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PHYTOTHERAPIE PRECLINIQUE

Essais antimicrobiens d’un savon a base d’extrait éthanolique des feuilles
de Morinda morindoides (Morinda, Rubiaceae) sur la croissance in vitro
de germes impliqués dans les infections cutanées
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Résumé L’objectif de la présente étude est d’élaborer un
savon a base de l’extrait éthanolique des feuilles de
Morinda morindoides et d’évaluer son activité antimicro-
bienne sur la croissance in vitro de deux bactéries (Staphy-
lococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa) et quatre
champignons (Candida albicans, Candida tropicalis, Tri-
chophyton rubrum et Trichophyton mentagrophytes) impli-
qués dans les infections cutanées. L’extrait éthanolique de
Morinda morindoides a été utilisé comme agent antimicro-
bien dans la fabrication d’un savon anti-infectieux codifié
« S2 » suivant le procédé a froid. Les tests antifongiques
du savon a I’extrait éthanolique Morinda morindoides (S2)
et du savon témoin (S0) ont été réalisés suivant la méthode
de la double dilution par incorporation du savon a tester dans
la gélose Sabouraud. Les paramétres antibactériens des
savons S2 et SO ont été déterminés par la méthode d’incor-
poration dans la gélose Mueller-Hinton et le test en milieu
liquide. Le savon S2 a exprimé une activité antimicrobienne
effective comparativement au savon témoin SO avec une
concentration minimale inhibitrice de 31,25 mg/ml vis-
a-vis des germes testés. L’incorporation de 1’extrait éthano-

A. Touré (D)

Laboratoire de biotechnologie et de valorisation des
agroressources,

UFR sciences biologiques,

université Peleforo-Gon-Coulibaly a Korhogo,

1328 Korhogo, Cote-d’Ivoire

e-mail : tourabdoulaye@yahoo.fr

A. Touré - K. Ouattara - A. Ouattara - A. Coulibaly

Laboratoire de pharmacodynamie biochimique, UFR biosciences,
université Félix-Houphouét-Boigny a Cocody-Abidjan,

22 BP 582 Abidjan 22, Cote-d’Ivoire

A. Ouattara

Département de biochimie-microbiologie, UFR agroforesterie,
université Jean-Lorougnon-Guédé a Daloa,

BP 150 Daloa, Cote-d’Ivoire

lique de Morinda morindoides a raison de 10 % dans la for-
mulation d’un savon anti-infectieux n’altére pas ses proprié-
tés antimicrobiennes. Au regard de ’efficacité du savon S2
sur des germes impliqués dans les infections cutanées, sa
production a 1’échelle industrielle constituera un réel espoir
dans la lutte contre les maladies de la peau qui sont trés
répandues en Cote-d’Ivoire.

Mots clés Morinda morindoides - Extrait éthanolique -
Savon anti-infectieux - Activité antimicrobienne -
Infections cutanées

Abstract The objective of this study is to develop a soap
based on the ethanolic extract of the leaves of Morinda morin-
doides and to evaluate its antimicrobial activity on the in vitro
growth of two bacteria (Staphylococcus aureus and Pseudo-
monas aeruginosa) and four fungi (Candida albicans, Can-
dida tropicalis, Trichophyton rubrum, and Trichophyton men-
tagrophytes) involved in skin infections. The ethanolic extract
of Morinda morindoides was used as an antimicrobial agent
in the manufacture of an anti-infectious soap coded “S2”
using a cold process. The antifungal tests of soap with etha-
nolic extract of Morinda morindoides (S2) and control soap
(S0) were carried out using the broth dilution method by
incorporation of test soap into Sabouraud agar. The antibacte-
rial parameters of soaps S2 and SO were determined by incor-
poration into Mueller-Hinton agar and testing in liquid
medium. Soap S2 expressed an effective antimicrobial acti-
vity compared to soap SO with a MIC (Minimum Inhibitory
Concentration) of 31.25 mg/ml against tested microbial
germs. We conclude that incorporation of 10% of ethanolic
extract of Morinda morindoides in the formulation of an anti-
infectious soap does not alter its antimicrobial properties. In
view of the effectiveness of soap S2 on microbial germs
involved in skin infections, its production on an industrial
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scale will constitute a real hope in the fight against skin disea-
ses, which are very widespread in Céte-d’Ivoire.

Keywords Morinda morindoides - Ethanolic extract - Anti-
infectious soap - Antimicrobial activity - Skin infections

Introduction

Selon 1’Organisation mondiale de santé (OMS), des études
menées dans les pays en développement ont rapporté des
chiffres de prévalence ¢levés pour les maladies de la peau
(21-87 %) [1]. En Cote-d’Ivoire, environ 20 % des patients
viennent consulter pour des problémes de dermatoses [2].
Les infections cutanées constituent donc un véritable pro-
bléme de santé publique malgré 1’existence d’antibiotiques
et de médicaments modernes appropriés. Le traitement des
dermatoses est difficile non seulement sur le plan chirurgi-
cal, mais aussi du point de vue chimiothérapeutique, car les
molécules susceptibles d’éliminer les germes impliqués ou
de stopper leur croissance s’averent souvent trés toxiques
pour les cellules humaines. A ces difficultés s’ajoute le phé-
nomene de résistance aux antibiotiques usuels, et les prix
¢élevés des médicaments actifs disponibles les mettent hors
de portée des populations a revenus modestes [3]. Face a une
telle situation, les populations se sont orientées vers I’utili-
sation des plantes pour se soigner. Afin d’aider ces popula-
tions a tirer un réel profit de 1’'usage des plantes médicinales,
divers travaux scientifiques ont été réalisés sur le traitement
des maladies par ces plantes [4,5]. A cet effet, une enquéte
ethnobotanique menée par le laboratoire de pharmacodyna-
mie biochimique a permis la sélection de nombreuses plan-
tes a vertus thérapeutiques intéressantes [6-9]. Parmi ces
plantes figure Morinda morindoides qui est une espece de
la famille des Rubiacées. Cette plante se trouve dans les
brousses et foréts du Centre-Ouest de la Cote-d’Ivoire. Les
études antérieures ont révélé que les extraits aqueux, éthano-
lique, acétatique et hexanique des feuilles de cette plante
possédent in vitro des propriétés antifongiques et antibacté-
riennes [10,11]. En outre, I’extrait hexanique incorporé
comme agent antimicrobien dans la formulation d’un savon
a présenté des activités antifongiques et antibactériennes
intéressantes [12,13]. Dans 1’optique de valoriser les résul-
tats des recherches précédentes, notre équipe ceuvre pour
I’¢élaboration de produits dérivés de plantes. L’objectif de la
présente étude est d’élaborer un savon a base de 1’extrait
¢éthanolique des feuilles de Morinda morindoides et aussi
d’évaluer son activité antimicrobienne sur la croissance in
vitro de deux bactéries et quatre champignons impliqués
dans les infections cutanées.
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Matériel et méthodes
Matériel végétal

Trois différents types de matériel végétal ont été utilisés. Il
s’agit des feuilles de Morinda morindoides (Rubiacée),
espeéce des brousses et foréts récoltées a Daloa (Centre-
Ouest de la Cote-d’Ivoire), de I’huile de coco extraite de
Cocos nucifera (Arecaceae) provenant de la commune de
Grand-Bassam au Sud-Est d’Abidjan (Cote-d’Ivoire) et de
I’huile de palme extraite de Elaeis guineensis (Arecaceac)
obtenu sur le marché de Dabou au Sud-Ouest d’Abidjan.

Souches microbiennes

Les micro-organismes utilisés dans cette étude se composent
de quatre souches fongiques dont Candida albicans (3076/
PV), Candida tropicalis (13763/D), Trichophyton rubrum
(14301/D) et Trichophyton mentagrophytes (13801/D) four-
nies par le service de mycologie de 'UFR des sciences
médicales d’Abidjan (Cote-d’Ivoire). Deux souches bacté-
riennes a savoir Staphylococcus aureus (587/10) et Pseudo-
monas aeruginosa (602/10) fournies par le service de bacté-
riologie de I'institut Pasteur de Cote-d’Ivoire ont également
été utilisées.

Préparation de ’extrait éthanolique

Les feuilles de Morinda morindoides ont été lavées, décou-
pées en petits morceaux, séchées a 1’abri du soleil (26-28 °C
pendant une semaine) et rendues en poudre (particules de
40 p de diamétre) grace a un broyeur de type IKAMAG.
Cette poudre conservée dans des flacons a servi d’abord a
la préparation de I’extrait total aqueux selon la méthode
décrite par Guede-Guina et al. [6]. Ainsi, 40 g de poudre
précédemment obtenue ont ét¢ macérés dans 1 1 d’eau distil-
lée puis homogénéisés sous agitation magnétique pendant
48 heures a 25 °C a I’aide d’un agitateur magnétique de type
IKAMAG RCT. L’homogénat obtenu a été filtré successive-
ment sur du coton hydrophile puis sur du papier Whatman
n® 3. Le filtrat obtenu a été évaporé a I’aide d’un évaporateur
rotatif de type BUCHI a 60 °C. La poudre de couleur marron
obtenue et conservée dans un flacon constitue I’extrait total
aqueux de Morinda morindoides (Etaq). Cette poudre a servi
a la préparation de I’extrait éthanolique suivant la méthode
décrite par Meite et al. [14]. Vingt-cinq grammes de 1’Etaq
ont été dissous dans 500 ml d’un mélange éthanol-eau
(70/30, v/v) puis homogénéisés pendant 24 heures a 1’aide
d’un agitateur magnétique. Le mélange obtenu a été laissé au
repos dans une ampoule a décanter jusqu’a 1’obtention
de deux phases. La phase hydroéthanolique a été récupé-
rée, filtrée puis le filtrat recueilli a été évaporé comme
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précédemment. La pate de couleur marron foncé obtenue est
I’extrait éthanolique de Morinda morindoides.

Elaboration du savon a base de ’extrait éthanolique
de Morinda morindoides

L’extrait éthanolique de Morinda morindoides a été utilisé
comme agent antimicrobien dans la fabrication d’un savon
anti-infectieux codifié « S2 ». Ce savon a été obtenu suivant
le procédé a froid par addition de deux mélanges A et B. Le
mélange A a été obtenu par dissolution de 16,135 g de cris-
taux de soude dans 59,58 g d’eau distillée. A la lessive de
soude obtenue apres 24 heures ont été ajoutés 1,5 g de chlo-
rure de sodium et 1,2 g de bicarbonate de sodium lors de son
utilisation. Le mélange B qui sera utilis¢é comme matiére
grasse dans la fabrication du savon est constitué de 50 g
d’huile de coco et 50 g d’huile de palme. Le mélange A a
été additionné progressivement sous agitation au mélange B.
Le mélange (A + B) obtenu a ét¢ homogénéisé jusqu’a la
formation d’une masse visqueuse (le tragage). Pour obtenir
le savon S2, 10 g d’extrait éthanolique de Morinda morindoi-
des ont été ajoutés a 90 g de la masse savonneuse obtenue,
puis homogénéisés jusqu’a I’obtention d’une masse homo-
géne qui a été coulée dans les moules. Parallélement, le
savon témoin (S0) a été obtenu suivant le méme procédé
mais sans extrait éthanolique. Aprés 24 heures, deux types
de savons ont été obtenus : un savon a I’extrait éthanolique
de Morinda morindoides (S2) de couleur marron et un savon
sans extrait de Morinda morindoides (S0) de couleur blan-
chétre [15,16]. Les savons fabriqués ont été utilisés pour les
tests antimicrobiens.

Essais antimicrobiens

Evaluation de activité antifongique des savons

Les tests antifongiques du savon a D’extrait éthanolique
Morinda morindoides (S2) et du savon témoin (SO) ont été
réalisés suivant la méthode de la double dilution. Des gam-
mes de concentrations allant de 125 a 1,95 mg/ml ont été
préparées dans une série de tubes par incorporation du savon
a tester dans la gélose Sabouraud. Apreés la solidification de
la gélose, tous les tubes a 1’exception du tube témoin de
controle de stérilité ont été ensemencés en surface avec
10 pl d’inoculum de cultures jeunes de flores fongiques
contenant 10° cellules/ml. Ces cultures ont été incubées a
30 °C pendant deux a dix jours selon les souches fongiques.
L’expérience a été réalisée trois fois. Apres I’incubation, les
colonies ont été dénombrées par comptage direct [17].

Evaluation de D’activité antibactérienne des savons

Cette étude a consisté a déterminer, a partir de bactéries res-
ponsables d’infections cutanées (Staphylococcus aureus et
Pseudomonas aeruginosa), les paramétres antibactériens
du savon a D’extrait éthanolique Morinda morindoides (S2)
et du savon témoin (S0) par la méthode d’incorporation en
milieu solide et le test en milieu liquide. Pour la préparation
des inocula bactériens, une subculture de chaque espéce a été
faite sur gélose Mueller-Hinton et incubée a 37 °C pendant
18 a 24 heures, puis des suspensions ont été préparées en
délayant trois a cing colonies isolées de chaque espéce dans
10 ml de bouillon Mueller-Hinton stérile. L’homogénat
obtenu grace a un vortex a été ensuite incubé a 37 °C pen-
dant trois a cinq heures et a servi a la préparation des diffé-
rents inocula. Ainsi 0,3 ml pour Staphylococcus aureus ou
0,1 ml de suspension pour Pseudomonas aeruginosa a été
homogénéisé dans 10 ml de bouillon Mueller-Hinton stérile.
Ces deux opérations ont permis d’obtenir des inocula esti-
més entre 10° et 107 cellules/ml [18]. La méthode d’incor-
poration en milieu solide a été réalisée par double dilution,
donnant une gamme de concentrations allant de 125 a
1,95 mg/ml. En lieu et place du savon, 20 ml de gélose
Mueller-Hinton ont servi de témoin de contrdle de crois-
sance. Chaque boite de Pétri a été ensemencée, a I’aide d’une
pipette graduée, avec 10 pl d’inoculum. Les boites ont
ensuite été incubées a 37 °C pendant 24 heures. L’expérience
a été réalisée trois fois. Apres I’incubation, les colonies ont
été dénombrées par comptage direct [19]. Quant au test en
milieu liquide, une gamme de concentration du savon a tes-
ter a été réalisée selon la méthode de double dilution et a
donné des concentrations allant de 1 250 a 19,50 mg/ml.
Dans les tubes de la série test, 1,8 ml de bouillon Mueller-
Hinton inoculé et 0,2 ml de chaque concentration de sub-
stance antibactérienne (savon) préalablement préparée ont
été homogénéisés. Ainsi, on obtient une gamme de concen-
tration de 125 a 1,95 mg/ml. Aprés incubation a 37 °C pen-
dant 24 heures, la plus faible concentration de savon a partir
de laquelle il n’y a pas de turbidité (visible a I’ceil nu) est la
concentration minimale inhibitrice (CMI) [17,18].

Analyse statistique

Les données ont été traitées grace au logiciel Graph Pad
Prism 5.0 (Microsoft Etats-Unis). L’analyse statistique des
résultats a été réalisée en utilisant 1’analyse des variances
(Anova ONE-WAY) selon le test de comparaison multiple
de Dunnett, p inférieur a 0,05 est considéré significatif. La
valeur moyenne est accompagnée de I’erreur standard
(moyenne + SEM).
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Résultats et discussion

L’activité antimicrobienne du savon a I’extrait éthanolique
de Morinda morindoides (Fig. 1) a été étudiée comparative-
ment & son témoin (Fig. 2) sur les deux bactéries et les quatre
champignons cités plus haut.

Activité antifongique

Les résultats de 1’action des savons sur Candida albicans (p
< 0,05) ont montré que le savon S2 qui présente les plus
faibles valeurs de Clsy (9,32 £ 0,66 mg/ml) et de CMI
(31,25 mg/ml) est plus efficace par rapport au savon témoin
dont les Clso et CMI sont respectivement 10,41 + 0,01 et
125 mg/ml. L’analyse des résultats (p <0,05) montre que
le savon S2 présente aussi la meilleure activité sur Tricho-
phyton rubrum, car il posséde les plus faibles valeurs de

Fig. 1 Savon sans extrait de Morinda morindoides (S0)

Fig. 2 Savon avec I’extrait éthanolique de Morinda morindoi-
des (S52)
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CMI (31,25 mg/ml) et de Clsy (3,15 +0,28 mg/ml). En
revanche, avec une CMI de 62,50 mg/ml, soit deux fois
supérieure a celle du savon S2, on note une activité antifon-
gique nettement moindre du savon témoin sur Trichophy-
ton rubrum. La forte activité sur Trichophyton mentagrophy-
tes a été obtenue avec le savon S2. En effet, les plus
faibles valeurs de CMI et de Clsy ont été déterminées en
présence de ce savon et les plus grandes avec le savon
témoin (Tableaux 1 et 2).

Activité antibactérienne

Le savon S2 a montré un effet bactéricide net sur la crois-
sance in vitro de Staphylococcus aureus avec une CMI =
31,25 mg/ml. Le savon sans extrait a évidemment montré
la plus faible activité avec une CMI de 62,50 mg/ml.
Aussi, les résultats de ’action du savon S2 sur la crois-
sance in vitro de Pseudomonas aeruginosa comparative-
ment au savon sans extrait de Morinda morindoides (SO)
ont montré que le savon S2 a un effet bactéricide net
avec une CMI = 31,25 mg/ml. Le savon sans extrait s’est
révélé moins efficace avec une CMI= 62,50 mg/ml
(Tableaux 1 et 2).

Discussion

Dans la présente ¢étude, I’extrait éthanolique de
Morinda morindoides a été utilisé comme agent actif pour
¢élaborer un savon (S2) dont I’activité antimicrobienne a été
ensuite testée sur des germes responsables d’infections cuta-
nées. Comparativement au savon témoin (S0), le savon S2
posseéde une activité antimicrobienne effective sur les ger-
mes fongiques (Candida albicans, Trichophyton rubrum et
Trichophyton mentagrophytes) et les bactéries (Staphylococ-
cus aureus et Pseudomonas aeruginosa) testés. L’ incorpora-
tion de I’extrait éthanolique de Morinda morindoides a rai-
son de 10 % dans la formulation d’un savon anti-infectieux
n’altére pas ses propriétés antimicrobiennes. Les travaux réa-
lisés dans le méme sens sur Mareya micrantha et Mitracar-
pus scaber [20], Cassia alata [20,21], Aloe vera et Agera-
tum conyzoides [22], Tithonia diversifolia, Aloe secundiflora
et Azadirachta indica [23] et Senna alata [16] ont également
montré que ces extraits de plantes médicinales exprimaient
leur vertu antimicrobienne lorsqu’ils sont utilisés comme
agents actifs dans la fabrication de savons anti-infectieux.
Par ailleurs, Bhat et al. [24] ont étudié I’activité microbicide
d’un savon antimicrobien (Life Buoy Green Soap) sur des
bactéries dont Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeru-
ginosa qui ont fait ’objet d’investigation dans la présente
étude. Le savon testé par ces auteurs inhibe Staphylococ-
cus aureus et Pseudomonas aeruginosa a la CMI de
300 mg/ml alors que le savon S2 a été actif sur ces deux
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Tableau 1 Résultats du dénombrement (en %) des colonies des germes testés

Micro-organismes Savons Concentrations des savons (mg/ml)
0 3,90 7,81 15,62 31,25 62,50 125
Candida albicans SO 100£1,7 90+1,7* 60+1,7 30+£0,6" 5+0,6 2+£0,6 0£0,0
S2 100+0,2 85+0,2* 56+0,7* 25+0,5 0+0,0 0+0,0 0=£0,0
Candida tropicalis SO 100+1,5 93+0,3 85+2,0 63 +£0,8 21+£12* 0£0,0 00,0
S2 100+0,5 88+0,5" 65+02" 32+04 0+0,0 0+0,0 0+£0,0
Trichophyton rubrum SO 100+2,0 40+1,7* 30+2,1* 10+0,6® 5+0,6 0+0,0 0=£0,0
S2 100+0,2 38+03 23+08" 5+0,5 0+0,0 0+0,0 0+0,0
Trichophyton mentagrophytes SO 100£0,5 30+0,8 20+0,5" 5+0,5 2+0,0* 0+0,0 0=+0,0
S2 100£0,2 27+0,4* 12+£04 3+£0,2% 0+0,0 0+0,0 0=+0,0
Staphylococcus aureus SO 100+£1,2 42+0,6 22+04* 9+04 5+0,6% 0+£0,0 0=+0,0
S2 100+0,5 36+03 18+0,1*  7+0,5 0£0,0 0+0,0 0+0,0
Pseudomonas aeruginosa S0 100£1,4 38+1,2 17+£0,6* 6+0,8 3+£0,4* 0+£0,0 00,0
S2 100£0,2 32+0,6® 11+0,2 4+0,5* 0+0,0 0+£0,0 0=£0,0

Les valeurs sont exprimées en moyenne =+ écart-type (n = 3)

* 11 existe une différence significative a p < 0,05 par rapport a la moyenne du tube témoin

Tableau 2 Paramétres antimicrobiens de 1’action des savons contre les germes testés

Micro-organismes Savons Cl5¢ (mg/ml) CMI (mg/ml)
Candida albicans SO 10,41 £0,01 125,00
S2 9,32 £ 0,66 31,25
Candida tropicalis SO 20,45+ 0,98 62,50
S2 11,36 £ 0,29 31,25
Trichophyton rubrum SO 325+1,75 62,50
S2 3,15+0,28 31,25
Trichophyton mentagrophytes SO 2,78 +£0,77 62,50
S2 2,67 +0,34 31,25
Staphylococcus aureus SO 3,36 £0,68 62,50
S2 3,05+0,34 31,25
Pseudomonas aeruginosa SO 3,15+ 1,25 62,50
S2 2,87 £0,49 31,25

S2 : savon a I’extrait éthanolique de Morinda morindoides ; SO : savon témoin (sans extrait)

espéces de bactéries a 31,25 mg/ml. Le savon S2 serait donc
9,6 fois plus efficace que le savon testé par Bhat et al. [24].

Conclusion

Les maladies de la peau tiennent de nos jours une place
importante dans la pathologie infecticuse. Elles sont trés
courantes malgré I’existence d’antibiotiques modernes
appropriés. L’objet de cette étude était donc de mettre au
point un savon antimicrobien a base d’un extrait actif de
Morinda morindoides et visant a lutter efficacement contre
les infections cutanées. Le savon S2 fabriqué par I’incorpo-

ration de I’extrait éthanolique de Morinda morindoides dans
la formulation d’un savon présenterait une activité inhibi-
trice effective sur la croissance in vitro des deux bactéries
(Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa) et
des trois champignons (Candida albicans, Trichophy-
ton rubrum et Trichophyton mentagrophytes) testés. Au
regard de I’efficacité du savon S2 sur des germes impliqués
dans les infections cutanées, sa production a 1’échelle indus-
trielle constituera un réel espoir dans la lutte contre les mala-
dies de la peau qui sont trés répandues en Cote-d’Ivoire. A
cet effet, des tests d’irritations cutanée et oculaire ainsi que
des essais cliniques sur des patients atteints d’infections
cutanées avec le savon S2 seront envisagés.
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