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RESUME

Objectif : le but de cette étude était de déterminer les effets du « koutoukou », une boisson traditionnelle
issue de la distillation de séve fermentée de palmier a huile (Elaeis guineensis Jacq) sur les aptitudes
mnésiques.

Meéthodologie et Résultats : 62 souris de souche swiss dont 22 témoins et 40 animaux expérimentaux ont
été soumis a une épreuve du labyrinthe en T. Les témoins consommaient de I'eau ordinaire comme
boisson. Les animaux expérimentaux ont été répartis en deux groupes : 20 souris alcoolisés au koutoukou
durant 3 mois et 20 autres souris alcoolisées au koutoukou durant 6 mois. La comparaison du taux
d’alternance spontanée sérielle entre les deux groupes expérimentaux a montré une diminution plus
marquée de ce taux (alternance) chez les animaux alcoolisés durant 6 mois. Quant aux épreuves
d'alternance différées, elles ont montré que ce taux chute significativement dés 6 heures (délai entre la
phase d’acquisition et la phase de restitution) chez les souris traitées au koutoukou durant 6 mois contre 24
H chez ceux alcoolisé pendant 3 mois.

Conclusion et application des résultats : la consommation chronique de koutoukou entraine des déficits tant
de la mémoire de travail que de la mémoire épisodique.

Mots clés : alcoolisation, koutoukou, mémoire, souris.

ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to determine the effects of "koutoukou", a traditional drink after the
fermented sap of distilling oil palm (Elaeis guineensis) on memory skills

Methodology and Results: 62 Swiss mice of which 22 controls and 40 experimental animals were subjected
to a T-labyrinth test. The controls consumed ordinary water as a drink. The experimental animals were
divided into two groups: 20 koutoukou alcoholic mice for 3 months and 20 other koutoukou alcoholic mice
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for 6 months. Comparison of the serial spontaneous alternation between the two experimental groups
showed a more marked decrease in this rate (alternation) in the alcoholic animals during 6 months. As for
the delayed alternation of tests, they showed that this rate drops significantly at 6 am (the time between the
acquisition phase and the return phase) in mice treated koutoukou for 6 months against 24 hours in those

alcohol for 3 month.

Conclusion and application of results: Chronic koutoukou consumption leads to deficits in both working

memory and episodic memory.
Keywords: Alcohol, koutoukou, memory, mouse.

INTRODUCTION

L’alcool altere la plupart des fonctions cérébrales,
ce qui réduit temporairement les aptitudes
mnésiques, I'aptitude a réfléchir, a voir et a agir
(Weiss et al., 2014 ; Harnett et al., 2013). En
Afrique sub-saharienne, en 2010, la consommation
d’alcool a été le principal facteur de risque de
déces et dinvalidité (Lim et al, 2012). Une
enquéte effectuée par 'OMS en 2005, a révélé
que 71 % de la population ivoirienne
consommerait de I'alcool au moins une fois dans
lannée. Parmi cette population, 77,9 % des
hommes et 22,1 % des femmes ingérent plus de 5
verres de boissons alcooliques chaque fois qu'ils
ont I'occasion de boire (Anonyme, 2016). En outre,
une étude épidémiologique réalisée sur 3428
sujets des deux sexes, montre que les boissons
locales, dont fait partie le Koutoukou représentent
I'essentiel de la consommation alcoolique en Céte
d’lvoire, surtout en région rural (Yao et al., 2012).
Cette enquéte indiqgue que la consommation
réguliére est plus importante chez les hommes
(74,8 %) que chez les femmes (61,8 %). Ce
phénomene touche toutes les couches de la

MATERIEL ET METHODES

Matériel biologique : Notre matériel biologique se
composait de souris males de souche swiss provenant
de lInstitut Pasteur. Les males ont été préférés aux
femelles; plus sujettes aux influences hormonales. Ces
animaux ont été fournis par lots homogenes de 15
souris, agées de 4 & 5 semaines (14-17 g). A leur
arrivée au laboratoire, elles ont été placées en cages
collectives. A 'age de 9 semaines, les souris ont été
soumises aux différents traitements avant utilisation.
Notre échantillon se composait de 62 souris réparties
comme suit :

ST (n= 22): souris témoins (eau ordinaire comme
boisson) ;

population ivoirienne a tel enseigne qu’un autre
sondage réalisé par Diboh (2013), mentionne que
parmi 2854 éleves (10 a 24 ans) interrogeés, 79,47
% affirment avoir consommé au moins une fois
une boisson alcoolique tandis que 18 % en
consomment  régulierement.  Aussi, vu sa
disponibilité, le Koutoukou artisanal est autant
consommé (9,39 %) que préféré (9,93 %).
Cependant, cette boisson, issue de la distillation
de la séve fermentée de palmier a huile (Elaeis
guineensis Jacq.), semble plus nocive que les
autres boissons alcooliques dites industrielles. En
effet, il a été prouvé que la prise aigué de ce
breuvage a des effets trés prononcés sur la
vigilance (Camara, 2002 ; Diboh, 2006 et 2015,
Yao, 2009). Aussi, réguliérement consommée,
cette substance serait potentiellement
épileptogéne (Diboh, 2014). Ainsi, l'objectif de
cette étude est de déterminer les effets du
koutoukou de fabrication artisanale sur les
aptitudes mnésiques, en se servant d'un modéle
animal.

SK3 (n= 20): souris alcoolisées au Koutoukou durant 3
mois ;

SK6 (n= 20): souris alcoolisées au Koutoukou durant 6
mois.

Matériel technique: Ce dernier est essentiellement
composé d'un alcoometre centésimal de type GAY
LUSSAC, de cages d'élevage, de biberons, de
boissons alcooliques (éthanol pur et Koutoukou) et d’'un
labyrinthe en T (figure 1). Le labyrinthe en T est
construit en plexiglas de couleur grise. Il comprend un
compartiment de départ (15 cm de long), un couloir
central (45 ¢cm de long) et deux branches d'arrivée
identiques de 31 cm. Tous les compartiments ont la
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méme largeur (10 cm) et la méme hauteur (22 cm).
L'accés a chacun des compartiments peut étre fermé

grace a un systeme de portes a guillotine a
déplacement latéral.

Portes a auillotines

Compartiment
de dénart

{ 22 b2

Compartiment
d’arrivée

Figure 1: labyrinthe et T

La souris, une fois placée dans le compartiment de départ peut se diriger dans chacune des deux branches d’arrivée. Toute fois
son trajet peut lui étre imposé selon le cas de figure, en fermant 'une des deux portes a guillotine des compartiments d’arrivée.

METHODES

Au plan méthodologique, I'étude a comporté plusieurs
étapes.

- Solution alcoolique : Le koutoukou pur fortement
titré (46%), a été dilué a des concentrations de 23 %,
12% et 8% pour les séances d'alcoolisation. Ainsi,
aprés avoir procédé a 'évaluation du titre alcoolique de
la solution mére (boisson) au moyen de I'alcoométre
centésimal de GAY LUSSAC qui a indiqué 46°, la
préparation de la solution alcoolique s'est faite par
dilution en vue dobtenir les concentrations
recherchées. Cette dilution est opérée en suivant la
formule

Civi=CfVfou:

Ci représente la concentration initiale ;

Cf est la concentration finale ;

Vi correspond au volume initial ;et

Vf indique le volume final.

Ainsi, & partir de 500 ml d’'une solution-mére de
Koutoukou a 46°, contenue dans une éprouvette
graduée, l'obtention d’une solution diluée a 23% s’est
faite par ajout de 500 ml d'eau distillée.

- Alimentation et alcoolisation : Les animaux ont
recu ces traitements en cage collective par groupe de
5. lIs ont été nourris ad libitum avec des granulés et un
mélange de poissons séchés, d’arachides et de pain
sec (Yao et al, 2010). Les biberons contenant les
boissons étaient accrochés au-dessus des cages. Ces
animaux ont été maintenus dans des conditions
standard de nourriture, de température et d'éclairage.
Toutes ces souris ont eu le méme régime alimentaire,
seules différaient les boissons. L'administration des
solutions alcooliques s'est fait de maniére progressive :
solution & 8% la premiére semaine, 12% la seconde et
23% la ftroisiéme semaine. Les mesures de
consommations dipsique et alimentaire ont été

11559



Badjo et al.,

J. Appl. Biosci. 2017 Effets d’'une consommation prolongée de «koutoukou» (boisson

alcoolique artisanale) sur la mémoire spatiale chez la souris.

effectuées deux fois par semaine. Aprés la période de
traitement (3, 6 ou 12 mois), le sevrage s'est fait
également de maniére dégressive : 12% la premiére
semaine, 8% la seconde pour ne recevoir que de l'eau
dans la troisiéme semaine et ceci durant au moins 3
semaines. Les souris ont été ensuite isolées en cages
individuelles.

- Phase d’habituation: Les animaux ont été
soumis a des séances d’exploration libre (5 @ 10 min
par jour pendant 3 jours). Ces séances étaient
destinées & atténuer leurs réactions émotionnelles au
contact de [l'expérimentateur (qui les manipule
quotidiennement en les pesants a la méme heure de la
journée) et du contexte (labyrinthe en T et
environnement expérimental).

- Phase expérimentale: Les animaux ont subi
deux types d'épreuve a savoir l'alternance spontanée
sérielle et [lalternance différée, chacune delles
mesurant un aspect distinct de la mémoire.

e Alternances spontanées sérielles : Les souris
ont été soumises a une séance de 6 essais successifs
dits "libres" car a chaque essai 'animal pouvait choisir
d'aller dans l'une ou l'autre branche d’arrivée. Chaque
essai s'est déroulé de la fagon suivante : l'animal était
enfermé pendant 30 secondes (s) dans le
compartiment de départ. Au terme de ce délai, la porte
a guillotine est ouverte et la souris pouvait choisir 'une
des deux branches ou elle a été enfermée pendant 30
s. Aprés ce délai, elle était, a nouveau placée dans la
boite de départ pour 30 autres secondes et ainsi de
suite. L'intervalle séparant chaque essai ou intervalle
entre essai (I.E.E) a été de 30 secondes.

e  Alternance différée : Afin d'étudier le décrément
du taux dalternance entre deux essais pour des
intervalles pouvant aller jusqu’a 48h (et méme, dans
certains cas, a 72 h), la procédure dite des "essais
forcés" a été utilisée. Dans ce cas de figure, I'animal a
été forcé d'entrer deux fois de suite dans la méme
branche (I.E.E: 30 s) (acquisition), I'accés a l'autre
branche étant interdit par la fermeture de la porte.
Aprés un délai variable (5 min, 6 h, 24 h, 48 h et méme
72 heures), lanimal fut placé a nouveau dans le
labyrinthe pour un essai libre de rétention, l'acces aux
deux compartiments d’arrivée étant libre. Pour chaque

RESULTATS

Alternances spontanées sérielles

A 3 mois dalcoolisation: Dans l'ensemble, les
performances des animaux alcoolisés durant 3 mois
n'étaient pas significativement différents de celles de
témoins [F (1,26)=3,95; p=0,083]. La comparaison

épreuve dalternance différée (comportant 2 essais
forcés a droite par exemple + 1 essai test), une
seconde épreuve a été effectuée ou les deux essais
forcés d'acquisition étaient réalisés a gauche (dans
notre exemple) afin d'éviter d’éventuelles distorsions
des résultats dues aux préférences (ou latéralisation).
La deuxieme précaution a consisté, aprés chaque
épreuve d'alternance différée, a effectuer une séance
d'exploration libre (5 min) de fagon a provoquer une
sorte de remise a zéro (cette procédure permet de
rééquilibrer I'attirance relative que I'animal doit avoir
pour les deux bras).

Analyse statistique: Le caractére étudié a été le
nombre d‘alternance par série d'essai, traduit en
pourcentage. Ainsi, le pourcentage d'alternance a été
déterminé de la maniére suivante :

Nombre d'alternance pour la série d’essai considéré x 100

Nombre maximal d’alternance

Par ailleurs, a chaque série d’expériences, trois
groupes d’'animaux étaient a comparer : les animaux
témoins, les animaux tests au Koutoukou de vin de
palme (aprés 3 mois d’alcoolisation) et les animaux
tests au Koutoukou de vin de palme (aprés 6 mois
d'alcoolisation). Le comportement d'ensemble de
chaque groupe a été analysé a travers leurs
performances. Ces résultats ont été confrontés aux
autres groupes. Par ailleurs, il a été procédé a la
vérification de la significativitt des différences
probables observées entre les moyennes des
alternances obtenues dans chaque groupe. C'est-a-dire
savoir si pour chaque épreuve la différence de
performances entre deux groupes donnés était
significative ou pas. Pour ce faire, une analyse de
variance (ANOVA) univariée, grace au logiciel Statistica
10.0, a permis de faire ces comparaisons. La
probabilité (p) de 0,05 est considérée comme valeur
limite de significativité. Ainsi, si « p » est inférieur ou
égale a 0,05, alors la différence entre les variables
comparées est significative. Par contre, si « p » est
supérieur a 0,05, la différence entre les deux variables
comparées n'est pas significative.

intragroupe des performances a montré que le taux
d'alternance sérielle ne varie quasiment pas chez les
témoins quel que soit le nombre d’essai, a I'exception
de l'essai 3 pour lequel il est observé une régression de
6,41% (p< 0,048). En revanche, chez les animaux
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alcoolisés, ce pourcentage a baissé au fur et a mesure
que le nombre d’essai augmente (figure 1A). Ainsi, des
différences  significatives dans  I'évolution  des
alternances ont été observées au niveau des essais 4,
5 et 6. Il s'agit respectivement de :[F (1,43) = 17,52 ; p
= 0,0025], [F(1,43) = 31,637 ; p = 0,001] et [F(1,43)=
9,57 ; p=0,003].

A 6mois d’alcoolisation: Dans I|'ensemble, les
performances des animaux alcoolisés durant 6 mois ont
différé trés significativement de celles des témoins [F

(1,26)=9,995 ; p=0,003]. Par ailleurs, tout comme a 3
mois d'alcoolisation, les performances des témoins ne
varient quasiment pas. Par contre, comme le montre la
figure 1B, chez les animaux expérimentaux,
laugmentation du nombre d'essais a entrainé une
diminution  significative et progressive du taux
d’alternance sérielle dés l'essai 3 (p< 0,001). On note
aussi qu'a partir du 4¢ essai, les souris ont répondu au
hasard.
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Figure 2: évolution des taux d'alternances spontanées sérielles des témoins et des animaux alcoolisés au

koutoukou durant 3 mois (A) et durant 6 mois (B).

En A, une baisse significative et croissante des performances est observée en fonction du nombre d’essai chez les animaux

expérimentaux.

En B, des le 4¢ essai, les animaux alcoolisés au Koutoukou durant 6 mois répondent au hasard.
Les facteurs de significativité indiqués impliquent uniquement la comparaison intragroupe (comparaison des performances en
fonction des essais soit chez les témoins ou soit chez les animaux expérimentaux).

*:p<0,05;*:p<0,01,;**:p<0,001
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A 12 mois d’alcoolisation : A 12 mois d’alcoolisation,
les  échantillons  disponibles  n'étaient  pas
statistiquement significatifs a cause du fort taux de
mortalité des animaux (80% de perte aprés 8 mois
d'alcoolisation au koutoukou). Une comparaison
effectuée entre les animaux traités au koutoukou durant
3 mois et ceux de 6 mois, a montré une diminution trés
significative du taux dalternance chez les animaux
alcoolisés pendant 6 mois [F (1, 36) =7,9987; p =
0,007].

Alternances différées

- A 3 mois d’alcoolisation : La comparaison des
performances entre les animaux expérimentaux et
témoins révéle que pour les intervalles de rétention
relativement courts (figure 2A), notamment a 5 minutes
et 6h, il n'y a pas de différence significative [5 min: F
(1,35) = 1,057 pour p = 0,310) et 6 h: F (1, 24) =
0,736 pour p = 0,396]. Cependant, a 24 h les
performances des souris traitées au Koutoukou

artisanal different trés significativement des témoins [F
(1,34)=9,714; p=0,0037].

- A 6 mois d’alcoolisation : Pour l'intervalle 5mn,
les animaux alcoolisés pendant 6 mois et les témoins
ont des performances quasiment similaires (87,17% vs
88,24%). Il n’y a donc pas de différence significative car
F (1, 23) = 0,26101 et p = 0,61430). L'augmentation de
lintervalle a 6h entraine une réduction significative du
taux d'alternance des animaux alcools uniquement
(61,21% vs 72,22% ; p = 0,039). Comme le montre la
figure 2B, cette baisse du taux d’alternance se poursuit
aux intervalles 24h, 48h et 72h (p=0,0410 ; p= 0,003 ; p
= 0,0265). La comparaison entre les 2 groupes
expérimentaux (alcool 3 mois et alcool 6 mois) a
montré qu’a 5 minutes d'intervalle de rétention, tous les
animaux ont un bon niveau de rétention (alcool 3 mois :
88,65% vs 87,17% : alcool 6 mois). Cependant, le taux
dalternance est significativement différent pour
lintervalle de 24h [F (1, 29) = 5,739 ; p = 0,02327]. Au-
dela de ce délai, ces animaux répondent au hasard.
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Figure 3 : évolution du taux d'alternance en fonction des intervalles de rétention (5 min, 6h, 24h, 48h et 72h), chez
les souris traitées au koutoukou pendant 3 mois (A) et 6 mois (B) et leurs témoins respectifs.

En A, on note une baisse significative du taux d’alternance des animaux expérimentaux pour l'intervalle de 24h.

En B, les performances des animaux traités diminuent significativement et de maniére progressive en fonction du délai de

rétention et ceci des 6 h d'intervalle.

Les facteurs de significativité indiqués impliquent uniquement la comparaison intergroupe (entre animaux témoins et animaux

expérimentaux).
*:p20,05;*:p<0,01;**:p< 0,001

DISCUSSION

L'alternance est une épreuve qui permet de metire en
gvidence la capacité de la souris a alterner, et
éventuellement la détérioration progressive de son
comportement au fur et @ mesure que le nombre
d'essais augmente. En effet, on peut supposer que la
réponse a l'essai n dépendant de la mémoire du bras
visité a l'essai (n-1) peut étre perturbée par les
souvenirs des choix antérieurs (de 1 a n-2). L'épreuve
permet donc d'étudier la sensibilité aux interférences
proactives (Beracochea et al.,1987), comme observé
chez les témoins a l'essai 3. En outre, les résultats ont
révélé quapres 3 mois de consommation de
koutoukou, au cours des épreuves d'alternances
sérielles spontanées, laugmentation du nombre
d'essais entraine une diminution significative du taux
d’alternances chez les animaux soumis a I'alcoolisation
chronique. La comparaison du taux global des animaux
alcools 3 mois et ceux de 6 mois montre que la
diminution du taux d'alternances est progressive. Ce
résultat montre une sensibilité exagérée aux
interférences et aussi un déficit de la mémoire de travail
de ces animaux. De méme, les épreuves d’alternances
différées entrainent chez les alcools 3 mois une chute
du taux d’alternance sur lintervalle de rétention long,
notamment a partir de 24h. Ce déficit est aussi observé

sur l'intervalle court de 6h apres 6 mois d'alcoolisation.
Cette baisse de performance met en évidence un déficit
de la mémoire a long terme (mémoire épisodique) chez
les animaux traités au Koutoukou, comme mentionné
par Tako et al., (1988).Une autre étude réalisée par
Yao et al, (2011) sur des sujets humains adultes
indique que les effets d'une perturbation mnésique
engendrée par le Koutoukou artisanal durent 3 a 4 h
plus longtemps que celle produite par des boissons
industrielles notamment le Pastis 45. Dans le méme
ordre d'idée, Diboh (2014) montre que cette substance
entraine une perturbation de la vigilance, de I'attention,
mais aussi et surtout de la mémoire de travail chez les
éléves consommateurs réguliers de ce breuvage
traditionnel. Ces observations confirment I'hypothése
selon laquelle le Koutoukou de vin de palme
contiendrait  d’'autres  molécules capables de
potentialiser les effets de I'éthanol (Hamon et al., 2002)
par compétition sur l'alcool déshydrogénase, lors du
métabolisme. Ainsi, le méthanol, le butanol, le propanol
et les autres éléments chimiques contenus dans le
Koutoukou de vin de palme pourraient étre a la base
des Iésions du cortex cérébral observé par Yao et al.,
(2011) sur les cerveaux de rats (raftus norgevicus)
traités au Koutoukou. Ces substances seraient aussi la
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cause de la baisse significative, dans le temps, des
performances des sujets ayant consommé ce breuvage
(Camara et al., 2004). A 12 mois d'alcoolisation, le fort

CONCLUSION

Il ressort de cette étude que la consommation
chronique de koutoukou artisanal a engendré chez les
souris des déficits tant de la mémoire de travail que de
la mémoire épisodique. Cependant I'étendu des
déficits cognitifs est fonction (proportionnel) de la durée
d'alcoolisation. En collaboration avec les autorités
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