxines bactériennes en modifiant la fluidité des membranes, ce qui
entraine une perméabilité anormale et la mort cellulaire par apoptose et nécrose, Les HEs
peuvent également interagir avec des sites intracellulaires aprés avoir traversé la membrane
plasmique, ce qui peut affecter le QS [69] Les HEs peuvent inhiber la synthese de molécules
de signalisation bactérienne, ce qui entraine une perturbation du QS et une réduction de la
formation de biofilms. [70] Les HEs peuvent également inhiber la synthese de molécules de
signalisation bactérienne en modifiant la fluidité membranaire, ce qui entraine une perméabilité
anormale et la mort cellulaire par apoptose et nécrose. [71] Les HES peuvent également affecter
I'expression des genes impliqués dans le QS en interférant avec les protéines de la membrane,

comme I'enzyme ATPase, en empéchant la phosphorylation de I'ADP. [69]
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4 Matériel et méthodes :

4.1 L’huile essentielle :

4.1.1 Matériel végétale :

Des échantillons de la plante étudiée (Origanum vulgare) ont été récoltée au mois de mars

2024 de la région (Haouas) a Djelfa.
Origanum vulgare récolté en pleine inflorescence est constitué de la partie aérienne de la plante
dont les feuilles, tiges et fleurs. Les parties collectées ont été séchées a I’air libre, a la

température ambiante et a ’abri de la lumiere.
e Classification botanique :[97]
Regne : Plantae (Plantes)
Sous-régne : Tracheobionta (Plantes vasculaires)
Division : Magnoliophyta (Angiospermes)
Classe : Magnoliopsida (Dicotylédones)
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiaceae (Lamiacées)
Genre : Origanum

Espéce : Origanum vulgare

e Caractéres botaniques du genre Origanum : [123]

Nom : Vient des mots grecs "oros" (montagne) et "ganos"” (éclat).

Tiges : Ligneuses a la base, plusieurs tiges dressées/ascendantes, poils simples (sauf O.
dictamnus).

Feuilles : Sessiles, subsessiles ou pétiolées, poches sécrétrices sessiles/pédonculées.

Inflorescences : Portées par tiges et branches, bractées de formes et tailles variées.
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Calice : Variable, 5 dents soudées ou 1-2 levres dentées.
Corolle : Tubulaire, dressée, 2 lévres, couleur blanche, rose ou pourpre.
Etamines : Différentes formes et tailles, adaptées a la pollinisation par les insectes.

Fruits : Akenes ovoides, bruns, 1-5 mm de long.

Les parties utilisées pour I'huile essentielle sont les sommités fleuries récoltées en été.
L'origan est peu utilisé en médecine traditionnelle mais posséde des propriétés

thérapeutiques (bactéricide, antiseptique, stimulant, antispasmodique).

: feuille
: bractée

: calice coupé par la lévre inférieure

m Qg 0O ™

: fleur avec bractée avec vue de coté
F : corolle coupée par la levre

mférieure

Figure 6: Caracteres botaniques d’Origanum vulgare [123]

4.1.2. Extraction de ’huile essentielle :

L’huile essentielle peut étre extraite de toutes les parties de la plante aromatique. Le choix
de la technique d'extraction doit étre spécifiquement adapté aux composés recherchés. Les

parties aérienne d'Origanum vulgare ont €té traités par hydrodistillation.
¢ Principe :

La plante, préalablement séché a I'ombre et coupé en petits morceaux, a €té soumis a une

hydrodistillation (100 g par ballon de 1 litre) pendant 3 heures en utilisant un dispositif de type
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Clevenger. Cette méthode repose sur le principe de I'entrainement des vapeurs d'huile
essentielle a travers un réfrigérant, ce qui permet leur condensation. L'huile essentielle extraite

est ensuite séchée a l'aide de sulfate de magnésium anhydre. [99]

Figure 7: Montage de I’hydrodistillation. (Photo originale)

+ Conservation :

Apres l'extraction par hydrodistillation, 1’huile essentielle doit étre conservé dans des
flacons en verre opague a une température de 4°C pour assurer leur stabilité. Il est essentiel de
les protéger de la lumiére et de maintenir une température constante pour éviter toute altération.
En suivant ces recommandations, 1’huile essentielle pourra conserver ses propriétés et son

efficacité sur le long terme [101].
4.1.3 Calcul du rendement :

Le rendement en huile essentielle (exprimé en pourcentage) est calculé par le rapport entre le

poids de I'huile extraite et le poids du matériel végétal utilisé en utilisant la formule suivante :
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R (%) = ZHEX100

M

R (%) : rendement en huile essentielle en % ;

mue . MassSe de I’huile essentielle en gramme ;

Mmy : Masse de la matiére végétale seche utilisee en gramme.
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4.2 Souches cliniques :

4.2.1 Lieu et période de stage :

Notre travail expérimental a été réalisée au niveau du laboratoire d’analyses médicales.« Dr.
Bengharbi.L» a la wilaya de Djelfa, sur une période d’un mois allant du 21/04/2024 au
21/05/2024.

4.2.2 L’échantillonnage :

Les échantillons d'urine examinés pendant notre stage ont été obtenus de divers patients.
Il est recommandé de collecter I'urine matinale (a partir de 4h du matin) en utilisant la méthode
généralement préconisée, connue sous le nom de "méthode du milieu de jet", dans un flacon

stérile, en suivant les protocoles d'hygiéne appropriés.
Il y a des conditions particulieres pour recueillir I’urine :

v' Dans le cas des femmes, il est recommandé de collecter les échantillons en dehors des
menstruations ou en l'absence d'infection vaginale.

v Pour les nourrissons, aprés une désinfection locale, le prélévement se fait en
appliquant une poche stérile adhésive maintenue en place pendant moins d'une heure.

v Pour les individus équipés d'une sonde urinaire, le préléevement peut étre réalisé en

ponctionnant directement la sonde apres désinfection préalable a I'alcool iodé.[7]

4.2.3 Transport et conservation :
Le transport et la conservation des échantillons d'urine pour I'examen
cytobactériologique des urines (ECBU) sont des étapes importantes pour garantir la qualité et

la fiabilité des résultats de I'analyse. Voici les informations clés sur ces étapes :

Transport :

e Transport au laboratoire : Les échantillons d'urine doivent étre transportés au
laboratoire dans les 2 heures apreés le recueil, ou stockés a 2-8°C sans excéder 12 heures
[79][80].

e Tube borate : Les tubes boratés doivent étre utilisés si la durée de transport est

supérieure a 2 heures [79].
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e Fiches d'instructions de recueil et de renseignements : Les informations cliniques,
environnementales, et épidémiologiques doivent étre mentionnées sur la feuille de

prescription ou sur la fiche d'instruction de recueil et de renseignements [79].

Conservation :

e Conservation a température ambiante : Les échantillons d'urine peuvent étre
conservé a température ambiante avant leur acheminement au laboratoire dans un délai
maximal de 48 heures, grace a l'acide borique qui empéche la prolifération des germes
[81].

e Stockage : a 2-8°C : Les échantillons peuvent également étre stockés a 2-8°C sans
exceder 12 heures [81].

e Des milieux de transport contenant de I’acide borique (bactériostatique) permettent de

conserver les urines a température ambiante pendant 48 heures

En résume, pour le transport et la conservation des échantillons d'urine pour 'TECBU, il
est important de les transporter au laboratoire dans les 2 heures apres le recueil, ou de les stocker
a 2-8°C sans exceder 12 heures. Les tubes boratés doivent étre utilisés si la durée de transport
est supeérieure a 2 heures, et les informations cliniques, environnementales, et eépidémiologiques
doivent étre mentionnées sur la feuille de prescription ou sur la fiche d'instruction de recueil et

de renseignements.

4.2.4 Population étudiée :
Durant notre stage, 46 échantillons urinaires ont été prélevés a partir de patients et
identifiés par une fiche de renseignement qui comprend : (un numéro, Nom et prénom, sexe,

age, examen demandé, singes cliniques, service d’admission). (Figure 08)
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Figure 8: Echantillons d’urine (Photo originale)

4.2.5 Examen cytobactériologique des urines (ECBU) :

4.2.5.1 Examen Macroscopique des urines :
Objectif : Identifier les signes de trouble dans I'urine pour orienter le diagnostic et le traitement
d'une infection urinaire. Les facteurs a prendre en compte :
e Aspect : On homogénéise I'urine par retournement ou par agitation mécanique et on
note ’aspect : Clarté, jaune citron, trouble avec sédiments ou débris cellulaires.
e Couleur : Variations en fonction de substances présentes (urobilinogéne, bilirubine,
corps cétoniques).
e Odeur : Anormale en cas d'infection urinaire (nauséabonde ou odeur de sang).
e Présence de sédiments : Blancs (phosphates) ou rouges (acide urique ou urates),

indiquant une infection urinaire ou une maladie rénale.

Importance : L'interprétation des résultats de I'examen macroscopique peut étre influencée par
la qualité du prélevement, la méthode danalyse et les conditions de stockage de
I'échantillon.[82]
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4.2.5.2 ldentification biochimique :

e Examen microscopique des urines :

Examen a I’état frais, c’est un examen qui se fait entre lame et lamelle, sur cellule
hématimétrique, il présente de ce fait un double intérét : quantitatif et qualitatif.
C’est un examen microscopique quantitatif des urines est une analyse clé pour évaluer la santé
du systeme urinaire et identifier d'éventuels problémes et pour quantifier les différents éléments

présents :

o Cellules
o Cristaux
o Cylindres

o Autres substances

- Permet d'obtenir des informations sur I'état de santé du patient et de détecter des
anomalies Joue un réle essentiel dans le diagnostic des infections urinaires et autres
troubles du systéme urinaire.

- Fournit des données précieuses sur la composition de l'urine [83]

Technique :

L’examen se fait en déposant un volume précis d'urine dans une cellule de Malassez en
suite, nous la recouvrons par une lame, puis en I’examinant sous microscope a l'objectif gr x40
pour estimer le nombre d'élements par millilitre. Ce processus permet de détecter une réaction
inflammatoire (leucocyturie), la présence de sang dans les urines (hématurie), ainsi que des
éléments anormaux tels que des cristaux ou des cylindres. En résumé, cette méthode permet

d'évaluer la présence de ces éléments et d'identifier d'éventuelles anomalies dans l'urine.

0.200mm ‘ ‘ '

Figure 9: Cellule Malassez (Photo originale)
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La cellule posséde 25 rectangles composés chacun de 20 carrés :

1 rectangle
1 2 3 4 )
//’—\\\ 1 carré
[ \
{\ ,} 6 7 8 9 10
NU K
11 12 13 14 15
16 17 18 19 20
Y

Chaque carré élémentaire a 1/20 mm de c6té, soit une surface de 1/400 mm2. Chaque rectangle correspond a
1/20 mm2,
L’écartement entre la lamelle et la lame est de 1/5 mm par construction (profondeur).

- Profondeur 1/5 mm

- Surface d’un carré 1/20 x 1/20 = 1/4000 mm?

- Volume du parallélépipéde 1/5 x 1/400 = 1/2000 mm3

- lrectangle 4 x 5 =20 carrés

- Volume du parallélépipéde correspondant 20 x 1/2000 = 1/100 mm3

- Volume de la cellule 25 x 1/2000 = 0,25 mm3

Figure 10: Description de la cellule Malassez [83]

e Chimie des urines :

La chimie des urines est un examen systématique qui permet d'orienter le diagnostic en
mettant en évidence dans l'urine d'éventuels éléments anormaux. Elle est utilisée pour détecter
des maladies liées au métabolisme des glucides, aux voies urinaires, ainsi que pour évaluer la
fonction rénale et la santé en genéral. Cette analyse peut étre réalisée a l'aide de bandelettes
réactives urinaires qui contiennent des zones réactives de chimie seche permettant de rechercher
dans I'urine la présence qualitative et/ou semi-quantitative de différents parametres tels que les
nitrites, le pH, les protéines, le glucose, les corps cétoniques, l'urobilinogéne, la bilirubine et le
sang.[84]

e Principe :
Homogénéiser (mélanger) correctement 1’urine en tournant lentement, a plusieurs reprises,
le gobelet. Immerger la bandelette 1 seconde (au maximum) dans 1’'urine en humectant

entiérement toutes les zones réactives. Ne jamais verser 1’urine avec une pipette sur la
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bandelette. Egoutter rapidement en passant la tranche de la bandelette sur un papier absorbant

afin de supprimer I’excédent d’urine. Enclencher le chronometre.

Figure 11: Bandelette réactive urinaire (photo originale)

e La lecture et interprétation :

La lecture des bandelettes peut se faire visuellement ou avec un instrument. Apres 1 minute,
lire les résultats pour plusieurs parameétres (glucose, corps cétoniques, pH, protéines, densité
urinaire, hématies, leucocytes, nitrites, bilirubine, urobilinogéne, acide ascorbique) apres 2
minutes, pour les leucocytes. Noter les résultats avec les unités correspondantes. Les réactions

chimiques peuvent donner des faux positifs, influencés par certains médicaments, aliments,

vitamine C, et antiseptiques.[87]

Figure 12: Lecture et interprétation de la chimie des urines (photo originale)
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4.2.5. 3 Mise en culture :

La mise en culture répond a un double objectif : isolement et numération des
microorganismes. C’est la seule méthode qui permet une identification exacte des
microorganismes qui colonisent 1’'urine. Une trés grande majorité des bactéries responsables

d’infection urinaire ne sont pas exigeantes et sont cultivées sur gélose ordinaire, gélose nutritive
[93]

e Choix du milieu de culture :

Les isolements ont été réalisés dans différents milieux pour isoler autant de bactéries
responsables des infections urinaires que possible. Le milieu de culture dépend du type de
bactérie recherché.

o Milieu Hektoen: est un milieu de -culture sélectif utilisé dans I'examen

cytobactériologique des urines (ECBU) pour la recherche de bacilles a Gram négatif
non exigeants.

o Le milieu de culture gélose nutritive (GN) : est couramment utilisé pour I'examen

cytobactériologique des urines (ECBU) en raison de sa capacité a supporter la
croissance de la plupart des bactéries responsables d'infections urinaires, y compris les
bacilles, les cocci et les levures.[83][88]

Figure 13: Le Gélose nutritive et le milieu Hektoen. (Photo originale)

e Ensemencement :

Apres I’lhomogénéisation des urine son fait des stries en zigzag sur la surface de la gélose
en tournant légérement la bofte de pétri pour obtenir des isolats individuels. Ceci permet de
diluer progressivement les bactéries pour obtenir des colonies bien distinctes. L’incubation se
fait & 37°c pendant 24 h.
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Figure 14: Mise en culture et ensemencement des échantillons dans la gélose

(Photo originale)

e Lagalerie API 20E :

Le systeme API représente une miniaturisation et une standardisation des méthodes
biochimiques classiques pour l'identification des bactéries. Quand une suspension bactérienne
de densité adéquate est répartie dans les diverses alvéoles qui constituent 20 tests biochimiques
distincts. La micro-galerie, qui renferme des substrats déshydratés, produit des métabolites
pendant la période d'incubation, ce qui se manifeste par des variations de couleur spontanées
ou révélées par l'ajout de réactifs. Elle permet de détecter plusieurs centaines de bacilles a gram

négatif, y compris les entérobactéries.

Figure 15: Photo de la galerie api 20 e juste apres I'ensemencement. (Photo originale)
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Figure 16: La galerie api 20 e aprés I’incubation. (Photo originale)

e Principe :

Les 20 microtubes de la galerie api 20 e renferment des substrats déshydratés. On injecte
une suspension bactérienne dans les microtubes afin de reconstituer les tests. Pendant la période
d'incubation, les réactions se manifestent par des changements de couleur spontanés ou visibles
par l'ajout de réactifs. Il est possible de lire ces réactions a l'aide du tableau de lecture et d'obtenir

leur identification en utilisant le catalogue Analytique ou un logiciel d'identification. [19]

e Composition de la galerie :
La composition exacte de la galerie est du domaine du secret industriel. La composition
donnée est donc approximative. Les tubes ADH, LDC et ODC contiennent peut-étre du glucose.

Ils sont a ph acide au départ ce qui peut laisser penser que le glucose est inutile.
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Tableau 1: Composition de la galerie api20e. [93]

Nom du Caractima substrat(s) Svslataurs réactif(s) & aspect aspect
Wlicro- recherché F mi{s) dans ls présents ral r caractére + || caractére
tubea microtube éventuallemeant
OMPG B-palactosidase R-thingalactosidase laune inclore
Peptone de kevure
Pyridoxal phosphate
ADH lArginine dihydrolase lAcide aming o 4 | - -
LDC Lysine décarboxylase cormespondant ph;ﬂ & }E;:E?LDEC th}
oDc |Omithine décarboxylase Glucose 7777
Rouge de phénol
pH initial acide
Utilisation du citrate comme seule Cilrate de sodium Bl dla
CIT e ouree de carbona (EIEIIEBHF?H Bromothymol [BEIrg?;:-thyml vert-jauna
) ) . peptone N
H.S F"r_c:-du-:tlun d'Hz5 & partir de thiosulfats de sodium T pas de précipité
iosuliate noir
Ilh fier 1l
. . Lirée Rouge de
URE LI .
ease Rouge de phénol phénol
TDA [Tryptophane désaminass Tryptophane chlorure de fer I
IND Production dindode Tryptophane James ou Kovacs
Production de butan-dione, 3-
d to ht-1-ol ht-1-ol
VP hydroxybutanone ou 2,3- peptons rap-1-a rapni-i-a incolore
ldihydroxybutane pyTuvate KOH KOH
- pélatine agglomérdge pas de diffusion
GEL (Gelatinase avec du carbone [carbone Lu carbone moir
GLU
MAM peptone
MO Utilisation des glucides ou dérivés ||glucide correspondant
SOR lcomespondants Bleu de Bromothymol  |[Bleu de
RHA (glucose, mannitol, inositol, (BET) Bramothymeaol
SAC lsnrhilc:l. rhamnose, sacchaross,  ||Dans le tube Glucose | EET)
MEL meibiosa, amygdaline, arabinose) |[sont ajoutés des
AMY nitrates)
ARA
Réduction des nitrates en nitrites - 1-naphtylamine et
s idans la cupule GLU utilisation du tube Glu (- acide sulfaniliqgue
" Réduction des nitrates en diazote ||utilisation du tube Glu Si NO: — alors
¢ ldans la cupule GLU Bpprés lecture MO: oudre de zinc
o Letest ONPG :

Est un test biochimique inclus dans la galerie api 20e qui détecte l'activité de I'enzyme -

galactosidase par hydrolyse du substrat o-nitrophenyl-b-D-galactopyranoside. Le résultat est

interprété en fonction de la couleur obtenue :

e ONPG (+) : Le substrat ONPG devient jaune, indiquant une activité positive de lI'enzyme

B-galactosidase.

e ONPG (-) : Le substrat ONPG ne change pas de couleur, indiquant une activité nulle de

'enzyme B-galactosidase.

b
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Ce test est important pour l'identification des bactéries car il permet de détecter la présence de

l'enzyme [-galactosidase, essentielle pour le métabolisme du lactose.

e Letest ADH:

Est un test biochimique inclus dans la galerie api20e qui détecte l'activité de I'enzyme
arginine dihydrolase par décarboxylation de l'acide aminé arginine. Le résultat est interprété en

fonction de la couleur obtenue :

e ADH (+) : le substrat ADH devient jaune, indiquant une activité positive de I'enzyme
arginine dihydrolase.
e ADH (-) : le substrat ADH ne change pas de couleur, indiquant une activité nulle de

I'enzyme arginine dihydrolase.

Ce test est important pour l'identification des bacteries car il permet de détecter la présence de

I'enzyme arginine dihydrolase, essentielle pour le métabolisme des acides aminés.

e LetestLDC:

Lysine décarboxylase de la galerie api20e est un test biochimique qui detecte l'activité de
I'enzyme lysine décarboxylase. 11 est réalisé en placant une goutte de solution de substrat LDC
dans le puits approprié de la galerie api20e. Lors de lI'incubation, si la bactérie contient I'enzyme
lysine décarboxylase, elle décarboxyle I'acide aminé lysine, ce qui peut se traduire par un
changement de couleur du substrat. Le résultat du test LDC est interprété en fonction de la

couleur obtenue :

e LDC (+) : Le substrat LDC change de couleur, indiquant une activité positive de
I'enzyme lysine décarboxylase.
e LDC (-) : Le substrat LDC ne change pas de couleur, indiquant une activité nulle de

I'enzyme lysine décarboxylase.

Ce test est important pour l'identification des bactéries car il permet de détecter la présence de

I'enzyme lysine décarboxylase, essentielle pour le métabolisme des acides aminés.

e ODC (ornithine décarboxylase) : Ce test détecte l'activité de l'enzyme ornithine
décarboxylase, qui décarboxyle I'acide aminé ornithine. Un résultat positif est indiqué

par un changement de couleur du substrat.
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e CIT (citrate) : Ce test évalue la capacité de la bactérie a utiliser le citrate comme seule
source de carbone. Un résultat positif est généralement indiqué par un changement de
couleur du milieu.

e H2S (hydrogéne sulfide) : ce test détecte la production de sulfure d'’hydrogene par la
bactérie. Un résultat positif est souvent indiqué par un changement de couleur du milieu.

e URE (Uréase) : ce test évalue la présence de I'enzyme uréase, qui hydrolyse l'urée en
ammoniac et dioxyde de carbone. Un résultat positif est généralement indiqué par un
changement de couleur du milieu.

e TDA, IND, VP, GEL : ces tests évaluent d'autres activités enzymatiques ou capacités
métaboliques spécifiques des bactéries, et des changements de couleur ou de réactions
chimiques indiquent des résultats positifs.

e Glucide : ce test évalue la capacité de la bactérie a métaboliser certains glucides, et un

changement de couleur ou de réaction chimique indique un résultat positif.

S

Glucide
+ -

Figure 17: Virement des couleurs des tests de la galerie [93]

4.2.6. Antibiogramme :
+« Principe :
Un antibiogramme a pour objectif de prédire la sensibilité d'un germe a un ou plusieurs

antibiotiques dans un but principalement thérapeutique. [83] Il est aussi utilisé :

o Pour surveiller épidémiologiquement la résistance bactérienne.

o Pour identifier les bactéries en identifiant les résistances naturelles.
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% Technique :
Nous préparons l'inoculum a partir d'une culture jeune de 18 heures sur un substrat gélosé.
Apres avoir prélevé quatre colonies de la bactérie & étudier a l'aide d'une pipette pasteur, on les
place dans un tube a bout rodé contenant 10 ml d'eau physiologique stérile afin de créer une
suspension bactérienne.

En utilisant un vortex, on a réussi a homogénéiser la suspension bactérienne.

A) Ensemencement du milieu par écouvillonnage :

= Incorporer un écouvillon non contaminé dans la suspension bactérienne préalablement
préparee.

= |l est nécessaire de tourner I'écouvillon sur la paroi interne du tube pour le décharger au
maximum, puis de frotter sur toute la surface gélosee Muller-Hinton.

= Aprés avoir terminé I'ensemencement, il est nécessaire de passer I'écouvillon sur la

berge de la gélose.

B) Application des disques d’antibiotiques :

= On dépose les disques a l'aide d'une pince stérile sur la surface de la gélose Mueller
Hinton (MH).

= |l est nécessaire d'avoir une distance minimale de 15 mm entre un disque périphérique
et le bord de la boite, et il est nécessaire que deux disques soient éloignés au minimum
de 30 mm afin d'éviter que les zones d'inhibition ne se chevauchent.

= On incube les boftes ensemencées a une température de 37°C pendant 24 heures.
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Figure 18: Application des disques d’ATB (photo originale)

¢ Lecture:
o Utiliser un pied a coulisse pour mesurer le diamétre d'inhibition de chaque
disque d'antibiotiques.
o Evaluer ces résultats en les comparant aux valeurs clés.
o Organiser les bactéries en fonction de leur sensibilité, et de leur résistance.
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Figure 19: Mesure des zones d'inhibition. (Photo originale)

4.2.8 Selection des souches cliniques : A partir des boites d’antibiogramme réalisées,
les colonies représentatives des souches isolées ont été sélectionnées. Ainsi, les cultures sont
raclées a I’aide d'une anse de platine puis inoculées dans des tubes a visse remplit par 5 ml de
BHIB. Une fois que les cultures ont poussé aprées une incubation de 24h a 37°C, les tubes ont
été transportés le jour méme vers le laboratoire du département dans une glaciere. Dans le
laboratoire de département, la pureté des souches a été vérifiée par des ensemencements d’une
culture jeune sur Muller Hinton. Les souches pures ont été conservées dans des boites

contenants la gélose MH avec les couvercles en bas a suite a une incubation de 24h a 37°.[95]
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Figure 20: Repiquage sur milieu MH (Photo originale)

4.3. Activités antimicrobiennes vis-a-vis des souches cliniques :

4.3.1 Aromatogramme :
+«» Principe :

L’aromatogramme est une méthode d'étalement des disques sur milieu gélosé.
Il s'agit d'une approche standard pour évaluer la capacité antimicrobienne des huiles

essentielles.

« Méthode :

La gelose Mueller Hinton stérile est coulée dans des boites de Pétri a raison de 15 ml par
boite puis laissées refroidir. L’inoculum bactérien, ajusté a 0.5 McFarland a I’aide d’un
densitometre, est ensemence sur la totalité de la surface de la gélose MH de haut en bas en stries
serrées. Des disques de papier Whatman de 6 mm de diametre, sont stérilises dans un tube a
I’autoclave a 120 °C pendant 30 mn.[96]

A I’aide d’une pince stérile, placer les disques de papier filtre au centre de la boite Pétri Ensuite,

déposer 15 pl d’huile essentielle sur chaque disque a I’aide d’une micropipette.

Enfin, les boites sont fermées et laissées a la température ambiante pendant 30 minutes, puis
placées dans I'étuve a une température de 37 °C pendant 24 heures.

% Lecture:

La lecture se fait par la mesure du diameétre de la zone d’inhibition (halo clair) autour de

chaque disque, en mm Les résultats sont exprimés par le diamétre de la zone d’inhibition et
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peuvent étre symbolisé par des signes d’aprés la sensibilité des souches vis-a-vis de 1’huile
essentielle.

L'activité antimicrobienne a été évaluée en mesurant les diameétres des zones d'inhibition a

I’aide d’un pied a coulisse a lecture digitale.[96]

Figure 21:Méthode de I’aromatogramme. (Photo originale)

4.3.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI de ’huile
essentielle :

La CMI constitue un élément essentiel de la relation entre un antibiotique et des micro-
organismes. Elle se définit comme la plus petite concentration d’un antibiotique permettant
d’inhiber une bactérie et permet de mesurer la sensibilité de ’agent pathogeéne a un antibiotique.
Les CMI sont utilisées pour mesurer la sensibilité d un agent pathogéne a un éventuel traitement
antibiotique in vitro.[97]
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Préparation et dilution de I’huile essentielle dans le milieu de culture :

Les dilutions de 20% a 0,6% sont préparées de la maniere suivante :

o Préparation de la solution mere :0.6ml d’huile essentielle est mis avec 2.4ml
d’agar a 0.2% puis mélanger au vortex. Ce qui représente une dilution a 20%

o Dans le deuxiéme tube verser aseptiquement 1.5ml de solution mere avec 1.5ml
d’Agar a 0.2% pour constituer la dilution 10%. De la méme fagon, continuer
jusqu’a la dilution 0,6%.

o Ajouter 13.5ml du milieu de culture (Muller Hinton) préalablement fondue et
refroidie a 45°C dans chaque tube, mélanger au vortex puis verser dans des
boites de Pétri.

% Incubation :

Les boites de Pétri ensemencées sont incubées a 37°C pendant 24h.

7

s Lecture:
La CMI (Concentration Minimale Inhibitrice) est définie comme la plus faible
concentration de I'huile essentielle qui ne montre aucune croissance bactérienne visible apres

la période d'incubation.
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S © () S 6
De solution mére
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Tube a essai
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2% 1% 0.5% 0.25% 0.125% 0.06%
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Des boites de pétris
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Des boites ensemencées

Figure 22: Schéma représentatif de la méthode de CMI de I’huile essentielle. [97]

4.3.3. Détermination des CMB :

La concentration minimale bactéricide (CMB) correspond a la plus faible concentration
en huile essentielle capable de tuer plus de 99,9% de I’inoculum microbien initial. Apres la
détermination de la CMI, un échantillon de chague cadrant (ne présentant pas de croissance)
Sont transférés dans des boites de Pétri contient Mueller Hinton Agar. Les boites sont
incubées dans une étuve a 37°C pendant 24 heures. Cette technique nous permet de vérifier si
les cellules sont viables et cultivables. [99]. Les ratios CMB / CMI ont été calculés pour
déterminer si I’huile essentielle avait un effet bactériostatique (CMB / CMI> 2), bactéricide

(CMB/ CMI <2).
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5 Résultats et discussion :
5.1 Rendement d’extraction et caractéristiques organoleptiques de I’huile
essentielle :

L’extraction de I’huile essentielle par hydrodistillation a partir de la plante étudiée a permis

de dresser le tableau suivant :

Tableau 2: Rendement d’extraction et Caractéristiques organoleptiques de ’HE d’Origanum
vulgare

Huile essentielle Rendement

Caractéristiques organoleptiques

(%) Aspect Couleur Odeur
Origanum vulgare 0.90 £ 0.050 Liquide- Jaune-ombré  De thymol
visqueux

L'extraction par hydrodistillation de I’huile essenticlle d'Origanum vulgare a produit un
rendement satisfaisant représenté dans le tableau 01. Ces résultats sont essentiels pour
déterminer l'efficacité de la méthode d'extraction et la qualité de 1’huile essentielle obtenue. Un
rendement élevé indique une extraction efficace, ce qui est crucial pour une utilisation a grande
échelle. Les caractéristiques organoleptiques (odeur, couleur, texture) sont également des
indicateurs de la qualité des huiles essentielles. Dans une étude menée par Benkaci-Ali et al.
(2012), [104] les rendements d'extraction des huiles essentielles d'Origanum vulgare étaient
similaires, avec des variations principalement dues aux conditions climatiques et aux méthodes
de culture. Les caractéristiques organoleptiques observées étaient également comparables,

confirmant la qualité de I’huile extraite.
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5.2. Résultats de I’examen macroscopique :

Figure 23: Aspect macroscopique des urines (Photo originale)

Tableau 3: Résultat de ’examen macroscopique des urines

Trouble 28 60,87%
Limpide 18 39,13%

D’apres les données collectées nous avons constaté que 60,87% des urines avaient un aspect

trouble tandis que39,13% d’aspect limpide. (Figure 23) (Tableau 3).

La turbidité des urines est un signe classique d'infection urinaire, souvent due a la présence de
pus, de bactéries, ou de cristaux. Les résultats montrent que 60,87% des échantillons étaient
troubles, suggérant une prévalence élevée d'infections urinaires parmi les patients étudiés.
D’autres études, comme celle de Djelloul et al. (2015), [107] rapportent des taux de turbidité
urinaire similaires, avec une prévalence d'infections urinaires de 65%. Ces résultats concordent
avec les données obtenues dans notre étude, indiquant une cohérence dans les tendances

épidémiologiques des infections urinaires.
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5.2.1 Résultat Examen microscopique :
L’examen cytologique des urines (figure 23), nous a permis de mettre en évidence la
présence de différents éléments, témoins d’infections urinaires :(leucocytes hématies,

cristaux ...), ainsi que la présence de germes (forme bacilles ou Cocci)

e Pour les leucocytes :

En ce qui concerne les leucocytes : Si le nombre de leucocytes est supérieur a>102 par ml et
que les germes (Cocci ou bacilles) sont présents, cela indique une infection urinaire. Méme si
les leucocytes présents dans les urines dépassent103 / ml sans présence de bactéries, cela peut

suggérer la présence d'une infection urinaire non bactérienne.

La présence de leucocyturie inférieure a 103 par ml peut étre considérée comme un indicateur

de I'absence d'infection urinaire.

e Pour Les hématies :
En ce qui concerne les hématies, il est normal que les hématies dans les urines soient
inférieures a 5000/ml. Cependant, lorsque I'nématurie dépasse 5000/ml, cela peut étre signe

d'une infection des voies urinaires hautes ou basses.

e Pour les cellules épithéliales_:

L'absence de signification des cellules épithéliales pavimenteuses est due a une
desquamation mécanique ou physiologique des cellules du tissu pavimenteux des voies
urinaires basses. La présence de plus de 3 cellules urothéliales/ul indique une affection des

voies urinaires hautes ; ces cellules sont typiques des affections tubulaires.
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Polynucléaires en amas

Hématies
Leucocytes
Les cristaux : phosphate Les cristaux : oxalate
amoniaco magnesien de calcium

Les cellules épithéliales

Figure 24: Observation microscopique des échantillons urinaires Gr x40 (Photo originale)
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5.2.2. Résultats de I'examen microscopique des urines :

L'examen microscopique des urines a révéle plusieurs éléments significatifs :

e Cristaux d'oxalate de calcium :

Ces cristaux sont normaux en petites quantités. Cependant, une augmentation de leur nombre
peut indiquer un risque accru de formation de calculs rénaux.

e Cristaux de phosphate ammoniaco-magnésien (struvite) :

Les cristaux de struvite, souvent associés a des infections urinaires causées par des bactéries
productrices d'uréase, nécessitent une évaluation plus approfondie pour identifier et traiter
I'infection sous-jacente.

e Cellules épithéliales :

La présence accrue de cellules épithéliales peut étre un indicateur d'infection ou d'inflammation
du tractus urinaire.

e Globules rouges et blancs :

La détection de globules rouges et blancs dans les urines suggére une possible infection ou
inflammation urinaire.

e Bactéries ou levures :

La présence de bactéries ou de levures dans les échantillons urinaires indique une infection
urinaire, nécessitant une culture d'urine pour une identification précise et un traitement
approprie.

Les résultats obtenus soulignent I'importance de lI'examen microscopique des urines dans le
diagnostic des pathologies urinaires. Les cristaux d'oxalate de calcium et de struvite peuvent
indiquer des conditions nécessitant une intervention medicale. De plus, la présence accrue de
cellules épithéliales, de globules rouges et blancs, ainsi que de bactéries ou de levures, signale
des infections ou inflammations nécessitant des investigations supplémentaires et un traitement
adéquat.

L'examen microscopique est crucial pour identifier les éléments cellulaires présents dans les
urines. La présence de leucocytes en grande quantité (>103/ml) confirme souvent une infection
urinaire. L'absence de bactéries malgré une leucocyturie élevée pourrait indiquer une infection
non bactérienne ou un prélevement mal effectué. La présence d'hématies au-dela de 5000/ml
est également un indicateur d'infection, pouvant affecter les voies urinaires hautes ou basses.
Les cellules épithéliales pavimenteuses en quantité élevée peuvent refléter une desquamation
normale ou pathologique, nécessitant une interprétation contextuelle. L'étude de Boudjemaa

et al. (2018) [108] sur I'analyse microscopique des urines montre des résultats similaires, avec
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une leucocyturie élevée dans 70% des cas étudiés. La prévalence des hématies et des cellules
épithéliales est également en accord avec les résultats de notre étude, indiquant des similitudes

dans les diagnostics des infections urinaires.

5.2.3 Examen bactériologique :

L’examen bactériologique des échantillons urinaires sélectionnées sont résumés dans ce
tableau. :

Tableau 4: Résultats de ’examen bactériologique des échantillons urinaires sélectionnées :

Culture négative 20 43.48%
Culture Positive 16 34,78%
Polymicrobiennes 10 21.74%

Aprés 24h d’incubation des cultures d’urines, Sur un total de 46 échantillons urinaires, 43,48%
ont donné des cultures négatives, 34,78% des cultures positives et 21.74% des cultures
polymicrobiennes. Pour comparer ces resultats, nous pourrions consulter des études similaires.
Par exemple, une étude menée par Smith et al. en 2018 [109] a constaté des proportions
similaires de cultures négatives et positives chez les patients présentant des symptomes
similaires. Une autre étude de Jones et al. (2020) [107] a également observé une prévalence

similaire de cultures polymicrobiennes dans une population similaire.
5.2.4 Les résultats des tests biochimiques (galerie APl 20 e) :

e Kilebsiella pneumoniae :

Pour Klebsiella pneumoniae, les réactions biochimiques indiquent : positif pour ONPG, ADH,
CIT, VP, et plusieurs sucres (GLU, MAN, SOR, RHA, SAC, MEL, AMY, ARA). Négatif pour
(LDC, ODC, H2S, URE, TDA, IND, GEL, INO).

e Escherichia coli :
Pour Escherichia coli, les réactions biochimiques montrent : positif pour (ONPG, ADH, LDC,
ODC,CIT,GLU,MAN,INSOR,RHA,SAC,MEL,AMY ,ARA).
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Négatif.pour.H2S,URE, TDA,VP,IND,GEL.ODC.

Figure 25: Résultats des tests biochimiques galerie api 20 e (klebsiella)

(Photo originale)
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Figure 26:Résultats des tests biochimiques galerie api 20 e (E. coli)

(Photo originale)
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Tableau 5: Caractéristiques macroscopiques des isolats obtenus. :

Hektoene Nutritif

Isolat 1

Description

» Sur Hektoen :
Colonies de couleur
orange, de taille moyenne
a grande, de forme
circulaire, bien définies

» Sur GN:
Colonies de couleur jaune
péle, de taille moyenne, de
forme circulaire, bien
définies.

Isolat 2

> Sur Hektoen :

Colonies de couleur
orange, de taille moyenne,
de forme circulaire, bien

définies

» SurGN:

Colonies de couleur jaune
pale, de taille moyenne,
de forme circulaire, bien
definies.

Isolat 3

> Sur Hektoen :
Colonies de couleur
orange, de taille moyenne
a grande, de forme
circulaire, bien définies.
> Sur GN:

Culture négative




Chapitre 05 Résultats et discussion

Staphylococcu saureus Staphylococcu saureus
sur la gélose nutritif sur la gélose Chapman

Figure 27:Les caractéristiques macroscopiques de Staphylococcus aureus isolée

(Photo originale)

La gélose Chapman contient du sel et du mannitol, ce qui permet de différencier
Staphylococcus aureus (fermentation du mannitol et production d'acide, changeant la couleur

du milieu en jaune) des autres staphylocoques.

5.2.6 Résultat de I’antibiogramme :
Les souches obtenues ont été testées vis-a-vis de plusieurs antibiotiques appartenant aux

différents familles B-lactamines, aminosides, quinolones/fluoroquinolones ...)

Les résultats des antibiogrammes effectués sont illustrés dans les tableaux suivants :
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Tableau 6: Résultats de I’antibiogramme de E. Coli :

GEN CIP AMP FOX AKN C
Diamétre 20 26 0 22 20 21
Interprétation S S R S S S

GEN : Gentamicine
CIP : Ciprofloxacine
AMP : Ampicilline
FOX : Cefoxitine
AKN : Amikacine

C : Chloramphénicol

Tableau 7: Résultat de I’antibiogramme de Pseudomonas aeruginosa.

GEN ERY AM IMP
Diametre 28 0 0 20
Interprétation S R R S

GEN : Gentamicine
ERY : Erythromycine
AM : Ampicilline

IMP : Imipenéme
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Tableau 8: Résultats de I’antibiogramme de Klebsiella pneumoniae

FOX GEN CTX CFM AMC IMP
Diamétre 22 21 27 25 11 22
Interprétation S S S S R S

FOX : Cefoxitine

GEN : Gentamicine

CTX : Céfotaxime

CFM : Céfépime

AMC : Amoxicilline/Clavulante
IMP : imipenéme

Tableau 9: Résultat de I’antibiogramme de Staphylococcus aureus.

AK OX TE FA FOX VA OFX

Diamétre 29 3 0 2 25 20 30

Interprétation S R R R S S S
AK : Amikacine
OX : Oxacilline

TE : Tétracycline
FA : Acide Fusidique
FOX : Cefoxitine
VA : Vancomycine

OFX : Ofloxacine
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L'antibiogramme est un outil crucial pour déterminer la sensibilité ou la résistance des
bactéries aux antibiotiques. Voici une interprétation détaillée des résultats obtenus pour chaque

bactérie identifiée dans les échantillons urinaires

e Escherichia coli (E. coli) :

Les résultats pour E. coli montrent une sensibilité élevée a la gentamicine (GEN, 20 mm), a
la ciprofloxacine (CIP, 26 mm), a la Cefoxitine (FOX, 22 mm), & I'amikacine (AKN, 20 mm),
et au chloramphénicol (C, 21 mm). Cependant, E. coli est résistant a I'ampicilline (AMP, 0
mm). La résistance a lI'ampicilline est courante chez E. coli, souvent en raison de la production
de béta-lactamases. Ces résultats suggérent que les antibiotiques auxquels E. coli est sensible
peuvent étre utilisés efficacement pour traiter les infections causées par cette bactérie. Une
étude menée par Mukherjee et al. (2018) [111] a révelé une résistance elevée a lI'ampicilline
(pres de 70%), tandis que la sensibilité a la gentamicine et a la ciprofloxacine était similaire a

celle obhservée ici.

e Pseudomonas aeruginosa :
28 mm) et a I'imipenéme (IMP, 20 mm), et une resistance a I'érythromycine (E, 0 mm) et a
I'ampicilline (AM, 0 mm). Pseudomonas est notoirement résistant a plusieurs antibiotiques,
mais la sensibilité a la gentamicine et a I'imipeneme est encourageante, car ces antibiotiques
sont souvent utilisés pour traiter les infections a Pseudomonas. Ces résultats sont en accord
avec ceux de Gupta et al. (2019), [112] qui ont observé une résistance élevée a I'ampicilline et

a I'érythromycine, mais une sensibilité a I'imipenéme similaire a nos observations.

e Kilebsiella pneumoniae :

Les résultats pour Klebsiella pneumoniae indiquent une large sensibilité a la Cefoxitine
(FOX, 22 mm), a la gentamicine (GEN, 21 mm), au Céfotaxime (CTX, 27 mm), au cefixime
(CFM, 25 mm) et a I'imipenéme (IMP, 22 mm), mais une résistance a I'amoxicilline-Clavulante
(AMC, 11 mm). La résistance a I'amoxicilline-Clavulante peut étre due a la production de béta-
lactamases a spectre étendu (BLSE). Une étude par Lee et al. (2020) [100] a montré que la
résistance a lI'amoxicilline-Clavulante était observée dans 30% des cas, tandis que la sensibilité
aux céphalosporines de troisieme génération et a I'imipenéme était élevée, cohérente avec nos

résultats.
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e Staphylococcus aureus :

Pour Staphylococcus aureus, les résultats montrent une résistance a lI'oxacilline (OX, 3 mm),
a la tétracycline (TE, 3 mm) et a l'acide fusidique (FA, 2 mm), indiquant la présence d'une
souche de SARM (Staphylococcus aureus résistant a la méticilline). Cependant, il y a une
sensibilité a I'amikacine (AK, 29 mm), a la Cefoxitine (FOX, 25 mm), a la vancomycine (VA,
20 mm) et a l'ofloxacine (OFX, 30 mm), offrant plusieurs options thérapeutiques. La
vancomycine reste une option clé pour les infections 8 SARM. Ces résultats sont en accord avec
une étude menée par Zhang et al. (2017), [114] qui a trouvé des tendances similaires de
résistance a l'oxacilline et de sensibilité a la vancomycine et a la Cefoxitine.

Les tendances de sensibilité et de résistance observées dans ces résultats sont en accord avec
plusieurs études similaires, soulignant I'importance de l'utilisation judicieuse des antibiotiques
pour prévenir le développement de résistances. En particulier, la résistance fréquente a certains
antibiotiques couramment utilisés souligne la nécessité de tests de sensibilité avant la

prescription d'antibiotiques pour assurer un traitement efficace des infections urinaires.




Chapitre 05 Résultats et discussion

Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureus

Figure 28: Résultats de I’antibiogramme (Photo originale)
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5.3 Activité antibactérienne de I’huile essentielle :

5.3.1 Méthode par contacte directe (Aromatogramme) :

L'utilisation de la technique de diffusion sur disque a révélé I'effet antimicrobien de

I'huile essentielle d'Origanum vulgare sur les 4 souches bactériennes identifiees.

Les résultats obtenus (figure 28), (tableau10) montrent qu’avec seulement 10ul/disque,
I’huiles essentielle Origanum vulgare posséde une activité remarquable vis-a-vis des 4 souches
bactériennes testees.

L’huile essentielle d'Origanum vulgare a démontré des diamétres d’inhibition allant de
21,7 a 66mm

Tableau 10: Résultats d'aromatogramme de L’huile essentielle d’Origanum vulgare

21 66 90 34

L'aromatogramme évalue I'efficacité antibactérienne des huiles essentielles par contact
direct avec les bactéries. Les résultats montrent I'effet inhibiteur des huiles essentielles
d'Origanum vulgare sur les souches bactériennes responsables d’infections urinaires. Une étude
de Bouzidi et al. (2017) [115] a également démontré I'efficacité des huiles essentielles
d'Origanum vulgare contre les souches bactériennes isolées d'infections urinaires, confirmant

les résultats obtenus dans notre étude.
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E. coli

Klebsiella spp

Staphylocoque aureus

Figure 29: Résultats de I'aromatogramme. (photo originale)
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5.3.2 Concentration minimale inhibitrice (CMI) de I’huile essentielle :

Tableau 11::Concentration minimale inhibitrice CMI de l'huile essentielle d’Origanum
vulgare

1% 0,5% 0,25% 0,125%  0,06%

E.coli
Pseudomonas aeruginosa

Staphylocoque aureus
Klebsiella pneumoniae

L'évaluation de la concentration minimale inhibitrice (CMI) de l'huile essentielle

d'Origanum vulgare contre quatre souches bactériennes (E. coli, Klebsiella, Staphylococcus
aureus et Pseudomonas aeruginosa) montre des variations de sensibilité en fonction des

concentrations testées.

Les résultats de la concentration minimale inhibitrice (CMI) de I'huile essentielle
d'Origanum vulgare montrent des variations defficacité selon les différentes souches

bactériennes testées : E. coli, Klebsiella, Staphylococcus aureus et Pseudomonas.
e E.coli:

Pour E. coli, la CMI est de 0,25%. A des concentrations de 0,5%, 1%, et 2%, aucune croissance
bactérienne n'a été observeée, indiquant une inhibition compléte. Cependant, a 0,125% et 0,06%,
la croissance bactérienne était présente, ce qui signifie que ces concentrations sont insuffisantes
pour inhiber cette bactérie. Ces résultats corroborent les observations de Burt et al. (2004),
[116] qui ont montré que 'huile essentielle d'origan est efficace a des concentrations de 0,5%

ou plus contre E. coli.
e Kilebsiella:

Pour Klebsiella, la CMI est de 0,5%. A des concentrations de 0,5%, 1%, et 2%, aucune
croissance bactérienne n'a été observée, ce qui indique une inhibition totale. Cependant, a
0,25%, 0,125%, et 0,06%, la croissance bactérienne était présente, ce qui indique que ces
concentrations sont insuffisantes pour inhiber cette souche. Burt et al. (2004) [116] ont
également observé que Klebsiella nécessite des concentrations plus élevées pour une inhibition

efficace.
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e Staphylococcus aureus :

Pour Staphylococcus aureus, la CMI est de 0,06%. A des concentrations de 0,06%, 0,125%,
0,25%, 0,5%, 1%, et 2%, aucune croissance bactérienne n'a été observée, ce qui indique une
inhibition complete & toutes ces concentrations. Cela démontre une sensibilité élevée de
Staphylococcus aureus a I'huile essentielle d'Origanum vulgare, méme a des concentrations
plus faibles. Nostro et al. (2007) [117] ont trouvé que I'huile essentielle d'origan inhibe
efficacement Staphylococcus aureus a des concentrations similaires, confirmant son efficacité

a des concentrations de 0,125% et inférieures.
e Pseudomonas :

Pour Pseudomonas, la CMI est de 0,06%. A des concentrations de 0,06%, 0,125%, 0,25%,
0,5%, 1%, et 2%, aucune croissance bactérienne n'a été observée, ce qui indique une inhibition
compleéte a toutes ces concentrations. Ceci montre une sensibilité élevée de Pseudomonas a
I'huile essentielle d'Origanum vulgare, méme a des concentrations plus faibles. Carson et al.
(2006) [118] ont montré que l'huile essentielle d'origan est efficace contre Pseudomonas a des

concentrations aussi faibles que 0,125%, ce qui est similaire a nos résultats.

Les résultats de la CMI de I'huile essentielle d'Origanum vulgare montrent une efficacité
significative contre plusieurs souches bactériennes a des concentrations de 0,5% ou plus.
Cependant, certaines souches comme Klebsiella nécessitent des concentrations plus élevées
pour une inhibition efficace. Les études comparatives confirment ces observations, soulignant
I'importance de l'utilisation des huiles essentielles a des concentrations appropriées pour
maximiser leur effet antibactérien. Ces résultats supportent l'utilisation potentielle de I'huile
essentielle d'Origanum vulgare comme agent antibactérien naturel, particulierement contre

Staphylococcus aureus et Pseudomonas
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5.3.3 Détermination des CMB d’huile d’Origanum vulgare :
Tableau 12:Concentration minimale bactéricide (CMB)d'huile d’Origanum vulgare :

1% 0,5% 0,25% 0,125% 0,06%

E.coli
Pseudomonas aeruginosa

Staphylocoque aureus
Klebsiella pneumoniae

L'évaluation de la concentration minimale bactéricide (CMB) de I'huile essentielle d'Origanum

vulgare contre quatre souches bactériennes (E. coli, Klebsiella, Staphylococcus aureus et
Pseudomonas) révele des variations significatives de sensibilité en fonction des concentrations
testées.

e E.coli:

Pour E. coli, la CMB est de 0,5%. A des concentrations de 0,5%, 1%, et 2%, aucune
croissance bactérienne n'a été observée, indiquant une activité bactéricide compléte. Cependant,
a 0,25%, 0,125%, et 0,06%, la croissance bactérienne était présente, ce qui signifie que ces
concentrations sont insuffisantes pour tuer cette bactérie. Burt et al. (2004) [116] ont révélé que
les huiles essentielles, y compris celle d'origan, sont efficaces a des concentrations élevées pour

tuer E. coli, corroborant nos observations.

e Kilebsiella:

Pour Klebsiella, la CMB est de 0,5%. A des concentrations de 0,5%, 1%, et 2%, aucune
croissance bactérienne n'a été observée, indiquant une activité bactéricide compléte. Cependant,
a 0,25%, 0,125%, et 0,06%, la croissance bactérienne était présente, ce qui indique que ces
concentrations sont insuffisantes pour tuer cette souche. Les observations de Burt et al. (2004)
[116] indiquent également que certaines bactéries, comme Klebsiella, nécessitent des

concentrations plus élevées pour une activité bactéricide efficace.
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e Staphylococcus aureus :

Pour Staphylococcus aureus, la CMB est de 0,06%. A des concentrations de 0,06%, 0,125%,
0,25%, 0,5%, 1%, et 2%, aucune croissance bactérienne n'a été observée, indiquant une activité
bactéricide compléte a toutes ces concentrations. Cela démontre une sensibilité élevée de
Staphylococcus aureus a I'huile essentielle d'Origanum vulgare, méme a des concentrations
plus faibles. Nostro et al. (2007) [117] ont trouvé que I'huile essentielle d'origan inhibe
efficacement Staphylococcus aureus a des concentrations similaires, confirmant son efficacité

a des concentrations de 0,125% et inférieures.

e Pseudomonas :

Pour Pseudomonas, la CMB est de 0,06%. A des concentrations de 0,06%, 0,125%, 0,25%,
0,5%, 1%, et 2%, aucune croissance bactérienne n'a été observée, indiquant une activité
bactéricide compléete a toutes ces concentrations. Ceci montre une sensibilité élevée de
Pseudomonas a I'huile essentielle d'Origanum vulgare, méme a des concentrations plus faibles.
Carson et al. (2006) [118] ont montré que I'huile essentielle d'origan est efficace pour tuer

Pseudomonas a des concentrations aussi faibles que 0,125%, ce qui est similaire a nos résultats.

Les résultats de la CMB de I'huile essentielle d'Origanum vulgare montrent une efficacité
significative contre plusieurs souches bactériennes a des concentrations de 0,5% ou plus.
Cependant, certaines souches comme Klebsiella et E. coli nécessitent des concentrations plus
élevées pour une activité bactéricide efficace. Les études comparatives confirment ces
observations, soulignant I'importance de I'utilisation des huiles essentielles a des concentrations
appropriées pour maximiser leur effet bactéricide. Ces résultats soutiennent [l'utilisation
potentielle de I'huile essentielle d'Origanum vulgare comme agent bactéricide naturel,

particulierement contre Staphylococcus aureus et Pseudomonas.
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5.3.4 Détermination de ’activité antibactérienne de 1'huile essentielle

d’Origanum vulgare
Tableau 13: Ratio des CMB/CMI de I’huile essentielle d’Origanum vulgare :

CMB/CMI Effet
Escherichia coli 2 Bactéricide
Pseudomonas aeruginosa 1 Bactéricide
Staphylococcus aureus 2 Bactéricide
Klebsiella pneumoniae 1 Bactéricide

Le ratio CMB/CMI permet de déterminer si I'agent antimicrobien agit principalement de
maniére bactériostatique (inhibe la croissance des bactéries) ou bactéricide (tue les bactéries).
Un ratio CMB/CMI < 2 est généralement considéré comme indiquant une activité bactéricide,

tandis qu'un ratio >2 indique une activité bactériostatique.

e Escherichia coli :

Pour Escherichia coli, le ratio CMB/CMI est de 2,0, ce qui suggere que I'huile essentielle
d'Origanum vulgare a une activité bactéricide contre cette bactérie. Cela signifie que I'huile
essentielle ne se contente pas d'inhiber la croissance d'E. coli mais est également capable de la
tuer. Selon une étude par Benkeblia (2011), [119] le ratio CMB/CMI pour I'huile essentielle
d'Origanum vulgare contre E. coli était également autour de 2,0, ce qui confirme notre résultat

et soutient I'efficacité bactéricide de I'huile essentielle contre ce pathogeéne.

e Kilebsiella pneumoniae :

Le ratio CMB/CMI pour Klebsiella pneumoniae est de 1,0, indiquant une activité bactéricide
treés efficace de I'huile essentielle d'Origanum vulgare contre cette bactérie, ce qui signifie que
les concentrations nécessaires pour inhiber la croissance et tuer la bactérie sont identiques. Les
travaux de Meddah et al. (2015) [120] ont montré un ratio CMB/CMI de 1,2 pour Klebsiella
pneumoniae, corroborant nos résultats et indiquant une activité bactéricide similaire de I'huile

essentielle.
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e Pseudomonas aeruginosa :

Le ratio CMB/CMI pour Pseudomonas aeruginosa est de 1,0, indiquant une activité
bactéricide trés efficace de I'huile essentielle d'Origanum vulgare contre cette bactérie,
similaire a Klebsiella pneumoniae. Les résultats de Hadef et al. (2013) [120] ont révélé un ratio
CMBJ/CMI de 1,1 pour Pseudomonas aeruginosa, confirmant une activité bactéricide similaire
de I'huile essentielle contre cette bactérie résistante

e Staphylococcus aureus :

Le ratio CMB/CMI pour Staphylococcus aureus est de 2,0, indiquant une forte activité
bactéricide de I'huile essentielle d'Origanum vulgare contre ce pathogéne. Bouzidi et al. (2017)
[115] ont rapporté un ratio CMB/CMI de 2,0 pour Staphylococcus aureus, ce qui est en accord
avec nos résultats et confirme I'efficacité remarquable de I'HE d'Origanum vulgare contre ce

pathogene.
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Conclusion :

Les infections urinaires représentent un enjeu de santé majeur a I'échelle mondiale,
affectant des millions de personnes chaque année. Leur traitement est freqguemment compliqué

par l'augmentation des souches bactériennes résistantes aux antibiotiques courants.

L’extraction de I'huile essentielle de la plante d’Origanum vulgare nous a permis de

constater que :

Le rendement d’extraction de I’huile essentielle d’Origanum vulgare est 0,90%. Ce

rendement resté acceptable et satisfaisant.

L’examen cytobactériologique des urines a révélé la présence majoritaire d’Escherichia

coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae mais egalement Staphylococcus aureus.

L’évaluation de l’activité antibactérienne de I’huile essenticlle via la méthode de
diffusion sur gélose (Aromatogramme) révele que I’huile essentielle d’Origanum vulgare est

active contre les bactéries testées avec des diametres d’inhibition variant de 21 a 90 mm.

Ces résultats sont d'autant plus impressionnants que plusieurs autres antibiotiques testés

sur ces mémes souches se sont avérés inefficaces.

L’¢évaluation quantitative du pouvoir antibactérien de 1’huile essentielle via la méthode
de dilution sur gélose a permis de mettre en évidence la forte activité d'huile représenté par des
concentrations minimales inhibitrices allant jusqu’a 0.06%.

La détermination des concentrations minimales bactéricides a enregistré des CMB
variant entre 0.06 et 2% pour ’huile essentielle d’Origanum vulgare.

Le calcul du ratio CMB/CMI de I’huile essentielle a mis en évidence I’activité bactéricide

d’Origanum vulgare Vis-a-vis de toutes les bactéries testées.

En conclusion, les résultats obtenus ont demontré que notre huile essentielle présente
un potentiel prometteur en tant qu'alternative thérapeutique dans le traitement des infections
urinaires, ouvrant ainsi la voie a des nouvelles perspectives thérapeutiques. Une utilisation

judicieuse des huiles essentielles pourrait contribuer a lutter contre la résistance aux
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antibiotiques tout en offrant des options de traitement plus naturelles et potentiellement plus

efficaces pour les patients atteints d'infections urinaires.

En perspective, une caractérisation chimique des huiles essentielles pourrait étre
envisagée afin de mettre en évidence les composés responsables de cette activité. Des essais in
vivo des vapeurs de ces huiles essentielles contre les infections urinaires pourraient également
étre envisages, ainsi que leur combinaison avec des antibiotiques pour obtenir des résultats

optimisés.
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Annexe 01 « Les milieux de cultures utilisés »



Milieu Mueller-Hinton :

Composition de milieu Mueller-Hinton [122]

Ingredients Gramme/litre
Hydrolysat acide de 17,500
caséine
Agar 17,000
Infusion de beeuf (300g) 2,000
Amidon 1,500
Eau distillé 1000ml
PH (a 25°C) 7,3+4/-0,2

Instructions d'utilisation :

Dissoudre 38 g de poudre dans 1000 ml d'eau distillée.

Chauffer doucement pour dissoudre complétement le milieu.
Stériliser par autoclavage a 15 (120°C) pendant 20 min minutes.
Refroidir a 45-50°C et verser dans des boites de Pétri stériles.
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Préparation du milieu de culture gélose Mueller-Hinton




Annexe 02 « Résultats des CMI et CMB »



Tableau 01: Résultats des CMI de I'huile d’Origanum vulgare :
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Tableau 02: Résultats des CMB de I'huile d’Origanum vulgare :
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Résumé

L'objectif de cette étude est d'évaluer I'efficacité de I'nuile essentielle d'Origanum vulgare
(origan) contre les bactéries responsables d'infections urinaires. L'huile essentielle a été obtenue
par hydrodistillation avec un rendement de 0,90 %.

L'examen cytobactériologique des urines a permis d'identifier les bactéries suivantes comme
responsables d'infections wurinaires : Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,

Staphylococcus aureus et Klebsiella spp.

L'activité antibactérienne de [I'huile essentielle a été évaluée par la méthode de

I'aromatogramme, suivie d'une dilution dans l'agar.

Les résultats montrent que I'huile essentielle d'origan présente une activité antibactérienne
significative. Les diamétres d'inhibition obtenus sont supérieurs a ceux des antibiotiques testés,

et les concentrations minimales inhibitrices (CMI) et bactéricides (CMB) varient jusqu'a
0,06 %.

Ces résultats prometteurs suggéerent que I'huile essentielle d'origan pourrait étre utilisée comme

alternative ou complément au traitement antibiotique traditionnel des infections urinaires
Les mots clés :

- Huile essentielle/origanum vulgare /infection urinaire/ antibiorésistance

o



Abstract:

The objective of this study is to evaluate the efficacy of Origanum vulgare (oregano) essential
oil against bacteria responsible for urinary tract infections. The essential oil was obtained by
hydrodistillation with a yield of 0.90%.

The cytobacteriological examination of urine identified the following bacteria as responsible
for urinary tract infections: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
and Klebsiella spp.

The antibacterial activity of the essential oil was evaluated using the aromatogram method,
followed by agar dilution.

The results show that oregano essential oil exhibits significant antibacterial activity. The
inhibition diameters obtained are greater than those of the tested antibiotics, and the minimum
inhibitory concentrations (MIC) and minimum bactericidal concentrations (MBC) vary up to
0.06%.

These promising results suggest that oregano essential oil could be used as an alternative or

complement to traditional antibiotic treatment for urinary tract infections.

Key words: essential oil/origanum vilgare/ urinary infection/antibioresistance.
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