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Article original

Le choléra constitue aujourd’hui un véritable problème de santé
publique dans le monde entier, en Afrique et particulièrement

en Côte d’Ivoire (1).
En 2006 et en 2007, 236 896 et 177 963 cas de choléra ont

été respectivement déclarés à l’Organisation Mondiale de la Santé
(OMS) avec respectivement 6 311 et 4 031 décès dans plus de cin-
quante pays, en Afrique, en Asie et dans une moindre mesure en
Amérique et en Océanie (1). L’Afrique seule notifie le plus grand
nombre de cas de choléra et de décès : 234 349 cas en 2006, ce qui
représente 99 % du total mondial dont 6 303 décès et 166 583 cas
en 2007 avec 3 994 décès (1,2). 

Le traitement actuel du choléra est basé essentiellement sur
la réhydratation par voie orale (3). Quant aux autres moyens thé-
rapeutiques (antibiothérapie), la Tétracycline est l’antibiotique de
premier choix (même si quelques souches sont résistantes), mais
d’autres molécules sont également efficaces notamment le cotri-
moxazole, l’érytromycine, la doxycycline, le chloramphénicol, le
furazolidone (4). Les fluoroquinolones aussi bien que la norfloxa-
cine sont aussi indiquées mais des résistances ont été rapportées (5).
Ces antibiotiques n’ont pas prouvé leur efficacité à cause de l’émer-
gence des germes résistants (5, 6) et de leur coût très élevé (donc

inaccessibles aux populations démunies). Face à cette situation
préoccupante, la mise au point d’un phytomédicament simple, peu
coûteux et efficace semble être plus que jamais d’actualité. Morinda
morindoides (Rubiaceae) constitue ainsi une espèce végétale de
choix car elle est utilisée traditionnellement par les peuples du cen-
tre ouest de la Côte d’Ivoire pour guérir les diarrhées. 

Les travaux récents entrepris sur cette espèce végétale ont
montré que, outre ses propriétés « antidiarrhéiques », elle possède
des propriétés antifongiques (7, 8), antiplasmodiales, (9) et anti-
protozoaires (10). 

L’objectif du présent travail a été de tester les différents
extraits (total aqueux, éthanolique 70 %, résiduel, fraction chro-
matographique), de cette espèce végétale sur la croissance in vitro
de Vibrio cholerae O:1. 

Matériel et méthodes

Matériel

• Matériel d’origine végétale
Le matériel végétal est constitué de feuilles de Morinda

morindoides (BGG) préalablement lavées puis séchées lentement
à l’abri du soleil, à la température ambiante. 
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RÉSUMÉ • Le choléra constitue un problème majeur de santé publique dans les pays en développement. En Côte d’Ivoire, afin d’apporter notre contri-
bution dans la prise en charge de cette maladie, nous avons évalué l’activité antibactérienne de quatre extraits. Il s'agit des extraits total aqueux, éthano-
lique 70  %, résiduel, et la fraction chromatographique F5 : BGG-F5) des feuilles de Morinda morindoides, plante de la pharmacopée ivoirienne, qui ont
été testés sur une souche pathogène de Vibrio cholerae O:1. Les quatre extraits testés ont une efficacité antibactérienne in vitro considérable sur Vibrio
cholerae O:1. L’extrait éthanolique 70  % est le plus actif sur la croissance in vitro de Vibrio cholerae O:1 avec une concentration minimale bactéricide
de 5 mg/mL. Les propriétés antibactériennes de cette plante peuvent être bénéfiques pour la prise en charge du choléra.
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ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF MORINDA MORINDOIDES ON IN VITRO GROWTH OF VIBRIO CHOLERAE IN CÔTE D’IVOIRE

ABSTRACT • Cholera is a major public health problem in developing countries. As a contribution to management of this disease, the study described
herein was carried out in Côte d’Ivoire. The purpose was to evaluate the antibacterial activity of products obtained by various techniques from the leaves
of Morinda morindoides on a pathogenic strain of Vibrio cholerae O:1. Morinda morindoides is a medicinal plant in the Ivorian pharmacopoeia. The
products were obtained as aqueous extracts, 70 % ethanolic extracts, residual extracts and a chromatographic fraction (BGG F5). All three extracts and
the chromatographic fraction showed considerable in vitro antimicrobial efficacy against Vibrio cholerae O:1. The most active against in vitro growth
of Vibrio cholorae O:1 was the 70 % ethanolic extract with a minimal bactericidal concentration of 5 mg/ml. The antibacterial properties of this medici-
nal plant can be of great benefit for management of cholera.
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• Matériel microbien
Le support microbien est une souche de Vibrio cholerae O:1

fournie par le Laboratoire de Bactériologie Virologie de l’Institut
Pasteur d’Abidjan (Côte d’Ivoire : IPCI), isolée à partir des selles
d’un malade (souche hospitalière : BE 2942).

Méthodes

• Préparation des extraits végétaux
- Extrait total aqueux (E.T.aq)
Les feuilles séchées de la plante ont été pulvérisées par un

broyeur mécanique de type IKA® LabortechniK Staufen ; Germany :
Janke & Kunkel). La poudre obtenue a servi à préparer les diffé-
rents extraits. Ainsi E.T.aq a été obtenu selon la méthode suivante
((7) : Cent grammes de poudre végétale sont extraits par macéra-
tion dans un litre d’eau distillée sous agitation magnétique pendant
vingt quatre heures sur un agitateur de type RTC B, IKA®

Labortechnik Staufen ; Germany : Janke & Kunkel). L’homogénat
obtenu est filtré successivement deux fois sur du coton hydrophile
et ensuite sur du papier Wattman®, (diamètre =150 mm, Nr. 0859,
Marke Selecta, Germany : Carl Schleicher & Schüll). Le filtrat est
évaporé à pression réduite à 60 °C à l’aide d’un évaporateur rota-
tif du type RVO5-ST, IKA® Labortechnik ; Germany). Ce concen-
tré de produit obtenu de couleur noirâtre est ensuite lyophilisé et on
obtient ainsi une poudre noirâtre, l’extrait total aqueux : (E.T.aq). 

- Extrait éthanolique 70 % (E.Eth70 %) et extrait résiduel
(E.Rés.)

E.Eth70 % et E.Rés. proviennent de l’extrait total aqueux,
selon la méthode suivante (7,11) : cinq grammes d’extrait total
aqueux sont dissous dans cent millilitres d’une solution éthanol
absolu-eau (70 : 30 ; V/V). La phase supérieure contenant les élé-
ments alcoolo hydro solubles constitue E.Eth70 % et la phase infé-
rieure constitue E.Rés. Toutes ces phases sont aussi concentrées, puis
lyophilisées pour obtenir des poudres.

- Faction chromatographique (BGG-F5)
BGG-F5 a été obtenu selon la méthode suivante : trois cent

milligrammes d’E.T.aq, sont dissous dans 5 mL d’eau distillée. Le
tout est passé à travers une colonne (1,8 x 50 cm) de gel de sepha-
dex G50. Le 5e éluat de couleur orangée est collecté, concentré puis
lyophilisé (12).

• Préparation des milieux de culture
L’incorporation des différents extraits végétaux préparés

précédemment à la gélose Mueller-Hinton® (BIO-RAD, Marnes-
la coquette, France) a été inspirée de la méthode des doubles dilu-
tions. A cet effet, nous avons utilisé quatre séries de 10 tubes numé-
rotés de 1 à 10. Pour chaque série d’expérimentation avec un extrait,
le tube n°1 sert de témoin de culture (sans extrait) et un tube T sert
de témoin de stérilité de la gélose (sans inoculum, sans extrait).

Pour les différents tests, les concentrations des différents
extraits varient de 60 mg/mL à 0,23 mg/mL pour E.T.aq ; 40 mg /mL
à 1,156 mg/mL pour E.Eth.70 %; 200 mg/mL à 0,78 mg/mL pour
E.Rés. et 100 mg /mL à 0,390 mg/mL pour BGG-F5 selon une suite
géométrique de raison 1/2. 

Tous ces tubes ainsi préparés sont stérilisés à 121 °C pen-
dant quinze minutes à l’autoclave et inclinés à la température de la
salle pour permettre à la gélose de se solidifier (7, 8, 12, 13).

• Préparation de l’inoculum
A partir d’une culture stock de notre souche de Vibrio cho-

lerae O:1 repiquée par la méthode des stries sur gélose Mueller-

Hinton et incubée pendant 18 à 24 heures, l’inoculum est obtenu à
partir d’une colonie parfaitement isolée et émulsionnée dans 10 mL
de bouillon Mueller-Hinton® (Bio-Rad, Marnes la coquette,
France) permettant d’obtenir 106 germes.

• Essai microbien
Dix microlitres de l’inoculum (préalablement préparé)

dilués 100 fois ont été ensemencés à la surface de la gélose conte-
nue dans les tubes contenant les extraits. Après 18 à 24 h d’incu-
bation à 37°C, les colonies de V. cholerae O:1 ont été comptées à
partir d’un compteur de colonies de type pbi Digicont® (Pool
Bioanalysis. Italiana) et la croissance dans chaque série de tubes
expérimentaux a été évaluée en pourcentage de survie, calculé par
rapport à 100 % de survie de colonies dans le tube n°1, témoin de
contrôle de croissance (7, 8, 12, 13).

Résultats

Après 18 à 24 heures d’incubation à 37 °C, on a observé
(dans toutes les séries d’expérimentations) comparativement aux
tubes témoins, une diminution progressive du nombre de colonies
au fur et à mesure que les concentrations des différents extraits aug-
mentent. 

Les données expérimentales traduites sous forme de courbes
antibiogrammes sont résumées à la figure 1. Les valeurs des para-
mètres antibactériens des quatre extraits à savoir la CI50 (concen-
tration pour 50 % d’inhibition) déterminée graphiquement, la CMB
(concentration minimale bactéricide) et les rapports d’efficacité des
extraits sur la base des CMB sont respectivement présentés dans le
tableau 1 et le tableau 2. 

D’une façon générale, chaque extrait testé a une courbe qui
présente une allure décroissante.

 

 

BGG:E.ET70%(CI50 = 1,92 mg/mL)

BGG:E.Taq (CI50 = 2,70 mg/mL)

BGG:E.Rés. (CI50 = 6,25 mg/mL)

BGG F5 (CI50 = 33,5 mg/mL)

Figure 1. Sensibilité de Vibrio cholerae 0:1 aux extraits de BGG (E.Taq : E.Rés :
E.Eth70%, BGGF5).
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Discussion

Le choix de Morinda morindoides pour cette étude résulte
de son utilisation traditionnelle pour soigner les diarrhées.
L’utilisation de l’eau comme solvant d’extraction constitue le pre-
mier mode d’utilisation de cette plante. L’association d’alcool absolu
à l’eau permet d’accroître le potentiel thérapeutique des extraits (11-
13). Afin d’optimiser ce pouvoir thérapeutique, nous avons aussi
procédé à une chromatographie de filtration sur gel (12). Enfin, le
choix d’un germe bactérien hospitalier par rapport à une souche sau-
vage de référence se justifie par le fait que ce germe a été plus en
contact avec des agents thérapeutiques ; l’une de nos priorités étant
dans un premier temps de nous préoccuper de l’activité antibacté-
rienne des extraits de notre plante aux germes bactériens pathogènes,
en particulier V. cholerae O:1. En effet, la sélection de Vibrions résis-
tants a été démontrée par l’utilisation extensive des antibiotiques (6).
C’est ce qui justifie la non recherche du profil de sensibilité de ce
germe aux antibiotiques usuels. Ainsi, l’analyse de nos résultats
montre que Vibrio cholerae O:1 est sensible aux quatre extraits de
BGG testés. La diminution progressive du nombre de colonies de
V. cholerae O:1 observées dans les tubes expérimentaux, inverse-
ment aux concentrations des différents extraits montre cette sensi-
bilité de V. cholerae O:1 aux différents extraits et est attribuée à la
relation dose effet des extraits. A partir de ces résultats, la compa-
raison de ces quatre extraits laisse apparaître que l’E.Eth.70 % pré-
sente une meilleure activité vibriocide car il détient les plus petites
valeurs de CMB (CMB= 5 mg/mL) et de CI50 (CI50 = 1,92 mg/mL).
D’autre part, les rapports d’efficacité de ces extraits sur la base des
CMB montrent que l’E.Eth70 % est trois fois plus actif que l’E.T.aq,
cinq fois plus actif que l’E.Rés. et dix fois plus actif que BGG F5.
Ainsi, les résultats de cette étude in vitro sur la croissance de Vibrio
cholerae O:1 suggèrent que notre plante a effectivement des pro-
priétés antibactériennes bactéricides et crédibilisent l’usage tradi-
tionnelle de cette plante. Au regard des résultats de travaux d’au-
tres auteurs, sur cette même plante, nos résultats sont en accord avec
ceux de Moroh et al. sur les pouvoirs antibactériens de cette
plante (11), mais les nôtres sont nettement améliorés car la plus
petite valeur des CMBs rapportée par cet auteur est de 7,5 mg/mL
contre 5 mg/mL pour ce présent travail ; les résultats de nos travaux
présentent également une meilleure activité inhibitrice des extraits
testés par rapport aux résultats de travaux antérieurs d’autres auteurs
sur l’activité antibactérienne d’autres espèces de plantes (14). Les
résultats de leurs travaux ont rapporté comme valeur de la plus la
petite CMB, (CMB= 90 mg/mL) contre 15 mg/mL pour nos travaux.

Dans cette vaste investigation sur cette même plante, une étude tri-
phytochimique réalisée par Bagré et al. a révélé une abondance en
alcaloïdes, en saponosides et flavonoides dans ces extraits de
plantes (8). Les alcaloïdes, de façon générale sont aussi reconnus
pour leurs pouvoirs antibactériens élevés (15). Nous pourrions donc
penser que l’activité antibactérienne de notre «drogue» reposerait
sur la présence de ces composés. Ces résultats sont corroborés par
ceux de Mohamed, qui a travaillé séparément sur les flavonoides
(16), comme l’ont aussi rapporté Sanogo, Riffel et al., (17, 18). Les
résultats de cette étude montrent que parmi les solvants utilisés,
l’Ethanol 70 % constitue le solvant qui permet de concentrer le
mieux les principes actifs de nos extraits et donc, améliore l’acti-
vité inhibitrice.

Conclusion

Notre étude, axée sur les propriétés antibactériennes de
Morinda morindoides a permis de montrer que les différents extraits
de cette plante possèdent effectivement une activité antibactérienne
bactéricide sur la croissance in vitro de Vibrio cholerae O.

Des études plus poussées notamment grâce aux techniques
de chromatographie en phase gazeuse couplées à la résonance
magnétique nucléaire, permettront à l’avenir de séparer les molé-
cules à activité antibactérienne de celles possédant des propriétés
antifongiques.

Ces travaux mériteraient d’être complétés par des tests in
vivo pour l’étude de l’efficacité de ces molécules et de leurs pro-
priétés pharmacocinétiques.
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Tableau 1. Valeurs des paramètres antibactériens des différents extraits.

Extraits de BGG Paramètres antibactériens

CI50 (mg/mL) CMB (mg/mL)

E.T.aq 2,7 15

E.Eth70% 1,92 5

E.Rés. 6 ,25 25

BGG F5 33,5 50

Tableau 2. Rapport d’efficacité des extraits sur la base des CMB.

Extraits 
de BGG

CMB extrait
CMB. E. ETH 70 %

E.T.aq 15/5 = 3

E.Rés. 25/5 = 5

BGG F5 50/5 = 10
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