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Introduction

La carie dentaire représente une des maladies infectieuses les plus répandues a travers
le monde. Bien qu’une diminution de la prévalence carieuse dans les pays industrialisés soit
actuellement observée, elle constitue un véritable probléme de santé publique. (1,2)

D’origine plurifactorielle, elle est associée d’une part a la présence de microorganismes
cariogenes qui s’organisent en biofilm, et d’autre part a la consommation d’un régime riche en
sucres fermentescibles. L’interaction de ces deux principaux facteurs va donner lieu au
mécanisme étiopathogénique de la carie dentaire, plus connu sous le nom d’acidogenese de la
plaque (3). Le contrdle du biofilm bactérien (ou plaque dentaire) se révele ainsi essentiel dans
le maintien de la santé bucco-dentaire car il constitue un élément déterminant dans la prévention
et le traitement de la maladie carieuse, mais aussi des maladies parodontales. Son élimination
passe par I'utilisation de moyens mécaniques (brossage) dont I’efficacité n’est plus a démontrer
aujourd’hui. Elle reste néanmoins essentiellement influencée par la motivation et la dextérité
de l’individu. Une autre approche consiste ainsi a utiliser des moyens chimiques
complémentaires, ou agents anti plaques, tels que les bains de bouches. Beaucoup de ces agents
disponibles sur le marché présentent cependant des inconvénients, y compris la Chlorhexidine
qui est I’agent antiseptique le plus efficace a ce jour. C’est a ce titre que I’OMS a soumis
I’intérét d’étudier la possibilité d’utiliser des produits naturels. Le miel pourrait-il ainsi, a ce
titre, représenter un « remede naturel » efficace ? (4-6)

Le miel qui est avant tout utilisé comme une source de nutriment, est aussi un ancien
remede utilisé notamment dans le traitement des plaies depuis I’ Antiquité. Cette pratique qui a
longtemps trouvé racine dans le traditionnel et le folklore montre depuis la fin du XIX° siecle,
un regain d’intérét par la profession médicale, et en particulier lorsque les agents thérapeutiques
actuels échouent. (7,8)

Récemment, des études ce sont intéressées a 1’action antibactérienne du miel sur les
bactéries cariogénes, et aux nouveaux aspects de son application, notamment en dentisterie.
Malgré leur faible nombre, ces études ont montré que certains miels, comme le miel de manuka,
présentaient une efficacité antibactérienne. (9—11)

Le but de notre étude a été d’évaluer I’effet de différentes formules contenant du miel
sur deux bactéries impliquées dans le processus carieux : Streptococcus mutans et Lactobacillus

rhamnosus.



PARTIE 1 : ETAT DES CONNAISSANCES




1. La carie dentaire : étiopathogénie

La maladie carieuse est une maladie infectieuse multifactorielle qui se caractérise par une

déminéralisation progressive des tissus durs de la dent (émail dentine, cément) sous I’action

d’acides organiques.

Ces acides sont issus du métabolisme des sucres fermentescibles par les bactéries

cariogenes de la plaque dentaire, encore appelé acidogenéese de la plaque dentaire. (3,12).

La carie dentaire résulte ainsi de I’interaction de trois principaux facteurs, mis en évidence

dans la Trilogie de Keyes (figure 1) : le facteur bactérien, par la présence de bactéries

cariogénes au sein de la plaque dentaire, le facteur alimentaire, par 1’ingestion importante et

fréquente de sucres fermentescibles et du facteur hote 1ié a ses capacités de défenses (émail,

salive, état général). Les facteurs comportementaux (hygiéne bucco-dentaire, habitudes

alimentaires) et socio-économiques sont aussi des déterminants importants dans le

développement des I¢sions carieuses. (1,2,13)

Hygiene Substrats
buccodentaire de carbone
Bactéries
Streptococcus mutans
Lactobacillus Carie
autres...
Héte
Fluor Email,
Al salive

Hygiéne
alimentaire

-—

Temps

Figure 1: Schéma de Keyes 2)
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1.1 Facteur bactérien

1.1.1 Biofilm dentaire

Etymologiquement, le terme « biofilm» vient du grec « bios» (vie) et de
I’anglais « film » (pellicule). Les microorganismes peuvent tre présents a 1’état planctonique
ou s’organiser en biofilm. Ils sont le plus souvent présents sous la forme de biofilm, 1’état
planctonique n’étant en réalité qu’une étape transitoire, favorisant le passage d’un biofilm a un
autre. (14)

Au sein de la cavité buccale, les microorganismes qui colonisent les surfaces dentaires
forment le biofilm dentaire, aussi appelé plaque dentaire. Le biofilm dentaire consiste en un
ensemble de micro colonies bactériennes engluées dans une matrice d’exopolymeres d’origine

microbienne et salivaire, adhérant et se développant a la surface des dents. (14,15)
1.1.1.1 Formation (3,13-18)

Le développement du biofilm dentaire est un processus dynamique qui peut étre

décomposé en plusieurs étapes successives (figure 2) : (14,16)

1- Formation de la pellicule acquise exogene (PAE)
2- Colonisation bactérienne : Fixation des bactéries pionnieres dans un 1" temps
3- Maturation du biofilm

4- Deéetachement cellulaire

1- Formation de la pellicule acquise exogéne:(3,13,15,18)

La PAE est un film protéique d’origine salivaire, qui apparait spontanément et
naturellement a la surface des dents quelques minutes apres le brossage. Elle se forme par
adsorption sélective de protéines et glycoprotéines salivaires qui se lient a I’hydroxyapatite de
I’émail. Son épaisseur varie entre 0,1um et 1pm. Sa formation est une condition majeure dans
la constitution du biofilm dentaire car elle permet la fixation des bactéries pionnicres, étape
initiale dans son développement. 98% des glycoprotéines jouent un role de récepteurs aux

adhésines bactériennes.
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2- Colonisation bactérienne (3,13,18)

La phase initiale de colonisation débute par I’adhérence de bactéries pionnicres sur la
PAE. Seul un nombre restreint de bactéries a la capacité de s’attacher directement a la PAE,
essentiellement les Streptocoques du groupe mitis (Streptococcus sanguis, godonii, oralis et
mitis) et Actinomyces naeslundi. En effet, ces bactéries présentent des molécules adhésives a
leur surface ou ligands (adhésines) leur permettant de se fixer spécifiquement a des récepteurs

de la PAE. Elles sont indispensables a la fixation ultérieure d’autres especes bactériennes.

=  Dynamique de ’adhésion :

L’adhérence correspond a la faculté a se fixer a un substrat. Il s’agit d’un parametre écologique
important dans I’expression du pouvoir pathogéne d’une bactérie, lui permettant de se
multiplier, persister et survivre.

Le mécanisme d’adhérence d’une bactérie a un substrat se déroule en deux phases : une phase
réversibleau cours de laquelle les bactéries adhérent faiblement, puis une phase irréversible au

cours de laquelle I’adhérence se consolide.

=>» Phase réversible :
L’adhérence des bactéries pionniéres commence dans un premier temps par une phase de
rapprochement vers la surface dentaire. Elle peut se faire selon quatre mécanismes :
- La convection qui correspond a I’ensemble des forces engendrées par les mouvements
de langue et du flux salivaire,
- La motilité bactérienne (flagelle) souvent associé¢e au chimiotactisme,
- Par le mouvement Brownien qui les anime et qui leur permet un déplacement aléatoire,
- La gravitation.
Le maintien des bactéries a une certaine distance du support va alors résulter d’interactions
physico chimiques non spécifiques (forces de Van der Waals). Cependant, ces interactions ne

permettent pas d’expliquer ces fixations spécifiques a la PAE.

=>» Phase irréversible :
L’adhérence irréversible va mettre en jeu des interactions spécifiques et non spécifiques.
Dans les interactions non spécifiques on retrouve des interactions hydrophobes qui
s’établissent entre les s€équences moléculaires hydrophobes présentes a la surface de la bactérie

et du substrat, et des interactions électrostatiques faisant intervenir des cations divalents (en

12



particulier Ca®>*" permettant la formation d’un pont de liaison entre les charges négatives de la
bactérie et la PAE. Les interactions spécifiques peuvent étre de type ligand-récepteur ou
enzyme-substrat. Par exemple : Streptococcus mutans présente a sa surface des glycosyl-
transférases qui synthétisent des polymeéres de glycanes en présence de saccharose. Ces
glycanes étant fortement adhérents a la surface dentaire, vont ainsi maintenir la bactérie par

I’intermédiaire de la liaison glycosyl-transférase/polymére formée.

3- Maturation du biofilm (3,14,15,18)

La multiplication des bactéries pionniéres entraine une confluence des microcolonies et les
adhésines exprimées a leur surface permettent la fixation de nouvelles especes bactériennes.
On parle de co-adhésion cellulaire. Ainsi, la co-adhérence de nouvelle espéces et leur
multiplication concourent a la diversité du biofilm et a son accroissement en taille et en
volume. C’est ce qui constitue 1’étape de maturation.

La co-adhérence correspond a la liaison entre une bactérie libre et une bactérie déja fixée et
résulte d’une interaction spécifique de type ligand-récepteur. C’est par ce mécanisme que le
biofilm dentaire se développe. Elle met en jeu soit ’adhésion d’une bactérie planctonique
individualisée ou I’adhésion d’un agrégat formé de plusieurs espéces bactériennes (co-agrégat
cellulaires). Elle est homotypique lorsqu’elle se produit entre bactéries d’'une méme espece ou
hétérotypique si elle se produit entre bactéries de genres différents.

Par ailleurs, les bactéries adhérentes au biofilm vont synthétiser des polymeéres extra cellulaires,
qui contribuent a la formation de la matrice extracellulaire du biofilm dentaire, a ’adhésion
bactérienne et donc a son épaississement.

Au fur et 2 mesure que le nombre de couche augmente, les conditions environnementales
changent : modifications du gradient d’oxygéne, du pH, de substrats.

Ainsi, aprés plusieurs heures, la diminution du taux d’oxygéne permet notamment le
développement d’espéces anaérobies a gram négatif appelées aussi colonisateurs secondaires
tardifs : Fusobacterium, Haemophilus, Porphyromonas, Veillonella, Prevotella, Treponema....
On observe également lors de la maturation un changement au niveau de la structure et de
I’architecture du biofilm notamment avec la présence de canaux internes. Ils constituent 1’axe
d’acheminement de nutriments et I’évacuation des produits de dégradation.

De plus, a ce stade des mécanismes de communication cellulaires se mettent en place.
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4- Détachement cellulaire : (14,18)

Les conditions physico chimiques environnementales vont amener certaines bactéries a se
détacher du biofilm. En effet, le nombre croissant de bactéries et la dégradation enzymatique
induisent un appauvrissement des ressources nutritives, qui favorise la dispersion de quelques

bactéries du biofilm. Ces bactéries peuvent retourner a I’état planctonique et coloniser de

nouvelles surfaces, ou étre dégluties.
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Figure 2: Mise en place du biofilm dentaire (15)
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1.1.1.2 Composition biochimique (3,13,14,17)

La plaque dentaire se compose de microorganismes (70%) entourés d’une matrice

organique (30%) (17).

On distingue donc :
- Une fraction cellulaire majoritairement bactérienne

- Une fraction acellulaire ou matrice

Fraction cellulaire : (3,14,17)

La composante cellulaire constitue la fraction principale de la plaque dentaire (70%) et
est essentiellement bactérienne. On compte environ cent millions & un milliard de bactéries par
milligramme de plaque dentaire. Sa composition bactérienne est complexe, hétérogéne et
soumise a évolution quantitativement et qualitativement (14).

Elle varie en fonction des individus : certains forment de la plaque dentaire plus rapidement
que d’autres et sa composition peut étre différente en fonction de sa localisation (supra ou sous

gingivale) (3,17).

Fraction acellulaire ou matrice : (3,13,14,17,18)

La fraction acellulaire ou matrice représente environ 30% en masse de la plaque
dentaire. Cette matrice comprend environ 80% d’eau et 20% de phase solide. La phase solide,
principalement issue de l’activité bactérienne, est constituée de polysaccharides (extra et
intracellulaires), protéines, lipides, oligoéléments et ¢léments minéraux.

La plaque présente une forte proportion de polysaccharides extracellulaires qui sont
synthétisés par les bactéries, principalement les streptocoques. Ils sont assemblés et stockés a
I’extérieur des cellules bactériennes. En effet, ils résultent de la transformation du saccharose
du régime alimentaire par des enzymes (glycosyltransférases, fructosyltransférases). Ces
transférases bactériennes vont cliver le saccharose afin d’obtenir des monomeéres de glucose et
fructose qui vont étre transférés sur une chaine polysaccharidique. Ces polymeéres sont de type
glucane (soluble), fructane (soluble), mutane (insoluble). Ils contribuent a la virulence du

biofilm car assurent la co-agrégation bactérienne, renforcent la cohésion de la plaque, isolent la
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surface dentaire des systémes tampons de la salive, et permettent aussi I’adhérence de bactéries
cariogenes comme S.mutans ( liaison glycosyl-transférase/glycanes vue précédemment).

Les polysaccharides intracellulaires, a la différence des polysaccharides
extracellulaires sont synthétisés a partir de tout sucre fermentescible. Ils constituent la forme
de stockage des glucides a I’intérieur de la cellule bactérienne et sont généralement de type
glycogene (polymere de glucose). Ces polysaccharides vont étre utilisés comme réservoir
énergétique lorsque les besoins en énergie de la cellule ne seront plus comblés suite a I’absence

de sucres exogenes.

1.1.1.3 Role dans le développement de la carie (3)

- Le biofilm dentaire constitue une communauté multi especes susceptible d’abriter des
¢léments pathogénes (bactéries cariogenes).
- Iljoue unrdle de « barri¢re de rétention et de diffusion » :

o Elle piége les acides relachés par les bactéries cariogenes de la plaque.

o Elle limite ’acceés des tampons salivaires aux surfaces dentaires en contact avec ces
acides déminéralisants.

o A partir d’une certaine épaisseur, la plaque dentaire va jouer un rdle de « systeme
filtre ». Ainsi, les grosses molécules pénétrent difficilement alors que les petites
molécules comme le saccharose vont diffuser facilement. Le saccharose est considéré
comme un des sucres les plus cariogénes. Il constitue d’ailleurs le substrat de
prédilection de S.mutans, bactérie fortement impliquée dans I’initiation de la carie

dentaire.

1.1.2 Bactéries cariogenes

En 1890, Willoughby Miller met en évidence le réle des microorganismes dans le
processus carieux. Ses travaux ont montré que les bactéries étaient responsables de la
production d’acides par fermentation des sucres de I’alimentation, et que ces acides entrainaient
une déminéralisation de I’émail. (18,19)

Le concept de « bactéries spécifiquement impliquées » dans 1’étiologie de la carie a été
mis en avant en 1960 avec la redécouverte de Streptococcus mutans (20).

Dans un systéme équilibré, les bactéries cariogénes sont faiblement représentées car

elles sont en compétition écologique avec d’autres especes de la cavité buccale (homéostasie

16



microbienne). Cet équilibre peut se rompre a la suite de modifications environnementales (liées
a une consommation fréquente de sucres ou a une mauvaise hygiéne bucco-dentaire par
exemple) et profiter ainsi a la croissance et a la prédominance de micro-organismes pathogénes
au sein du biofilm dentaire. On considére ainsi la carie dentaire comme une infection
opportuniste. (6, 7,12—14)

Trois genres bactériens sont actuellement impliqués dans le processus carieux : (1)

- Le groupe Streptococcus mutans, joue un role prédominant dans I’initiation de la carie ;

- Le genre Lactobacillus, surtout impliqué dans la progression/I’évolution de la carie ;

- Le genre Actinomyces, essentiellement retrouvé dans les caries radiculaires ;

Dans cette partie, nous nous attacherons a développer les deux premiers genres.

1.1.2.1 Streptococcus mutans

Les streptocoques sont des Cocci a Gram positif, de 0,7 a 0,9 um de diamétre,
typiquement organisés en chainettes. Ils sont immobiles, non sporulés, non encapsulés, catalase
négative, aérobie-anaérobie facultatifs. (17)

Les streptocoques oraux sont organisés en quatres groupes : mutans, salivarius,
anginosus et mitis. Streptococcus mutans intégre le groupe des streptocoques mutans. 11
représente plus de 20% de la flore commensale. 11 est impliqué dans I’initiation du processus
carieux au niveau de 1’émail, au niveau des surfaces lisses comme au niveau des sillons. 11 fait
partie des bactéries les plus cariogénes de la plaque. (2) Il posséde plusieurs facteurs de
virulence qui lui conférent son pouvoir cariogéne ainsi qu’un avantage écologique par rapport

aux autres bactéries de la plaque.

Facteurs de virulence : (13,18,19,23)

=>» L’adhérence aux surfaces :
Sa capacité a adhérer aux surfaces dures lui permet de se multiplier, de résister aux forces
environnementales et d’exprimer ainsi son pouvoir pathogéne. Il posséde une puissante capacité
d’adhérence puisqu’il peut adhérer selon deux mécanismes : en I’absence de saccharose et en
présente de saccharose.
En I’absence de saccharose, S. mutans peut adhérer aux bactéries, a la matrice, ou directement
a la PAE par le biais d’une liaison ligand-récepteur grace a ses adhésines. Comme vu

précédemment, S.mutans se sert également du saccharose pour adhérer. En effet, les

17



glycosyltransférases qu’il présente a sa surface transforment le saccharose de I’alimentation en
polysaccharides extracellulaires insolubles, substance collante, qui lui permet d’adhérer aux
surfaces dentaires. C’est une liaison de type enzyme-substrat.

=> L’acidogenése
Il est capable de produire des acides déminéralisant par transformation des glucides
fermentescibles apportés par I’alimentation.

=>» L’acidotolérance
Sa capacité a survivre en milieu a faible pH Iui permet de résister aux conditions
environnementales engendrées par la formation d’acides, ce qui lui confeére un avantage
¢cologique par rapport aux autres especes présentes en bouche.

=> La synthése de polysaccharides intracellulaires
Il est capable de stocker des réserves énergétiques sous forme de polysaccharides
intracellulaires (de type glycogeéne) qui permettent sa survie en cas de carences glucidiques. De
plus, la glycolyse sera a I’origine de la production d’acides qui entretiendront le mécanisme

d’acidogenése.

1.1.2.2 Le genre Lactobacillus (17,18,23)

Les lactobacilles sont des bacilles a gram positif, catalase négative, aéro-anaérobie
facultatifs. Ils font parties des bactéries lactiques et peuvent étre divisés en deux groupes : le
groupe homofermentaire qui produit principalement de I’acide lactique et hétérofermentaire qui
produit de I’acide lactique ainsi que d’autres composants (acétate ou éthanol, dioxyde de
carbone).

Les lactobacilles constituent moins de 1% de la flore orale. Ils présentent une faible
affinité pour les surfaces dentaires, et sont retrouvés en faible proportion au niveau de la plaque
et des Iésions carieuses débutantes. Ils sont plus impliqués dans la progression de la carie que
dans son initiation. Ils sont considérés comme des colonisateurs des cavités profondes. Cela
s’explique notamment par I’affinité qu’ils ont pour le collageéne de type I, composant majeur de

la dentine. Tout comme S.mutans, les lactobacilles sont acidogeénes — acidotolérants.
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1.2 Facteur alimentaire

1.2.1 Temps et alimentation dans le développement de la carie

Il existe une corrélation directe entre I’alimentation et la carie dentaire. Le potentiel
cariogénique d’un aliment est li¢ a sa teneur en hydrates de carbone fermentescibles (le
saccharose, glucose, fructose, maltose, lactose). Le saccharose est considéré comme le plus
cariogene pour plusieurs raisons : il constitue la forme sucrée la plus courante dans notre
alimentation, il est facilement dégradé¢ par les bactéries de la plaque, il favorise la colonisation
de la cavité buccale par S.mutans, il est utilis¢é comme substrat pour synthétiser des
polysaccharides extracellulaires. (4, 16,17)

D’autres facteurs vont influencer le potentiel cariogénique d’un aliment : son pH, son
action sur le flux salivaire, sa nature physique (taille des particules, consistance, texture,
viscosité), son temps de rétention en bouche. Par exemple, les aliments sucrés solides sont
moins cariogenes que les boissons sucrées, car ils stimulent la salivation par la mastication. (4,
6, 11,13)

La méthode la plus simple pour déterminer le potentiel cariogéne d’un aliment consiste
a mesurer le pH intra oral. Des tests de mesure du pH de la plaque interdentaire ont montré une
baisse importante du pH pour le saccharose, glucose, fructose et maltose. (13)

Lorsqu’il il y a ingestion de glucides, les bactéries cariogénes de la plaque produisent
en moins de cinq minutes des acides organiques responsables d’une chute brutale du pH au
niveau des surfaces dentaires. Le pH initial chute rapidement en dessous du pH critique (= 5,5),
pH en dessous duquel une déminéralisation irréversible des surfaces amélaires se produit. Le
processus de déminéralisation se traduit par un passage du phosphate et du calcium (composants
de I’émail) en solution. Dans des conditions normales, cette acidité est corrigée par le pouvoir
tampon de la salive, en ramenant le pH dans une zone sans risque carieux. Cependant, si la
fréquence des prises alimentaires sucrées est trop importante, ’action des systémes tampons
salivaires est dépassée et cet équilibre « déminéralisation —reminéralisation » est rompu. Les
surfaces dentaires subissent donc  une attaque acide prolongée aboutissant a une
déminéralisation irréversible de 1’émail : il y a perte de substance et apparition de carie.
Concomitamment, cet environnement acide va profiter a la prolifération et la prédominance de
micro-organismes cariogénes acidotolérants au sein de la plaque dentaire, qui vont exercer leur

pouvoir pathogene. La fréquence de consommation en sucres (prises prolongés ou répétées
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a intervalles rapprochés) est donc plus déterminante dans le développement de la carie que la

quantité totale ingérée. (1,12,13,21,22,24)

1.2.2 M¢étabolisme des glucides et acidogenese

La quantité de sucre ingérée va déterminer la voie métabolique bactérienne et donc le type
d’acide qui sera produit (13,21) :

- En quantité abondante, les sucres en excés sont stockés sous forme de polysaccharides
intracellulaires tandis que I’autre partie est rapidement métabolisée par les bactéries afin de
leur fournir I’énergie nécessaire. La fermentation lactique prédomine, aboutissant a la
libération d’acide lactique. Cet acide est fortement déminéralisant.

- En cas de faible apport exogene, des molécules de glucose, provenant des polysaccharides
intracellulaires, sont libérées et sont métabolisées par la voie glycolytique afin de fournir
de D’énergie aux bactéries. Les déchets métaboliques produits sont des acides peu

déminéralisants (acide acétique, formique, propionique...).
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2. Le miel

2.1 Généralités

2.1.1 Processus d’¢laboration (25-28)

Le miel est une substance naturelle sucrée dont 1’élaboration résulte d’un procédé
complexe. Elle est fabriquée par les abeilles de I’espeéce Apis mellifera a partir du nectar des
fleurs. L’abeille butineuse plonge dans la fleur afin de puiser son nectar, et le conserve dans
son jabot, ou commence alors la transformation du nectar en miel. En effet, dés son passage
dans le tube digestif, le nectar subit des modifications sous ’action d’enzymes, dont I’invertase
qui clive les molécules de saccharose en sucres simples (glucose, fructose, maltose). De retour
a la ruche, la butineuse transfére le nectar « pré digéré » a des abeilles ouvriéres qui vont par
trophallaxie, compléter et achever la transformation commencée, avant d’aller dégorger ce liquide
dans les alvéoles de cires disponibles. La trophallaxie correspond au transfert du nectar d’une abeille
a une autre, de bouche en bouche, par régurgitations successives. Ainsi, au fil des échanges entre
les abeilles, la composition de la miellée évolue : sa teneur en eau s’abaisse tandis que sa
concentration en sucres augmente, elle s’enrichit en substances salivaires, notamment des enzymes
(invertase, diastase, glucose-oxydase). Les abeilles ventileuses vont créer un flux d’air afin de
déshumidifier progressivement le futur miel. Lorsqu’il atteint la teneur en eau souhaitée, 17 % en
moyenne, pour environ 83% de sucre, les abeilles bouchent les alvéoles par un opercule de cire,
afin qu’il soit protégé de I’humidité. Au terme de ces différentes étapes, on obtient une solution

super saturée en sucre : le miel.

2.1.2 Composition chimique globale (25-27)

La composition du miel est trés complexe et variable. Comme nous l’avons vu
précédemment, il résulte de plusieurs étapes de fabrication qui ont toutes une influence sur sa
composition chimique finale. Elle dépend aussi de nombreux parametres tels que la source
florale, la richesse et la nature du sol, les conditions météorologiques, I’environnement, le type
d’abeille, les méthodes utilisées par I’apiculteur. Il existe ainsi plusieurs types de miels.

Globalement, le miel se compose essentiellement de glucides, en moyenne 80%, dont
environ 38% de fructose et 31% de glucose. Il contient aussi de 1’eau (17%) ainsi que divers

¢léments en plus faible quantité : des acides organiques (responsables de I’acidité du miel), des
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acides aminés/peptides/protéines, des lipides, des minéraux, des vitamines, des enzymes
provenant des abeilles ou du nectar (principalement : I’invertase, ’amylase, glucose oxydase),

des pigments, des aromes. La composition moyenne des miels européens est résumée dans le

tableau 1.
Composition | Pourcentage total | Tvpe de composés Principaux composants
Monosaccharides Fructose (38 %). glucose (31 %)
Hydrates de e Disaccharides Maltose (7,3 %). isomaltose, saccharose (1.3 %)
>a 7o
carbone Polysaccharides Erlose, raffinose, (mélézitose, kojibiose,
(1.538%) dextrantriose, mélibiose). ..
Eau 154 20 % (moyenne 17 %)
Gluconique (0,1 3 4 %3). (maléique),
Acides organiques (succinique), (oxalique), (ghitamique).
(0.1a05%) (pyroghitanmque). (citrique). (ghicuronique),
formique (0,01 3 0,05 %)...
] ) Matieres alburmnoides, matiéres azotées, la
Protémes, peptides } . . .
] o défensine-1. (proline, tyrosine, leucine,
et acides aminés 0. _ j 2 i _
) histidme. alanme. glycme, méthionine, acide
(0.222%) ,
aspartique). ..
Substances 1a5% — -
y Vitamines Bl.B2. B3ouPP.B5 B6. BSouH B9, C
diverses (movenne 3.5 %)
Enzymes provenant )
Amylases a et p, gluco-invertase,
des glandes
. ghucose-oxydase
hypopharyngiennes
Enzymes provenant y
(Catalase, amylases. phosphatases acides)
du nectar
A K. Ca, Na. Mg Mn_ Fe_ Cu Se, 5. CL Zn (Co,
Minéraux ; :
B, 51 Cr. N1 Au, Ag Ba, P, Cs)
{Acétylcholine)
Meéthylantranylate, acétates,
Esters
méthyléthylcétone. ..
Aldéhydes et
Arbmes : Formaldéhyde, acétaldéhyde.
acetones
Meéthanol, éthanol sobutanol 2-
Alcools
phényléthanol. ..
Flavanol catéchine, quercétine, pmocembrine,
) Caroténoides et ) ] i . )
Pigments pmobanksme, lutéolne, chrysme galangine,
flavonoides TR ey .
kaempférol 1sorhanmnétine. méthylflavonol
. ] (acide palnutique. butyrique, caprique.
(Lipides) Traces Acides gras 5 1q. c o .ap 1q
caproique. valérique, oléique, linoléique)
Les substances indiquées entre parenthéses sont 4 I'état de traces ; les pourcentages sont domnes par
rapport au poids total du muel

Tableau 1: Composition moyenne des miels européens (Lobreau-Callen et Clément, 2000) (19)
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2.1.3 Propriétés thérapeutiques

Outre les vertus nutritionnelles qu’il posséde, le miel présente des propriétés
antibactériennes et cicatrisantes connues depuis I’ Antiquité. En effet, I'utilisation du miel pour
le traitement des plaies infectées est connue depuis les temps anciens. Cette pratique
traditionnelle a récemment été «redécouverte» par la profession médicale, en particulier lorsque
les agents thérapeutiques modernes conventionnels actuels (antibiotiques, antiseptiques)
¢chouent. L’utilisation de traitement a base de miel constitue ainsi actuellement une branche

de la médecine alternative, appelée apithérapie. (7,8)

2.1.3.1 Propriétés antibactériennes

L’activité antibactérienne du miel a été signalée pour la premiere fois en 1892 par Van
Ketel. Depuis, plusieurs études ont été menées afin d’expliquer les facteurs impliqués dans cette
activité. (29)

Les mécanismes mis en jeu ne sont pas tous ¢lucidés, mais il est actuellement reconnu
que le caractére antibactérien du miel est lié a son osmolarité élevée, son faible pH, ainsi qu’a
la présence de plusieurs composants antibactériens appelés encore « inhibine » (terme établi
par Dold et al, 1937). Le peroxyde d’hydrogéne est la principale inhibine que contient le miel
(Adcock, White. 1962). D’autres travaux ont montré la présence d’autres facteurs « non
peroxydiques » impliqués dans I’activité antibactérienne du miel tels que : des flavonoides, des
acides phénoliques, et plus récemment, le méthylglyoxal (retrouvé en particulier dans le miel
de Manuka), et la défensines-1 (protéines fabriquées par les abeilles). Ainsi, ’activité
antibactérienne du miel est trés complexe en raison de 1’implication de multiples composés et
de la grande variation dans les concentrations de ces composés. Tous les miels n’ont pas la

méme activité antibactérienne. (29-32)

L’Osmolarité (25,29,33)

Le miel posséde une osmolarité élevée liée a sa forte concentration en sucres et sa faible
teneur en eau. La forte interaction entre les molécules de sucre et d’eau laisse donc peu d'eau
libre disponible pour le développement des microorganismes. Cela provoque une forte

déshydratation des germes mettant en jeu leur survie. La quantité d’eau libre disponible dans
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un milieu est mesurée en « water activity (aw) », elle est comprise entre 0,562 et 0,62 pour le

miel.

Le pH acide (7,25,29)
Le miel posséde un pH compris entre 3, 2 et 4,5, il est donc suffisamment acide pour

ralentir ou inhiber le développement de nombreux microorganismes pathogénes.

Le Peroxyde d’hydrogéne (H>0:) :(7,25,29,32)

Le peroxyde d’hydrogene (H202) ou eau oxygénée constitue le principal agent
antibactérien retrouvé dans la plupart des miels. Il résulte de la réaction enzymatique entre le

glucose et la glucose oxydase, en présence d’eau et d’oxygene :

Gluco-oxydase
Glucose + eau + O, —= acide gluconique + H,O,

Catalase

La glucose oxydase est une enzyme sécrétée par les glandes hypopharyngiennes des
abeilles qui est ajoutée lors de la transformation du nectar en miel. Elle n’est pas active dans le miel
pur, par contre, elle devient active lorsque le miel est dilué, générant ainsi du H20>. De plus, la
formation d’acide gluconique accroit I’acidité du miel limitant ainsi le développement de

microorganismes. La production de H202 est a la fois photo et thermosensible.

2.1.3.2 Propriétés cicatrisantes

Le miel est utilisé depuis I'Antiquité comme remede pour accélérer la cicatrisation des
plaies, et son potentiel cicatrisant a été largement démontré (7).

Le Professeur Bernard Descotte a notamment prouvé sur 25 années d’expérience
clinique (de 1984 a 2009) les propriétés cicatrisantes du miel (34). Il empéche les surinfections
grace a son activité antibactérienne, stimule la croissance des fibroblastes et des cellules
épithéliales qui participent a la réparation tissulaire, et favorise le développement d’une
néovascularisation au sein de la lésion.

De plus, de nombreux rapports ont montré 1’efficacité du miel utilis€ comme pansement
pour les plaies, les brilures, les ulcéres de la peau et les inflammations. Il crée une interface
non adhérente entre la plaie et le pansement, et peut étre ainsi facilement retiré sans douleur ou

dommages.(35)
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Son action cicatrisante est liée aux propriétés qu’il possede (7,26,27,34,35):

- Ses propriétés antibactériennes, empéchent les surinfections et favorisent la cicatrisation.
H202 connu pour ses propriétés antiseptiques, joue aussi un role dans la détersion
(élimination des tissus nécrotiques), il favorise la prolifération des fibroblastes, des cellules

épithéliales et I’angiogengése.

- Ses propriétés hygroscopiques (tendance a absorber I’humidité de I’air), maintiennent un

¢tat humide de la plaie sans risque de croissance bactérienne. Cela est favorable a la

détersion, a la formation de tissus de granulation et a 1’épithélialisation.

- Ses propriétés physiques :

= Son hyperosmolarité permet de drainer les exsudats et favorise la diminution de 1’cedéme
lésionnel.

= Son pH acide favorise I’activité fibroblastique.

= Sa viscosité élevée, contribue a fournir une barriére de protection autour de la plaie
empéchant toute surinfection et ce d’autant plus qu’il est doté de propriétés

antibactériennes.

- Ses propriétés anti inflammatoires et immunomodulatrices sont aussi pertinentes pour la

cicatrisation des plaies.
2.1.4 La propolis

La propolis est une cire résineuse fabriquée par les abeilles pour lisser les parois internes
de la ruche et sceller les fissures, afin d’empécher toute contamination extérieure. Elle est
fabriquée a partir des résines collectées par les abeilles et de leurs sécrétions. La composition
chimique de la propolis est trés variable et complexe en raison de la biodiversité de la végétation
de chaque région. Tout comme le miel, elle posséde de nombreuses propriétés thérapeutiques
(antibactérienne, antifungique, anti-inflammatoire, antioxydante...) et de nombreuses études
ont rapporté son application potentielle dans la lutte contre les caries dentaires. (6)

Plusieurs études in vitro et in vivo ont été publiées entre 1978 et 2008, concernant les
effets de la propolis sur la croissance et I’adhérence de Streptococcus mutans, ainsi que sur
l'activité de la glucosyltransférase (6).

Certaines études ont notamment démontré une inhibition in vitro de la croissance des
streptocoques du groupe mutans par la propolis (Ikeno et al. 1991, Steinberg et al., 1996, Park
et al., 1998, Koo et al., 2000, Sawaya et al. 2004, Hayacibara et al. 2005, Uzel et al., 2005,
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Duarte et al., 2006 et Alencar et al., 2007) (6,36) . Les résultats sont cependant variables selon
les études, car dépendent de la composition chimique de la propolis, qui varie en fonction des
régions.

Des études in vivo (réalisées sur des humains volontaires) ont montré des réductions du
taux de Streptococcus mutans dans la salive aprés ringage avec une solution de propolis pendant
1 a 1,5 minute (36-38). Steinberg et al. ont notamment observé une diminution du taux de
S.mutans salivaire pour une solution de propolis a 0,2% (36).

En 2002, Koo et al. ont démontré une réduction significative a la fois dans l'indice de
plaque (44,7%) et dans le taux de polysaccharides insolubles (61,7%) chez des volontaires,
apres ringage pendant 1 minute (2 fois par jours pendant 3 jours) avec une solution de propolis
contenant une forte concentration en flavonoides (39).

Toutefois, la composition chimique de la propolis étant trés variable et fonction de son
origine géographique, son utilisation nécessiterait des contrdles de qualités rigoureux, et ce
d'autant plus qu’elle a déja été incorporé dans des produits a usage oral. Actuellement, d'autres
¢études sont donc nécessaires afin d’établir les critéres de qualité de la propolis en vue d’une

utilisation clinique de routine. (6)

2.2 Le miel : quel potentiel au niveau bucco-
dentaire ?

La carie dentaire et les parodontopathies sont les deux pathologies orales les plus
fréquemment retrouvées chez I’Homme. Elles sont en lien direct avec la présence de bactéries orales
pathogenes.

La lutte contre ces organismes pathogeénes organisés en biofilm représente donc une étape
primordiale dans le controle de ces maladies. L’¢limination du biofilm dentaire se fait
principalement par le biais de moyens mécaniques (brossage, brossettes, fil dentaire, détartrage).
Cette action mécanique peut étre combinée a ’utilisation d’agents chimiques ou agents anti-plaque,
qui ont la propriété d’inhiber la colonisation et la croissance bactérienne. La Chlorhexidine est
actuellement I’agent antiseptique le plus efficace et le plus utilisé, mais il présente néanmoins des
effets secondaires (colorations, dysgueusie, modifications de la flore commensale). L’utilisation de
composés naturels pourrait ainsi représenter une solution alternative a ces agents chimiques. Des
¢tudes antérieures se sont penchées sur la question, notamment sur des extraits de thés, de

canneberge et de propolis. (5,10)
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Des études ont démontré que plusieurs organismes pathogénes présentaient une

sensibilit¢ au miel (tableau 2) (29,40,41). Toutefois, peu d’études ont été réalisées sur les
pathogenes oraux impliqués dans la carie dentaire et les pathologies parodontales.
Pathogenes Infections associées
Bacillus anthracis Anthrax (maladie du charbon)
Corynebacterium diphtheriae Diphtérie
Escherichia coli Diarrhée, septicémie, cystites, plaies
infectées
Haemophilus influenza Otites, méningites, sinusites, infections
respiratoires
Helicobacter pylori Ulcéres gastriques
Klebsiella pneumoniae Pneumonies
Listeria monocytogenes M¢ningites
Mycobacterium tuberculosis Tuberculose

Pasteurella multocida

Morsures (infections)

Proteus spp

Septicémies, cystites, plaies infectées

Pseudomonas aeruginosa

Cystites, plaies infectées

Salmonella spp. Diarrhée
Salmonella cholera-suis Septicémies
Salmonella typhi Typhoide

Salmonella typhimurium,

Plaies infectées

Serratia marcescens

Septicémies, plaies infectées

Shigella spp

Dysenterie

Staphylococcus aureus

Abces, furoncles, anthrax, impétigo, plaies
infectées

Streptococcus faecalis

Cystites

Streptococcus mutans

Carie dentaire

Streptococcus pneumoniae

Otites, méningites, sinusites, pneumonies

Streptococcus pyogenes

Otites, Impétigo, fievre puerpérale, ficvre
rhumatismale, maux de gorge, plaies
infectées

Vibrio cholerae

Choléra

Tableau 2 : Especes pathogenes retrouvées
sensibilité au miel (29,40)

dans diverses infections et présentant une
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2.2.1 Action du miel au niveau de la cavité buccale

2.2.1.1 Potentiel anti-cariogene

Le pouvoir cariogene du miel est soumis a débat. En effet, des données contradictoires
le concernant ont été rapportées dans la littérature (42) :
=> Le miel est utilis¢é comme édulcorant naturel ; il posséde une forte proportion de
sucres fermentescibles (environ 70%) et peut donc étre considéré comme un aliment
potentiellement cariogéne qui favoriserait le développement des caries dentaires
(Rells and Nizell, 1973, Shannon IL et al. 1979, (43)).
=> D’un autre coté, malgré sa forte concentration en sucres, il a été établi par différents
auteurs que certains miels possedent une forte activité antibactérienne qui pourrait
inhiber le métabolisme bactérien de la plaque (30,44)
Ainsi, les propriétés antibactériennes du miel peuvent-elles contrecarrer son potentiel

cariogénique ?

2.2.1.1.1 Cariogénicité : données actuelles

Bowen WH et Lawrence RA ont montré par une étude sur les rats, que le miel favorisait
le développement de 1ésions carieuses et qu’il était aussi cariogene que le saccharose (43).

Une récente ¢étude a évalué les effets de la consommation de miel sur la plaque dentaire
par rapport au saccharose, sur des patients présentant un traitement orthodontique. Des mesures
de pH de la plaque a différents temps ont été réalisées aprés « machage » du miel ou du
saccharose pendant 4 minutes. Cette méthode est utilisée pour déterminer la cariogénicité d’un
aliment. Les courbes obtenues pour le miel et le saccharose révélent un profil similaire : une
chute du pH a 5 minutes, atteignant 5,86 pour le miel, et 5,28 pour le saccharose ; puis une
remontée du pH au bout de 20minutes pour les deux. Toutefois, les résultats obtenus ont
démontré qu’une consommation de miel était associée a une moindre diminution du pH
compar¢ au saccharose : le pH n’a pas atteint la valeur critique de 5,5 par rapport au saccharose,
et la valeur de pH minimale est supérieure a celle obtenue pour le saccharose (bien que la
différence ne soit pas significative). De plus, une forte diminution du nombre de S.mutans et
Lactobacilles a été retrouvée au niveau de la plaque prélevée 30 minutes aprés consommation

du miel (45).
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D’autres auteurs ont étudié in vitro ’effet du miel, du glucose et du fructose sur la
déminéralisation, en présence de S.mutans. Les résultats ont montré une activité carieuse moins

importante pour le miel que pour le glucose et le fructose (46).

2.2.1.1.2 Action sur les bactéries cariogenes

Les données actuelles de la littérature concernant I’action du miel sur les bactéries
cariogeénes sont limitées. Certaines études ont toutefois démontré une efficacité sur la croissance
et ’adhérence, notamment sur S.mutans. :

Nassar HM et al. ont testé I’activité antibactérienne d’un miel naturel et artificiel sur
S.mutans a plusieurs concentrations (1,56%, 3,13%, 6,25%, 12,50%, 25% et 50%) (47). Les
tests ont démontré pour le miel naturel, une inhibition importante de la croissance de S.mutans
pour une concentration a 12,5%, avec une inhibition totale de la croissance a 25%,
contrairement au miel artificiel. A 12,5%, la grande différence retrouvée dans I’inhibition entre
le miel naturel et artificiel indique que I’activité antibactérienne n’est pas uniquement due a une
forte concentration en sucre (osmolarité). Les valeurs obtenues dans cette étude concordent
avec les résultats obtenus par Basson et al. et Steinberg et al. qui ont mesuré la concentration
minimale d’inhibition (MIC) a 25% pour S.mutans (36,48).

D’autres auteurs ont évalué 1’activité antibactérienne (méthode par diffusion) d’un miel
naturel (non traité) sur S.mutans et Lactobacillus. Les résultats ont montré une inhibition
significative de S.mutans a partir de 20% de concentration, et sur Lactobacillus pour une
concentration de 100% (9).

De plus, en 2000, une étude réalisée sur des personnes irradi¢es téte et cou (donc a haut
risque carieux) a montré une diminution de la quantité de S.mutans aprés consommation de

miel (49).

Plus récemment, des auteurs ont cherché a comparer sur des humains volontaires les
effets du miel, de la Chlorhexidine (0,2%) et de la Chlorhexidine combiné au xylitol sur la
quantité¢ de plaque dentaire. Les résultats ont montré une réduction significativement plus
importante de la plaque dentaire pour le groupe miel et Chlorhexidine + xylitol par rapport au

groupe Chlorhexidine seul (5).
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2.2.1.2 Autre potentiel

De par les caractéristiques du miel, des auteurs ont suggéré que son utilisation pouvait

s’étendre a d’autres situations cliniques : (42)

Certains ont suggéré que grace a son action antibactérienne, il pouvait étre utilisé comme
adjuvant thérapeutique dans les maladies parodontales (42,45).

En prévention d’infections suite a des extractions ou a des chirurgies orales

Dans le cas d’ulcérations buccales

De récentes études ont montré qu’il pouvait étre efficace dans la prévention, la gestion et la

réduction des stomatites radio-induites (50-53)

= Ce qu’il faut retenir c’est que le potentiel antibactérien du miel ainsi que son
mécanisme d’action est variable d’un miel a un autre, comme l’ont montré
notamment Allen KL et al. et Gaillardo-Charcon J et al. (30,54). Son action sur les
bactéries cariogenes sera ainsi aussi fonction du type de miel. Cette variation résulte
de multiples facteurs déja vu précédemment.

=>» Plusieurs études confirmatives doivent étre réalisées avant de choisir le bon miel

comme agent thérapeutique.

2.2.2 Un miel particulier : le miel de manuka

2.2.2.1 Généralités

2.2.2.1.1 Découverte

Le miel de manuka est un miel monofloral issu du manuka (Leptospermum Scoparium),

un arbuste de la famille des myrtacées, retrouvés essentiellement en Nouvelle- Z¢lande mais

aussi en Australie.

Plusieurs auteurs ont rapporté le fait que le miel de manuka présentait une activité

antibactérienne significativement plus importante comparé a d’autres miels (30,44). Il est ainsi

depuis quelques décennies, 1’objet de travaux scientifiques menés en premier lieu par le

Professeur Peter Molan. Il a été observé que son activité antibactérienne (comme celle de

plusieurs miels) persistait méme en I’absence de peroxyde d’hydrogene. Il a été rapidement

conclut que le miel de manuka présentait une importante activité antibactérienne « non
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peroxydique » appelée NPA (non peroxyde activity). N’ayant pas identifi¢ 1’étiologie de ce
mécanisme, Peter Molan parle donc de la présence d’un « facteur anti microbien spécifique »
ou UMF (Unique major factor).(40,55)

En 2008, Thomas Henle et al. ont découvert que le principal composant a I’origine de
I’effet spécifique du miel de manuka était le methylglyoxal (MGO) (55).

Son activité est également renforcée par la présence de composés phytochimiques

(acides phénoliques, flavonoides...) (56,57).

Methylglyoxal (MGO) :

Les taux ¢élevés de MGO sont le résultat de la dégradation du dihydroxyacétone (DHA)
présent dans le nectar des fleurs de manuka. Cette dégradation est non enzymatique et se produit
avec le temps, durant le mirissement/stockage du miel (58). Les raisons de la présence de DHA
dans les fleurs de manuka sont a ce jour inconnues (32).

Par ailleurs, il est apparu que la quantit¢ de DHA était variable selon les arbustes et
qu’ainsi le potentiel antibactérien non peroxydique du miel de manuka était variable (58). En
effet, le miel de manuka contient des concentrations en MGO pouvant aller de 38 mg/kg a 1541
mg/kg (soit 0,74 a 30,0 mM).

En outre, il a été rapporté que le MGO était aussi présent dans d’autres miels, mais dont

la concentration ne semblait pas dépasser 24 mg/kg (32).

2.2.2.1.2 Classification

Tous les miels de manuka n’ayant pas le méme niveau d’effet antibactérien, la nécessité de
procéder a un classement est vite apparue (59) :

- L’indice UMF est utilis¢ pour quantifier I’efficacité antibactérienne. Il exprime le
pourcentage de phénol que doit contenir une solution pour produire un effet antibactérien
comparable a celui du miel. Par exemple, un miel avec un UMF 15+ est aussi efficace
qu’une solution a 15% de phénol. Plus la valeur de I’indice est élevée, plus I’efficacité sera
importante.

- L’indice MGO est aussi utilisé. Il exprime la quantité de MGO en mg/kg mesurée dans le
miel de manuka.

Les miels a usage thérapeutique présentent un UMF supérieur a dix. Le laboratoire Medihoney

est le leader mondial dans la commercialisation du miel de manuka a usage thérapeutique (60)
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2.2.2.2 Action sur les pathogenes oraux

Les données relatives a 1’activité antibactérienne du miel de manuka contre les
pathogénes oraux sont encore rares. Quelques études ont cependant démontré qu’il présentait

une efficacité sur des bactéries cariogénes, mais aussi des parodontopathogenes.

2.2.2.2.1 Etudes in vitro

Les résultats de la theése de N. Muniesa ont démontré que le miel de manuka présentait
une action contre les bactéries cariogénes. Une inhibition totale de la croissance des trois
especes cariogenes (S.mutans, Lactobacillus rhamnosus, Actinomyces viscosus) a été rapportée
pour des concentrations de 20% et 50%, ainsi qu’une inhibition de la formation du biofilm par
S.mutans. (11)

Ces résultats ont également été confirmés par les travaux de Badet et al. (10).
Néanmoins, il a été démontré que I’efficacité antibactérienne variait selon le miel de manuka,
et qu’elle était UMF dose-dépendant. En effet, un miel manuka avec un UMF 30+ a montré une
action contre les trois bactéries cariogénes 2 a 2,5 fois plus importante qu’un miel avec un
UMF 16+. Une concentration minimale bactéricide de 20% a été rapportée pour le miel UMF
30+, contre 50% pour le miel UMF 16+. Des expériences sur I’adhérence ont également
démontré que le miel de manuka avait eu un effet inhibiteur sur la formation d’un biofilm multi-
especes a une concentration de 20% pour le miel UMF+30 et de 50% pour le miel UMF 16+.

Plus récemment, une étude menée par Schmidlin PR et al. a effectivement confirmé que
I’action antibactérienne du miel de manuka était UMF dose-dépendante (61). Les résultats ont
en effet montré que les miels présentant un UMF > 15 avaient une action antibactérienne
significativement plus élevée que ceux avec un UMF<I5. IIs ont montré un effet inhibiteur sur
S.mutans, mais plus faible que celui observé sur les deux parodontopathogenes,

Porphyromonas gingivalis et Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

2.2.2.2.2 Etudes in vivo

Le premier essai clinique a été mené par English et al. (62). Cet essai en double aveugle
a eu pour but d’évaluer I’effet du miel de manuka sur la réduction de plaque et sur le niveau de

gingivite. Dans cette étude un miel de Manuka (classé avec un UMF 15) sous forme de gomme

32



a macher a été utilisé. Les analyses statistiques ont confirmé une réduction significative de la
plaque dentaire et du niveau de gingivite pour le « groupe miel » par rapport au groupe témoin.
Ces résultats ont été confirmés par un autre essai clinique (4) qui a également démontré que le

miel de manuka présentait une efficacité similaire a la Chlorhexidine (0,2%).

D’autres auteurs ont récemment évalué ’effet du miel de manuka sur le taux de
Streptococcus mutans salivaires chez des enfants (63). Les résultats ont démontré I’efficacité

de ce miel dans la réduction du nombre de colonies.

=> Les expériences in vitro ont démontré que le miel de manuka (class¢ UMF 15
minimum) présentait une action contre les bactéries cariogénes, ainsi qu’un effet
anti-adhérent sur S.mutans. Les essais cliniques ont confirmé son efficacité. Bien
que des études supplémentaires sur le sujet restent nécessaires, I’ensemble de ces

résultats suggere la possibilité d’utiliser le miel de manuka comme moyen préventif.

33



PARTIE 2 :

ETUDE EXPERIMENTALE
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En 2009, des premiers travaux concernant ’action du miel sur des microorganismes
oraux pathogenes ont été menés a I’Université d’Odontologie de Bordeaux par le Dr Badet C
et al. et Muniesa N (10,11). Les résultats obtenus ont montré que le miel, et notamment le miel
de manuka présentait une action antibactérienne intéressante sur les bactéries cariogenes
(S.mutans, Lactobacillus Rhamnosus, Actinomyces viscosus).

Dans ce contexte, nous avons été sollicités par les laboratoires Mélipharm afin
poursuivre les recherches sur le sujet, et notamment en testant 4 de leurs formules
essentiellement a base de miel.

Le but a été d’évaluer dans un premier temps, le potentiel anti-cariogénique de ces
formules. Pour ce faire, nous avons testé in vitro, I’effet des 4 formules sur :

- La croissance de S.mutans et L.rhamnosus,

- L’adhérence de ces bactéries

1.Matériels

1.1 Les produits testés

Les tests ont été réalisés sur 4 échantillons fournit par les laboratoires Mélipharm, tous

a base de miel (figure 2) :

Figure 3: Produits testés, de gauche a droite: Formule 1 (F1), formule 2 (F2),
formule 3 (F3), Miel de référence

Formule 1, 2 et 3 :

Nous ignorons la composition exacte de ces formules, mais nous savons que ces 3 formules
contiennent toutes du miel, de la vanilline, de la propolis et du NaHCO3, dans des

concentrations différentes.
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Formule « Miel de référence »: (27,64)

L’échantillon « miel de référence » est commercialisé comme dispositif médical de classe 11b
en officine. I1s’agit d’'un miel médical cicatrisant antibactérien. Il est produit par le laboratoire
Mélipharm et a été élaboré en collaboration avec le Pr Bernard Descottes. Il correspond a un

un assemblage de miels mono-floraux : miel de manuka, miel de sapin, miel de thym,miellat .

1.2 Les souches utilisées

Nous nous sommes intéressés a deux bactéries qui ont un rdle prédominant dans le

processus carieux :

- Streptococcus mutans, qui est considéré comme une bactérie pionniére dans le
développement des Iésions carieuses,

- Lactobacillus rhamnosus, essentiellement impliqué dans la progression de celles-ci au sein
de la dentine.

Pour ce faire, nous avons choisi de réaliser nos tests sur des isolats cliniques de
Streptococcus mutans et de Lactobacillus rhamnosus, provenant respectivement de la plaque et
de la salive d’un enfant.

Nous avons également choisi de tester la formule n°1 a 20% sur une souche de S.mutans
provenant de I’ American type culture collection (Streptococcus mutans ATCC 25175), afin de

comparer et confirmer les résultats obtenus a 20% sur I’isolat clinique.

1.3 Les milieux de cultures

Trypticase-Soja (TS):

Nous avons utilisé le Trypticase-Soja (TS) comme milieu de cuture pour Streptococcus mutans.

Il a servi pour les tests:

- ardéaliser les cultures overnight

- apréparer les milieux tests (TS + Formule). Pour les tests d’adhérences, du saccharose a
été ajouté dans les milieux.

- de milieux témoins : ils permettent de comparer les résultats obtenus avec les milieux tests.

Man, Rogosa et Sharpe (MRS):

Pour les tests sur Lactobacillus rhamnosus nous avons utilisé le milieu de Man, Rogosa, Sharpe
(MRS). 11 a permis comme précédemment de réaliser les cultures overnight, les milieux

témoins/tests et les tests d’adhérence.

36



2.Méthodes

2.1 Test d’inhibition de croissance : méthode par
dilution

Nous avons évalué pour différentes concentrations, 1’effet des différentes formules sur
la croissance de S.mutans et L.rhamnosus en utilisant la méthode par dilution. Chaque formule
a été testée aux concentrations suivantes : 2,5%, 10% et 20% (tableau 2). Les tests ont été

réalisés en triplicata pour chaque concentration de chaque formule et sur chaque bactérie.

Concentrations
2,5% 10% 20%
Formules miels
F1 SMs/LRs SMs/LRs SMs/ SMatccy LRs/
F2 SMs/LRs SMs/LRs SMs/LRs
F3 SMs/LRs SMs/LRs SMs/LRs
Miel référence SMs/LRs SMs/LRs SMs/LRs

Tableau 2: Tests d'inhibition de croissance réalisés (SMs : isolats cliniques de S.mutans,
SMurcc: S.mutans ATCC, LRs : isolats cliniques de L.rhamnosus)

Nous avons procédé selon le protocole suivant (figure 5):

1. Au préalable :

=> Préparation des milieux : tubes témoins et tests

Les tubes témoins vont permettre de comparer les résultats obtenus avec les milieux tests. Nous

avons utilis¢ des tubes stériles contenant 6mL de milieu de croissance approprié¢ a la souche
bactérienne testée.

Les tubes tests contiennent 6mL de milieu de croissance (TS ou MRS en fonction de la souche
bactérienne testée) ainsi que la formule a tester, dont la quantité dépendra de la concentration a
tester.

Afin de faciliter les manipulations, nous réalisons un seul mélange pour chaque formule (soit
20mL de TS ou MRS + extrait de la formule a tester), a partir duquel seront constitués les tubes
tests de 6mL. Ce mélange est homogénéisé a I’aide d’un agitateur pendant 15minutes (figure

4). A noter qu’un mélange trouble est obtenu avec la formule 1.
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Figure 4: Milieux tests contenant la formule a tester apres
homogénéisation, de gauche a droite : F1, F2, F3, miel référence.

=> Préparation d’une culture « overnight » :

Une souche de la bactérie a tester est mise en culture la veille: dans du TS pour S.mutans ou
du MRS pour L.rhamnosus
2. A Ty : Ensemencement des tubes témoins/tests :

- On mesure d’abord la DO initiale pour chaque tube (A 650nm).

Puis on ajoute dans chaque tube, 300ul de la culture overnight ajustée a une DO g50nm de

1.04/:0,05

3. Les tubes sont placés a I’étuve a 37°C pendant 24h.

4. A Taan:Mesure de la DO et mise en culture sur gélose :

Apres 24h de mise en culture, nous mesurons d’abord la DO pour chaque tube (A 650nm) afin

d’estimer la croissance bactérienne des cultures. Cette méthode ne permettant pas de distinguer

les bactéries viables et mortes, nous procédons a une mise en culture sur gélose :

- Nous effectuons d’abord une série de dilutions : des dilutions a 10 ou 10 sont réalisées
pour les tubes ensemencés avec les souches de S.mutans, et a 10 pour les tubes ensemencés
avec L.rhamnosus ;

- 50pl des dilutions obtenues sont ensuite étalées sur des géloses spécifiques a chaque espece.
Pour S.mutans nous avons utilisé¢ des géloses Mitis Salivarius et pour L.rhamnosus des
géloses MRS.

5. Les géloses sont placées en anaérobiose a 37°C pendant 48h a 72h.

6. On procéde au comptage des colonies aprés 48h a 72h de culture. Aprés moyenne des

triplicatas de chaque série, les résultats obtenus sont convertis en Unités Formatrices de

Colonies par mL de milieu (UFC/mL) et exprimés en logarithme décimaux (Log UFC/mL).
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TI:I Culture owernight (lsclats de Sm wans ou L rham nosus)

Enzemencement des milieux : ajout d'un aliguot
de 300pL de la culture overnight (0O sss00m 1.0 )

Ik' '“\1.-*' "J I'k_ _--"I

MilieLe: témains { TS ou MRS (BmL)) Miliew: tests { TS cu MRS (8mL) + Formule)

Mize en incubation & 37°C pendant 24h
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Figure 5: Protocole du test d'inhibition de croissance : méthode par dilution.



2.2 Test d’adhérence: méthode biofilm mono
espece sur tubes de verres inclinés

Nous avons également testé ’adhérence de nos souches bactériennes en présence des
formules a tester. Pour cela, nous avons utilis¢ la méthode en tube de verre incliné, décrite par
Hamada et Torii (65). Dans ce mode¢le in vitro, la paroi en verre du tube représente les tissus
durs de la dent, et la présence de saccharose agit comme médiateur de ’adhérence. Les tests

ont été réalisés pour des concentrations de 10% et 20% et chaque série de test réalisée en

triplicata.
Concentration
10% 20%
Formules miels

F1 SMs/LRs SMs/LRs
F2 SMs
F3 SMs

Miel référence SMs

Tableau 3: Tests d'adhérences réalisés

Nous avons procédé selon le protocole suivant (figure 7) :

1. Préparation des milieux : tubes témoins et tests

- Les tubes témoins contiennent SmL ou 10mL de milieu (TS ou MRS en fonction de la
souche bactérienne testée) enrichi en saccharose (1%).
- Les tubes tests correspondent a des tubes de SmL ou 10mL de milieu (TS ou MRS) enrichi
en saccharose (1%) et contenant la formule a tester.
2. A To:ensemencement des tubes témoins/tests :
- On ensemence chaque tube avec 250ul ou 500ul d’une culture overnight de la souche a
tester ajustée a une DO 3 650nm de 0, 1.
3. Les tubes sont inclinés selon un angle de 30° et sont placés a I’étuve a 37°C pendant
24h (figure 6).
4. A Tz : on observe le biofilm formé sur la paroi du tube et on attribue un score en
fonction du résultat, selon I’échelle établie par Murchison et al. (66) . Les valeurs varient
entre 0 (absence de biofilm, aucune adhérence) et 4 (biofilm épais et fortement

adhérent).
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Figure 6: Tubes de verres inclinés a 30° apres mise en culture

Cutture overnight
{lsclats de Sm uisnsou Lrkamnosws)

Ta: Ensemencement des tubes:
ajout d'un aliguot de 250pL d'une culture
overnight ajustée a une DO wszamm 0.1

Tubes témoins: Tubes tests:
TS ou MRS [Eml ) TS ou I'u'ijEr{Eni-:l
1%535:!‘&{:5& 1% saccharose
For rr:ie migl

Tubes inclinés, mis 4 37°C pendant 24h

Tz4n Observation du biofilm formé sur la paroi
du tube et attribution d'un =core de 0 4 4

Figure 7: Protocole du test d'adhérence : méthode biofilm mono espéece sur
tube de verre incliné
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3.Résultats

3.1 Sur les isolats cliniques de Streptococcus
mutans

3.1.1 Tests d’inhibition de croissance

» Testsal.5%:

- Mesure de 1a DO :

D.O (moyenne) | D.O; | D.O: Diftérence
Témoin et (DO2 - DOy)
formule a 2,5%

Témoin (TS) 0 0,805 0,805
TS+ Miel référence 0,047 1,245 1,198
TS+ F1 0,428 | 1,280 0,852
TS+ F2 0,073 | 1,220 1,147
TS+ F3 0,054 | 1,240 1,186

Tableau 4: Mesure des DO avant et 24h apres mise en culture des isolats cliniques de
S.mutans - en présence de formules a 2,5%.

D. O;: avant mise en culture
D.O: : apres 24h de mise en culture

- Tests d’inhibition de croissance : méthode par dilution

Formule a 2.5% Témoin Miel référence F1 F2 F3
Moyenne des triplicatas 7.62 7.97 7.97 8.12 7.82
(Log UFC/mL)

Tableau 5: Résultats des tests d'inhibition de croissance a 2.5% sur des isolats cliniques de
S.mutans (en Log UFC/mL).

= A 2.5%, les résultats montrent que les formules ne présentent aucun effet inhibiteur sur la

croissance de S.mutans, un effet stimulateur est méme observé, en particulier avec F2

(Tableau 4 et 5).
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w Testsa 10% :

- Mesure de la DO

D.O (moyenne) | D.O; | D.O; Diftérence

Témoin et (DO2 - DOy)
formule a 10%

Témoin (TS) 0 0,842 0,842
TS+ Miel référence 0,191 | 1,230 1,039
TS+FM 1 1,642 | 1,686 0,044
TS+ FM 2 0,256 | 1,294 1,038
TS+ FM 3 0,343 | 1,230 0,887

Tableau 6: Mesures des DO avant et 24h apreés mise en culture des isolats cliniques de
S.mutans - en présence de formules a 10%.

- Tests d’inhibition de croissance : méthode par dilution

Formule a 10% Témoin Miel F1 F2 F3
référence

Moyenne des triplicatas 7.45 8.45 7.11 8.33 8.20

(Log UFC/mL)

Tableau 7 : Résultats des tests d'inhibition de croissance a 10% sur des isolats cliniques de
S.mutans (en Log UFC/mL).

= A 10%, les tests n’indiquent aucune différence significative avec ou sans F1.

Un effet

stimulateur sur la croissance de S.mutans est observé en présence du miel de référence, de

F2 et F3 (tableau 6 et 7).

43




»  Tests a 20% sur isolats cliniques et souche de collection

=> Tests du miel référence, F1, F2 et F3 sur des isolats cliniques de S.mutans
(dilution 107%)

Formule a 20% Témoin Miel F1 F2 F3
référence

Moyenne des triplicatas 8.15 8.53 0 8.34 8.70

(Log UFC/mL)

Tableau 8: Resultats des tests d'inhibition de croissance a 20% (dilution10® sur des isolats
cliniques de S.mutans (en Log UFC/mL)

En présence du miel de référence, de F2 ou de F3 a 20%, les tests d’inhibition bactérienne

n’ont montré aucune action significative sur la croissance de S.mutans. En revanche, apres

dilution a 10 de la culture avec F1 a 20%, nous n’avons retrouvé aucune colonie sur les

géloses. Nous avons donc décidé de reconduire I’expérimentation avec un taux de dilution

moindre de 10, a la fois sur des isolats cliniques et sur la souche ATCC.

=> Tests de F1 a 20% sur des isolats cliniques de S.mutans et souches ATCC 25175

(dilution 107

- Mesure de la DO

D.O (moyenne)

Isolats cliniques S. mutans

S.mutans ATCC 25175

D.O; | D.O2 Différence D.O; | D.O; Différence
Témoins (DO; —DOy) (DO2 —DOy)
et F1a20%
Témoin (TS) 0 0,814 0,814 0 0,776 0,776
TS+F1 (20%) 2,149 | 2,153 0,004 2,150 | 2,131 -0,019

Tableau 9: Mesures des DO avant et 24h apreés mise en culture des isolats cliniques de

S.mutans et S.mutans ATCC 25175 — en présence de F1 a 20%.
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Tests d’inhibition de croissance : méthode par dilution

Souches

Isolats cliniques S. mutans

S.mutans ATCC 25175

Moyenne des triplicatas
(Log UFC/mL)

Témoin

F1 (20%)

Témoin

F1 (20%)

7.89

6.0

7.87

6.73

Tableau 10: Reésultats des tests d'inhibitions de croissance en présence de F1 a 20% (dilution

a 107) sur des isolats cliniques de S.mutans et S.mutans ATCC 25175 (en Log UFC/mL).

= Enprésence de F1 a 20%, les mesures de DO nous indiquent une diminution de la croissance

aussi bien des isolats cliniques que de la souche ATCC (tableau 9). Les résultats obtenus

aprés ¢talement sur géloses nous confirment ces résultats (figure 8 et 9). Par rapport aux

témoins, nous avons une diminution significative de la croissance des isolats cliniques de

S.mutans et de la souche ATCC 25175 (tableau 10). Des travaux antérieurs avaient été

menés au laboratoire et avaient mis en évidence qu’une diminution d’un log était

significative.
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UFC = 487 UFC = 4

Figure 8: Vues des cultures d'isolats cliniques de S.mutans sur gélose Mitis Salivarius, obtenues
apres étalement d’une dilution a 107%- A gauche : le témoin (UFC = 487), a droite : étalement
obtenu en présence de F1 a 20% (UFC = 4)

UFC =413 UFC= 14

Figure 9: Vues des cultures de S.mutans ATCC 25175 sur gélose Mitis Salivarius, obtenues apres
étalement d’une dilution a 107*- A gauche : le témoin (UFC = 413), a droite étalement obtenu en
présence de FI a 20% (UFC = 14)
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3.1.2 Tests d’adhérence

» Tests a 10%

Témoin Miel référence F1 F2 F3

4 4 0 4 4

Tableau 11: Résultats du test d'adhérence sur des isolats cliniques de S.mutans en présence
de formules a 10%

w Tests a 20%

Témoin F1 (20%)

3 0

Tableau 12: Résultats du test d'adhérence sur des isolats cliniques de S.mutans en présence
de F1 a 20%

Figure 10: Vues des tests d'adhérence sur des isolats cliniques de S.mutans - tube témoin en
arriere plan et tube test avec F1 en premier plan — Photo de gauche: F1 a 10% (score de 0
et témoin (score de 4). Photo de droite : F1 a 20% (score de () et témoin (score 3).

= Les résultats des tests d’adhérence sur S.mutans ne montrent pas d’inhibition dans la
formation du biofilm en présence du miel de référence, de F2 ou de F3 a 10%. En revanche,
on observe un effet inhibiteur de F1 sur la formation du biofilm pour une concentration de
10% et 20% (tableau 11 et 12). En effet, la figure 10 montre les résultats des tests obtenus

en présence de F1 a 10% ou 20% : aucune formation adhérente au tube n’a été observée.
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3.2Sur les isolats cliniques de Lactobacillus
rhamnosus

3.2.1 Tests d’inhibition de croissance

» Testsa2.5%

Formules a 2.5% Témoin Miel F1 F2 F3
référence

Moyenne des triplicatas 8.97 8.78 8.76 8.94 8.91

(Log UFC/mL)

Tableau 13: Reésultats des tests d'inhibition de croissance a 2.5% sur des isolats cliniques de
L.rhamnosus (en Log UFC/mL).

w Tests a 10%

Formules a 10% Témoin Miel F1 F2 F3
référence

Moyenne des triplicatas 8.63 8.49 8.80 8.63

(Log UFC/mL)

Tableau 14 : Résultats des tests d'inhibition de croissance en présence de F1, F2 ou F3 a

10% sur des isolats cliniques de L.rhamnosus (en Log UFC/mL).

Formules a 10%

Témoin

Miel référence

Moyenne des triplicatas
(Log UFC/mL)

9.58

9.47

Tableau 15 : Résultats des tests d'inhibition de croissance en présence du miel de référence a

10% sur des isolats cliniques de L.rhamnosus (en Log UFC/mL).

w Tests a 20%

Formules a 20% Témoin Miel F1 F2 F3
référence

Moyenne des triplicatas 8.91 8.95 8.78 9.03 8.96

(Log UFC/mL)

Tableau 15: Reésultats des tests d'inhibition de croissance a 20% sur des isolats cliniques de
L. rhamnosus (en Log UFC/mL).

= Les tests d’inhibition bactérienne montrent qu’aucune des formules ne présente un effet

inhibiteur sur L .rhamnosus, pour les concentrations testées.
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3.2.2 Tests d’adhérence

w Tests a 10% et 20%

Témoin F1 (10%) F1 (20%)
2 1 1

Tableau 7: Résultats du test d'adhérence sur des isolats cliniques de L. rhamnosus
en présence de F1 a 10% et a 20%

Figure 11: Vues des tests d'adhérence sur L. rhamnosus - tube témoin en arriere plan et tube
test avec F'1 en premier plan — Photo de gauche: F1 a 10% (score de 1) et témoin (score de
2). Photo de droite : F1 a 20% (score de 1) et témoin (score 2).

= Les résultats des tests d’adhérence sur L.rhamnosus ne montrent pas d’inhibition dans la
formation du biofilm en présence de F1 a 10% comme a 20% (tableau 16 et figure 11). On

observe la formation d’un biofilm peu adhérent sur la paroi des tubes témoins.
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4.Discussion

Le but principal de ce travail était d’évaluer in vitro ’effet inhibiteur de différentes
formules a base de miel sur la croissance de bactéries cariogénes. Pour cela nous avons utilisé
la méthode par dilution. Nous avons également testé ’adhérence en utilisant la méthode du

biofilm mono espéece sur tubes de verres inclinés.

Dans la mise en place du protocole du test d’inhibition, il a fallu déterminer les taux de
dilution a mettre en pratique. Pour les premiers tests menés sur S.mutans a 2.5%, les dilutions
a 10 se sont révélées insuffisantes. Nous avons donc réalisé des dilutions a 10, Finalement,
le choix du taux de dilution s’est fait en fonction des résultats obtenus apres 24h de mise en
culture : observation du culot formé, mesures des DO. En présence de F1, nous obtenions
immédiatement un mélange trouble, ne permettant pas la visualisation d’un éventuel culot :
nous avons donc dii nous baser sur les mesures de DO. Pour L. rhamnosus, nous avons effectué

des dilutions a 107,

Sur I’ensemble des tests réalisés, les résultats ont montré que sur les 4 formules, seule
la formule 1 (F1) a présenté une efficacité sur S. mutans, aussi bien sur sa croissance que sur
ses capacités d’adhérence. En revanche pour les tests sur L. rhamnosus, aucune des formules
ne s’est montrée efficace.

Cette formule F1 a montré un effet inhibiteur sur la croissance de S. mutans pour une
concentration de 20%.

Nos résultats concordent avec plusieurs études notamment celles d’Ahmadi-Motamayel
F et al, Basson NJ et al, Nasser HM et al, Steinberg D et al, qui montrent une action
antibactérienne significative voir une inhibition totale de S. mutans a partir de 20 a 25% de
concentration en miel (9,36,47,48). En revanche, ces résultats sont en désaccord avec ceux de
Gallardo-Chacon JJ et al. qui ont montré une inhibition de S. mutans pour des concentrations
en miel de 100% (54).

Nous avons observé que lors du mélange TS + F1, nous obtenions une solution trouble,
a la différence des trois autres formules (figure 4). F1 présenterait ainsi des différences dans sa
composition par rapport aux autres formules qui pourraient expliquer son efficacité sur
S.mutans (concentration des principes actifs, substances supplémentaires etc.). Nous savons que

F1 contient du miel, mais qu’il contient aussi de la vanilline et de la propolis, deux substances
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qui contribueraient a son efficacité. En effet, plusieurs études ont montré que la propolis avait
un effet inhibiteur sur S.mutans (6,36-38). Des travaux réalisés au sein du laboratoire de
microbiologie d’Odontologie de Bordeaux (travaux non publiés) ont également montré que la
vanilline avait une action inhibitrice sur S. mutans. Les résultats des travaux sur le miel au
laboratoire ont aussi mis en évidence I’efficacité du miel de manuka sur S'.mutans (10,11). Bien
que nous ne sachions pas le type de miel présent dans F1, nous savons toutefois qu’il ne s’agit
pas de miel de manuka. L’action antibactérienne de F1 proviendrait ainsi d’autres composés.

Par ailleurs, nous observons qu’a plus faible concentration (<10%), F1 semble favoriser
la croissance bactérienne. Cela pourrait étre li¢ a une dilution des ingrédients actifs impliqués
dans I’action antibactérienne, le rendant ainsi inefficace (47). Des effets similaires ont été
retrouvés dans d’autres études, comme celle de Steinberg et al. : A de faibles concentrations
(4.16 %) une augmentation de la croissance bactérienne a été observée alors que pour de plus
fortes concentrations, une diminution de la croissance est retrouvée, jusqu’a obtenir une
inhibition totale de S.mutans a 25%. Ces auteurs concluent alors que I’action antibactérienne
du miel est liée a son osmolarité : une forte concentration en sucres entraine des conditions
hypertoniques conduisant a une diminution de la croissance bactérienne (36). Ce phénomene
pourrait ainsi en parti expliquer I’effet inhibiteur de F1 retrouvé a plus forte concentration et
non a plus faibles concentrations.

Nassar HM et al. ont cependant prouvé que le mécanisme d’inhibition n’était pas
uniquement di au pouvoir osmotique du miel, en comparant 1’effet d’un miel naturel et d’un
miel artificiel sur la croissance de S. mutans. En effet, les résultats ont montré une diminution
de la croissance beaucoup plus importante avec le miel naturel a partir de 12.5%, bien que le
miel artificiel contienne une proportion en sucres comparables a celle présente dans le miel
naturel (47).

Plusieurs causes sont attribuées au pouvoir antibactérien du miel (osmolarité, faible pH,
H202, methylgyloxal...), toutefois, ’ensemble des mécanismes antibactériens mis en jeu
restent encore a approfondir.

Concernant I’adhérence, le mécanisme d’adhésion mis en jeu dans le protocole réalisé
est basé sur la formation de glucanes, par les glucosyltransférases bactériennes, a partir du
saccharose présent dans le milieu. Selon les résultats obtenus, seul F1 a eu un effet inhibiteur
sur la formation du biofilm de S. mutans a 10% et a 20%. Cela expliquerait que F1 aurait une
action inhibitrice sur la formation de glucanes, ne permettant pas a S.mutans d’adhérer aux
parois du tube. Cette faculté¢ du miel a inhiber I’adhérence bactérienne a d’ailleurs été montrée

dans plusieurs études in vivo menées par English HKP et al. , Nayak PA et al. , Jain A et al. ,
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dans lesquelles 'utilisation du miel sous forme de gomme a macher a permis une diminution

de I’indice de plaque, et par conséquent 1’adhérence bactérienne (4,5,62).

En outre, ’objectif de notre étude a été partiellement atteint. La quantité des échantillons
a tester qu’on nous a fournis ayant été insuffisantes, nous n’avons pas réussi a mener a bien
I’ensemble des tests voulus. Il aurait été intéressant de tester des concentrations plus
importantes pour F1 (> 20%) afin de déterminer la concentration pour laquelle il y a inhibition
totale de S.mutans. 11 aurait aussi été intéressant d’évaluer I’action de F1 sur un mod¢le de
biofilm oral/pluri especes. De plus, I’objectif de tester a la fois des isolats cliniques et des
souches de collection n’a pas pu étre rempli. Par ailleurs, afin d’économiser du produit, nous
avons également dii réaliser un changement dans le protocole en diminuant le volume des
milieux a tester (nous avons réalisé des tubes de 6mL au lieu de 20mL).

Il est aussi difficile de pouvoir comparer avec exactitude nos résultats a celles d’autres
¢tudes, puisque nous avons peu d’informations sur la composition des produits. Nous ne savons

pas le type de miel présent, I’ensemble des substances présentes ni leurs concentrations.

Ainsi, les résultats notre étude ont mis en évidence 1’efficacité d’une formule sur les
quatre testées. Toutefois, des études supplémentaires sur cette formule doivent étre menées afin
de confirmer et compléter ce résultat, et notamment des tests sur un modele de biofilm
expérimentale. Il serait également envisageable de poursuivre les tests sur des bactéries

responsables de la maladie parodontale.
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Conclusion

Cette étude a été menée en collaboration avec le Laboratoire Mélipharm, qui nous a
sollicité¢ afin de tester dans un premier temps, le potentiel anti-cariogénique de 4 de leurs
formules a base de miel. Nous avons donc cherché a évaluer, in vitro, leur action sur la
croissance et ’adhérence deux bactéries impliquées dans la maladie carieuse : S. mutans et L.

rhamnosus

Les différentes expérimentations qui ont été réalisées ont mis en évidence I’effet
inhibiteur d’une formule seulement (F1). Celle-ci a montré un effet inhibiteur sur la croissance

et ’adhérence de S. mutans a une concentration de 20%.

Des travaux supplémentaires doivent étre envisagés afin de confirmer et compléter ces
résultats, principalement sur F1, avant de pouvoir suggérer une quelconque utilisation clinique.
En particulier, des tests sur un modele de biofilm expérimental seraient a prévoir, et il

semblerait également intéressant d’étudier les effets sur des bactéries parodontopathogénes.

Bien que des études aient montré que certains miels, notamment le miel de manuka,
avaient un potentiel intéressant sur des bactéries orales pathogenes, des recherches
approfondies sur le sujet restent nécessaires avant de pouvoir I’inclure comme moyen préventif

de routine.
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Sciences biologiques

Etude de I'effet de quatre composés contenant du miel
sur deux bactéries cariogénes : Streptococcus mutans et
Lactobacillus rhamnosus

Résumé :

Le miel posséde des propriétés antibactériennes et cicatrisantes reconnues depuis I'Antiquité. Les
nombreux bénéfices cliniques qu'il procure en font actuellement une substance de plus en plus utilisée dans
la médecine moderne. Bien que riches en sucres (essentiellement fructose et glucose) certains miels ont
déja montré une activité inhibitrice, in vitro, intéressante sur des bactéries cariogénes.

L’objectif de notre travail a été d’étudier I'effet de quatre composés contenant du miel sur deux bactéries
impliquées dans la carie dentaire : Streptococcus mutans et Lactobacillus rhamnosus. Pour cela, nous
avons testé, d’'une part, in vitro, I'inhibition de croissance des différentes formules (méthode par dilution), et
d’autre part, I'inhibition d’adhérence (méthode du biofilm mono espéce sur tubes de verres inclinés) sur ces
deux bactéries. Les résultats obtenus ont montré qu’'une des quatre formule présentait un effet inhibiteur
aussi bien sur la croissance que sur I'adhérence de Streptococcus mutans. Des études supplémentaires
sont toutefois nécessaires afin de confirmer ces résultats.

Mots clés : Miel, bactéries cariogénes, Streptococcus mutans, Lactobacillus rhamnosus, carie dentaire,
effet antibactérien

Effect of four compounds containing honey on two cariogenic
bacteria: Streptococcus mutans and Lactobacillus rhamnosus

Summary:

Honey posseses antibacterial and healing properties recognized since ancient times. It owns many clinical
benefits, which makes it increasingly used in current medicine.

Although it contains high concentration of sugars (primarily glucose and fructose) some honeys have shown
an interesting in vitro, inhibitory effect on cariogenic bacteria.

The objective of our study was to evaluate the effect of four compounds containing honey on two bacteria
implicated in tooth decay: Streptococcus mutans and Lactobacillus rhamnosus.

For that, we tested, in vitro, the growth inhibition of these different formulas (dilution method), and the
inhibition of adhesion (mono species biofilm method on glass surface) on these two bacteria. The results
showed that one of the four formulas exhibited an inhibitory effect on both, growth and adhesion of
Streptococcus mutans. But more studies are needed to confirm these results.

Key words : Honey, Cariogenic bacteria, Streptococcus mutans, Lactobacillus rhamnosus, tooth decay,
antibacterial effect
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