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Résumé

L’objectif de cette étude est d’évaluer d’une part, les modifications induites par une exposition
subchronique aux plomb selon différentes approches expérimentales : neurocomportementales
et biochimiques chez des jeunes rats d’autre part, évaluer 1’efficacit¢ du probiotique (
Lactobacillus plantarum NSC5C) a raison de 10 % et I’extrait aqueux de la melisse (Melissa
officinalis) par une injection intra péritonéale de 10ml /1kg durant une période de 50 jours a

rétablir ou non les effets néfastes du métal étudié .

L’exposition subchronique au plomb a une concentration de 2g/1 des rats pendant la période de
développement, a permis d’observer une augmentation du poids corporels et diminution du
poids cérébral comparé a ceux des témoins. Les résultats relatifs aux tests de comportement plus
précisément ceux de la dépression (Forced swimming test), de I’anxiété (labyrinthe de croix
surélevé) et de I’Open field, dévoilent clairement que I’intoxication au Pb provoquent des
troubles neurocomportementaux se traduisant par une hypoactivité locomotrice et une réduction
du comportement d’exploration du milieu qui refléte I’instauration d’un état de stress, d’anxiété

et de dépression.

Cette intoxication par exposition au Pb a révélé également une perturbation des différents

parametres biochimiques notamment les biomarqueurs de stress cérébraux.

Par ailleurs, le traitement par le probiotique (Lactobacillus plantarum NSC5C) a permis
d’enregistrer une diminution du poids corporels et augmentation du poids cérébral des jeunes
rats comparé aux rats intoxiqués. De plus, 'utilisation des différentes techniques relatives aux
tests de comportements révelent que le probiotique corrige 1’état dépressif, 1’anxiété et

hypoactivité locomotrice respectivement observé chez les rats exposés au Pb.

D’autre part le traitement par ’extrait aqueux de la plante (Melissa officinalis) a permis
d’enregistrer une diminution du poids corporels et augmentation du poids cérébral des jeunes
rats comparé aux rats intoxiqués. De plus, l'utilisation des différentes techniques relatives aux
tests de comportement réveélent que I’extrait aqueux corrige 1’état dépressif, 1’anxiété et

hypoactivité locomotrice respectivement observé chez les rats exposés au Pb.



Ce que justifie la grande importance de Melissa officinalis dans la médecine traditionnelle et ces

vertus thérapeutiques (antidépresseur. Anxiolytique, antistress).

Mots clés : Cerveau, Plomb, probiotique, Lactobacillus plantarum NSC5C, Melissa
officinalis, troubles neurocomportementaux, antioxydant, Anxiolytique, antistress,

antidépresseur.



Abstract

The objective of this study is to evaluate subchronic exposure to co-lead induced changes
according to different experimentations: neurobehavioural, biochemical, and histological
approaches in young rats during development periods. On the other hand, the objective is to test
the efficacy of the probiotic (Lactobacillus plantarum NSC5C) at a rate of 10% and the aqueous
extract of Melissa (Melissa officinalis) by intraperitoneal injection of 10ml /1kg during a period
of 50 days.

The lead subchronic exposition with a concentration of 2g/l and of rats during the development
period has permitted to observe an increase in body weight and a decrease in brain weight
compared to witnesses. The relative results to the behavioral tests specially those of depression
(forced swimming test), anxiety (elevated-plus maze) and the one of the Open Field clearly
showed that the Pb intoxication provoke neurobehavioral disorders manifesting by locomotor
hypoactivity and a reduction of the environmental exploration behavior that reflects an

instauration of a state of stress, anxiety and depression.

This poisoning by exposure to Pb also revealed a disturbance of the different biochemical

parameters biomarkers of brain stress.

Otherwise, Probiotic treatment (Lactobacillus plantarum NSC5C) can record a decrease in body
weight and an increase in brain weight of young rats compared to the intoxicated ones. Thus,
the use of the different techniques relative to behavioral tests reestablish that the probiotic
corrects the depressive state, anxiety and locomotor hypoactivity respectively observed on
young exposed rats to Pb during the period of development..

reveal that the probiotic corrects depressive state, anxiety and locomotor hypoactivity

respectively observed in rats exposed to Pb.

On the other hand the treatment with the aqueous extract of the plant (Melissa officinalis) can
record a decrease in body weight and an increase in brain weight of young rats compared to the
intoxicated ones. Thus, the use of the different techniques relative to behavioral tests reestablish
that the aqueous extract of the plant corrects the depressive state, anxiety and locomotor
hypoactivity respectively observed on young exposed rats to Pb during the period of

development..



This fact justifies the major importance of Melissa officinalis on the traditional medicine and its

therapeutic virtues (antidepressant. Anxiolytic, anti-stress).

Keywords: Brain, Lead, Rat, probiotic, Lactobacillus plantarum NSC5C, Melissa officinalis,
aqueous extract ,depression, anxiety, stress, neurobehavioral disorders, antioxidant, antixiolytic,

antistress, antidepressant.
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Introduction générale

L'exposition humaine aux métaux neurotoxiques est un probléme mondial de santé
publique. Les métaux qui provoquent une toxicité neurologique, tels que le plomb
(Pb), requiere un intérét particulier et leurs effets peuvent étre irréversibles.
L'exposition au Pb dans l'enfance peut avoir comme conséquence des déficits
cognitifs et comportementaux. Ces effets sont de longue durée et persistent a 1'age
adulte.

En raison de l'omniprésence de ce métal la réduction de I'exposition humaine a des
niveaux toxiques reste un défi de la santé mondial publique (Neal et Guilarte,
2013).

Le microbiote intestinal joue un rdle prépondérant de par ses nombreuses fonctions
physiologiques essentielles a la digestion et plus généralement au maintien de la
santé de 1’hote, mais également par sa grande contribution au développement et a
I’activation du systéme neurologique. C’est pourquoi il fait I’objet de nombreuses
observations.

La perturbation du microbiote, tant en quantité qu’en diversité microbienne, appelée
dysbiose, peut survenir a la suite de divers éveénements tels qu’un stress, un
changement d’alimentation, la prise d’antibiotiques mais peut aussi étre a 1’origine
de plusieurs pathologies tel que les maladies psychiatriques, C’est pourquoi ces
derniéres années, I’idée de moduler de fagon positive le microbiote s’est développée,
cela grace a l’administration de micro-organismes vivants appelés désormais
probiotiques. L’un des ces probiotiques les plus étudié actuellement est Lactobacillus
plantarum.

Les plantes produisent naturellement des substances actives permettant de se
protéger contre les maladies ou d’attaques extérieures.

Les plantes aromatiques possedent un atout considérable grace a la découverte
progressive de ses applications dans les soins de santé ainsi que leurs utilisations
dans d'autres domaines d'intérét économique. Leurs nombreux usages font qu'elles
connaissent une demande de plus en plus forte sur les marchés mondiaux

(Tchamdja, 1995 ; Mayer, 2012).

De ce fait, depuis des décennies la mélisse (Melissa officinalis) est utilisée pour

ses vertus culinaires et médicinales. De plus, d’autres propriétés lui ont été
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découvertes, comme par exemple un effet anti-inflammatoire, antibactérien, anti-
oxydantes etc.

A la lumiere de ces données notre travail a pour objectif d’évaluer 1’effet probiotique
de Lactobacillus plantarum et d’extrait aqueux de Melissa officinalis sur des
rats Wistar intoxiqués par [’acétate de plomb durant la période de

développement.

Différentes approches expérimentales ont été développées dans 1’exploration du
fonctionnement cérébral :

-Une approche comportementale (activité locomotrice, test d’anxiété, test de
dépression)

-Une approche biochimique (Dosage de glycémie et dosage de MDA)
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Chapitre 1. Flore intestinale et probiotiques
I.1 Définition le la flore intestinale

La flore, ou microbiote, est ’ensemble des micro-organismes non pathogenes dits
commensaux, vivant dans un environnement spécifique appelé microbiome, chez un
hote qui peut étre animal ou végétal ou une matiére pouvant étre elle-méme d’origine

animale ou végétale (Burcelin et al ; 2016)

La grande majorité des micro-organismes réside dans notre intestin et prend le nom
de microbiote intestinal (flore intestinale). Il est constitué principalement de
bactéries, mais aussi minoritairement d’archées, de levures et de virus. Les micro-
organismes sont dix fois plus nombreux que nos cellules (1014 bactéries contre 1013
cellules). Véritable forme de commensalisme, les bactéries présentes dans notre
tractus digestif perdurent par la consommation de produits alimentaires ou issus de la
desquamation de nos tissus et par cela méme, nous permettent d’exercer les
mécanismes physiologiques nécessaires pour assurer notre bonne santé. C’est
pourquoi le microbiote et plus largement 1’intestin est aujourd’hui considéré comme
un organe a part entiere (Walsh et al; 2014, Konturek et al; 2015)
1.2 Composition de la flore intestinale
Le microbiote intestinal est composé de plusieurs centaines d’especes bactériennes
dont le plus grand nombre forme le microbiote dominant, puis ensuite le microbiote
sous-dominant et le microbiote de passage.
L’analyse en biologie moléculaire de I’ARN 16S bactérien a identifi¢ 4 phyla
majoritaires dans le tractus intestinal : Firmicutes et Bacteroidetes (> 90%),
Actinobactéries (<10%), et Protéobactéries. 95% des bactéries de notre tractus
digestif sont anaérobies et prés de 80% sont Gram positives

1.2.1 Le microbiote dominant :
1. Le phylum des Firmicutes (flore dominante)
Les Firmicutes sont des bactéries Gram positives et constituent 1’un des principaux
phylums des bactéries. Leur diversité est trés importante que ce soit sur leurs formes
(coccoide, spiralé...), leurs métabolismes (aérobie, anaérobie) ou leurs formes de
résistances (présence ou absence de spores). Ce phylum contient 3 classes : Bacilli,

Clostridia et Mollicutes. Au niveau des selles, les phylotypes les plus abondants sont




Synthése bibliographique

représentés dans les 2 principaux groupes des Clostridium, le groupe IV et XIVa. Le
groupe IV représente environ 20% du microbiote. L’espéce prédominante est
Faecalibacterium prausnitzii qui posséde un large éventail d’enzymes pouvant
métaboliser les carbohydrates pour former du butyrate et du lactate. Le groupe XIVa
représente comme le IV environ 20% du microbiote intestinal et est composé d’une
collection disparate de genres et d’espéces de bactéries. Les genres les plus
abondants retrouvés dans les selles sont : Roseburia et Ruminococcus ainsi que la
famille des Lachnospiracées comprenant les genres Eubacterium et Clostridium.

2. Le phylum des Bacteroidetes (flore dominante)

Ce phylum comporte 3 classes : Bacteroidales (Bacteroides, Porphyromonas,
Prevotella) Flavobacterium et Sphingobacterium. Les espéces les plus représentées
sont les Bacteroides qui représentent le groupe le plus important de bacilles Gram
négatives anaérobies avec par exemple Bacteroides uniformis, Bacteroides caccae et
Bacteroides thetiaotaomicron. Cette dernicre bactérie est connue pour étre impliquée
dans des fonctions bénéfiques pour 1’hdte, tel que 1’absorption des nutriments, la
maturation et la maintenance des cellules épithéliales.

3. Le phylum des Actinobactéries (flore dominante)

Les deux genres retrouvés en abondance dans les selles sont Bifidobacterium et
Collinsella.

Ce phylum est composé¢ d’organismes Gram positifs. Il est composé de bactéries
morphologiquement différentes, des formes coccoides (Micrococcus), cocco-
bacillaire (Arthrobacter) et des formes pouvant présenter des hyphes (Nocardia).
(Konturek et al; 2015)

1.2.2 Le microbiote sous-dominant

Le microbiote sous-dominant est présent dans des proportions plus faibles que le
microbiote dominant. Il représente 10°a 10® UFC/gramme de selles.

Ce sont essentiellement des bactéries aéro-anaérobie facultatives. Parmi celles-ci on
va retrouver des entérobactéries telles que Escherichia coli mais aussi les genres
Streptococcus, Enterococcus, et Lactobacillus.

4. Le phylum des Protéobacteries (entérobactéries) (flore sous dominante)
Les protéobactéries sont minoritaires par rapport aux autres genres (8%) et sont

représentées par les genres Escherichia, Desulfovibrio et Helicobacter.
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5. Autres phyla (flore sous dominante)

D’autres phyla sont représentés mais en faible quantité, il s’agit du phylum des
Verrucomicrobia avec comme espece Akkermansia mucinophila et du phylum des
Fusobactéries.

6. Les Archées (flore sous dominante)

Les Archées ont été découvertes vers la fin des années 70 dans des environnements
extrémes. Elles sont assez similaires en taille et en forme aux bactéries et elles
appartiennent aux procaryotes. Cependant, elles possédent des propriétés
métaboliques et génétiques proches des eucaryotes. On peut citer les especes de
Methanobrevibacter.

Ces procaryotes sont capables de produire du méthane dans des conditions
d’anaérobie. Cette production est importante pour prévenir I’accumulation d’acides
et de produits de fin de réaction dans I’intestin. (Konturek et al; 2015)

1.2.3 Le microbiote de passage

Le microbiote de passage ou de transit, provenant essentiellement de 1’alimentation,
regroupe les especes bactériennes qui traversent le tube digestif sans le coloniser. On
les retrouve a des taux inférieurs a 106 UFC/gramme de feces.

Il comprend des entérobactéries des genres Citrobacter, Klebsiella, Proteus,
Enterobacter, Pseudomonas mais aussi des staphylocoques et des levures du genre
Candida.

Leur pouvoir pathogeéne est normalement inhibé par ’effet barriere exercé par le
microbiote dominant, on a donc un portage asymptomatique, mais il pourra étre

exprimé dans certains cas lors d’une dysbiose. (Singer et al; 2015)

I1 est donc important que cet équilibre microbiote commensal / microbiote pathogéne
persiste.

La composition du microbiote humain en terme de phyla est donc assez homogene
entre individus mais hétérogeéne au niveau des especes.

La plus grande partie (environ les deux tiers) des espéces dominantes du microbiote

est propre a chaque individu et sous I’influence des facteurs intrinséques tels que la
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génétique ou la localisation géographique de 1’individu mais aussi extrinséques
comme ’alimentation ou I’ingestion de médicaments ou polluants.

Ainsi telle une empreinte digitale, le microbiote intestinal est propre a chaque
individu, tout en gardant des fonctions physiologiques similaires d’un individu a
I’autre. (Marteau et al ; 2017)

La qualit¢ du microbiote peut étre temporairement modulée par certains facteurs
endogenes tels que le systéme immunitaire intestinal ou le pH du tube digestif ou
exogeénes comme [’alimentation, I’ingestion de polluants ou de médicaments
(notamment d’antibiotiques), mais tend a revenir a sa composition initiale, c’est le
phénomeéne de résilience.

Il peut aussi étre volontairement modulé dans certains cas avec des probiotiques ou

une alimentation particuliere.

Figure 01 : les types de microbiote Google images, Illustrations

1.2.4 Les virus

Apres la communauté bactérienne, les virus sont considérés comme 1’espéce la plus
abondante au niveau intestinal. Pour 1’instant, peu d’études ont été réalisées mais on
retrouve la présence majoritaire de phages et de prophages. On estime le nombre de

phages a 1012 a 1013 particules par microbiote qui sont répartis dans environ une
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centaine d’especes dont le taxon prédominant appartient a la famille des Podoviridés.

(Salonen et al ; 2014)

1.2.5 Autres : les eucaryotes

L’étude complete du composant eucaryote dans le microbiote intestinal n’en est qu’a
son début, loin derriere 1’étude des bactéries. Les premieres études ont été réalisées
sur les parasites présentant une pathogénicité certaine (Entamoeba histolytica,
Giardia intestinalis).

Chez I’adulte sain, ils représentent environ 0,5% de la flore microbienne intestinale,
les champignons ainsi que le genre Blastocystis sont les eucaryotes dominants.

(Salonen et al; 2014)

Figure 02 : composition de la flore intestinale. (Cheng et al ; 2013)

1.3 Probiotiques

1.3.1 Définition

Le terme "probiotique", dérive de deux mots grecs “pros” et “bios” qui signifient «
pour la vie» (Bernier, 2010).

Celle adoptée par le comit¢ mixte d’experts FAO/WHO (2002) qui les définit
comme "des microorganismes vivants qui, lorsqu’ils sont administrés en quantités

adéquates, exercent un effet bénéfique sur la santé de I’hote"
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11 existe 4 grands groupes de probiotiques :

A) Les ferments lactiques : Ils sont capables de produire de I’acide lactique par la
fermentation de certains sucres comme le lactose. Ils sont regroupés en 2 catégories, en

fonction de leur morphologie :

1. les Lactobacilles (Lactobacillus bulgaris, Lactobacillus acidophilus et Lactobacillus
casér)
2. les coques (Entérocoques et Streptocoques).

B) Les bifidobactéries : D’origine humaine ou animale, elles appartiennent a la flore
intestinale normale et possédent une bonne résistance aux sucs gastriques. La
population de bifidobactéries diminue avec 1’age et leurs espéces varient selon 1’age.

C) Les différentes levures de type Saccharomyces cerevisiae. : Elles sont principalement
utilisées par l’industrie agroalimentaire mais peuvent aussi étre utilisées en tant que

complément alimentaire.

D) Les autres bactéries sporulées, dont Bacillus subtilis et Bacillus cereus. (Robin

et Rouchy, 2011)

1.3.2 Classification des probiotiques

Les probiotiques sont constitués de bactéries ou de levures naturellement présents

chez I’homme, notamment au niveau de la flore digestive. Trois grands groupes de

microorganismes probiotiques peuvent étre distingués (Lignon et Chiny, 2013)

Les bactéries lactiques, les plus représentées. Elles sont capables de digérer le

lactose et de le convertir en acide lactique, qui constitue leur principal produit du

métabolisme glucidique et diminue le PH environnemental. Elles incluent les genres

Lactobacillus,  Bifidobacterium, Streptocuccus, Enterococcus, Lactococcus,

Leuconostoc et Pediococcus ;

1. Les bactéries non lactiques (Bacillus), étaient utilisées dans la prévention et
le traitement des diarrhées mais, devant 1’absence d’essais de leur efficacité,
ces bactéries ont été délaissées ;

2. Les levures, telle que la souche Saccharomyces cerevisiae var boulardii.

1.3.3 Caractéristiques des probiotiques

De fagon plus spécifique, pour qu’un microorganisme soit considéré comme étant
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Potentiellement probiotique, il doit présenter les caractéristiques suivantes

(Salminen et al ; 1996 ; Tannock, 1999 ; Stanton ez al ; 2001)

1. Etre un habitant naturel de I’intestin humain ;
2. Etre capable de coloniser le milieu intestinal, persister et se multiplier ;
3. Adhérer aux cellules intestinales et exclure ou réduire 1’adhérence des

pathogénes ;
4. Avoir un métabolisme actif et produire des substances inhibant les

pathogenes (acides,

5 peroxyde d'hydrogeéne H202, bactériocines,...).

6 Non invasif, non carcinogene et non pathogene ;

7. Etre capable de co-agréger pour former une flore normale équilibrée ;
8 Absence de toxicité ;

9 Possibilité de production en grande échelle ;

10. Possibilité de cryoprotection ;

11. Résistance a la bile et au mucus intestinal (1’acide).

Les microorganismes probiotiques doivent également €tre technologiquement
adaptés a interagir dans les produits alimentaires, tels qu'ils conservent a la fois la
viabilité et 1'efficacité dans les produits alimentaires (sur une échelle commerciale)
pendant et apres la consommation. Les probiotiques doivent étre capables de survivre
aux applications industrielles (par exemple la transformation des produits laitiers) et
aussi €tre en mesure de croitre ou survivre a des niveaux €levés dans le produit a la
fin de la durée de conservation. (Farnworth, 2008)

1.4 Le genre Lactobacillus :

Le genre Lactobacillus représente le plus large groupe des bactéries lactiques, il
contient le plus grand nombre d espéces qui peuvent étre isolées de différent biotopes

(humains, animaux, plantes...etc.) (Stilles et Holzapfel, 1997)

Les bactéries du genre Lactobacillus ont des aspects variés allant du bacille long et
fin au coccobacille en passant par la forme batonnet court ou légérement flexueux.
IIs sont Gram positif, non sporulés, fréquemment associés en chainettes et
habituellement immobiles. Les lactobacilles se montrent généralement plus résistants
au stress acide que les lactocoques PH optimal de croissance de 5,5 a 6,2, leurs GC %

sont de 36 a 47 (Siegumfeldt et al ; 2000). Anaérobies ou micro aérophiles, catalase
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négative (AIT ABDELOUAHAB, 2001) .La température optimale de croissance est de
30°C a 40°C, mais peuvent croitre a un intervalle de température allant de 2°C a 53°C.

Les thermophiles sont incapables de se développer a moins de 15°C.

Les lactobacilles ont des exigences nutritionnelles tres complexes en acides aminés,
en vitamines, en acides gras, en nucléotides, en glucides et en minéraux

(Khalid et Marth, 1990 ; Leclerc et al ; 1994).

Ce genre fait partie de la famille des Lactobacillaceae ordre des Lactobacillales
classe des Baccilli, phylum des Firmicutes. Cette famille regroupe trois genres
différents : Lactobacillus, Paralactobacillus et pediococcus. (Axelsson, 2004 ; Felis

et Dellaglio, 2007).
Le genre Lactobacillus peut étre divisé en trois groupes (ABABSA, 2012) :

-groupe I : il comprend les espéces Homofermentaires obligatoires, ce groupe est
constitu¢ d’environ 25 espeéces généralement thermophiles comme Lb. Acidophilus

(FEDERIGHI, 2005).

-group II : ce sont les espeéces hétéro fermentaires facultatives, il est constitu¢ d’une

vingtaine d’espeéces majoritairement mésophiles (FEDERIGHI, 2005).

-groupe III : il est constitu¢ des espeéces hétéro fermentaires obligatoires, c’est un groupe
qui rassemble des espéces relativement hétérogénes, surtout mésophiles (FEDERIGHI,
2005).

1. Lactobacillus plantarum :

L’espece Lactobacillus plantarum est une bactérie : Gram positif, non pathogéne,
Naturellement existante dans la salive humaine et au niveau du TD. Elle est en forme
de batonnet (road-sharped), Hétérofermentaire facultative (fermente les pentoses
et/ou le gluconate), Mésophile, a croissance positive a 15°C mais pas a 45°C.

C’est une bactérie ubiquitaire qui peut étre rencontrée dans différentes niches
écologiques (aliments fermentés et tractus gastro-intestinal) (sirulin, 2010).
Aérotolérante, elle peut convertir I'oxygene en peroxyde d'hydrogéne (voie de
Manganése dépendante), ce qui lui confére une grande tolérance a I’'H202.

En I’absence d’oxygene, elle est capable de fermenter les sucres en acide lactique et
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alcool (Hétérofermentaire). L’acide lactique produit est une combinaison de D-et L-
isomeres.

De plus, elle est capable de liquéfier la gélatine. (Anonyme, 2009)

Selon (Molin, 2006), Lactobacillus plantarum diftere des autres Lactobacillus spp

Par:

1. un génome qui est relativement important 3,3 Mb.

2. une capacité a fermenter de nombreux glucides.

3. Une exigence au Mn2+ comme cofacteur pour la pseudocatalase dans le but
d’hydrolyser H202.

l. Manifeste peu d’auxotrophies : vitamine B5 (indispensable a la formation du
coenzyme-A) et vitamine B3 (précurseur du NADH).

2. Une résistance aux conditions acides du fait de sa présence dans les aliments
fermentés.

3. Capable de métaboliser les acides phénoliques.

Peagrccoccus ecidilechcr
Pediococcus penfosaceys
Laciobacillus sakei
Pediococcus inapinatus
Lactobacilus casei
Lacfobacillus paracases
Lactobaciivis lhamnosus
Laciobacillus pemosus
Lactebacillus plantarum
Lactobacillus brevis

_ Lactobacllus fructivorans

Lactobacifius ors
Lectobacillus vaginahs

Lactobaculus parnis
Lactobacilus pomntis
Lackabacillus reuten

l : Leciobacilus fermentum

Lactobazillus mucosae

Lactobaciius acdophilus
l |: Lactobacillus crispatus

Lactobacillus delbruecki
Laciobacillus gasseri

Bacillus subiifis

Figure 03: Dendrogramme (ADNr 16S) montrant la relation phylogénétique de Lb.
Plantarum a un ensemble sélectionné de bactéries lactiques représentatives (Maaike

et al 5 2005)




Synthése bibliographique

L.5 Critéres de sélection des souches probiotiques destinées a I’Homme

Pour étre sélectionnées en tant que probiotiques chez ’Homme, les souches
Microbiennes doivent posséder certaines propriétés fonctionnelles, sécuritaires et
Technologiques (FAO/ OMS, 2001 ; FAO/OMS, 2002 ; Tannock, 2003 ; WGO,
2008 ; Vasiljevic et Shah, 2008). Les différents critéres de sélection sont résumeés

dans le Tableau 01.

Tableau 01. Critéres de sélection des probiotiques destines a I’Homme (FAO/OMS,
2002).

CRITERES CRITERES DE SECURITE CRITERES

FONCTIONNELS TECHNOLOGIQUES
- tolérance a l'acidité et aux - souche pour l'usage - stabilité au cours des
enzymes gastriques. humain d'origine humaine procédés de production et

] (1solée du dans le
- tolérance a la bile et aux
enzymes digestives. tractus intestinal d'un produit fini.
' Homme sain) ou )
- adhésion aux cellules - conservation des
_ _ . alimentaire (utilisée ) o
intestinales et persistance propriétés probiotiques
dans le dans les produits apres production.
fermentgs).

tractus gastrointestinal.

) - souche déposée dans une
- production de substances
o ) collection de cultures
antimicrobiennes et
‘ reconnue
antagonisme

‘ ' internationalement.
vis-a-vis des pathogenes.

- souche caractérisée par
- effets sur la santé

des techniques
documentés.

phénotypiques et
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génotypiques.

- historique de non

pathogénicité.

- pas de transmission
possible de génes de

résistance aux

antibiotiques.

1.6 Utilisation des probiotiques en santé humain

Plusieurs effets bénéfiques sur la santé ont été associés a la consommation des
Probiotiques. IIs participent a :

* ’amélioration de la digestion de lactose (sécrétion de lactase) ;

* la réduction des produits du catabolisme ¢éliminés par le foie et le rein ;

* ’augmentation de la valeur nutritionnelle (bonne digestion et absorption des
minéraux

et vitamines) ;

* ’influence positive sur la flore intestinale ;

* la bonne croissance et au bien-étre ;

* la régulation de la motilité intestinale (constipation, syndrome d’irritation
intestinale) ;

* la prévention de I’ostéoporose, du cancer, de hypertension et I’athérosclérose ;

* réduction du taux de cholestérol et la modulation du systéme immunitaire ;

* réduction de I’inflammation ou des réactions allergiques. (Gourbeyre P, 2011 ; Mercenier
A, 2002)

1.7 Intérét des probiotiques

4, Critéres d’efficacité
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Consommeés en quantité¢ suffisante par ingestion, les probiotiques joueraient un role
majeur dans 1’équilibre et la stabilit¢ du microbiote intestinal et conféreraient un

bénéfice santé a I’hote. Pour cela, ils doivent remplir certaines conditions définies :

-L’origine des souches probiotiques doit étre connue ainsi que leur identification précise.

-Les probiotiques doivent étre d’une parfaite innocuit¢é pour I’Homme a dose

thérapeutique.

-La survie des probiotiques durant le processus de fabrication du produit doit étre

garantie. Le choix des souches ayant une bonne stabilité est important.

-Les probiotiques doivent rester stables pendant toute la durée de conservation du

produit.

-Le probiotique doit arriver intact sur son site d’action. Par exemple, si leur lieu d’action
est l'intestin gréle ou le colon, les probiotiques doivent présenter une résistance
suffisante aux acides gastriques, aux sels biliaires et pancréatiques de facon a arriver

vivants. Parfois, un enrobage résistant au suc gastrique sera nécessaire.

-Un bon probiotique doit pouvoir adhérer aux cellules de la muqueuse intestinale pour

permettre un échange d'informations et par exemple stimuler 1'immunité

Les probiotiques peuvent étre considérés comme tels si ils ont fait preuve de leur effet
bénéfique pour la santé¢ dans des études scientifiques. En effet, ces derni¢res années, le
rythme de la recherche sur les probiotiques s’est accéléré, mais pour que ces études

soient valables certaines conditions doivent étre respectées.

Les effets décrits dans 1’étude peuvent seulement étre attribués aux souches testées, et ne
peuvent étre étendus ni a I’espece ni a un ensemble du groupe des bactéries qui auraient
des effets similaires n’ayant pas été testés.

De méme, les études qui prouvent I’efficacité de souches spécifiques a des doses
précises ne sont pas suffisantes pour prouver des effets sur la santé a des doses moindres.
Il n’est donc pas possible d’établir un dosage général pour tous les probiotiques. (Joly et
al 5 2007)

L.8 role des probiotiques sur le psychisme

De précédentes expériences avaient déja montré la capacité du cerveau a envoyer des
signaux au systeme digestif. Les personnes stressées sont d’ailleurs souvent

vulnérables aux problémes intestinaux. Une publication suggere que le dialogue ne
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se fait pas en sens unique, mais que la flore intestinale peut également communiquer
avec le systeme nerveux. « Les personnes qui souffrent de problémes digestifs se
sentent parfois déprimées ou anxieuses, explique Kirsten Tillisch, les connexions
entre le cerveau et le systéme digestif vont dans les deux directions. » mettant en
évidence I’influence primordiale de ’alimentation sur notre santé. En modifiant les
habitudes alimentaires, les chercheurs pourraient controler la personnalité et traiter
certaines maladies comportementales. D’autre part, cette étude pose la question de

I’effet des antibiotiques sur notre comportement. (Ducrotté, 2008 ; Chouraqui).

Chapitre I1. Plomb, Anxiété et Dépression

II. 1 Historique et ancienne utilisation du Pb

Le plomb (Pb) est I’un des métaux les plus utilisés par I’homme mais aussi I’un des
plus toxiques. Depuis plusieurs sieécles (Fahr ,2014) Il a été utilisé, entre autres, pour
la construction de conduites d'eau et d'édifices, dans la fabrication de peinture et de
batteries, dans les cartouches d'armes a feu et comme additif a 1'essence.(Boucher,

2010) et en verrerie, notamment pour la production de cristal (Garnier, 2005).

Le plomb (Pb) est un métal lourd naturellement présent dans 1’environnement

terrestre et aquatique. Il a également été émis dans I’environnement par ’industrie,
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I’automobile, I’emploi de peintures et pigments. Le principal organe cible du plomb
est le systéme nerveux central. L’exposition chronique au plomb peut provoquer des
effets toxiques neuro-comportementaux (effet sur le développement staturo-pondéral,
intellectuel et psychomoteur chez le jeune enfant 4gé¢ de moins de 2 ans).Le plomb
peut aussi avoir des effets néphrotoxiques (sur les reins), endocriniens et sur le

systeme hématopoiétique (anémie) (La Cire Rhone ,2010).

Le plomb Son nom vient du latin plumbum signifiant liquide argenté. Parmi les métaux lourds
dont le numéro atomique est supérieur a 60 (Fahr ,2014). Le plomb est I’un des métaux qui a
été le plus anciennement et le plus largement utilisé par ’homme, probablement en relation
avec sa grande malléabilité, sa ductilité¢ et son faible point de fusion, entre 328 et 347°C(

Fussler, 2011).

I1.2 Propriétés physico-chimiques de plomb et ses dérivés :

Le plomb existe sous de trés nombreuses formes : métallique mais également
d’acétate, de bromure, de carbonate, de chlorure, de nitrate, d’oxyde, de sulfate et de
tétrastyle. (Happiette ; 2010), Le plomb se présente sous forme organique telle que
ses composés tétra alkyle, tri alkyle et di alkyle de plomb ou sous forme inorganique
telle que ses carbonates, oxycarbonates, oxydes et halogénures de plomb (Santé
Canada, 2010). ; Ces deux composés €taient utilisés pour augmenter 1’indice d'octane

dans I’essence en Europe (ANSES, 2011) (Tableau02).

Tableau 02 : principales données physico-chimiques du plomb et ses dérivés
(Garnier ,2005)

dénomination Masse atomique Point de fusion °C Point d’ébullition °C
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plomb 207.19 327.5 1740

acétate de plomb 325.28 280

carbonate neutre de 267.2 315

plomb (décomposition)

carbonate basique de 775.2 400

plomb (décomposition)

chlorure de plomb  278.11 501 950

nitrate de plomb 331.20 453
(décomposition)

oxyde jaune de 223.19 888

plomb

minium de plomb ~ 685.57 500

sulfate de plomb 303.25 1170

sulfure de plomb 239.25 1114

L’usage de plomb

Le plomb est utilisé dans la fabrication de batteries d'accumulateurs, de munitions, de
dispositifs de protection contre le rayonnement nucléaire et les rayons X, de gaines pour
cables utilisés dans l'industrie de production d'énergie et dans celle des communications, de
revétements de plomb pour les toitures, de matériaux de restauration des batiments anciens,
de revétements résistant aux produits chimiques, de matériaux anti-bruit, d'équipement
électrique et électronique, d'équipement de véhicules a moteur et d'autres moyens de
transport et dans la composition de roulements. Il entre aussi dans des compositions comme
les alliages de laiton et de bronze, dans les métaux de fonderie, les verres, les glagures
céramiques, les stabilisants pour plastiques et les peintures, et dans des produits extrudés
utilisés en construction comme les tuyaux, les siphons et les coudes, dans les réservoirs a
combustible et de stockage, dans les enceintes de traitement et dans certaines soudures. Les
utilisations moins importantes du plomb comprennent la fabrication de produits comme les

masses d'équilibrage, les quilles de yachts, les ornements et les vitraux. L'utilisation de
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plomb dans l'essence, les peintures, les pigments et les encres colorées est restreinte ou

interdite dans de nombreux pays.

Le plomb est un métal qui se rencontre a 1'état naturel en petites quantités dans la croite
terrestre. De plus, le nombre des gisements de minerai de plomb concentrés et facilement
accessibles est ¢tonnamment ¢élevé et répandu de par le monde. Le plomb se manifeste
surtout sous forme de sulfure, dans la galéne.

https://www.cchst.ca/oshanswers/chemicals/chem_profiles/lead/basic_lead.html

II. 3 Sources d’exposition au plomb :
Les sources de contamination par le plomb sont donc trés diverses.
I1. 3.1 Alimentation :

Les sources de plomb dans les aliments peuvent étre naturelles ou anthropogéniques,
et la contamination peut survenir a 1’origine (matiére premiére contaminée par le
plomb atmosphérique ou géogénique) ou a n'importe quel point du processus de
fabrication, par contact avec des outils métalliques, lors de la soudure, les pigments,
vernis, ou l'emballage .Le plomb pénétre aussi dans I'alimentation a partir d’une eau
potable ou d’irrigation chargée, d’ustensiles de cuisine, et de poussi¢res domestiques.
(Oulhote, 2012)Le plomb peut se déposer sur les fruits et les feuilles par la poussiére
et les précipitations. Les céréales, les fruits et les Iégumes ne poussant pas sous terre et
ayant une surface étendue constituent donc tout particulierement des sources
d’exposition au plomb. (BfR, 2011) et aussi dans le lait maternel est li¢ a 1'exposition
actuelle de la mére et aux expositions passées remobilisées a partir des os (Chien et
al ; 2006). Méme de faibles niveaux de plomb dans le lait maternel influencent

fortement la plombémie d'un nourrisson (Ettinger et al ; 2006) (Tableau03).
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Tableau 03 : Teneurs moyennes en plomb des aliments issus de ’EAT2 (moyennes

arithmétiques en mg/kg poids frais) (ANSES ,2011)

Catégories alimentaires Pb (img/Kg)

Pain et panification séche 0.017
Céréales pour petit déjeuner 0.005
Pates 0.002
Riz et blé dur ou concassé 0.002
Viennoiserie 0.011
Biscuits sucrés ou salés et barres 0.010
Patisseries et gateaux 0.009
Lait 0.006
Ultra-frais laitier 0.006
Fromages 0.008
Oeufs et dérivés 0.004
Beurre 0.009
Huile 0.003
Margarine 0.009
Viande 0.008
Volaille et gibier 0.004
Abats 0.020
Charcuterie 0.0149
Poissons 0.004
Crustacés et mollusques 0.113
Léegumes (hors pomme de terre) 0.008
Pommes de terre et apparentés 0.005

I1. 3.2 L'eau :

L’eau potable demeure une des sources résiduelles les plus importantes d’exposition au
plomb (EFSA, 2010).Le plomb contenu dans I’eau provient, pour majorité¢, de la
dissolution du plomb constitutif des canalisations. Cette dissolution dépend de I’acidité
(c’est-a-dire du pH), de la température, de la dureté de I’eau et du temps pendant lequel
I’eau stagne dans les tuyaux. (Happiette, 2010)il provient principalement des éléments
de plomberie tels que les raccordements de service en Plomb, la robinetterie et les

soudures. (Clément, 2012).

I1. 3.3 Les sols et poussiéres :

Dans le sol le Pb se trouve sous les formes chimiques suivantes : Pb2+, PbHCO3+, PbOH+,
PbSO4, Pb(OH)2, PbCO3, PbO, Pb(PO4)2, PbO(PO4)2, PbCl+(Baba Ahmed ,2012) donc

est un élément naturellement présent a la surface de la Terre. Cependant, la majorité du plomb
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présent dans l'environnement provient des activités humaines : industries de métallurgie et de
sidérurgie notamment, sans oublier la pollution. (Happiette, 2010)La dégradation des
peintures anciennes conduit a la formation d’écailles et de poussiéres trés riches en plomb, qui

peut étre facilement ingérées par les jeunes enfants. (Oulhote,2012).

I1. 3.4 .Activité professionnelle et loisirs :

La contamination par le plomb peut étre certes d’origine domestique mais elle peut également

survenir sur le lieu de travail ; Les professions a risque d’exposition au plomb sont :

Dans I’industrie telle que : I’extraction et la métallurgie du plomb, du zinc et la récupération et
le recyclage de vieux métaux, dans I’artisanat : comme la fonderie d’art et la joaillerie, dans le
secteur du batiment : la pose ou dépose de canalisations en plomb le découpage au chalumeau

de ferrailles peintes (Happiette, 2010).

I1. 3.5 Les peinture au plomb :

L'ingestion de plomb présent dans les anciennes couches de peinture (celles-ci
contiennent dans certains cas jusqu’a 50% de plomb) peut ainsi constituer une source
importante d'exposition (Clément, 2012) Elles peuvent contenir jusqu’a 3000 pg de
plomb par gramme de peinture.(Happiette, 2010)En effet, la détérioration de la peinture
avec le temps, ’humidité et lors des travaux favorisent ’apparition d'écailles et de

poussieres riches en plomb entrainant la contamination du sol et de 1’air.(sabbar ,2013).

I1.4. Toxicocinétique :

La toxicocinétique étudie le devenir des produits toxiques dans I'organisme juste apres
l'exposition : les produits chimiques qui pénétrent dans le corps par les différentes voies
respiratoire, cutanée, digestive sont distribués dans 1'organisme par voie sanguine avant

d'étre transformés.

I1. 4.1 Absorption du plomb :

Trois voie d’expositions au Pb son possible pour I’homme ; 1’ingestion, I’inhalation

et le contacte cutanée.

I1. 4.1.1 Absorption digestive du plomb :
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Le plomb arrive dans le tube digestif par la nourriture, les mains sales, les objets
contaminés portés a la bouche. Le passage sanguin du plomb est favorisé par certains
aliments ex régime riche en graisse. (Podevin ,2010) Chez I’adulte, 1’absorption
digestive du plomb est faible (5 a 10 %). Elle est beaucoup plus importante chez le
jeune enfant (40 a 55 %) (Happiette, 2010).

I1.4.1.2 Absorption cutané du plomb :

L’absorption cutanée est le mode le moins important mais qui reste non négligeable.
Seuls les composés organiques du plomb, liposolubles, utilisent cette voie, et
seulement si la Peau est 1ésée. (Sabbar, 2013)Le passage transcutané des dérivés
inorganiques du plomb est trés faible (< 0,5 %) si la peau est intacte. La pénétration
des poussicres déposées sur la peau des mains est digestive, elle résulte de 1’activité
main-bouche et de la contamination d’aliments ou d’objets portés a la bouche (Fussler

,2011).

I1.4.1.3 Absorption respiratoire du plomb :

L’absorption des vapeurs de plomb est respiratoire, la rétention respiratoire des particules est

comprise entre 30 et 50 %, selon leur granulométrie et la ventilation des personnes exposées

I1.4.2 Distribution du plomb dans 1'organisme :

La distribution du plomb dans 1’organisme n’est pas homogéne Elle a fait I’objet de
nombreuses modélisations ; les plus généralement admises distinguent trois compartiments, en

fonction de leurs cinétiques d’élimination : le sang, les tissus mous et 1’os (Fussler, 2011).
I1.4.2.1 Le plomb dans le sang :

Le sang c’est Le premier compartiment ou la demi-vie du plomb est de 35 jours qui ne
représente que 1a2 % de laquantit¢ présente dans [’organisme (sabbar, 2013)
Le plomb absorbé par voie digestive passe dansla circulation sanguine (ATSDR
,2007). Dans le sang, 98 % du plomb se retrouve dans le compartiment intra-
érythrocytaire ; le reste du plomb est li¢ & 1’albumine. Ensuite distribué¢ dans le tissu

osseux et les tissus mous tels que le cerveau, les reins et le foie (Santé Canada, 2001)

I1 4.2.2 Le plomb dans les tissus mous :
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est formé par le foie, reins, cerveau ou la demi-vie est de 40 jours. (Sabbar, 2013) qui
contiennent 5 a 10 % de la dose interne (Fussler ,2011).

I1. 4.2.3 Le plomb osseux :

Le plomb est stocké sous forme biologiquement inactif et trés peu toxique. Sa demi-
vie est de l'ordre de 5 4 27 ans les sels de plomb se fixent en particulier dans les os du
squelette et y sont stockés en entrant en compétition avec les ions calcium (Ca?+). C'est
le cas de 80 a 90 % du plomb absorbé avec comme conséquence, 1'augmentation de sa

concentration avec I’age (sabbar ,2013) (Figure 04)
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Figure 04 : plomb dans I’organisme (sabbar, 2013).
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I1.4.3 Elimination du plomb

L’excrétion du plomb est principalement urinaire (> 75 %) et fécale (15-20 %). Le
plomb peut également étre ¢liminé par la salive, la sueur, les cheveux et les ongles.

(sabbar ,2013).

I1. 5 Toxicités du plomb :

L’exposition au Pb constitue un risque pour la sant¢ humaine. Une fois dans
I’organisme, le Pb se concentre, via la circulation sanguine, dans le cerveau et les os.

(Fahr, 2014).

I1.5.1 Intoxication aigué :

L’intoxication aigué évolue en deux phases. Deux a 48 heures aprés la prise
surviennent des douleurs abdominales, des vomissements et parfois une diarrhée. Ces

troubles digestifs sont habituellement modérés et de bréve durée (Garnier et al ; 2000).

I1.5.2 Intoxication chronique :

Intoxications chroniques du plomb sont caractérisées par des effets essentiellement
neurologiques. Les effets neurotoxiques sont plus importants et plus redoutés chez
I'enfant que chez 1'adulte, en raison d'un systéme nerveux central encore en voie de
développement chez le foetus puis chez l'enfant en bas age(Oulhote, 2012).Une
intoxication au plomb peut induire le saturnisme, maladie provoquant différents

symptdmes dont le retard mental et la paralysie des membres (Acosta et al ; 2011).

I1. 5.2.1 Effet de plomb :

Les effets nocifs du plomb incluent des dommages sur le systtme nerveux, la
reproduction, le systéme rénal, le flux sanguin, 1’altération de la synthése de
I’hémoglobine, entre autres. Certains dérivés inorganiques du plomb sont également

considérés comme cancérigénes probables pour I’homme (Groupe 2A) (IARC, 2006).

I1.5.2.2 Effet Enzymatique :
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Le plomb bloque plusieurs enzymes nécessaires a la synthése de I'hémoglobine, il joue
un role de catalyseur des réactions de peroxydation lipidique et inhibe I’activité de la
plupart des enzymes antioxydants (superoxyde dismutase, catalase, glutathion
peroxydase et glutathion réductase) sur différents types cellulaires (Sandhir et Gill,
1995 ; Giirer et al ;1998 ; Penugonda et al ; 2006) et aussi bloque le fonctionnement
des enzymes a zinc, telles que la phosphatase acide, I'ATPase, I'anhydrase carbonique

ou l'acétylcholine estérase (Grennwood, et Earnshaw,1984).

11.5.2.3 Effets rénaux :

A long terme, I'exposition au plomb & des doses élevées est considérée comme I'une
des causes de la néphropathie chronique, qui peut évoluer vers une insuffisance rénale
(Oulhote ,2012) 11 existe deux types de néphropathies sont induits par 1’exposition au
plomb : 1’une néphropathie subaigué€, qui survient précocement apreés le début de
I’exposition au plomb. Elle est, histologiquement, caractérisée par une atteinte des
cellules tubulaires proximales qui sont hyperplasiques avec une atteinte
mitochondriale et des inclusions intranucléaires et 1’autre une néphropathie tardive,
qui s’observe apres 10 a 30 ans d’exposition au plomb. L’atteinte est cette fois tubulo-

interstitielle et glomérulaire et elle est définitive. (Sabbar, 2013).

11.5.2.4 Effets digestifs :

L'ingestion du plomb peut provoquer une irritation de l'appareil digestif, des nausées,

des vomissements et des diarrhées. (Sigma, 2013).

I1.5.2.5 Effets hépatique :

La cytolyse hépatique est un signe d’intoxication aigué par le plomb. Elle ne s’observe
Qu’apres des contaminations massives, correspondant a une plombémie supérieure a
1500- 2000 pg/l. Le plomb inhibe la synthése des hémoprotéines, particulierement
celle du Cytochrome P450 (sabbar ,2013).

I1.5.2.6 Effets hématologiques :
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Les effets du plomb sur le systtme hématologique sont connus depuis longtemps
(Oulhote,2012 ) son effet sur les érythrocytes, causant généralement  1’anémie
ferriprive, (ElFadeliet al ;2015) est une caractéristique commune de l'intoxication et
est produite principalement par deux mécanismes : une interférence avec la synthese
de 1'héme principalement en inhibant la déshydratase de 1’acide delta-
aminolévulinique (ALAD) qui catalyse la transformation de I’acide delta-
aminolévulinique (ALA) en porphobilinogéne et la ferrochélatase (ou heme-
synthétase) qui contrdle la derniere étape de la synthése de I’héme. (Sabbar, 2013) et
augmentation du taux de destruction érythrocytaire, entrainant une réduction de

I’hémoglobine (Oulhote ,2012) (Figure 05).

Légende : X inhibition
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Figure 05 : la toxicité du plomb sur la synthése de I’hémoglobine. (Garnier, 2005)
11.5.2.7 Effet sur le systéme nerveux :

Le principal organe cible du plomb est le systtme nerveux central. L’exposition
chronique au plomb peut provoquer des effets toxiques neurocomportementaux (effet
sur le développement staturo-pondéral, intellectuel et psychomoteur chez le jeune
enfant 4gé de moins de 2 ans). (La CIRE Rhone, 2010) Le plomb entraine une
encéphalopathie et une neuropathie dépendantes de I'dge, de la voie de pénétration, et
de la dose. (sabbar,2013) Le plomb provoque des I¢sions de I’endothélium capillaire,
surtout au niveau du cervelet. Le transport des acides aminés a travers la barriere
hématoencéphalique est ralenti et, par la méme, la synthése protéique trés active au
sein du cerveau dont dépendent capacité d’apprentissage et mémoire. (Pletscheret

Liechti, 2007).

I1.5.2.8 Effets sur la reproduction :

Le plomb est nocif pour le développement du feetus méme a des concentrations
sanguines qui ne produisent pas de toxicité clinique chez la meére. Les principaux
effets du plomb sur le systeme de reproduction que I'on a observés chez la femme sont
les suivants : retards de maturation sexuelle, risques d'avortement spontané, réduction
du poids a la naissance et naissances prématurées (Selevan et al; 2003) Chez
I'homme, les effets du plomb sur la reproduction les plus couramment signalés,
notamment la réduction de la numération spermatique, la malformation congénitale et
un risque accru d'infertilité, étaient a des concentrations sanguines supérieures a 10
pug/dl (Alexander et al,1996 ; Sallmen et al,2000; Bonde et a/,2002) et des
modifications des concentrations sanguines de testostérone ont parfois été retrouvées

(Garnier ,2005).

11.5.2.9 Effet cardiovasculaire :

A long terme, ’exposition au plomb est associée aux maladies cardiovasculaires, en
particulier I’hypertension (Oulhote ,2012) Des événements cardiovasculaires autres

que l'hypertension, y compris des anomalies ¢lectro-cardiographiques, des
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changements dégénératifs du muscle cardiaque, une myocardie et l'athérosclérose, etc.,
(Navas et al ,2006; US.EPA ,2006).
11.5.2.10 Effet cancérogénése :

La cancérogénicité du plomb et de ses dérivés est discutée par les experts. Certaines
études épidémiologiques effectuées chez 1’adulte en milieu professionnel suggerent un
effet cancérogene du plomb (poumon, estomac, et probablement vessie) mais le plus
souvent il existe une coexposition (tabac, arsenic, etc.). Le Centre international de
recherche sur le cancer (CIRC) a toutefois classé le plomb et ses composés comme
cancérogenes possibles pour ’homme (Groupe 2B) (IARC ,2006). Les composés
inorganiques de plomb se classent parmi les agents probablement cancérogeénes pour
I’homme, soit dans le groupe 2A de I’TARC, alors que ses composés organiques sont

parmi les agents inclassables (groupe 3) (IARC, 2013). (Figure 06)
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Figure 06 : Les effets du plomb sur la santé (Bellinger et Needleman ,2003)

I1.6 Plomb et fonctionnement du systéeme nerveux central
11.6.1 Plomb et développement du systéeme nerveux central :

L’affinit¢ du plomb pour le systéme nerveux central est reconnue. Les régions du
cerveau les plus sensibles aux effets du plomb sont I’hippocampe, le systeme
limbique, le cortex préfrontal et le cervelet. Un des mécanismes d’action proposés
pour expliquer la neurotoxicit¢é du plomb serait son action inhibitrice sur la
neurotransmission glutamatergique, plus particuliérement au niveau des récepteurs
NDMA, qui est le principal systéme de neurotransmission excitateur du systeme

nerveux central et un acteur majeur de la plasticité synaptique, phénomene
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caractéristique du développement cérébral, de [’apprentissage et de la mémoire

(Toscano et al ; 2007).

11.6.1.1 Plomb et I'expression de certain géne :

En effet, le plomb apparait comme génotoxique par son action sur des enzymes
impliquées dans la synthése, la réparation ou méme la structure de I’ADN (Milgram,
2008). Sa capacité a entrer en compétition avec d’autres métaux divalents a également
été mise en cause pour expliquer sa génotoxicité et notamment sa capacité a induire
des cassures simples brins de I’ADN (Shaik et al; 2006). Il parait évident que le
plomb activant la liaison a I’ADN de plusieurs facteurs de transcription, il stimule ce
faisant 1’expression des génes régulés par ces facteurs. Mais il existe d’autres
mécanismes d’action par lesquels le plomb interfére avec 1’expression des geénes.
Parmi les geénes cibles, on reléve les« Genes de réponse immédiate précoce » qui
codent pour des protéines constitutives des facteurs de transcription. (Kim et al ;
1997).

11.6.1.2 Plomb est cytoarchitecture :

L’exposition au plomb montre des changements dans le développement
cytoarchitectural de 1’hippocampe et du cortex, une réduction du nombre et du
diametre des axones du nerf optique et une démyélinisation des nerfs périphériques
(Rodier, 1995).cet peut aussi inhibe la prolifération cellulaire de fibroblastes et de
cellules rénales par blocage du cycle cellulaire en phase GO/G1 (Iavicoli et al/ ,2001 ;
Giuliani et al , 2005) et induit de I’apoptose sur des fibroblastes en culture (Iavicoli et

al 5 2001).

11.6.2 Effets sur les systémes neurotransmetteurs :

L'exposition au plomb affecte une grande variété de systémes de neurotransmetteurs
dans le cerveau. Il a ét¢ largement démontré que 1'exposition a de faibles doses de
plomb induit des changements neurochimiques dans les systémes monoaminergiques
et aminoacidergiques (sabbar ,2013).Le plomb interfére avec la libération de
neurotransmetteurs, les produits chimiques utilisés par les neurones d'envoyer des

signaux a d'autres cellules (Dart et al ; 2004).
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11.6.2.1 Sur systéme dopaminergique :

L’effet du plomb consiste a une défaillance dans la régulation de la synthése de la
dopamine et de sa libération (Slechta, 1995), accompagne d’une inhibition de la

transmission synaptique dans les nerfs périphériques (Tong et al ; 1995).

11.6.2.2 Sur systéme glutaminergique :

Le plomb exerce une action inhibitrice sur le récepteur au glutamate de type NMDA
(Alkondon et al; 1990). Le Pb interfére avec la libération de glutamate, un
neurotransmetteur important dans de nombreuses fonctions, y compris 1'apprentissage,
en bloquant les récepteurs N- Méthyl D- aspartate (NMDA), le ciblage de ces
récepteurs est considéré comme 1'une des principales causes de plomb de la toxicité

pour les neurones (Xu et al ; 2005).

11.6.2.3 Systeme cholinergique :

L'acétylcholine, (ACh), est un neurotransmetteur qui joue un réle important aussi bien
dans le systéeme nerveux central, ou elle est impliquée dans la mémoire et
l'apprentissage, notamment dans 1'activité musculaire et les fonctions végétatives. Par
ailleurs, Le plomb décline la libération d’acétylcholine et diminue la fonction

cholinergique in vivo et in vitro (Slechta, 1995).

11.6.3 Plomb et communication des cellules nerveuses :

La neurotoxicit¢ du plomb pourrait prendre sa source dans la multitude des
mécanismes intracellulaires qui, a différents niveaux, supportent la communication
cellulaire et intracellulaire : les systemes des premiers, seconds et troisiémes
messagers (Finkelstein et al ;1998) Dans d’autres types cellulaires et notamment dans
les cellules nerveuses, le plomb emprunte les systeémes de transport du calcium et est
donc intimement li¢ au taux de calcium intra et extracellulaire (Tiffany et Qian, 2001

; Loikkanen et al/ ;2006 ; Kerper et Hinkle ;1997).

I1.6.3.1 Le second messager et les protéines kinases :

La protéine kinase C (PKC) est impliquée dans la libération par exocytose de

neurotransmetteurs supports de la transmission synaptique. (Hussain et al/; 2000)
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donc I’action du plomb sur PKC peut expliquer son effet sur la potentiation a long-
terme. Le plomb interfére avec ces processus intracellulaires en se substituant au
calcium et en se liant a certaines protéines comme la calmoduline ou la protéine kinase

C qu’il active (Long et al ; 1994).

11.6.3.2 Le systéme du 3éme messager :

Une exposition précoce au plomb provoque un pic de liaison prématuré des facteurs de
transcriptions zinc finger protéine (ZFP) (Egrl et Spl). Cet effet passe par plusieurs
actions dont la liaison du plomb a la région sensible au zinc et 1’activation de la voie
ERK/MAPK. Mais les ZFP ne sont pas les seuls facteurs de transcription dont 1’action
est perturbée par le plomb. C’est également le cas pour le complexe Apl

(Chakraborti et al ; 1999) (figure 07).

Figure 07 : Sites d’action présumés du plomb dans les neurones (Finkelstein et
al ,1998).
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Légende : Présentation des différents points d’interaction du plomb avec les
mécanismes cellulaires des neurones : (1) canaux voltage-dépendants. (2)
Neurotransmetteurs (systéme des premiers messagers). (3) Seconds messagers. (4)
Protéines kinases. (5) Systeme des troisi¢emes messagers. (6) Réparation de I’ADN.

I1.7 Plomb et fonctionnement du systéme endocrinien :

Plusieurs publications indiquent une association négative entre la Pbs d’une part et les
concentrations circulantes des hormones thyroidiennes et de la thyroid stimulating
hormone(TSH) d’autre part (ATSDR ,1999 ; IPCS ,1995) chez des travailleurs
exposés au plomb. Cette liaison n’a pas été retrouvée dans des populations d’enfants
exposés. Elle semble n’apparaitre que lorsque la Pbs est au moins égale a 500 1g/l.
(Garnier ,2005).Des ¢tudes sur le rat ont par exemple indiqué que le plomb peut
causer un retard dans 1’ouverture du vagin et une diminution du taux d’estradiol a la
puberté¢ (Ronis et al;1998); La seconde étude a fait apparaitre un mécanisme
hormonal par lequel le plomb pourrait induire un retard du déclenchement de la

puberté. (Crettaz, 2011).

I1.8 I'anxiété, réaction neurocomportementale d'anticipation

I1.8.1 Anxiété naturelle et troubles anxieux

La réaction d'anxiété est la réaction neuro-comportementale causée par
l'appréhension ou l'anticipation d'une situation aversive. Elle entraine bien souvent le
déclenchement de la réaction de stress. Cette réaction est naturelle et ressentie par
tout individu au cours de sa vie. Elle peut néanmoins, lorsqu'elle est exagérée, étre
l'origine de plusieurs pathologies regroupées sous le terme de troubles anxieux.

C'est Freud qui, en 1895, donne le premier une description précise des différentes
manifestations de I'anxiété pathologique : "l'inquiétude chronique, l'attaque
d'angoisse, les équivalents physiques, les peurs illégitimes et sélectives que l'on
appelle phobies, et les obsessions" (Freud, 1895). Sa contribution a la description

des symptdmes et a la classification des troubles anxieux est a ce jour indiscutée.

I1.9 la dépression, trouble psychiatrique

I1.9.1 Définition et classification des troubles dépressifs
Le terme de dépression provient du latin depressio qui signifie "enfoncement",

"passage de haut en bas". C'est vers le milieu du XIXéme si¢cle que le mot
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commence a acquérir son caractére métaphorique, lorsqu'il est défini, en psychologie
et psychiatrie, comme un état mental de lassitude, de découragement, plus général et
moins grave que la mélancolie (Lanteri-Laura, 2003).

Aujourd'hui, la psychiatrie préfere le terme de "troubles dépressifs" car il refléte la
multiplicit¢ des expressions que peut prendre cette pathologie. Les troubles
dépressifs sont classés par le DSM-IV-TR (American Psychiatric Association,
2003) dans la catégorie des troubles de I'humeur. Cette catégorie comprend :

[J Les troubles dépressifs

[J Les troubles bipolaires

[J Les troubles de I'humeur dus a une affection médicale générale ou induits par une
substance.

Les troubles dépressifs, encore appelés dépression unipolaire, se distinguent des
troubles bipolaires par l'absence d'épisode maniaque. Leur diagnostic est établi par la
présence d'un ou plusieurs épisodes thymiques, c'est a dire relatifs a I'humeur,
appelés épisodes dépressifs majeurs, plus ou moins graves. Les critéres de diagnostic
d'un épisode dépressif majeur sont les suivant :

[] Au moins 1'un des 2 symptomes suivants est ressenti :

[] Humeur triste (ou dépressive) : absence de joie, sentiment d'oppression
[JAnhédonie : absence de plaisir, méme pour les activités considérées antérieurement
comme agréables

[J Ainsi qu'au moins quatre des symptomes suivants est ressenti :

[1 Changement d'appétit et/ou de poids

[J trouble du comportement, modification de l'activité psychomotrice

(] trouble de la concentration, de la prise de décision

[] Idées noires : idées de mort récurrentes, idées suicidaires, plan ou tentative de
suicide

[J trouble du sommeil

[ Autodépréciation, diminution de l'estime de soi, sentiment de culpabilité

(] Asthénie (diminution de I'énergie)

Ces symptomes doivent étre ressentis pendant au moins 2 semaines consécutives et
étre accompagnés d'une souffrance cliniquement significative ou d'une altération du

fonctionnement social.
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Chapitre III : Melissa officinalis

II1.1 Description botanique

La mélisse (Figure 08 a) est une plante herbacée vivace* a la tige carrée (Figure 08 g),
dressée et ramifiée, poussant en touffe, mesurant le plus souvent entre 30 et 80 centimétres

de haut (Perrot et Paris, 1971 ; Thoby, 2009).

Les feuilles (Figure 08 f), pétiolées, sont réparties de facon opposée et décussée sur
la tige (Wichtl et Anton, 2003). Leurs bords sont fortement crénelés. Elles sont de
forme ovale et cordiforme, aux nervures réticulées trés saillantes sur la face
inférieure, donnant cet aspect gaufré a la face supérieure. La surface est recouverte

de fins poils courts (Perrot et Paris, 1971).

Les fleurs sont regroupées par douzaine ou demi-douzaine, en verticille (Figure 08
¢), a la base des feuilles. De couleur blanche a rosée, elles sont formées d’une corolle
tubulaire (Figure 08 b) constituée de deux lévres inégales. La lévre supérieure est
dressée (Perrot & Paris, 1971) et celle inférieure est divisée en trois lobes. Quatre
¢tamines didynames™* (Figure 08 d) s’insérent sur le tube formé par la corolle, elles
sont courbées et tendent ainsi les unes vers les autres. Le pistil, quant a lui, est
constitu¢ de quatre loges et possede un long style terminé par un stigmate. Le calice
(Figure 08 e) est bilabié et pubescent (Wichtl et Anton, 2003).

Le fruit est un tétrakéne contenant de petites graines brunes, foncées et luisantes.

La mélisse officinale peut parfois, notamment si elle est cueillie a 1’état sauvage, étre
confondue avec d’autres plantes (Wichtl et Anton, 2003 ; Babulka, 2005) qui sont :
la cataire citronnée (Nepeta cataria var. citriodora), la mélisse des bois (Melittis
melissophyllum), la mélisse a grandes fleurs (M. grandiflora Sm.) et la mélisse de

Moldavie (Dracocephalum moldavicum).
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Figure 08 : Mélisse officinale (Melissa officinalis) http://www.herbierimages.be

a : plante enticre ; b : fleur zygomorphe ; ¢ : fleurs disposées en verticilles a la base
des feuilles ; d : quatre étamines ; e : calice bilabi¢ et pubescent ; f : feuille ; g : tige

carrée.

II1.2 Classification botanique

La classification botanique place Melissa officinalis dans :
Regne: Plantae

Sous-regne: Tracheobionta

Division : Spermatophyta
Embranchement : Spermaphytes

Sous Embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones vraies
Sous-classe : Astéridées

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiacées

Genre : Melissa

Espece : Melissa officinalis L.
(Dupont et Guignard, 2007)
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L’espece Melissa officinalis L. connu sous le nom vernaculaire frangais ,,M¢lisse,

Citronnelle®, arabe ,, O35 et en Algérie : Ifar zizwi

I11.3 Répartition géographique et habitat

La mélisse est répandue dans la flore naturelle de la région Méditerranéenne, dans
I'Europe du Sud, I’Afrique de Nord et a I’Est jusqu’au Caucase et I’Iran de Nord
(Toth et al 5 2003 ; Dastmalchi et al ; 2008). Haies et bois, cultivée dans les jardins
en Europe (Hmamouchi, 1999).

I11.4 Histoire de l'utilisation de la mélisse en phytothérapie

La mélisse est une plante originaire de l'est du bassin méditerranéen (Turquie) Son
utilisation, en tant que plante médicinale, remonte a Théophraste et Hippocrate, dans
la Gréce antique. A 1'époque, on reconnaissait déja ses bienfaits pour calmer les
personnes anxieuses et apaiser les troubles nerveux. Les Arabes 1'ont utilisée comme
antispasmodique et les Européens comme digestif calmant et traitement antiviral.
Dans le monde contemporain, la mélisse est utilisée en phytothérapie pour traiter
'anxiété et les troubles nerveux ainsi que les problémes gastrointestinaux. Elle est
¢galement utilisée pour son effet stimulant sur la fonction cérébrale et son efficacité

dans le traitement de I'insomnie. (Youla.A et Latrous.I.D ,2017)

I11.5 Constituants principaux

La plante de mélisse fraiche est composée de 0,01% d’huile essentielle, tandis que la
plante seche en contient 0,05%.

L’huile essentielle est constituée elle-méme de :

- Aldéhydes terpéniques (citronellal et citral, un mélange de néral et de géranial)

- Alcools terpéniques (eugénol, géraniol, citronellol, linalol)

- Sesquiterpénes (caryophylléne)

- La mélisse est composée de flavonoides, lutéoline, quércétol, acides phénols,
caféine, chlorogénique, labiatique, mucilage, dérivés terpéniques (Hmamouchi,

1999).

I11.6 Caractéristiques chimiques
L’huile essentielle de mélisse présente des activités antibactériennes, anti-

parasitiques, antihistaminiques et antifongiques (Sadraei et al; 2003). Les
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principaux composés de I’huile essentielle sont le citral (représenté par les deux
stéréo-isomeres néral et geranial), le caryophylléne et le citronellal (Toth et al ; 2003
; Carnat et al ; 1998 ; Fialova et al ; 2008 ; Rozzi et al ; 2002). D’autres composés
y sont présents en petits quantités tels que germarcéne D, ocimene, citronellol
(Carnat et al ; 1998), oxyde de caryophylléne, néral acétate (Rozzi et al ; 2002),
linalol, geraniol (Ribeiro et al ; 2001).

Les propriétés antioxydante, antibactérienne et antivirale de l'extrait aqueux de
mélisse, déja démontrées auparavant et liées a la présence de composés
polyphénoliques dont l'acide rosmarinique, sont appuyées et complétées par les
études récentes. Des travaux récents ont mis a jour d'intéressantes propriétés telles
des activités antithyroidienne et antigonadotrope, mais aussi des propriétés anti-
inflammatoire et inhibitrice de la synthése protéique. Ces derniéres découvertes
pourraient donner naissance a de nouvelles applications de la mélisse. D'autre part,
en raison de sa forte teneur en acide rosmarinique, la mélisse pourrait constituer une
source d'acide rosmarinique, composé qui est de plus en plus utilisé et recherché pour
ses propriétés antibactériennes et antioxydantes entre autres (Nathalie Ronat 1 UGA
UFRP - Université Grenoble Alpes - UFR Pharmacie)

I11.7 Propriétés médicinales de la mélisse

La mélisse est depuis 1’ Antiquité une plante utilisée dans les cas de nervosité et de troubles
mineurs du sommeil, ainsi qu’en cas de troubles gastro-intestinaux telles les flatulences et les

douleurs abdominales. C’est de facon empirique que ces propriétés lui ont été attribuées

(Babulka, 2005 ; Ollier, 2011).
II1.7.1 Antalgique dans les douleurs d’origine digestive

L’usage de la plante pour soulager les douleurs abdominales est propre a M.
officinalis, Cette propriété antalgique serait due a une composante antispasmodique

associée a une stimulation de la digestion, notamment par un effet cholérétique
I11.7.2 Effets sur le systéme nerveux central
II1.7.2.1 Effet anxiolytique

La GABA-transaminase, GABA-T, est I’enzyme responsable de la dégradation du GABA.
Son inhibition entraine donc une augmentation du GABA au niveau cérébral. Dans une étude

de 2007, Awad et son équipe ont montré sur des cerveaux de rat qu’un extrait de mélisse
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possédait une activité inhibitrice de la GABA-T in vitro, CI50 = 0,35mg/ml (Awad et al ;
2007). Cette activité serait due a l’acide rosmarinique, a 1’acide ursolique et a 1’acide
oléanolique (Awad et al ; 2009). Cependant, une étude in vivo serait nécessaire pour savoir

si I’inhibition de la GABA-T par ces composé€s a un effet sur la fonction GABAergique.

II1.7.2.2 Effet antidépresseur

Il a été montré chez la souris qu’un extrait aqueux de mélisse présente une activité,
apparentée a une activité antidépressive chez I’homme, similaire a celle observée chez les
animaux traités par imipramine7. Le test de la nage forcée permet d’évaluer les effets des
traitements antidépresseurs sur la souris. L’animal est placé dans un récipient en verre
cylindrique rempli a moitié d’eau. Alors soit il essaie d’escalader les parois pour s’échapper
(escalade ou fuite), soit il nage, soit il se laisse flotter sans bouger (immobilisme). Ainsi, une
activité antidépressive d’un produit se caractérisera dans ce test par une augmentation de
I’activité locomotrice de la souris (temps de nage et escalade). L’étude d’Emamghoreishi et
Talebianpour (2009) révele que 25 mg/kg d’extrait aqueux de mélisse administrés par voie
intra-péritonéale réduisent de 46 % 1’immobilité de la souris, augmentent de 170 % les
tentatives de fuite sans modifier le nombre de fois ou la souris nage .Cette activité possede
un effet au profil semblable a celui observé pour 15 mg/kg d’imipramine, mais est différent

de celui observé pour 20 mg/kg de fluoxétine (Emamghoreishi et Talebianpour, 2009).

L’effet antidépresseur peut s’expliquer par 1’inhibition de la monoamine oxydase de type A,
MAO-A* par des extraits de M. officinalis. La CI50* pour 1’extrait méthanolique étant
d’environ 19 pg/ml, tandis qu’elle est d’environ 48 ug/ml pour I’extrait aqueux. En
revanche, aucun d’eux n’a montré d’activité vis-a-vis de 1’acétylcholinestérase (Lopez et al ;
2009). Cela signifierait une absence d’effets indésirables liés a une activité
anticholinergique, contrairement aux antidépresseurs imipraminiques. Ceci est cependant en
contradiction avec 1’étude de Dastmalchi en 2009 qui montre une activité par rapport aux
acétylcholinestérases. Toutefois, cette différence de résultats peut étre due a la nature de
I’extrait employé : extrait méthanolique ou aqueux dans un cas et hydro-alcoolique dans
I’autre. Pour s’en assurer, il faudrait étudier 1’effet de différents types d’extrait de mélisse sur

les acétylcholinestérases.

I11.7.2.3 Sédatif et inducteur du sommeil
Il semble que ni un extrait méthanolique ni un extrait aqueux de mélisse ne déplace

le flumazenil de son récepteur GABA-A. Ceci suggere que ces extraits n’agissent
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donc pas sur les sites récepteurs aux benzodiazépines (Lopez et al; 2009). Ces
extraits n’induiraient donc peut-&tre pas les mémes effets secondaires que les
benzodiazépines.

II1.7.3 Antioxydant

La mélisse présente des propriétés antioxydantes importantes (Dastmalchi et al ; 2008). La
mélisse exerce un effet protecteur marqué contre le stress oxydatif. Elle protége nos cellules
contre le vieillissement prématuré di aux radicaux libres. Si vous traversez une période de
votre vie ou vous suspectez un stress oxydatif élevé (stress, alimentation glycémique, toxines
et pollution, exposition aux métaux lourds, maladies dégénératives et auto-immunes), la

mélisse, en simple infusion de feuilles fraiches, vous fournira une protection journalicre.

O Une étude démontre qu'elle protége le cerveau des souris contre le stress oxydatif

déclenché par les métaux lourds ;

O Une étude démontre qu'elle protége le personnel médical contre le stress oxydatif des
radiations dégagées par les appareils de radiographie, avec amélioration de nombreux
parameétres : oxydation des lipides, dommages infligés a I'ADN, taux de superoxyde
dismutase et de glutathion peroxydase, etc. https://www.altheaprovence.com/blog/melisse-

melissa-officinalis/
II1.7.4 Virucide

I11.7.4.1 Action sur le Virus d’Immunodéficience Humaine

-Activité de la mélisse sur le VIH : La mélisse posséde une activité sur le virion du VIH.
En effet, I’efficacité d’un extrait aqueux de mélisse a été étudiée in vitro et ex vivo. Celui-ci
n’a d’effet que sur les particules virales libres, en inhibant le mécanisme de fusion. Ce
dernier semble pourtant étre différent de celui de I’enfuvirtide, Fuzeon®, qui est aussi un
inhibiteur de fusion. L’extrait n’est cytotoxique qu’a des concentrations relativement haute

par rapport a la CI50* (Geuenich et al ; 2008).

I11.7.4.2 Action sur I’Herpes simplex virus

-Activité de la mélisse sur PHSV : L’activité anti-herpétique de I’huile essentielle

de M. officinalis sur HSV13 de types 1 et 2, a été étudiée sur des cellules rénales de
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singe. A trés haute dilution (pour lesquelles la cytotoxicité est trés faible), c’est-a-
dire pour des concentrations inférieures a 0,002 %, il a été¢ observé une inhibition de
la formation de plaques virales de 98,8 % pour HSV-1 et 97,2 % pour HSV-2
(Schnitzler et al; 2008). L’efficacit¢ de I’huile essentielle de mélisse a aussi été
montrée sur HSV 2 par Allahverdiyev et son équipe en 2004, pour des concentrations
non-cytotoxiques inférieures a 100 pg/ml. La cytotoxicité envers les cellules HEp-2
apparaissait des 100 pug/ml (Allahverdiyev et al ; 2004). 11 semblerait que 1’huile
essentielle* empéche la pénétration du virus dans les cellules mais n’aurait aucune
activité une fois le virus dans la cellule-hote (Schnitzler ef al ; 2008). 11 semble donc
que, a ’instar du VIH, seules les particules virales libres d’HSV soient sensibles a la

mélisse.
I11.7.5 Phytosanitaire

L’utilisation de la mélisse est depuis toujours orientée vers la médecine humaine. Or,
depuis quelques années, d’autres usages sont étudiés notamment dans le domaine des

produits  phytosanitaires.  (Herbicide ; Insecticide) (PINEAU.S, 2012).
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1. Préparation du probiotique

1.1 La souche bactérienne :

la souche utilisée de cette étude est indiquée dans le tableau 04 :

Tableau 04 : Genre, espece et source d’isolement de la bactérie lactique utilisée :

Souche Genre et espéce Source d’isolement

NSC5C Lactobacillus plantarum Lait de chamelle

1.2 Purification de la souche Bactérienne : Des ensemencements  successifs
sont réalisés sur la gélose MRS jusqu’a I’obtention de colonies d’aspect identique
caractéristiques des lactobacilles. La pureté de la souche est confirmée par une

observation microscopique apres la réalisation d’une coloration de Gram.

Figure 09 : Colonies de Lactobacillus plantarum
1.3 Procédé de préparation :

Ensemencement de la souche bactérienne dans un tube contient 6 ml de lait semi

écrémé stérile
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Agitation par vortex

l

Incubation 24h/30°C jusqu’a coagulation (fermentation)

Verser le lait fermenté dans un flacon (250 ml) de lait semi écrémé stérile

Incubation a 30°C jusqu’a la coagulation du lait
Figure 10 : procédé de préparation du lait fermenté par les probiotiques.
1.4 Posologie du probiotique :

Les animaux traités recoivent dans I’eau d’abreuvement une quantité représentant 10%

du volume total présenté.

Figure 11: Le lait fermenté par la souche NSC5C.

2. Extraction :

1. La récolte du matériel végétale :

La plante a été récolté a la wilaya de Guelma au début de I’année 2019. (Figure 12)
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Figure 12 : Carte de localisation du lieu de récolte.

Figure 13 : Melissa officinalis a 1’état frais

2.2 Le séchage :

Apres avoir cueillir la plante fraiche, on s’est débarrassé des impuretés, ensuite étalée
sur le sol et laissée sécher a I’ombre dans un endroit sec et aéré pendant 15 jours. Une
fois séché, les feuilles sont broyées puis conservées dans des boites afin de les utiliser

pour I’extraction (Laoufi et Nasri, 2010) (Figure 14 et 15).
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Figure 14 : Melissa officinalis seche.  Figure 15 : Melissa officinalis broyée.

2.3 Procédé d’extraction :

Infusion : elle consiste a verser de 1’eau chaude sur les plantes séches et broyés .la

durée d’infusion est 10 minutes.

25g du matériel végétal sec et broyé
+
250 ml d’eau distillée chauffée a 100 °C
!
Agitation sur un agitateur magnétique (10 min)
Refroidissement |
1 ére filtration sur mousseline
!
2 éme filtration sur papier wattman
Quelques jours |
Etuve (40°C)
| — Récupération de I’extrait

Extrait aqueux
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Figure 16 : Procédé d’extraction (extrait aqueux)

2.4 Calcule du rendement :

Le rendement (Rdt) en extrait sec de la plante est déterminé en calculant le rapport

suivant : (hadri ,2015)

Rdt % = [P1-P2/P3] x100

P1 : Poids du cristallisoir aprés évaporation

P2 : Poids du cristallisoir vide

P3 : Poids de la maticre végétale séche de départ

2.5 Préparation de solution d’extrait injectable :

- L’extrait aqueux de la mélisse est obtenu par dilution de I’extrait sec dans 1’eau

distillé a une dose de 25mg/Kg.

-La solution injectée pour chaque rat a raison de 10ml/1kg selon son poids.

3. Les animaux d’expérimentation :

Dans notre protocole expérimental, le modéle animal choisi est les rats albinos de
souche Wistar. Les expériences sont réalisées sur des jeunes rats, d’un poids corporel
entre 65g a 167g. Les animaux séjournent dans 1’animalerie du département de
biologie a Saida, a une température ambiante (21°C+ 1°C), avec un éclairage

artificiel établit un cycle jour/nuit (jour entre 7 et 19h), dans des cages
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conventionnelles, menues d’une mangeoire et d’un biberon. Ils ont libre acces a une

nourriture standard pour rongeur commercialisé par 'ONAB.

3.1 Répartition des groupes

Un total de 20 rats Wistar répartis en nombre de 05 par cage (2 femelles et 3 males)

est divisé en quatre lots expérimentaux :

l. Un lot témoin (T) : il est composé des animaux qui regoivent I’eau distillée;
2. Un lot intoxiqué (Pb) : il est composé des animaux qui regoivent I’acétate du
Pb dilué dans I’eau distillée non traités a raison de 0.2 % ;

3. Un lot intoxiqué traité par le probiotique (Pb-Prob) : il est composé des

animaux  qui recoivent 1’acétate du Pb dilué dans 1’eau distillée a raison de 0.2 % et du
lait fermenté par le probiotique (Lactobacillus plantarum) a raison de 10%
4. Un lot intoxiqué traité par la plante (Pb-Mo) : il est composé des animaux qui
recoivent I’acétate du Pb dilué dans I’eau distillée.
Le traitement est recu par une injection quotidienne intra péritonéale de

I’extrait de Melissa officinalis a raison de 10ml/1kg.

1] Irpesstle dlhcter (mage

Figure 17 : Exemple d’un lot contenant des jeunes rats.
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Dosage Cerveau
biochimique
Glycémie Dosage de MDA

Figure 18 : schéma récapitulatif du protocole expérimental

3.2 Evolution du poids corporel

Le poids corporel de 1’ensemble des rats a ét¢ mesuré chaque semaine a I’aide d’une

balance ¢€lectronique en gramme (g).

3.3 Testes neurocomportementaux

3.3.1 L’épreuve de la nage forcée (Forced Swimming Test)

L’épreuve de la nage forcée a été initialement proposée par (Porsolt et al ; 1977)
comme épreuve permettant la sélection de molécules a activité antidépressive. Les
rats sont placés durant 15 minutes dans la piece ou se déroule le test. Les animaux
sont soumis a une épreuve de nage forcée d’une durée de 6 minutes. Ils sont placés a
I’intérieur d’un cylindre de 20,7 cm de diamétre et de 39 cm de hauteur, dans une eau
a 22°C. On mesure la durée pendant laquelle 1’animal nage activement ou flotte
seulement de maniére a conserver la téte hors de I’eau (Figure 19). Apres d'étre
débattu dans 1'eau, I'animal devient presque immobile, bougeant les pattes de temps a
autre pour rester a flot ou retrouver son équilibre. Cette immobilité est interprétée
comme ¢tant le reflet d'un «désespoir comportemental », qui survient lorsque
I'animal réalise qu'il ne pourra pas s'échapper. Dans le cadre de cette interprétation,

I'immobilité est vue comme un comportement dépressif.
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x| Impossbie disiche limage,

Figure 19 : Epreuve de test de la nage forcée (FST).

3.3.2 Le labyrinthe en croix surélevé

Ce test s'appuie sur le fait que le rat a une peur innée du vide. Permet de mesurer le
degré d’anxiété d’un animal selon son aversion spontanée pour le vide. L’expérience
exploite le conflit, chez les rongeurs, entre la peur des espaces ouverts et le désir
d’explorer un nouvel environnement, les bras fermés représentent la sécurité, alors
que les bras ouverts offrent une valeur exploratrice. Un animal anxieux aura
naturellement tendance a préférer les espaces clos et sombres aux espaces ouverts et
¢clairés. Partant de ce principe, 1’anxiété comportementale est mesurée par le degré

d’évitement des espaces ouverts du labyrinthe (Pellow et al ; 1985).

Le labyrinthe en croix surélevé utilisé était un dispositif en bois, constitué de quatre
plates-formes (les bras) formant une croix a angles droits mesurant chacun 50 cm de
long et 10 cm de large Le labyrinthe se situait a une hauteur de 50 cm au-dessus du
sol. Deux bras en continuité, dits "fermés", sont protégés du vide par un mur et hauts
de 40 cm; les deux autres, dits "ouverts", ne le sont pas. L'animal est placé au centre
de la croix et on le laisse libre d'explorer les quatre bras. On mesure le temps qu'il
passe dans les bras ouverts, censé témoigner de sa capacité a surmonter sa peur pour

satisfaire sa curiosité (Calenco-Choukroun et al ; 1991 et Ollat et Pirot, 2003).
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L’animal est place en zone centrale, face a un bras ferme et le temps passe dans

chaque compartiment sont mesurées pendant 5 minutes (Figure 20).

| npatite i nage

Figure 20 : Epreuve du labyrinthe en croix suréléve.

3.3.3 L’open-field

L’open-field est décrit par (Dauge ef al ; 1989). C’est une large boite carré ouverte
(70cm x 70 cm, et 34 cm de haut), a fond blanc, et fortement éclairée du dessus. Des
lignes noires au sol délimitaient des carreaux (10 x 10 cm) (Figure 21). Ce teste
permet d’évaluer la réaction d’un animal vis-a-vis d’un environnement nouveau et
spécial. Il crée une situation de conflit entre la tendance naturelle de 1’animal a
explorer Ce nouvel environnement et son aversion pour les espaces ouvert. De ce
fait, les animaux normaux ont tendance a passer plus de temps dans les coins et la
périphérie de dispositif plutdt que dans le centre, qui est alors considére comme la
zone la plus anxiogene (Alexis, 2011). Chaque rat était initialement placé dans un
des quatre coins de I’open field, la téte orientée vers le coin. Son comportement était

observé pendant 6 minutes. Six parametres étaient mesurés par I’expérimentateur :

-le temps de latence (exprimé en secondes), qui correspond au temps mis par le rat
pour sortir des quatre carreaux formant le coin,

- le nombre total de carreaux traversés par le rat pendant la durée du test (6 min),
qui reflete I’activité locomotrice

- le nombre de visites dans les 9 carreaux du centre,
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- le nombre total de redressements (animal positionné¢ sur ses deux pattes
postérieures, droit, en équilibre dans le vide ou contre une paroi),

- le nombre total de toilettages,
- le nombre total de défécations.

Ce test évalue les capacités exploratoires du rat dans un contexte stressant. (Dauge

etal ; 1989

Figure 21 : Epreuve de L’open-field

3.4 Sacrifices et prélevements du sang et des organes

A la fin de I’expérimentation les animaux (a jeun la veille) sont pesés, anesthésiés au
chloroforme et sacrifiés par dislocation cervicale et soumis ensuite a une dissection
abdominale et de la téte. Les cerveaux sont prélevés puis rincés avec du NaCl a 9%,
ressuyés avec des papiers absorbants et enfin pesés et conserves a -20 C° pour étre
utilisé pour le dosage du MDA. Le sang est prélevé puis récupéré dans des tubes
héparinés, puis, centrifugé a 3000 tours/15min et le sérum est utilisé dans les dosages

biochimiques (glycémie).
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Figure 22 : Sacrifices et prélévements d’organes

Centrifugation du sang prélevé sérum utilisé dans les dosages

(3000 tours/15min) biochimiques

Figure 23 : Traitement du sang prélevé

3.5 Dosage biochimique
3.5.1 Dosage du glucose

La méthode utilisée pour le dosage de la glycémie est une méthode colorimétrique
(Kitchronolab). Le glucose oxydase (GOD) catalyse I’oxydation du glucose sanguin
en acide gluconique en formant le peroxyde d’hydrogeéne (H,O,). Ce dernier est

détecté par le phenolaminophenazone avec la présence de la peroxydase (POD).




Matériels et méthodes

S

e

Un complexe coloré est estimé par spectrophotomeétre a une longueur d’onde A = 500

nm.

3.5.2 Dosage du malone-dialdéhyde (MDA)

Préparation de ’homogénat

lg de cerveau des différents groupes sont broyés a froid en présence de 4 ml d’une
solution de TBS (Tris 50 mM, Nacl 150 mM, pH 7.4) pour obtenir un homogénat. La
suspension obtenu est centrifugée a (9000 trous/min, 4°C, 15 min), puis le
surnageant obtenu est aliquoté dans des tubes eppendorfs et conservés a -20°C
jusqu’au dosage.

Mode opératoire

Prélever 0.5ml de I’homogénat.

Ajouter 0.5ml d’acide trichloracétique (TCA) 20%.

Ajouter 1ml d’acide thiobarbiturique (TBA) 0.67%

Mélanger et incuber au bain marie a une température de 100 C° durant 15
minutes.

Refroidir et additionner 4ml de n-butanol.

Centrifuger pendant 15 minutes a 3000 tours/min.

Récupérer le surnageant, et lire la densité optique a 530 nm contre le

blanc.

Calcul de la concentration du MDA :
La quantit¢ du MDA dans I’échantillon est exprimée en nmol/gramme de tissu
(cerveau). Elle est obtenue grace a une courbe standard réalisée avec du 1,1°, 3,3’-

tetracthoxypropane faite dans les mémes conditions.
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Résultats et interprétations

1. Calcul de rendement

Rdt % = [P1-P2/P3] x10 — Rdt= 7%

Figure

24 : le rendement d’extrait en %
2. Effet du plomb sur le poids corporel et le poids du cerveau :

aucune différence significative sur le poids corporel des animaux de I’ensemble des

lots.

Les résultats du poids corporel montrent que les animaux exposés au Pb présentent
une augmentation non significative du poids corporel comparés a ceux des animaux
témoins durant les 07 semaines d’expérimentation alors que les rats traités par les
probiotiques et par plante présentent une diminution non significative du poids

corporel en comparaison aux témoins.

Les animaux qui sont exposés au plomb et traités par les probiotiques et la plante
présentent une diminution du poids corporel par rapport aux rats intoxiqués non

traités (Tableau 05).

Les animaux qui sont exposés au plomb et traités par probiotiques présentent une
augmentation du poids corporel par rapport aux animaux qui exposés au plomb et

traités par plante
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Les résultats du poids du cerveau montrent que les animaux exposés au Pb présentent
une diminution non significative du poids de cerveau en comparaison aux animaux
témoins durant les 07 semaines d’expérimentation alors que les rats traités par les
probiotiques et traités par la plante présentent une augmentation significative

(p<0,05 : *) du poids du cerveau par rapport aux cerveaux des rats témoins.

Les animaux exposés au plomb et traités par les probiotiques et la plante présentent
un poids du cerveau plus important par rapport aux rats intoxiqués non traités

(Tableau 05).

Les animaux exposés au plomb et traités par les probiotiques présentent une
augmentation du poids du cerveau par rapport aux animaux traités par la plante
Melissa officinalis donc 1’administration du probiotique refléte un meilleur

développement des organes internes que la plante

Tableau 05 : Evaluation des paramétres pondéraux des rats témoins, Pb, et traité par
les probiotique et la plante

Témoin Pb Pb-Mo Pb-Prob
Poids corporel (g) 232.6+:19.09 244.6+16.01 159.842.65 170.2+£2.95
Poids relatif du 0.71+0,06 0.64+0,05 0.91+0,05* 0.92+0,04*

cerveau (g)

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM (p<0 ,05 : *)
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Figure
25 : Poids relatif du cerveau (g)

3. Effet du plomb sur le gain de poids

Il n’y a pas de différence significative du gain de poids moyen des quatre lots

d’animaux testés.

Les résultats trouvés chez les animaux intoxiqués présentent une augmentation non
significative dans le gain corporel moyen par rapport aux témoins alors que les rats
traités par les probiotiques et par la plante présentent une diminution non

significative dans le gain corporel moyen par rapport aux témoins.

Les animaux traités par les probiotique et par la plante présentent une diminution dans

le gain corporel moyen par rapport aux rats intoxiqués non traités.

Les animaux traités par probiotique présentent un grain de poids moyen supérieur

par rapport aux rats traités par plante.
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Figure 26 :

Gain corporel moyen (g)
4. Tests neurocomportementaux:

4.1 L’épreuve de la nage forcée (Forced Swimming Test)

Les résultats relatif au test de la nage forcée ont montrés un temps d’immobilité (TIM)
significativement supérieur (p<0.05:*) chez les jeunes rats intoxiques au plomb
comparé a celui des rats témoins. Cette augmentation explique 1’incapacité de I’animal a
nager ceci est due a une diminution du tonus musculaire et l’instauration d’un
comportement de désespoir alors qu’il y a aussi une augmentation non significative de

TIM des rats traité€s par les probiotiques et par la plante par rapport aux rats témoins.

Il y a une différence significative entre le témoin et I’intoxiqué (p<0.05 :*) et pas de
différence significative entre le lot témoin et les lots intoxiqués et traités (probiotiques,

plante)

Dans le méme contexte, les résultats ont montrés une diminution de TIM des jeunes rats
intoxiqués et traité avec les probiotiques et par la plante par rapport aux rats intoxiqués

ce qui pourrait s’expliquer par une réduction dans le comportement de désespoir

(Figure 27).

De plus nous avons observé une diminution de TIM des rats intoxiqués traité par les

probiotiques par rapport aux rats intoxiqués et traités par la plante.
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Figure
27 : Le temps d’immobilité et mobilité¢ durant le test de la nage forcée des jeunes rats
témoins, intoxiqués au Pb, intoxiqués et traités avec les probiotiques, et intoxiqués et
traités par la plante.

Les valeurs sont exprimées en moyenne = SEM ; Pb vs T (p<0.05 :*)

4.2 Le labyrinthe en croix surélevé « Elevated plus maze »:

Au cours de ce test aucune différence significative n’est observée entre les groupes pour
tout les paramétres (p>0,05)

Les résultats indiquent une augmentation non significative du temps passé dans les
bras fermés chez les rats intoxiqué par rapport aux rats témoins et une diminution non
significative de temps dans les BF chez les rats intoxiqués traités par les probiotiques
et la plante par rapport aux rats témoins, et aussi une augmentation du temps passé
dans les BF chez les rats intoxiqués par rapport aux rats intoxiqués et traités avec les
probiotiques et par rapport aux rats intoxiqués et traités par la plante alors que ces
résultats indiquent une diminution du temps passé dans les BF chez les rats intoxiqués
et traités par la plante par rapport aux rats intoxiqués et traités les probiotiques que veut

dire que le traitement par plante est plus efficace (Figure 28).
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Figure 28 : Le temps dans les Bras ouverts et les bras fermés durant le test du
labyrinthe en croix surélevée des jeunes rats témoins, intoxiqués au Pb, intoxiqués et

traités par plante et intoxiqués et traités par probiotique .
Les valeurs sont exprimées en moyenne = SEM (p>0,05)

Aussi, Les résultats statistiques enregistrés concernant ce test d’anxiété, montrent que
les jeunes rats intoxiquées et les intoxiqués traités par la plante présentent un nombre
de visites dans les BF est réduit comparé a celui des rats témoins Alors que les
intoxiqués traités par les probiotiques présentent un nombre de visites dans les BF

supérieur a celui des témoins.

D’autre part le nombre de visites dans les BF chez les rats intoxiqués est réduit
comparé a celui des rats intoxiqués et traités par les probiotiques et le nombre de
visites dans les BF chez les rats intoxiqués est supérieur a celui des rats intoxiqués et

traités par la plante.

Ces résultats aussi montrent que le nombre de visite dans les BF chez les rats
intoxiqués et traités par la plante est réduit comparé a celui des rats intoxiqués et

traités par les probiotique.(figure 29)
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Figure
29 : Le temps dans les Bras ouverts et les bras fermés durant le test du labyrinthe en
croix surélevée des jeunes rats témoins, intoxiqués au Pb, intoxiqués et traités par

plante et intoxiqués et traités par probiotique .
Les valeurs sont exprimées en moyenne = SEM (p>0,05)
4.3 Open Field :

Ce test permet d’évaluer la réaction de I’animal vis-a-vis d’un environnement

nouveau et spécial, ainsi que son désire a explorer les espaces.

au cours de ce test aucune différence significative n’est observée entre les groupes

pour tout les parametre (p>0,05). (Figure 30)

Le temps de latence est superieur chez les rats intoxiqués et traités par les probiotiques
Le nombre total des carreaux traversés est supérieur chez les rats témoins

Le nombre de visite des 9 carreaux du centre est supérieur chez les rats témoins.

Le nombre de redressement est supérieur chez les rats témoins et intoxiqués traites

par la plante
Le nombre de toilettage est supérieur chez les rats intoxiqués traités par la plante

Le nombre de défécations est supérieur chez les rats intoxiqués (Figure 30).Ce test
évalue les capacités exporatoires du rat dans un contexte stressant. Le nombre de

carreaux traversés et le nombre de redressement reflétent son activité exploratoire et
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son état émotionel. Les autres paramétres sont plutét des indices de son état

émotionnel.(Dauge et al ;1989)

H témoin

EPb

[ Pb-Mo

M Pb-Prob

\_ J
Figure 30 : La comparaison des différents parameétres du test d’open-field entre les

jeunes rats témoins, intoxiqués au Pb, intoxiqués et traités par plante et

intoxiquéstraités par probiotique
Les valeurs sont exprimées en moyenne = SEM (p>0,05)
5. Dosages biochimiques :

5.1 Dosage de la glycémie :

Aucune différence significative n’est observée du taux de la glycémie entre tous les

lots.
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Les résultats montrent qu’il y a une augmentation non significative du taux de la
glycémie chez les rats intoxiqués au Pb et les rats intoxiqués au Pb et traités par la
plante par rapport aux rats témoins cependant I’administration des probiotiques a
permis d’enregistrer une diminution non significative dans le taux de glucose par

rapport aux témoins.

On observe aussi que l’injection d’extrait aqueux a permis d’enregistrer une
augmentation dans le taux de glucose par rapport aux rats intoxiqués alors que
I’administration des probiotiques a permis d’enregistrer une diminution dans le taux de

glucose par rapport aux rats intoxiqués .

Mais entre les deux lots traités, le taux de glycémie chez les rats intoxiqués et traités
par la plante est supérieur au taux de glycémie chez les rats intoxiqués et traités par les

probiotiques (Figure 31).
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Figure 31 : Le dosage de la glycémie chez les jeunes rats témoins, intoxiqués au Pb,

intoxiqués et traités par la plante et intoxiqués traités par les probiotique.

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM. (p<0.05)

5.2 Dosage de MDA:

Aucune différence significative n’est observée du taux de MDA entre tous les lots.
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Les résultats montrent qu’il y a une augmentation non significative du taux MDA chez
les rats intoxiqués au Pb et les rats intoxiqués au Pb et traités par la plante et par les

probiotiques par rapport aux rats témoins

On observe aussi que I’administration de probiotiques et 1’injection d’extrait aqueux a

permis d’enregistrer une diminution dans le taux MDA par rapport aux rats intoxiqués

Mais entre les deux lots traités, le taux de MDA chez les rats intoxiqués et traités par

les probiotiques est supérieur au taux de MDA chez les rats intoxiqués et traités par la

plante (Figure 32).
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Figure 32 : Le dosage de MDA chez les jeunes rats témoins, intoxiqués au Pb,
intoxiqués et traités par plante et intoxiqués traités par probiotique.

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM. (p<0.05)
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Le plomb est un contaminant environnemental, industriel ubiquitaire et neurotoxique,
produisant des changements biochimiques dans le systéme nerveux central qui

peuvent entrainer des effets sur le comportement (Betharia et Maher, 2012).

Les effets neurocomportementaux de I’exposition des neurotoxiques connus comme
le Pb sont d'actualité¢, surtout quand l'exposition pendant la période de
développement précoce. L'incidence de la toxicité sur le développement
neurologique de la vie réelle dépend de I'exposition simultanée a plusieurs
substances neurotoxiques présentes dans l'environnement, et il est donc important

d'étudier ces combinaisons.

En parall¢le a I’utilisation des médicaments modernes et surtout synthétiques, il est
aussi possible de faire recours a la médecine alternative et traditionnelle afin

d’améliorer les fonctions cognitives et profiter de leurs effets anxiolytique.

De ce fait, notre travail a pour but d’évaluer 1’effet thérapeutique du probiotique de
Lactobacillus plantarum et I’extrait aqueux de la plante de Melissa officinalis vis a

vis I’intoxication subchronique au plomb chez les jeunes rats Wistar.

Au terme de cette étude, nous pouvons conclure d’un c6té que le stress et la dépression ont
une composante inflammatoire. Les probiotiques agissent sur cette composante
inflammatoire en la réduisant, mais aussi sur l'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien,
connu sous le nom d'axe du stress.
La combinaison de ces probiotiques pris pendant 2 mois permet de réduire le niveau de
stress, et d’accroitre celui de bien-étre.
C'est une piste intéressante pour mettre au point des psychobiotiques naturels luttant contre
les maladies psychiatriques sans Risque d'effets secondaires.
Des chercheurs de l'université de Cork, en Irlande, viennent de montrer l'intérét des
probiotiques, que l'on trouve notamment dans 1'alimentation (yaourts), pour atténuer les
symptomes du stress et de la dépression. Certaines bactéries probiotiques

comme Lactobacillus produisent des substances qui agissent sur le cerveau.

11 s'agit, notamment, de la sérotonine, une hormone qui régule I'humeur, et de l'acide gamma-
aminobutyrique (GABA), un acide aminé qui aide a faire baisser I'anxiété, la nervosité, la

tension psychique. (Biological Psychiatry, 2013).
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D’un autre coté la plante peut présenter un caractére pharmacologique intéressant du
fait de leur composition chimique aussi variée et diversifiée. Le criblage
phytochimique des extraits aqueux a mis en ¢évidence les composés suivants : les
polyphénols, les flavonoides, les tannins et les saponines. La richesse de cette plante
en métabolites secondaires justifie leur grande efficacité en usage thérapeutique
traditionnel. Les flavonoides sont trés abondants dans cette plantes, ils sont connus
par leur propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires (Wang et Mazza, 2002) et
analgésiques (Pathak et al ; 1991; Meyre-Silva et al ; 1999 ; Bittar et al ; 2000). I
a été¢ également démontré que certains composés flavonoides possédent des
propriétés sédatives, anticonvulsives et immunomodulatrices (Du et al ; 2002 ; Lyu
et Park, 2005). Par ailleurs, les saponosides sont connus par leur effet anti-
inflammatoire et antioedémateux (Ikegami et al ; 2006). Ils exercent également une
action protectrice sur le systéme nerveux (Finar, 1956). Enfin, Les tanins possédent
une forte activité antioxydante, ce sont des trés bons piégeurs des radicaux libres et
inhibent la formation du radical superoxyde. Et sont tenus comme bons remédes dans

le traitement des maladies respiratoires et contre la toux (Bouchet et al ; 2000).
1. Effets du plomb sur le poids corporel :

Les rats traités soit par I’extrait aqueux de la mélisse ou par les probiotiques ont
connu une diminution du poids corporel par rapport aux rats intoxiqués.

L’exposition a I’acétate de plomb a montré une augmentation de poids corporel et de
croissance pondérale durant la période expérimentale chez les rats intoxiqués par
ces ¢éléments comparés aux témoins. C’est le contraire de I’effet anorexigéne du Pb et
son action sur les centres nerveux responsables de la régulation de la satiété et de la
faim. Nos résultats sont en contradiction avec les travaux entrepris par différents
auteurs (Gautam et al ; 2001 ; Smith et a/ ; 2008 ; Ibrahim et a/ ; 2012). Ils ont
observé une réduction dans la consommation de la nourriture chez les rats intoxiqués
selon la dose administrée et la durée d’exposition par contre nous avons observé une

augmentation dans la consommation de la nourriture chez les rats intoxiqués.
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2. Effets du plomb sur le poids du cerveau

Les organes prélevés a la fin du traitement (cerveau) ont connu une variation
significative de leur poids.

Nous avons observé que I’administration du plomb diminue le poids cérébral, Ces
résultats pourraient étre dus a un retard de développement des organes internes
(Smith et al; 2008; Bisson, 2012 ; Adli et a/; 2014). Nos résultats s’accordent
aussi avec ceux (Ronis et al; 1998) qui suggerent que le Pb peut agir sur le
développement cérébral en inhibant les différentes hormones de croissance et les

facteurs associes.
3. Effets du plomb sur le gain de poids

Les résultats trouvés chez les animaux intoxiqués présentent une augmentation dans
le gain corporel moyen alors que les rats traités par les probiotiques et traités par la
plante présentent une diminution dans le gain corporel moyen par rapport aux

témoins.

Les animaux traités par les probiotiques et par la plante présentent une diminution

dans le gain corporel moyen par rapport aux rats intoxiqueés.

Dans le méme contexte, 1’administration de probiotiques et L’injection de 1’extrait
aqueux de la plante «Melissa officinalis» a des rats exposés au plomb a permis
d'observer une nette diminution dans le gain corporel en comparaison aux rats

exposés au plomb et non traités.
4. Effet du plomb sur le comportement cognitif chez le rat

Les résultats ont montré des modifications dans le comportement des jeunes rats
témoins , intoxiqués , intoxiqués traités par les probiotiques de Lactobacillus
plantarum , et intoxiqués traités par 1’extrait aqueux de Melissa officinalis et cela

dans les différents tests.

Le test de la nage forcée est le modele le plus largement utilisé pour évaluer I’activité
potentiel antidépressante chez les rongeurs (Cryan et al ; 2002 ; Emamghoreishi.,
2009).Tout fois, les résultats obtenus montrent un temps d’immobilit¢ (TIM)

significativement élevé chez le groupe intoxiqué par rapport au groupe témoin.
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Cela pourrait étre di aux effets du Pb agis comme un élément dépressif sur le
systéme sérotoninergique particuliérement de systémes monoaminergiques dans les
zones du cerveau différentes, principalement l'axe hypothalamo-hypophysaire,
hippocampe et striatum. Nos résultats sont en accord d’une part avec (Kimura et al ;
1978 ; Moreno et al ; 2009 ; Adli et al ; 2014) qui indiquent que les rats intoxiqués
avaient un comportement dépressif comme qui a été détecté dans le test de nage

forcée.

Par ailleurs, les rats intoxiquées traités par les probiotiques et 1’extrait aqueux
présente une réduction de (TIM) comparant avec les intoxiqués, ces
résultats montrent que cet extrait présente un effet antidépressif, notre résultats est
en accord avec ceux de (ginseng et al ; 2015) qui montrent que la mélisse posseéde
des propriétés antidépresseur et assure 1’équilibre du systéme nerveux et aussi les
probiotiques a un effet antidepressif car les probiotiques pouvaient atténuer le

comportement dépressif (Jessica,2011),

De plus, comme la plupart des plantes, la mélisse est en mesure de fournir le
soulagement du stress, la dépression et 1’épuisement mental en raison de sa nature

rafraichissante (lancomega; 2014).

De méme, le test du labyrinthe en croix surélevées a montré que le temps de séjour
des jeunes rats intoxiqués dans les bras fermés était plus élevé que celui des rats témoins.
Ce comportement anxieux des rats pourrait étre traduit par une interaction du plomb avec les
neurones sérotominergiques et dopaminergiques de 1’hippocampe. Une augmentation de
niveaux de 5-HT dans I’hippocampe est a 1’origine d’un effet d’anxiogene (Leret et
al 5 2003 ; Liu et al ; 2015). L’¢élaboration de 1’état anxieux correspond a ces perturbations
qui sont associées au systeme dopaminergique et cholinergique (Bear et al ; 2007). Etant
donné que tout comportement dépend d’une commande cérébrale, les désordres
comportementaux observés chez 1’animal anxieux orientent la réflexion vers I’existence
d’un dysfonctionnement dans la circulation ou le traitement de I’information au sein du
systéme nerveux central (Slimani et al/ ; 1997). Certaines réponses physiologiques et
psychologiques au stress sont contrdlées par 1'axe hypothalamo-hypo-corticotrope et les

systémes monoaminergiques cérébraux.
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Toutefois, I’administration des probiotiques a des rats exposés a 1’acétate de plomb a permis
d'observer une nette diminution dans le temps de sé¢jour dans les bras fermés. Cela montre

que le probiotique (Lactobacillus plantarum NSC5C) a des propriétés anxiolytiques.

Alors que I'injection de I’extrait aqueux a des rats exposés a I’acétate de plomb a
permis d'observer une nette diminution dans le temps de séjour dans les bras fermés
ainsi le nombre d’entrés dans les BF montre que 1’extrait aqueux a des propriétés

anxiolytiques.

Le test d’open field a permis initialement d'observer que les rats intoxiqués au Pb
présentent un état de stress important dans un nouvel environnement. Certains auteurs
rapportent des résultats similaires (Moreno et al ; 2009). De plus, les animaux exposés
au Pb présentent une diminution significative dans le nombre des carreaux traversés et
dans I’activité locomotrice verticale ce qui indique une hypoactivité locomotrice
comparés aux rats témoins. Ces résultats sont compatibles a ceux des différents auteurs
(Marreilha et al ; 2012; Molina et al ; 2011; Oszlanczia et al ; 2010).

Cependant, nous avons observé que I'administration de probiotiques a permis d'enregistrer
une nette amélioration dans |'activité locomotrice chez les rats intoxiqués au Pb, ainsi que
I’'amélioration de leur états exploratoire et émotionnel.

Nous avons également observé que l'injection de I'extrait aqueux a permis d'enregistrer
une nette amélioration dans I’activité locomotrice cher les rats intoxiqués au Pb, ainsi que
I’'amélioration de leur états exploratoire et émotionnel, donc I'extrait aide a soutenir les
systemes nerveux, Elle peut aider a ouvrir et libérer les blocages émotionnels et apporter
un sentiment d’équilibre. Nos résultats sont en accord avec ceux d’Hassan et al. (2013) qui
montrent que I'extrait de la mélisse offert une protection suffisante contre les lésions

cérébrales induites par I'irradiation-gamma et I'apoptose chez les souris et stabiliser la
membrane par des mécanismes qui comprennent une régulation des
régulateurs clés apoptotiques (Bcl2 et P53).

Pour plus d'investigations dans l'effet du stress au Pb, nous avons mesurés la
glycémie chez le rat. Nos résultats indiquent une hyperglycémie chez les rats
intoxiqués comparé¢ aux rats témoins. L'administration chronique au Pb durant la
période de développement cause un dysfonctionnement du métabolisme €nergétique
qui se manifeste par une augmentation de la concentration du glucose sanguine qui
est dii probablement a la glycogénolyse hépatique et musculaire a fin de couvrir les

besoins énergétiques cérébraux. Nos résultats, montrent que I'hyperglycémie est le
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résultat de l'effet du stress qui est expliqué par l'action des hormones de stress a
savoir corticolibérine, la corticotropine, et la cortisone dans I’hypothalamus,
I’hypophyse et la glande corticosurrénale respectivement, activant les enzymes du

métabolisme du glucose (Kasdallah et al ; 2005).

L'administration de probiotique a des rats exposés aux Pb entrainé une diminution
du taux de glucose dans le sang, il a ¢t¢ montré que ce probiotique possede une
activité hypoglycémique par la régulation de métabolisme énergétique et leur effet
antistress.

L'injection de l'extrait aqueux de Melissa officinalis a des rats exposés aux Pb a
entrainé une augmentation du taux de glucose dans le sang, il a été montré que cet

extrait n’a pas baissé le glucose alors qu’il fallait le diminuer.

5. Effet du plomb sur le dosage de MDA

Les chimistes G. Mannish et W. Jacobsen ont synthétisé la MDA pour la premiére fois en
1910. Les tests sur animaux ont commencé en 1939 et les tests sur humains quelques années
plus tard. Elle a été testée comme antidépresseur sur 500 sujets entre 1949 et 1957 et comme
coupe-faim. Toutes ces recherches ont été menées par Smith, Kline & French, un groupe
pharmaceutique.

La Central Intelligence Agency a expérimenté la MDA sous le nom de code EA-1298 au
cours de leur recherche pour la drogue-qui-fait-dire-la-vérité ultime. Aucune substance de ce
type n'a visiblement été trouvée. Un sujet est mort apreés une injection de 450 mg de MDA en
1953. La société H.D. Brown a déposé le brevet de la MDA comme agent antitussif en 1958,
et Smith, Kline & French ont déposé¢ le brevet de la MDMA comme inhibiteur d'anxiété en
1960 et en 1962 comme coupe-faim.
Le scientifique Gordon Alles a étudi¢ les effets de la MDA et a expérimenté lui-méme la
drogue, qui l'a beaucoup impressionnée. Il a publié¢ plusieurs articles sur la MDA qu'il a
appelée la « drogue du calin ». Avec la prohibition du LSD, la MDA a trouvé son chemin sur
le marché en 1960 et elle a été tres recherchée. Elle est désormais classée comme drogue de

classe 1 dans beaucoup de pays.

La MDA (3,4-methylenedioxyamphetamine) et la MDMA ont une structure similaire. En
raison de ses similarités, la MDA fonctionne de fagon pharmacologique de presque de la

méme manicre que la MDMA. Les deux substances libérent d’avantage de sérotonine et de
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dopamine dans le cerveau. La libération de sérotonine donne une sensation d'euphorie et
augmente les capacités d'empathie. Les récepteurs 5-HT2a sont bien plus stimulés avec la
MDA qu'avec la MDMA, ce qui entraine de puissants effets psychédéliques. Bien que la
MDMA provoque des hallucinations, celles-ci sont moins profondes et n'apparaissent
qu'avec des dosages ¢élevés. Le corps convertit partiellement la MDMA en MDA aprés un
dosage ¢levé. 1l est possible que la MDMA ne provoque elle-méme pas d'hallucinations,
mais que ce soit di a la MDA. (Rothman et al ; 2006, Battaglia, 1987, Kirsten et al ;
2001, Naranjo et al ; 1967)

Toutefois, les résultats qu’on a obtenue montrent que le taux de MDA est ¢élevé chez les rats
intoxiqués par rapport aux rats témoins et rats traités en confirmant que La MDMA est
un psychostimulant. Elle agit en entrainant dans le cerveau une libération plus importante
qu'a laccoutumée de certains neurotransmetteurs :  la sérotonine, la dopamine et
la noradrénaline. Les qualités entactogénes de la MDMA peuvent étre liées a la sécrétion
indirecte d'ocytocine via l'activation massive du systéme sérotoninergique L'ocytocine est
une hormone peptidique libérée lors de moments particuliers en lien avec l'affect comme la
naissance, l'orgasme, la reconnaissance sociale ou l'empathie (Rothman et al; 2006,

Battaglia, 1987, Kirsten et al ; 2001, Naranjo et al ; 1967)

L’administration de probiotiques et I’injection d’extrait aqueux a réduit d’enregistrer
le taux de MDA cerveau ce que confirme que les deux sont des traitements contre la

dépression avec un degré d’efficacit¢  différent entre les deux.
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L’intérét principal de cette étude était en premier lieu, d’évaluer le risque de
I’intoxication subchronique au plomb. En employant plusieurs approches ;
neurocomportementale et  biochimiques ainsi que de tester 1’efficacit¢ de
I’administration de probiotiques (Lactobacillus plantarum, NSCS5C) et 1’extrait

aqueux de Melissa officinalis a rétablir ou non les dommages causés par ce métal.

En effet, les différents travaux entrepris chez I’animale et ’homme ont permis de
montrer que L’exposition environnementale subchronique au plomb durant la
période du développement pourrait étre un facteur critique responsable des déficits

cognitifs et comportemental ainsi que la maturation du systéme nerveux juvénile.

Cependant nos résultats ont montré que 1’exposition chronique a 1’acétate du plomb a
une dose de 2g/l de Pb chez les ratons, entraine une augmentation du poids corporel
et réduction du poids cérébral enregistré chez les jeunes rats intoxiqués comparé aux

rats témoins.

Cet exposition subchronique de ce xenobiotique au cours de la période de
développent entraine des perturbations neurocomportementales tel que 1’installation
des états d’anxiété, dépression et une diminution de I’activité locomotrice chez les
sujets intoxiqués, De méme, 1’analyse biochimique révele un taux de glycémie

moyen et le taux de MDA supérieur.

Par ailleurs, I'administration de probiotique de Lactobacillus plantarum (10%) a
permis d'observer une diminution dans le gain corporel et I’amélioration du poids
cérébral ainsi une nette amélioration dans les différents tests neurocomportementaux
et d’autre part les tests biochimiques montrent une diminution des taux de glycémie
et de MDA par rapport aux rats intoxiqués. Ceci se traduit par I’effet de ce
probiotique comme un stimulant nerveux, un améliorateur cognitif et régulateur

biochimique, et protecteur contre les 1ésions cérébrales.

D’autre part, I'injection de D’extrait aqueux de Melissa officinalis (10ml/lkg) a

permis d'observer une diminution dans le gain corporel et 1’amélioration du poids
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cérébral ainsi une nette amélioration dans les différents tests neurocomportementaux
et d’autre part les tests biochimiques montrent une amélioration de glycémie et
diminution du taux de MDA par rapport aux rats intoxiqués. Ceci se traduit par
I’effet de cet extrait comme un stimulant nerveux, un améliorateur cognitif et

régulateur biochimique, et protecteur contre les 1ésions cérébrales.

Perspectives

-1l serait envisageable de développer une séries d’expériences d’ordre biochimique et
d’autres tests neurocomportementaux pour mieux étudier I’impact du plomb et au

niveau du systéme nerveux central.
-De compléter cette étude par une approche histologique.

-De  doser les paramétres suivant: PAL, ACHE, et MAO-A.
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Annexes

Annexe I : composition de milieu

MRS
EXtrait de IeVUIe. ..ot 05¢g
Extrait de viande ..........ooiiiiiiii e 05¢g
PO, . o s 10g
Acétate de SOAIUML. ...t e 05¢g
Citrate de SOQIUM ......ouiin e e e 02g
GIUCOSE. . ettt e 20g
KH 2P O . 02g
M S O e 0.05¢g
N . 1 12¢g
TWEETL 0. ...t Iml
Eau distill€e. ... ..o 1000ml

PH=6.5

Annexe II : les colorants

Violet de gentiane phéniqué

Violet de Gentiane...........oovuiiiniiiiie e 10g
Phenol. ..o 20g
Ethanol @ 0.05. .. 100ml
Eau distillée. .....une 1000ml
Lugol
L0, e e 10g
TodUIe de POtaSSTUIM. ....uutiit ettt et et e e e aeeenaeens 20g
Eau distill€e. ... ..o 1000ml
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Fuchsine basique

Phénol

Ethanola 0.5.........ccceevii...

Eau distillée

Annexe III :

Tris

157.6g — M
X —  50%x107°

X= 7.88/1L

7.88 — 1000 ml
X —500ml

X=394¢g

Fuchsine

......................................................... 100ml

....................................................... 1000ml

Tampon TBS

NaCl

5844g — M
X —  150x10°7

X=28.77/1L

8.77 — 1000 ml
X —500ml

X=4.38
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