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1. Introduction

Des la naissance, I'homme se trouve en contact avec des micro-organismes qui vont
progressivement coloniser son revétement cutanéo-muqueux. Pour résister a ces micro-
organismes de nombreux moyens sont mis en jeu. On peut schématiquement en distinguer 3
groupes : les barriéres anatomiques, les mécanismes de résistance naturelle (ou innés) et
I'immunité acquise (Kaufmann, 1997).

La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur 'usage des
antibiotiques. La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents peut
entrainer la sélection de souches multirésistantes d’ou I'importance d’orienter les recherches
vers la découverte de nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration de nouveaux
médicaments a base des plantes (Billing et Sherman, 1998).

Les polyphénols notamment les flavonoides et les tannins sont reconnus par leur toxicité
vis- a -vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre lié a l'inhibition des enzymes
hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) ou d'autres interactions pour inactiver les
adhesines microbiennes, les protéines de transport et d'enveloppe cellulaire (Cowan, 1999).

2. Méthodes
L’évaluation de I'activité antimicrobienne a été réalisée par la méthode de diffusion de disque ou
les disques sont imbibés de 10 pl de chaque extrait (Sokmen et al., 2004).
Activité antibactérienne
Préparation du milieu de culture

Le milieu de culture approprié a cette étude est le milieu Muller-Hinton préparé comme suit
:Dissoudre 38 g de la gélose Muller-Hinton (Annexe I) dans un litre d’eau distillée. Faire bouillir
avec agitation jusqu'a dissolution compléte, puis auto-claver pendant 15 minutes a 121°C et
finalement couler le milieu dans les boites de Pétri.
Stérilisation du matériel

L’eau distillée, le milieu de culture, les tubes a essai utilisés dans la préparation des solutions
bactériennes et les disques en papier Wattman (6 mm de diameétre) enrobés dans du papier
aluminium ont été stérilisés a I'autoclave a 121°C pendant 15 minutes.
Préparation des dilutions d’extraits de R. alaternus

Les extraits de R. alaternus ont été dissous dans le diméthyle sulfoxyde (DMSO) pour
préparer les différentes concentrations avec des dilutions successives au demi, sachant que la
concentration de la solution mére de chaque extrait est de 200 mg/ml.



Préparation de I'inoculum

Les souches bactériennes sont ensemencées dans la gélose nutritive et incubées a 37°C
pendant 24 h, pour optimiser leur croissance. On racle a I'aide d’une anse de platine quelques
colonies bien isolées et identiques de chacune des souches bactériennes a tester. Décharger
I’'anse dans 10 ml d’eau distillée stérile, La suspension bactérienne est bien homogénéisée, son
opacité doit étre équivalente a 0.5 Mc Farland (annexe 05) ou a une DO de 0.08 2 0.10 a 625 nm.
L'inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible, ou bien de I'eau
physiologique stérile s’il est trop fort.

Ensemencement et dépot des disques

L’ensemencement est réalisé par écouvillonnage sur boites Pétri, un écouvillon est trempé
dans la suspension bactérienne, puis I'essorer en pressant fermement sur la paroi interne du tube.
L’écouvillon est Frotté sur la totalité de la surface gélosée, de haut en bas en stries serrées.

L'opération est répétée deux fois en tournant la boite de 60° a chaque fois.
L’ensemencement est fini en passant I’écouvillon une derniére fois sur toute la surface gélosée.
L’écouvillon est rechargé a chaque fois qu’on ensemence plusieurs boites de Pétri avec la méme
souche. Les disques imprégnés d’extraits sont déposés délicatement sur la surface de la gélose
inoculée a I'aide d’une pince stérile.

De méme les antibiogrammes réalisés avec des disques contenants des antibiotiques
(témoin positif) appropriés préts a I'emploi ont été utilisés pour la comparaison avec les résultats
des extraits testés et les disques Wattman imprégnés de DMSO (témoin négatif).

Finalement, les boites de Pétri sont incubées pendant 18 a 24 heures a 37°C.

Lecture des antibiogrammes

La lecture des antibiogrammes a été faite par la mesure des diametres des halos
d’inhibitions au tour des disques.
Détermination des CMI et CMB

Pour les concentrations minimales inhibitrices (CMI), Il s’agit de déterminer les plus petites
concentrations auxquelles les extraits présentent encore une activité antibactérienne visible a
I’ceil nu. Des dilutions successives au demi ont permis de préparer une gamme de dilution allant
de 200 a 0,095 mg/ml pour les extraits, en effet de chaque dilution on préléve 10 pl et on la mit
dans les disques qui sont déja dans les boites de pétri. Apres détermination de la CMI, pour la
détermination des concentrations minimales bactéricides (CMB) un préléevement a I'anse est
réalisé autour chacun des disques ne présentant aucune culture visible. Chaque prélévement est
déposé en strie sur gélose Mueller-Hinton. La boite ensemencée est incubée 24 heures a 37°C.
Activité antifongique

Les mémes opérations sont effectuées avec les souches des champignons, mais dans ce cas
le milieu de culture utilisé est le milieu Sabouraud (Annexe |). Les champignons sont activés
pendant 7 jours dans des boites de Pétrie a une température de 28°C avant le test, apres
incubation l'inoculum des champignons est préparé et I'ensemencement est réalisé par
écouvillonnage sur boites Pétri coulés qui contient du Sabouraud.

La lecture des antibiogrammes est faite apres 72 heures d’incubation a 28°C.



Boite de pétri coulé par Muller-Hinton ou gélose nutritive (6)
Pipette Pasteur (6)

Ecouvillons (6)

Eau distillée stérile (6 tubes a essai)

Pince métallique (2)

DMSO (10 ml)



