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Résumé : Morinda morindoides est une plante qui est citée
de fagon récurrente dans plusieurs prescriptions thérapeu-
tiques. Afin de mieux connaitre cette plante et de pouvoir
I'identifier sur le terrain, nous avons, dans cette étude,
fait sa description botanique suivie d’une exploration de
son activité antifongique. Il ressort de cette étude que
Morinda morindoides (Rubiaceae) est une espece guinéo-
congolaise qui se retrouve dans les lisiéres des foréts. C’est
une liane grimpante avec des feuilles opposées et possé-
dant des fruits bosselés. Cette plante posseéde une activité
antifongique in vitro sur Cryptococcus neoformans. Parmi
les extraits testés, la fraction 1 (F1) (CMF = 0,78 mg/ml ;

CL_ = 0,08 * 0,02 mg/ml) est la plus active.

Mots clés: Activitéantifongique - Cryptococcus neoformans —
Extraits végétaux — Morinda morindoides

Botanical survey and in vitro exploration

of antifungical activity of Morinda morindoides
(Baker) Milne-Redh. on the growth

of Cryptococcus neoformans

Abstract: Morinda morindoides is a plant that is mentioned
in a recurrent way in several therapeutic prescriptions. In
order to know this plant and be able to identify it on the
land, we have, in this study, made its botanical description
followed of an exploration of its antifungal activity. It is evi-
dent from this study that Morinda morindoides (Rubiaceae)
is a guineo-congolese species that meets in the borders of
the forests. It is a trailing liana with opposite leaves and
propertied of the bumpy fruits that yellow to maturity. This
plant possesses an in vitro antifungal activity on Cryptococ-
cus neoformans. Among the tested extracts, the fraction 1
(F1) [MFC = 0.78 mg/m]; IC_ = 0.08 + 0.02 mg/ml] is the
most active.

Keywords: Antifungal activity — Cryptococcus neoformans —
Morinda morindoides — Plant extract

Introduction

Avec l'avénement du sida, on assiste & une progression
rapide de plusieurs maladies dites infections opportu-
nistes. Parmi ces infections, les candidoses, les cryptococ-
coses et les aspergilloses sont des mycoses en trés fortes
recrudescences. Ces maladies sont devenues de nos jours
un réel probléme de santé publique. Elles sont de plus en
plus difficiles & éradiquer et leurs fréquences en trés forte
progression [12,13].

Les médicaments modernes qui s’avérent presque inef-
ficaces face a ces maladies sont aussi inaccessibles a nos
populations du fait de leur cofit trés onéreux. Cette situation
constitue pour nos pays en développement une véritable
préoccupation. C’est pour répondre a cela qu'a I'instar des
chercheurs du monde entier, notre laboratoire s’est orienté
vers la recherche et la production de nouvelles molécules
a base de plantes qui seraient efficaces contre les mycoses,
a moindre cofit et accessibles a tous. C’est ainsi que notre
choix s’est porté sur Morinda morindoides, espéce végétale
citée de maniére récurrente dans les formulations théra-
peutiques, pour une exploration antifongique. Il faut noter
que Morinda morindoides a fait Iobjet de plusieurs études.
Entre autres études, Meite et al. [19] ont montré que I'extrait
acétatique (Eac) de Morinda morindoides a une activité anti-
diarrhéique chez des rats dont la diarrhée a été provoquée
par T’huile de ricin. La fraction chromatographique Fs5 de
Morinda morindoides manifeste une cardio-inhibition qui
se caractérise par un effet inotrope négatif et chronotrope
négatif, et pourrait contenir des substances cholinomimé-
tiques indirectes qui accroissent la cardio-inibition induite
par les substances cholinomimétiques directes [21].



La fraction chromatographique F5 de Morinda morin-
doides induit également une hypotension dose-dépendante
réversible et en partie (54 %) inhibée par latropine [20].

Des travaux antérieurs ont aussi permis a certains
auteurs d’isoler plusieurs molécules a partir des feuilles de
Morinda morindoides. Ce sont :

- 13 flavonoides : quercétine ; quercétine-7, 4’-diméthyléther ;
quercétine-3-rutinoside ; quercétine-3-rthamnoside ; kaemfé-
rol-3-rhamnoside ; kaempférol-3-rutinnoside ; kaempférol-
7-rhamnosyl-sophoroside ;  chrysoériol-7-néohespéridoside ;
apigénine-7-glucoside ; lutéoline-7-glucoside ; kaempférol ;
apigénine ; lutéonine [7,8,9,10,11] ;

— quatre iridoides : gaertnéroside ; acide gaertnérosique ;
méthoxygaertnéroside ; époxygaertnéroside [5,6] ;

— un stérol : stigmastérol [22].

La cible biologique choisie est Cryptococcus neofor-
mans qui est une levure arrondie ou ovalaire de 4 4 6 um
entourée d’une capsule mucilagineuse. Ce champignon est
un pathogéne opportuniste, trés virulent en cas de baisse
d’immunité, notamment chez le malade atteint du VIH.
Il peut induire des infections cutanées, systémiques et
neuroméningées comme la méningoencéphalique subaigué
et la septicémie cryptococcique. Cryptococcus neoformans
est aussi connue comme étant particuliérement perni-
cieuse et rebelle aux thérapeutiques et ayant développé une
résistance vis-a-vis des médicaments modernes (ampho-
téricine B, terbinafine, fluconazole, etc.) [12-14,23]. Ces
raisons justifient le choix de cette souche pour évaluer le
pouvoir antifongique des extraits de Morinda morindoides.

Cet article a un double objectif :

- faire une description botanique compléte de cette
plante afin de faciliter son identification sur le terrain ;

- faire une exploration antifongique, étude qui n’est pas
encore réalisée.

Matériel et méthodes

Etude monographique de la plante étudiée

Pour permettre une identification facile de cette plante en
milieu naturel, une étude monographique complete a été
réalisée ; elle a pris en compte :

- la famille botanique de la plante ;

— les généralités sur cette famille botanique ;

- la description détaillée de la plante ;

- la répartition géographique de cette plante ;

- quelques usages thérapeutiques traditionnels dans la
pharmacopée ouest-africaine.

Préparation des extraits

Le matériel végétal est constitué de feuilles de Morinda morin-
doides récoltées dans la région du Centre-Ouest de la Cote-
d’Ivoire. Ces feuilles ont été lavées, séchées a I'abri du soleil
et rendues en poudre fine grice a un broyeur électrique
de type IKA Labortechnik (type MFC). La poudre a été
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extraite selon la méthode de Zirihi et Kra [29] comme suit :
100 g de poudre de plante sont extraits a 'eau distillée par
broyage dans un mixeur (Blender). L’homogénat obtenu
est essoré dans un carré de tissu, filtré successivement deux
fois sur coton hydrophile puis sur papier Whatman 3 mm.
Le volume du filtrat obtenu est d’abord réduit a l'aide
d’un évaporateur rotatif de type Biichi a la température de
60 °C. La péte de couleur marron est recueillie et lyophi-
lisée, et 'extrait obtenu ainsi est I'extrait total aqueux (Eaq)
[18,19]. A l'aide d’un agitateur magnétique, 5 g d’Eaq sont
dissous dans 100 ml d’une solution hydroalcoolique (70 %
éthanol, 30 % eau distillée). La phase supérieure alcoolique
obtenue est recueillie, réduite et lyophilisée ; c’est Pextrait
éthanolique (Eeth) 70 %. Cet extrait a été partitionné dans
un mélange eau distillée/acétate d’éthyle (v/v). Les deux
phases obtenues ont été séparées a 'aide d’'une ampoule a
décanter et lyophilisées. La fraction acétate d’éthyle a été
notée Eac et la fraction aqueuse a été notée extrait acéta-
tique H O (Eac H O).

La fraction acétatique (Eac), présentant la meilleure acti-
vité antifongique, a été chromatographiée sur colonne de
gel de silice (Merck-gel de silice 60 [0,063-0,200 mm)]).
L’éluant est constitué du mélange (dichlorométhane/
méthanol : 95/5). Quatre fractions ont été obtenues en
fonction de la coloration. F1 (jaune or), F2 (vert foncé),
F3 (vert clair) et F4 (jaune orangé).

Les cinq extraits Eaq, Eeth, Eac, Eac H O et F1 ont été testés
sur la croissance in vitro de Cryptococcus neoformans.

Souche microbienne et réalisation des tests in vitro

La souche de Cryptococcus neoformans utilisée au cours de
notre expérimentation nous a été fournie par le laboratoire
de mycologie de 'UFR des sciences médicales de 'univer-
sité de Cocody (Abidjan, Cote-d’Ivoire). Cette souche a été
isolée sur des malades du sida. L’incorporation des diffé-
rents extraits de Morinda morindoides a la gélose Sabou-
raud (69571 DARDILLY ADM Y42310, fournie par OXOID
LTD) a été faite selon la méthode de la double dilution, en
tubes penchés. Les séries comportent, pour chaque extrait,
neuf tubes a essai dont sept tubes tests contenant les extraits
végétaux et deux tubes témoins sans extraits végétaux
(I'un servant de témoin de contrdle de croissance des
germes ; I'autre sans germes servant de témoin de contréle
de la stérilité du milieu de culture). Pour les neuf tubes
tests, les concentrations varient de 300 a 4,687 mg/ml pour
I'Eaq, de 50 a 0,78 mg/ml pour I'Eeth, I'Eac et 'Eac H O
et de 3,125 4 0,0487 mg/ml pour la F1 (selon une liaison
géométrique de raison 1/2). Aprés lincorporation des
extraits, tous les neuf tubes de chaque série sont stéri-
lisés a T'autoclave a 121 °C pendant 15 minutes et ensuite
inclinés avec petit culot a la température de la salle pour
les refroidir et solidifier la gélose [1,15-17,28,29].

Pour chaque série des différents extraits, les tests anti-
fongiques ont été réalisés par la culture de 1 ooo cellules
de Cryptococcus neoformans sur les milieux précédemment
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préparés. Chaque test a été répété cinq fois pour plus
de fiabilité. Toutes les cultures ont été incubées a 30 °C
pendant 48 heures. Les colonies de Cryptococcus neofor-
mans ont été ensuite comptées, et la croissance dans les
neuf tubes expérimentaux de chaque série a été évaluée en
pourcentage de survivance, calculée par rapport a 100 % de
survivance dans le tube témoin de controle de la croissance
[17,28].

Résultats

Etude monographique de la plante

La plante étudiée appartient a la famille des Rubiaceae.
Les Rubiaceae sont des arbres, arbustes, des lianes ou
des herbes. Les feuilles, opposées ou verticillées, simples,
stipulées, a stipules intra- ou interpétiolaires, sont de
formes et de tailles variables. Les inflorescences sont
des grappes ou des cymes. Les fleurs, hermaphrodites,
tétrameres ou pentameéres, ont un calice généralement
dialysépale, une corolle gamopétale a lobes valvaires ; un
ardrocée inséré sur la corolle et un gynécée infére habi-
tuellement bicarpellé. Les fruits sont des capsules, des
baies ou des drupes.

Morinda morindoides (Baker) Milne-Redh., Kew Bull.
1944 : 31 (1947) ; Hepper, FWTA, ed. 2,2 : 189 (1863), est
une liane grimpante, glabre. Les feuilles, opposées, oblon-
gues elliptiques ou obovales elliptiques cunéiformes a la
base. Ces feuilles longuement acuminées, glabres, mesu-
rent 6-15 cm de longueur sur 3-8 cm de largeur (Fig. 1) :

Fig. 1. Morinda morindoides (Backer) Milne-Redh. (Rubiaceae). a : rameau feuillé avec fleurs ;
b : fruits

le limbe porte, environ, six paires de nervures latérales.
Les fleurs, blanches, groupées et capitules, ont le tube de
la corolle court et robuste. Les fruits, bosselés, jaunes a
maturité, mesurent 4 cm de diamétre.

Répartition géographique

Espéce guinéo-congolaise, on la trouve, souvent, sur les
lisieres des foréts.

Utilisations thérapeutiques

— Les Bétés d’Issia (Centre-Ouest de la Cote d’Ivoire)
lappellent Zéllékelé et I'utilisent comme antifongique [28] ;

- une décoction aqueuse de feuilles fraiches constitue
un remede traditionnel typique employé pour le traite-
ment de la malaria, des vers intestinaux et des amibiases
[18,24,26] ;

- ses extraits possédent une activité antiprotozoaire,
particuliérement sur Entamoeba histolytica. [4] ;

— elle est traditionnellement utilisée dans le cadre des
syndromes diarrhéiques dans la région de Daloa (Cote-
d’Ivoire) [2,3].

Tests antifongiques

Apres 48 heures d’incubation a 30 °C, on observe compa-
rativement au témoin, une diminution progressive du
nombre de colonies au fur et a mesure que la concentration
des extraits augmente dans les tubes expérimentaux. Cela
s’observe pour toutes les séries.

Fig. 2. Morinda morindoides (Backer) Milne-Redh. (Rubiaceae). a : rameau feuillé avec fleurs



Les données expérimentales traduites sous forme de
courbes sont présentées sur la Figure 3. Les valeurs des
CIL (concentration pour 50 % d’inhibition) et de CMF
(concentration minimale fongicide) graphiquement déter-
minées sont consignées dans le Tableau 1. De fagon géné-
rale, toutes les courbes obtenues présentent une allure
régulierement décroissante, avec des pentes plus ou moins
fortes selon les extraits. A part la courbe de I'Eac H O,
les autres courbes coupent 'axe des abscisses a différents
niveaux selon les extraits.

Discussion

Sur le plan botanique, Morinda morindoides est une
rubiacée qui présente toutes les caractéristiques de cette
famille. Elle se développe dans la lisiére des foréts, surtout
apres le défrichage. Jeunes, ses feuilles sont trés larges et
deviennent petites avec I'age.
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Tableau 1. Valeurs des parameétres antifongiques comparées
des extraits de Morinda morindoides aprés 48 heures d’incu-
bation a 30 °C

Parameétres antifongiques des extraits (mg/ml)

CI50 CMF
Eaq 14,3 * 2,4 300
Eeth 6,3 1,5 25
EacHO > 300 > 300
Eac 1,35 + 0,8 3,125
F1 0,08 + 0,02 0,78
n=s

Cette étude permettra d’identifier sur le terrain
cette plante sans se tromper. Cela s’avére positif, car
Morinda morindoides renferme plusieurs propriétés théra-
peutiques qu’il va falloir exploiter.

——Eaq —=—Eeth ——Eac H20 ——Eac —F1
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Fig. 3. Sensibilité de Cryptococcus neoformans aux extraits de Eaq, Eeth, Eac HZO, Eac et F1
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Sur le plan microbien, 'analyse de nos résultats montre
que Cryptococcus neoformans est sensible a tous les extraits
de notre étude. Nos résultats montrent qu’il y a une diminu-
tion progressive du nombre de colonies au fur et a mesure
que la concentration des extraits augmente dans les tubes.
Cryptococcus neoformans est donc sensible aux extraits selon
une relation dose-réponse. (Fig. 3 et Tableau 1).

Apreés 48 heures d’incubation a 30 °C, on observe une
inhibition nette et effective dans nos séries de tubes a diffé-
rentes concentrations. La décroissance de toutes les courbes
de sensibilité illustre bien que les extraits sont actifs selon
une relation dose-réponse.

Les résultats de cette étude montrent que la partition de
I'extrait aqueux dans le mélange de solvants éthanol 70 %,
eau distillée 30 % puis la partition de l'extrait alcoolique
dans un second mélange de solvants acétate d’éthyle-eau,
aboutit a un extrait acétalique qui fractionné sur gel de
silice donne une fraction qui améliore 'activité anticrypto-
coccique des extraits de Morinda morindoides.

Le rapport d’efficacité établi sur la base des CMF, montre
que :

- CMPan/CMFEeth =300/12,5 = 24 ;

- CMFan/CMFEaC = 300/3,125 = 96 ;

- CMF,,,/CMF,_ = 12,5/3,125 = 4 ;

- CMFan/CMFFI = 300/0,78 = 384 ;

- CMF, /CMEF, = 3,125/0,78 = 4.

Ce qui signifie que I'extrait acétalique est 96 fois plus
actif que I’Eaq et quatre fois plus actif que ’Eeth 70 %
et que la F1 est quatre fois plus active que I'extrait acéta-
lique et 384 plus active que I'Eaq. Nous déduisons donc de
cette analyse que la fraction 1 (F1) est la plus active, car les
valeurs de ses parametres antifongiques (CI_, CMF) sont
non seulement les plus basses, mais aussi elle améliore de
fagon significative (384 fois) l'activité de Pextrait aqueux
de base.

Cet extrait concentre donc beaucoup plus de principes
actifs. On peut donc déduire que la méthode d’extraction
qui met en ceuvre des partitions successives des extraits dans
des mélanges de solvants permet une meilleure concentra-
tion des principes actifs. Ces principes actifs qui sont des
molécules solubles dans I’éthanol et 'acétate d’éthyle pour-
raient étre soit des terpénes, soit des alcaloides, soit des
flavonoides, soit des iridoides et soit des huiles végétales.

A la lumiére de I'ensemble des résultats, nous pouvons
dire que notre démarche est acceptable, car elle nous a
permis d’améliorer considérablement I'activité anticrypto-
coccique de Morinda morindoides en passant de 'Eaq a la
F1. La F1 étant 384 fois plus active que ’Eaq.

Conclusion

Cette étude nous a permis de montrer que les extraits de
Morinda morindoides que nous avons préparés possédent
une activité antifongique sur Cryptococcus neoformans.
A 48 heures d’incubation a 30 °C, ils possédent tous une

activité inhibitrice effective obtenue a 300 mg/ml pour
I'Eaq, 25 mg/ml pour IEeth, 3,125 mg/ml pour I'Eac et
0,78 mg/ml pour la F1. Cette étude montre également que
la combinaison de solvants (EtoH 70 %, H O 30 % et acétate
d’éthyle-eau) estla méthode qui permet de concentrer mieux
les principes actifs. Sur le plan botanique, Morinda morin-
doides (rubiacée) est une liane grimpante dont les feuilles
sont opposées, oblongues elliptiques qui mesure 6-15 cm
de longueur sur 3-8 cm de largeur. Cette plante est beau-
coup utilisée en Afrique comme plante médicinale. Elle a
fait I'objet de plusieurs études menées par des chercheurs
africains. Ainsi, ses activités antiplasmodiale [25-27], anti-
protozoaire [4,27] et antibactérienne ont été étudiées.

Ces études ont révélé que Morinda morindoides a une
activité antipaludique, antiprotozoaire et antibactérien.

L’étude que nous avons réalisée met en évidence lacti-
vité antifongique de Morinda morindoides qui n’avait pas
été auparavant étudiée.

L’analyse des résultats montre que Morinda morindoides
présente donc une bonne activité antifongique. Cette plante
a reproduction facile mérite que l'on s’intéresse beau-
coup plus a elle, car elle représente un élément de choix a
exploiter comme antimicrobien.

Une analyse plus poussée par triphytochimique, suivie
de chromatographie sur colonne et sur couche mince, nous
permettra d’isoler les différentes molécules contenues dans
la F1 de Morinda morindoides, afin de préciser la nature
des molécules a activité antifongique.

Liste des abréviations

CL : concentration inhibitrice pour 50 %
CMF : concentration minimale fongicide
Eac : extrait acétatique

Eac H O : extrait acétatique aqueux (phase aqueuse du
mélange acétate d’éthyle/eau)

Eaq : extrait aqueux

Eeth : extrait éthanolique

EtoH : éthanol

F1: fraction 1

F2 : fraction 2

F3 : fraction 3

F4 : fraction 4

UFR : unité de formation et de recherche
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