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Résumé 
 

L’objectif de cette étude est de réaliser la phytochimie et d’évaluer l’effet antibactérien de l’association des 

trois plantes médicinales. Pour cela, nous avons procéder par les méthodes classiques utilisées, afin de 

déterminer des familles chimiques de cette recette. L’activité antibactérienne a été évaluée par la Les 

méthodes de la diffusion en milieu gélosé et en milieu liquide ont été utilisées pour le test de sensibilité et 

la détermination de la CMI et de la CMB. Les résultats obtenus du screening phytochimique ont révélé la 

présence des flavonoïdes, saponines, stéroïdes, alcaloïdes et terpènes alors que, les extraits de la recette 

aux concentrations de 25, 3,33 et 50 mg/mL inhibent la croissance in vitro des E. Coli, P. Aeruginosa, 
S.Aureus et C. albicans avec une CMI de 50 µg/mL. Ainsi, cette association de trois plantes possèdent à la 

fois des pouvoirs antibactériens et antifongiques sur les germes testés. Ces extraits auraient des 

potentialités bactériostatiques et bactéricides. Ce qui revient à dire qu’il est possible de formuler un 

phytomedicament ayant des potentialités sur les maladies bactériennes et inflammatoires ou encore. Cela 

confirme donc, son utilisation fréquente par les populations.  

 

Mots-clés : association, criblage phytochimique, antibactérien, plantes médicinales CMI. 
 

 

Abstract 
 

Phytochemical screening and antibacterial activity of aqueous and hydroéthanolic 

extracts of herbal association constitute of three medicinal plants 
 

The objective of this study is to phytochemistry and assesses the antibacterial effect of two extracts of the 

herbal association of three plants tested. However, the phytochemical, was used for determinate the 

chemical family. The antibacterial activity of extracts from the association of the three plants is evaluated 

by the method of liquid medium diffusion (agar). The results of chemical screening revealed the presence of 

saponins, steroids, alkaloids, flavonoids and terpenes. 
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Furthermore, the antibacterial activity of these two extracts showed that the aqueous extract and 

hydroethanolic of this preparation at concentrations of 25, 3.33, inhibit the growth such germs E. Coli and    

P. Aeruginosa, S. Aureus, C.albicans and 50 mg/mL with a MIC of 50µg/mL. These extracts have 

bacteriostatic and bactericidal property.The study on the association of three plants has shown that both 

tested extracts have antibacterial and antifungal powers on germs both such as: E. Coli, S. Aureus and          

P. Aeruginosa, C.albicans at concentrations of 25, 3.33, and 50 mg/mL. This is to say that it is possible to 

formulate a phytomedicament with potential on bacterial and inflammatory disease. This proves so frequent its use 

by people. 
 

Keywords : association, phytochemical screening, antibacterial, medicinal plants, MIC. 
 

 

1. Introduction 
 

Ageratum conyzoïdes L. (Asteraceae), Lippia multiflora M. (Rubiaceae) and Cymbopogon citratus (Poaceae) 

sont des plantes médicinales panafricaines que l’on trouve en Afrique du sud, Asie et en Amérique : Est and 

Ouest Afrique [1]. Ce sont les plantes aromatiques de pleine saison, qui bordent les voisinages humides des 

environnements. Quelques données de la littérature affirment que ces plantes utilisée de façon isolée 

étaient présumées guérir des pathologies inflammatoires, la douleur, l’athérosclérose, les plaies, les 

infections bactériennes [2 - 6]. Au Congo comme dans d’autres pays en développement, la question sur les 

infections et les pathologies parasitaires demeurent un véritable problème de santé publique, de par leur 

sévérité et de leur fréquence [7]. Cette situation est devenue plus délicate à cause de l’émergence et à la 

résistance des germes aux antibiotiques existants [8]. Face à ces obstacles rencontrés par l’utilisation des 

antibactériens déjà présents, il est nécessaire de rechercher de nouvelles substances antibactériennes 

efficaces et agissant à large spectre. Une de ces stratégies de cette recherche est d’explorer le domaine de 

la thérapie par les plantes. En effet, certains travaux scientifiques ont confirmé les différentes propriétés 

thérapeutiques de ces plantes, notamment : analgésique, antipyrétique, anti-inflammatoire, 

hepatoprotecteur, Néphroprotecteur, antihypertensive, cicatrisant, antiulcerogénique, antiarthritique et 

antihyperglycémiant, etc. [9 - 16]. Toutes les études préliminaires réalisées sur ces trois ont été faites de 

façon isolée. Cependant, il n’existe quasiment pas de données scientifiques sur l’association de ces plantes, 

qui en synergie peut nous permettre d’isoler des molécules capable d’abolir la virulence et la résistance de 

certains germes. Raison pour laquelle, ce travail est mené, afin d’évaluer le pouvoir antibactérien des 

extrait aqueux et hydroalcoolique cette préparation sur quelques germes tels que : Pseudomonas 
aeruginosa, salmonella sp, E.coli,  etc. 

 

 

2. Matériel et méthodes 
 

2-1. Matériel végétal 

 

Le matériel végétal utilisé est constitué des feuilles fraîches d’Ageratum conyzoides Lin.                 

(herbarium No. 648 of 18/01/1963 De NERE), Cymbopogon citratus DC.Staph. (Poaceae) and Lippia multiflora 

Mold. (Herbarium No. 2047 of 16/06/1953 by J. Koechler) récoltées en 2006 à Inoni Falaise situé à 185 km de 

la zone septemtrionale de Brazzaville. L’identification de ces plantes a été faite au Centre d’Etudes sur les 

Ressources Végétales, par Dr. Jean Marie Moutsamboté. 
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2-2. Souches microbiennes 
 

Les bactéries Gram+ : Staphylococcus aureus, Bacilles Gram+ catalase+ ; les bactéries Gram- : Escherichia 
coli, Salmonelle sp, Pseudomonas aeruginosa et une levure (Candida albicans) ont été utilisées. Ces germes 

issus des prélèvements frais (urine et sang), ont été fournis par le laboratoire de Microbiologie de l’Ecole 

Supérieure des techniques Biologiques et Alimentaires (ESTBA) de l’Université de Lomé en provenance du 

Département de Microbiologie de l’Institut of Tropical Medicine du professeur Vandepitte en Belgique. 

 

2-3. Préparation des extraits de l’association des plantes 
 

Les feuilles fraiches des trois plantes ont été séchées à l’air ambiant au laboratoire à la température de 

25°c, pendant 07 jours. Puis une fois sèche, elles ont été broyées à l’aide d’un moulinex et la poudre 

recueillie a servi pour la préparation des extraits selon la méthode utilisée par [17].  

 

2-3-1. Extrait aqueux (REA) 
 

300 g de poudre de feuilles des trois plantes (1 :1 :1 ) sont mélangés à 1500 mL d’eau distillée et chauffés 

pendant 30 minutes à 55 °C, puis filtrés avec le papier Wattman N°1. Les filtrats ont été évaporés sous vide 

à l’aide d’un évaporateur rotatif R114 à 55°c. Le résidu sec obtenu est soluble dans la solution de chlorure 

de sodium à 9 ‰. 

 

2-3-2. Extrait hydroéthanolique (RHA) 
 

300 g de poudre de feuilles des trois plantes (1 :1 :1 ) sont macérés dans 1000 mL du mélange eau-éthanol 

(20 : 80) sous agitation magnétique pendant 72 heures, puis filtrés à l’aide du papier wattman N°1. Le filtrat 

obtenu est évaporé sous vide au rotavapor R114 à 55°c et le résidu obtenu est solubiliser dans la solution 

de chlorure de sodium à 9 ‰. Afin de réaliser d’éventuels tests. 

 

2-4. Étude de l’activité antibactérienne des extraits de la préparation 
 

La sensibilité des souches aux extraits de la recette a été réalisée par la technique de dilution en milieu 

liquide couplée à l’étalement sur milieu gélosé spécifique comme décrit par [18, 19]. 

 

2-4-1. Préparation de la gamme de concentrations des extraits de la recette 
 

La gamme de concentration des extraits de la recette ont été préparée à 100 mg/mL par la méthode de la 

double dilution selon une progression géométrique de raison 1/2. 

 

2-4-2. Stérilité des extraits 
 

Les solutions d’extraits préparées sont stérilisées par filtration sur membrane millipore de 0.45 µm de 

porosité. Ensuite, on étale à l’aide d’une micropipette, 10 µL de l’extrait sur les milieux gélosés           

 Mueller - Hinton. Les boites sont ensemencées et incubées à 30°c et 37°c pendant 24 heures selon les 

germes étudiés. L’absence de culture sur les milieux indique la stérilité de l’extrait. A l’échéance, la 

filtration et la stérilisation sont reprises davantage [20]. 
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2-4-3. Préparation de l’inoculum 
 

L’inoculum bactérien a été préparé à partir de colonies de moins de 24 h en bouillon Mueller Hinton (BMH). 

Une colonie isolée de la culture bactérienne a été prélevée à l’aide d’une anse de platine et homogénéisée 

dans 10 mL du bouillon puis incubé pendant 3 à 5 h à 37 °C pour avoir une pré-culture. Un volume de     

0,001 mL a été prélevé respectivement pour les Pseudomonas, les entérobactéries et les Staphylocoques et 

a été ajouté à 0,5 mL de chaque extrait. Cette suspension bactérienne réalisée est évaluée à environ          

10 cellules/Ml et constitue l’inoculum pur.   

 

2-4-4. Test présomptif 
 

10 µL de la suspension microbienne dans un tube à hémolyse stérile contenant 0,5 mL d’extrait; l’action des 

extraits de la recette est évaluée comparativement aux témoins (bouillon Müller Hinton et eau distillée 

stérile), ainsi qu’aux contrôles positifs (Gentamicine ou nystatine). Les boites sont reparties de la manière 

suivante :  

 0,5 mL d’eau distillée stérile ou de bouillon Müller Hinton est ajouté à 10 µL de suspension 

bactérienne ; 

 0,5 mL d’extraits de la recette est ajouté à 10 µL de suspension bactérienne ; 

 0,5 mL de Gentamicine à 20 mg/mL est ajouté à 10 µL de la suspension bactérienne ;  

 0,5 mL de Nystatine à 500.000 UI est ajouté à 10 µL de la suspension de levures. 
 

Les milieux sont directement incubés à l’étuve pendant 24 heures à la température variable, en fonction du 

germe utilisé. 

 

2-4-5. Etalement et dénombrement 
 

Vingt-quatre heures après incubation de la suspension microbienne, on prélève dans chaque tube, des 

aliquotes de 10 µL de la suspension microbienne  que l’on étale sur le milieu Plate Count Agar. Après 

étalement, les boites repiquées sont incubées à 30 et 37°c pendant 24 à 48 heures. Le dénombrement des 

colonies permet de calculer la survivance et/ou le pourcentage d’inhibition de la croissance in vitro des 

germes testés par les extraits de la recette. Le nombre de colonies dénombrées chez les témoins sont à  

100 % de survivants et le pourcentage d’inhibition est évalué par la formule ci-après : Pourcentage 

d’inhibition des germes dénombrés = 100 (1 – N/105) où N est le nombre de colonies de germes dénombrés 

sur une boite de pétri et 105 correspond à 100 % de survivance. 

 

2-4-6. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et de la concentration 
minimale bactéricide (CMB) 

 

La CMI est la plus faible concentration de la substance pour laquelle il n’y a pas de croissance visible à l’œil nu après 

un temps d’incubation de 18 à 24 h. Alors que, la concentration minimale bactéricide (CMB) est la plus faible 

concentration de substance qui laisse au plus 0,01 % de germes survivants. A l’aide d’une anse calibrée à 2 μL, les 

contenus des tubes dans lesquels aucun trouble n’a été observé ont été prélevés et ensemencés sur une gélose 

Mueller-Hinton par ordre décroissante allant de 50 ; 25 ; 12.5 ; 6.25 à 3.125 mg/kg pour REA, et de 50 ; 40 ; 33.33 et 

25 mg/kg pour RHA. L’ensemencement a été fait par stries parallèles de 5 cm de long à la surface de la gélose. 

Après 24 h d’incubation à l’étuve à 37 °C, le nombre de colonies sur les stries a été comparé à celles de la boîte de 

numération de l’inoculum. Ainsi, le premier tube expérimental dont le -4 nombre de germes présents sur sa strie est 

inférieur ou égal à celui de la dilution 10 correspondra à la CMB (Amadi, 2007). 
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Ainsi, l’effet bactériostatique et bactéricide est fonction du rapport suivant : R = CMB/CMI; si 1 ≤ R ≤ 2, 

l’effet est bactéricide et 4 ≤ R ≤ 16, l’effet est bactériostatique [21]. 

 

2-5. Screening phytochimique 
 

La méthode classique de recherche utilisée est celle décrite par [22], qui consiste à déterminer des grandes 

familles chimiques contenues dans REA et RHA. 
 

2-6. Analyse statistique 
 

Les résultats obtenus sont exprimés en moyenne plus ou moins  erreur standard (ESM). La comparaison par 

rapport aux lots est réalisé par le test « t de student - Fischer couplé au test ANOVA ». Le seuil de 

significativité est fixé à P < 0,05. 
 

 

3. Résultats 
 

3-1. Tests de sensibilité 
 

Les résultats des tests préliminaires des activités antibactériennes sont présentés dans le Tableau 2. Il Y 

apparaît que chacun des extraits de la recette a une activité assez bien définie sur la croissance d'au moins 

un des germes testées. De sorte que S. aureus est résistant vis à vis de l’extrait aqueux de la recette, qui 

par contre inhibe significativement (p < 0.001) la croissance in vitro et présente une bonne action sur le 

reste des germes testés ; avec les pourcentages d’inhibition compris entre 99, 94 et 100 %. Tandisque, 

l’extrait hydroéthanolique de la recette n’agit non plus sur la croissance in vitro de P. aeruginosa, mais 

inhibe celle de tous les autres germes testés (Tableau 2). Toutefois, ces deux Extraits n’ont aucun effet 

positif sur les Bacilles gram+. En effet, REA à faible concentration de 12,5 mg/mL inhibe la croissance de     

S. aureus et de P. aeruginosa  avec pourcentages d’inhibition respectifs de 49.66 et 99.98 %. Cette action de 

REA  rejoint les travaux de certains auteurs sur les mêmes souches [23]. Dans l'ensemble, tous les germes 

se sont révélés plus sensibles à RHA à la concentration de 33,3 mg/mL, avec les pourcentages d’inhibition 

observés variant entre 94,99 % et 99,98 % (p < 0.001). Cependant, les pourcentages d'inhibition induits 

par tous ces extraits restent inférieurs à ceux de l'antibiotique de référence, la gentamicine, pour 

l'ensemble des souches bactériennes (Tableau 3a, b et 4). Par ailleurs, on constate qu’à 25 mg/mL RHA 

ne présente aucune sensibilité face aux germes testés, tout comme REA à 6,25 mg/mL. Cependant, ces deux 

extraits de la recette paraissent très sensibles sur C.albicans sur les autres concentrations                     

(Tableau 3a, b et 4). 
 

Tableau 2 : Résultats du test présomptifs des extraits de la recette sur les germes testés 
 

Souches                 Témoins              Pourcentage d’inhibition des extraits (%) 

                                               E.D              REA (100mg /mL)        RHA (100mg/mL) 

E.coli          00         99.99                  100 

P. aeruginosa        00        99.96                               00 

Salmonelle sp         00         99.94                   100 

S. aureus        00        00                                       99.97 

Bacille gram+        00        00                                00 

C. albicans       00       100                                         100 
 

Bacille G+ : Bacille Gram+ catalase + oxydase+, ED : eau distillée ; n=3 ; *** p < 0.001 par rapport au témoin 
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Tableau 3a : Evaluation de l’effet antimicrobien de  REA sur différentes concentrations 
 

Souches                                                                   Pourcentage d’inhibition des produits  

              E.D.  Nyst. 50   Gent 50(µg/ml)  REA (mg/mL)  50      25       12.5        6.25          

                                                                  

 E.coli              00      00            100                        100     49.82   49.66      00     

P. aeruginos   00       00          100                         99.95  99.65   99.59      00     

Salmonelle sp 00      00          100                         99.88  99.65   00           00            

C. albicans      00     100            00                        100     99.74    00           00 

 

RE.A : Extrait aqueux de la recette, Gen : Gentamycine; Nys : Nystatine ; *** p < 0.001 par rapport au témoin 

 

Tableau 3b : Evaluation de l’effet antimicrobien de RHA sur différentes concentrations 
 

Souches                                                  Pourcentage d’inhibition des produits  

                         E.D.  Nyst. 50  Gent 50 (µg/mL)   RHA50     40     33.33    25(mg/mL)   

                                                                              

 E.coli                        00          00          100                        100    94.99 94.99   00 

 S.aureus           00          00           100                       99.77  99.36 99.98   00 

 Salmonelle sp         00          00           100                       99.97  99.99 99.99   00        

 C. albicans              00      100          00                        100    99.97 49.52    00 

 

RHA : Extrait hydro alcoolique de la recette, Gen : Gentamycine; Nys : Nystatine ; *, p <0.05  et ***               
p < 0.001 par rapport au témoin 

 

Tableau 4 : Résultats sur la détermination des CMI  et CMB des extraits de la recette et leur interprétation 
 

 Souches                                      Concentrations d’inhibition des germes  

                       Interprétation                     REA (mg/mL)       RHA (mg/mL)                           

                             CMI      CMB      R1        CMI       CMB          R2 

 E.coli               Bactéricide              50         50       1.00         33.33      50            1.05         

P. aeruginosa Bactériostatique         12.5      ND          ND            ND       ND             ND      

Salmonelle sp Bcide+ Bstique            25        50        2.00        33.33     100          3.00      

S. aureus Bactéricide            ND       ND           ND          33.33    33.33        1.00           

C. albicans Bactéride +Antif.         25        50           2.00        40        50             1.25      

 

ND : Non déterminé ; antif : antifongique, Bcide : bactéricide ; bstique : bactériostatique 
 

Il a été observé une diminution progressive de l’intensité du trouble induit par la croissance des bactéries au fur 

et à mesure que la concentration des REA ET RHA augmentait au cours de l’expérimentation. Les souches de 

E.coli et de S. aureus ont été plus sensibles avec des valeurs de CMI et CMB égales à 33.33 et 50 mg/mL. La plus 

grande valeur de CMI a été observée avec la souche de E. coli  (50 mg/mL), suivi de C. albicans (40 mg/mL) et 

celle de la CMB avec les souches de Salmonelle sp (100 mg/mL). Seule la souche de Salmonelle sp. présente le 

rapports CMB/CMI supérieur ou égal à 3. Tandis que, pour  tous les autres germes, ce rapport est  inférieurs ou 

égaux à 2, excepté pour P.aéruginosa (REA 50 mg/mL) ; dont le rapport reste indéterminé. 
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4. Discussion 
 

Les résultats consignés dans les Tableaux 2, 3 et 4 ont montré que le test de sensibilité des souches a 

permis de montrer la présence d’une activité antibactérienne REA et RHA ont eu une bonne activité 

inhibitrice aux différentes concentrations testées sur les souches bactériennes avec un des pourcentages 

d’inhibitions allant de 99.97 à 100 % sur les germes à la concentration de 100 mg/mL. Cependant, il a été 

observé également d’une part, la résistance des souches de P. aeruginosa et S. aureus avec RHA et REA et 

de l’autre, une inhibition significative de la croissance in vitro des souches de C. albicans par REA et RHA  

avec des pourcentages d’inhibition respectifs variant de 100 à 99.74 % et de 100 à 49.52 % (Tableau 4).   
Cette étude nous a permis de déterminer également les paramètres antibactériens de ces extraits de la 

recette. Ce qui revient à dire que REA et RHA possèdent tous, une activité antibactérienne en inhibant la 

croissance des souches de E.coli, P. aéruginosa, Salmonelle sp, S.aureus et de C.albicans de façon 

concentration- dépendante (relation dose-effet). A propos de ces germes, la CMI a été égale à la CMB pour 

E.coli  (REA 50 mg/mL) et S.aureus (RHA 33.33 mg/mL). Les plus faibles valeurs ont été obtenues avec les 

souches de S. aureus avec une CMI de33.33 mg/ml (RHA) et de P. aéruginosa  à large spectre de sensibilité  

avec une CMI de 12.5 mg/mL et pour laquelle la CMB n’a pu être déterminée jusqu’à la concentration de      

50 mg/mL. On suppose cette CMB pourrait se situer au-delà de cette concentration.  

 

Il ressort donc de notre constat, que REA et RHA sont bactéricides sur les souches de E.coli et de S.aureus et 

un pouvoir bactériostatique sur la souche de P. aeruginosa [Toty]. Nous avons remarqué également qu’il 

existe un pouvoir antibactérien intermédiaire avec les souches de Salmonella sp. Contrairement, à               

C. albicans, qui est bactéricide et antifongique. Ces résultats pourraient s’expliquer par plusieurs facteurs 

tels que : la forme de l’extrait, la dose utilisée et encore les molécules actives contenues ces extraits. En 

effet, nos travaux révèlent la présence des : flavonoïdes, trace d’alcaloïdes, les tannins, les saponines et les 

terpènes/stéroïdes dans REA et RHA. Or, les données de la littérature affirment que ces différentes familles 

chimiques posséderaient des effets contre ces microorganismes pathogènes [24 - 26]. Dans ce cas, des 

effets antibactériens et antifongiques observés avec de REA et RHA seraient attribuer à leur présence. Ainsi 

nos résultats rejoignent donc les travaux menés par [27 - 30]. A travers ces résultats obtenus, on peut 

émettre l’hypothèse telle que REA et RHA peuvent faire l’objet de la mise en place d’un phytomédicament 

amélioré à potentialité anti-infectieux, ce qui est indispensable et bénéfique, pour les soins de santé 

primaires des populations Africaine particulièrement. 

 
 

5. Conclusion 
 

Ce travail de recherche a permis d’évaluer les propriétés antimicrobiennes des extraits aqueux et hydroethanolique 

de l’association des plantes médicinales étudiées sur les germes bactériennes partiellement pathogènes. Ces 

extraits sont bactéricides et bactériostatique par rapport à la concentration utilisée. Cela nous conduit à affirmer que 

Ageratum conyzoïdes L. Est une plante indispensable dans la lutte contre les maladies infectieuses. Ainsi cette étude 

justifie l’usage de cette plante dans la pharmacopée et la médicine traditionnelle congolaise.  
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