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RESUME

Les plaies infectées représentent un probleme majeur pour la santé publique
dont diverses espéces bactériennes sont incriminés dans ce type d’infections. De
plus, 'émergence de I'antibiorésistance complique leur traitement, affectant ainsi la
qualité et la durée de cicatrisation d’ou la nécessité d’explorer des solutions
alternatives telles que I'utilisation du miel. La présente thése comporte deux parties

expeérimentales.

Dans la premiére partie, nous avons réalisé une enquéte transversale dans
la wilaya de Ain Defla (nord-centre de I'Algérie) visant a identifier les germes isolés
sur des plaies infectées et de caractériser leur résistance aux antibiotiques. L'étude
a eété menée auprés de 620 patients présentant des plaies cutanées purulentes. Au
total, 428 souches bactériennes ont été isolées dont 283 étaient des Gram positif
(66,12 + 4,48%) (P <0,001). Un total de 77 isolats de Staphylococcus aureus ont
été obtenus, parmi lesquels 31,2 + 9,3% (24/77) étaient résistants a la méticilline.
Les bactéries Gram négatif les plus fréquentes étaient Escherichia coli (30,34 *
7,4%), suivies de Klebsiella pneumoniae (25,52 + 7,10%) et de Pseudomonas
aeruginosa (23,45 + 6,70%). Tous les isolats de Staphylococcus aureus (77/77) ont
montré une sensibilité a la clindamycine. Les isolats d'Escherichia coli ont présenté
une résistance a plusieurs antibiotiques, avec des taux élevés de résistance a
I'amoxicilline (38/44 ; 86,4 + 10,1%) et a I'amoxicilline-clavulanique (30/44 ; 68,2
13,8%) (P < 0,001). Toutes les bactéries Gram négatif étaient sensibles a
I'amikacine (145/145), et seul un isolat Gram positif présentait une résistance a la
vancomycine. La multirésistance a été observée chez 31,54% des isolats ; elle était
significativement plus élevée chez les bactéries Gram négatif que chez les bactéries
Gram positif (62/145 ; 42,76 + 8% et 73/283 ; 25,79 £ 5,10%, respectivement) (P <

0,001) et significativement corrélée a I'age des patients (P < 0,001).

Dans la deuxieme partie de I'étude expérimentale, nous présentons les
résultats d’'une étude expérimentale dont l'objectif est d’étudier les effets

antibactérien et antioxydant de miel in vitro et I'effet anticicatrisant in vivo.



L'activité antibactérienne a été testée sur des souches de référence en
utilisant la méthode de diffusion en puits. Les résultats ont montré une activité
inhibitrice, du gel a base de miel, de 27,33 £ 0,58 pour S. aureus, 22,33 £ 1,53 pour
E. faecalis, 20,00 = 1,73 pour E. coli et 18,67 + 1,53 pour P. aeruginosa. Ces
résultats sont nettement supérieurs a ceux obtenus avec la sulfadiazine argentique
(P < 0,01). Pour l'effet antioxydant, la technique de réduction de DPPH (2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyl) a été utilisée. L'ICso de notre gel a base de miel était

déduite a 43,18 mg/mL, ce qui révele une bonne activité antioxydante.

Pour I'expérience in vivo, 18 rats males de race Wistar ont été utilisés, avec
six rats dans chaque groupe. Les traitements appliqués localement sur des plaies
excisionnelles comprenaient du miel, de la sulfadiazine argentique a 1% et de I'eau
distillée en tant que témoin, administrés une fois par jour pendant 21 jours. Une
évaluation planimétrique et histopathologique a été effectuée tout au long de
I'expérience. Les analyses statistiques n’ont révélé aucune différence significative
entre le taux de contraction des plaies traités par la préparation de miel et la
sulfadiazine argentique. Bien que l'examen histopathologique ait montré une
différence significative entre les scores totaux des trois groupes (P < 0,05), aucune
différence significative n'a été observée entre les différents paramétres
histopathologiques des sujets traités avec le gel de miel et ceux traités avec la

sulfadiazine argentique (P > 0,05).

Mots clés : Plaies infectées, Antibiorésistance, Miel, Sulfadiazine argentique, Effet

antibactérien, Effet antioxydant, Effet cicatrisant.



SUMMURY

Infected wounds represent a major public health issue, with various bacterial
species implicated in such infections. Additionally, the emergence of antibiotic
resistance complicates their treatment, thus affecting the quality and duration of
healing. This underscores the need to explore alternative solutions such as the use
of honey. This thesis comprises two experimental parts.

In the first part, we conducted a cross-sectional survey in the Wilaya of Ain
Defla (north-central Algeria) aimed at identifying the germs isolated from infected
wounds and characterizing their antibiotic resistance. The study involved 620
patients with purulent skin wounds. A total of 428 bacterial strains were isolated, of
which 283 were Gram-positive (66.12 + 4.48%) (P < 0.001). A total of 77 isolates of
Staphylococcus aureus were obtained, among which 31.2 + 9.3% (24/77) were
methicillin-resistant. The most frequent Gram-negative bacteria were Escherichia
coli (30.34 = 7.4%), followed by Klebsiella pneumoniae (25.52 + 7.10%) and
Pseudomonas aeruginosa (23.45 £ 6.70%). All Staphylococcus aureus isolates
(77/77) showed sensitivity to clindamycin. Escherichia coli isolates showed
resistance to multiple antibiotics, with high resistance rates to amoxicillin (38/44;
86.4 £ 10.1%) and amoxicillin-clavulanate (30/44; 68.2 £ 13.8%) (P < 0.001). All
Gram-negative bacteria were sensitive to amikacin (145/145), and only one Gram-
positive isolate was resistant to vancomycin. Multidrug resistance was observed in
31.54% of the isolates; it was significantly higher in Gram-negative bacteria than in

Gram-positive bacteria (62/145; 42.76 + 8% and 73/283; 25.79 + 5.10%,



respectively) (P < 0.001) and significantly correlated with the patients' age
(P < 0.001).

In the second part of the experimental study, we present the results of an
experimental study aimed at investigating the antibacterial and antioxidant effects
of honey in vitro and its wound healing effect in vivo.

The antibacterial activity was tested on reference strains using the well
diffusion method. The results showed an inhibitory activity of honey-based gel of
27.33 £ 0.58 for S. aureus, 22.33 £ 1.53 for E. faecalis, 20.00 + 1.73 for E. coli, and
18.67 = 1.53 for P. aeruginosa. These results are significantly higher than those
obtained with silver sulfadiazine (P < 0.01). For the antioxidant effect, the DPPH
reduction technique was used. The ICso of our honey-based gel was deduced to be
43.18 mg/mL, indicating good antioxidant activity.

For the in vivo experiment, 18 male Wistar rats were used, with six rats in
each group. The treatments applied locally on excisional wounds included honey,
1% silver sulfadiazine, and distilled water as a control, administered once daily for
21 days. Planimetric and histopathological evaluations were performed throughout
the experiment. Statistical analyses revealed no significant difference between the
wound contraction rates of those treated with the honey preparation and those
treated with silver sulfadiazine. Although histopathological examination showed a
significant difference between the total scores of the three groups (P < 0.05), no
significant difference was observed between the different histopathological
parameters of the subjects treated with the honey gel and those treated with silver
sulfadiazine (P > 0.05).

Keywords: Infected wounds, Antibiotic resistance, Honey, Silver sulfadiazine,

Antibacterial effect, Antioxidant effect, Wound healing effect.
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INTRODUCTION

Les plaies chroniques ou non cicatrisantes constituent un probléme de santé
majeur a I'échelle mondiale. Elles représentent une cause importante de morbidité
et de mortalité [1]. Au-dela de I'impact sanitaire indéniable, ces plaies ont également
des répercussions économiques significatives sur les systéemes de santé [2]. Les
facteurs a I'origine du retard ou de I'absence de cicatrisation sont multiples et variés.
Parmi les principaux facteurs, les infections des plaies occupent une place

prépondérante [3].

A I'échelle mondiale, de nombreuses recherches ont été menées dans le but
d'estimer la fréquence et la répartition de ces infections pyogénes liées aux plaies.
Dans certains pays développés comme la France, les taux d'infection des plaies
semblent relativement faibles, avec une prévalence estimée a environ 2,2% [4].
Cependant, dans les pays en développement, les chiffres sont nettement plus
élevés. Au Soudan, par exemple, des recherches ont rapporté un taux alarmant de
25,23% d'infections des plaies [5], ce qui souligne I'ampleur du défi a relever dans

ces contextes particuliers.

Les infections des plaies sont causées par une diversité d'espéces bactériennes.
Parmi les principaux pathogénes impliqués figurent les staphylocoques, les

entérobactéries et les Pseudomonas.

La survenue des infections bactériennes implique un recours systématique
aux antibiotiques augmentant la pression de sélection et I'apparition de résistances.
Cette résistance aux antibiotiques rend la prise en charge des plaies infectées
extrémement difficile, entravant le processus de cicatrisation et favorisant

I'installation de plaies chroniques complexes a traiter [6].

Au cours des derniéres années, une émergence alarmante de la résistance
aux antibiotiques est observée, et de surcroit envers des molécules de derniére
génération. Les souches de Staphylococcus aureus résistantes a la méticilline,
communément appelées SARM, constituent un important probléme de santé
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publique en raison de leur multirésistance aux antibiotiques. En Algérie, une étude
menée entre 2008 et 2010 a révélé que l'incidence des souches de SARM isolées
dans les infections du site chirurgical était estimée a 4,2% [7]. Dans une autre étude
menée au nord-ouest de I'Algérie, par Bouharkat et al. (2020) sur un total de 60

isolats de S. aureus prélevés, 18,3% étaient des souches SARM [8].

Cette crise de I'antibiorésistance souligne 'urgente nécessité de rechercher
des solutions alternatives efficaces et durables pour lutter contre les infections
bactériennes des plaies. C'est dans ce contexte que les approches naturelles, telles

que l'apithérapie, suscitent un intérét grandissant.

Parmi les produits de la ruche, le miel était déja employé par nos ancétres
pour soigner les blessures et les plaies. Son utilisation remonte a I'Antiquité, ou il
était considéré comme un véritable trésor par les Egyptiens, les Grecs et les

Romains, qui l'utilisaient largement dans leurs pratiques de soin [9].

Cependant, avec l'avénement des antibiotiques et des traitements
pharmaceutiques modernes, l'utilisation du miel dans le domaine médical a connu
un certain déclin. Ce n'est que récemment que la profession médicale a
"redécouvert" ce remede ancestral et son potentiel unique pour la gestion des plaies
[10].

Plusieurs études ont mis en évidence les bienfaits de I'utilisation de miel pour
les différents processus de cicatrisation des plaies in vitro et/ou in vivo [11], [12],
[13]. Cependant, il est important de souligner que les résultats obtenus peuvent

varier considérablement en fonction de plusieurs facteurs.

Tout d'abord, certaines recherches ont évalué les effets du miel utilisé seul,
tandis que d'autres I'ont combiné avec d'autres substances [14], [15], [16], [17]. Ces
associations peuvent potentiellement créer des synergies bénéfiques a la
cicatrisation. En outre, la nature des plaies étudiées joue un réle crucial dans les
résultats observés (des plaies excisionnelles, des plaies incisionnelles, des
brilures, des plaies chroniques, ...). Un autre facteur déterminant est I'origine
botanique du miel utilisé d’ou sa composition qui peut moduler leurs propriétés

thérapeutiques [18].
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C’est a travers ces données que nous avons choisi ce sujet de recherche qui
comporte en premier, une synthése bibliographique ou nous donnons quelques
notions sur I'anatomie de la peau, la cicatrisation et les facteurs affectant son

déroulement. Ainsi que des généralités sur le miel et ses effets thérapeutiques.

Par la suite, une partie expérimentale qui comporte deux enquétes, une
premiére dont I'objectif est d’estimer la fréquence des plaies infectées ainsi que la
nature des germes incriminés et leur sensibilité aux divers antibiotiques, et une
deuxieéme sur les bienfaits de miel in vitro pour I'effet antibactérien et antioxydant et

in vivo pour l'effet cicatrisant chez des animaux modéles.
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CHAPITRE 1 : ANATOMIE ET PHYSIOLOGIE DE LA PEAU

1.1. Structure de la peau

La peau est I'un des plus grands organes de tout organisme vivant. C'est un
élément important qui sépare le corps de I'environnement externe. Sa structure est
complexe et dépasse largement la simple définition d'une enveloppe corporelle ;
elle est plutét considérée comme un véritable organe. Elle recouvre toute la surface

corporelle ; En fait, elle s'agit du plus lourd des organes du corps [19].

La structure principale de la peau de tous les mammiféres est similaire et
présente une structure en couches. L'épiderme, qui est la couche externe de la
peau, est d'origine ectodermique. Les autres couches : le derme et 'hypoderme

sont d'origine mésodermique [20].

1.1.1. Epiderme

L'épiderme, un tissu pluristratifié, kératinisé et dépourvu de vaisseaux
sanguins, présente une épaisseur variant de 0,05 mm a 1,5 mm selon sa
localisation dans les régions de peau fine ou épaisse. Chez le rat, cette épaisseur

varie en fonction de la race, I'age et la surface corporelle [21].

Connu sous le terme d'épithélium de revétement, il est constitué
principalement de kératinocytes, il se renouvelle constamment a partir d'une couche
basale germinative. Ces cellules subissent un processus de différenciation jusqu'a
former une barriere composée de cellules mortes et aplaties, dépourvues de noyau,
et ce, en espace de 14 jours. Leur évolution et leur élimination ultérieure nécessitent
14 jours supplémentaires. La durée nécessaire pour le renouvellement total de

I'épiderme, estimée entre 52 et 75 jours, selon Williams et al, (2005) [22].

Au cours de ce processus, leur morphologie évolue et se distingue en quatre
ou cing sous-couches cellulaires distinctes : la couche basale, la couche épineuse,
la couche granuleuse, la couche claire et la couche cornée (épaisse ou fine) (Figure
1.1) [23].



25

Stratum corneum

A X e T S —— Stratum corneum
Stratum lucidum | = QAT

Stratum granulosum

Stratum lucidum
@ Stratum granulosum

Stratum spinosum | 33 . r J 3 e ;‘ Stratum spinosum

Stratum basale

Figure 1.1 : (a) Schéma des couches cellulaire de I'épiderme, (b) Coupe

histologique de I'épiderme [24].

1.1.1.1. Couche cornée (stratum corneum)

La couche cornée, la plus externe de I'épiderme, est composée d'environ 20
a 30 couches cellulaires. Elle est principalement constituée de cellules aplaties et
dépourvues de noyaux, appelées cornéocytes ou kératinocytes cornés. L'équilibre
entre la desquamation et la prolifération cellulaire de la couche basale garantit une
épaisseur constante de I'épiderme a un endroit donné, ainsi qu'un renouvellement
continu des cellules. En cas de perte soudaine de cellules épidermiques lors de
blessures cutanées, une augmentation du taux de multiplication des cellules

épidermiques devrait compenser cette perte [25].

La couche cornée assure une fonction barriére cruciale pour I'épiderme. Elle
empéche la perte de liquides du milieu intérieur du corps. Elle protége également
des agressions extérieures, qu'elles soient mécaniques, thermiques, liées aux

radiations électromagnétiques, aux agents chimiques ou infectieux [26].
La couche cornée est composée de deux sous-couches :

s Couche compacte (stratum compactum): C’est la sous-couche qui suit
directement la couche granuleuse, maintient une certaine cohésion

intercellulaire.
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« Couche desquamante de Ranvier (stratum disjunctum): C’est la sous-
couche la plus superficielle, responsable de la desquamation.

Chez le rat, Le stratum corneum est plus épais sur ses pattes. L'épaisseur du
stratum corneum des rats adultes est de 165 ym [27] et |'épaisseur totale de

I'épiderme est comprise entre 350 et 450 uym [21].

1.1.1.2. Couche claire (stratum lucidum)

La couche claire n'est pas une composante de tous les types d'épiderme
cutané. On la retrouve seulement dans les zones de peau plus épaisses, comme
les paumes des mains et les plantes des pieds [28]. Elle est constituée de multiples
assises de cellules aplaties, qui présentent un aspect clair et homogéne. Ces
cellules représentent une « transition » entre les cellules granuleuses et cornées,

elles sont appelées communément cellules “T”.

1.1.1.3. Couche granuleuse (stratum granulosum)

La couche granuleuse comprend entre une et trois assises de kératinocytes
aplatis dotés d'un noyau ovale. On y trouve deux types de granulations : les
kératohyalines et les kératinosomes. Les granulations kératohyalines, dépourvues
d'enveloppe membranaire, sont volumineuses et renferment de la profilaggrine.
Quant aux kératinosomes, aussi appelés corps lamellaires d'Odland, ce sont de

plus petites granulations riches en lipides [29].

1.1.1.4. Couche épineuse (stratum spinosum)

La couche épineuse, ou stratum spinosum, est constituée de 5 a 6 couches
cellulaires. Elle tire son nom de l'aspect "épineux" des kératinocytes, d0 a la
présence de nombreux desmosomes qui les relient par des tonofilaments. Ces
cellules, ayant une forme cubique et aplatie, appelées acanthocytes issues de la

division des kératinocytes de la couche basale [30].

1.1.1.5. Couche basale (stratum germinatum)

La couche basale est constituée d'une seule couche de kératinocytes. Ces
cellules ont la capacité de se diviser par mitose afin d'assurer le renouvellement

constant des cellules de I'épiderme. Les cellules filles issues de ces divisions se



27

différencient pour former les couches supérieures de I'épiderme. Elles reposent sur

la membrane basale, qui sépare I'épiderme du derme [30].

La couche basale comprend aussi des mélanocytes qui représentent environ
5% de la population cellulaire de I'épiderme. Leur fonction principale est la synthése
de mélanine, un pigment naturel de la peau et des poils, processus appelé
mélanogénése. La mélanine joue un rdle crucial dans la protection du matériel

génétique des noyaux des kératinocytes contre les rayonnements ultraviolets [31].

1.1.2. Jonction dermo-épidermique

Le derme et I'épiderme sont reliés par une zone d'adhérence nommeée la
jonction dermo-épidermique. Celle-ci est centrée autour de la membrane basale
épidermique, également appelée lame basale épidermique. Sur une coupe, cette
zone apparait ondulée car elle repose sur les papilles dermiques qui s'insérent dans
I'épiderme. La jonction dermo-épidermique fait office de matrice d'ancrage fixant
I'épiderme au derme. Elle joue également un réle de barriére physique sélective
entre ces deux couches cutanées. Son réle est de réguler l'invasion cellulaire tout
en permettant une diffusion controlée des cellules immunitaires, des nutriments et

des éléments métaboliques du derme vers I'épiderme [25].

D'un point de vue structurel, la jonction dermo-épidermique est une région
dépourvue de cellules, d'une épaisseur comprise entre 50 et 80 nanométres. Elle
est élaborée conjointement par les kératinocytes basaux de I'épiderme et les
fibroblastes du derme. Cette jonction est constituée de trois couches successives
de matrice extracellulaire spécialisée, de la surface vers la profondeur : la lamina

lucida, la lamina densa et la sub-lamina [32)].
1.1.3. Derme

Le derme est le tissu intermédiaire prédominant de la peau, constitue la

majeure partie de son épaisseur.

Ce tissu est un ensemble de fibres conjonctives composées de cellules fixes
et migratrices, entourées d'une matrice extracellulaire. Elle est principalement
composée de fibres de collagéne et d'élastine. Les fibroblastes sont les cellules
prédominantes du derme, responsables de la production, de la maintenance et de

la dégradation de cette matrice en sécrétant des enzymes telles que les
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collagénases et les protéases. Les cellules du systéeme immunitaire, telles que les
leucocytes, les cellules dendritiques, les mastocytes et les macrophages, sont des

cellules migratrices dans le derme [33].

Egalement, le derme abrite la grande majorité du systéme vasculaire cutané,
ainsi que des fibres nerveuses, et sert de support pour les annexes cutanées,
notamment les follicules pileux, les glandes sébacées et les muscles érecteurs
[25].1l joue aussi un rdle crucial dans la texture, I'élasticité, la résistance et la
cicatrisation de la peau. Il est particulierement important lors du processus de
cicatrisation par seconde intention, ou sa capacité de contraction est essentielle

grace a ses propriétés élastiques.

1.1.3.1. Derme papillaire

Le derme papillaire se situe juste sous I'épiderme. Cette couche est
principalement constituée de collagéne de types | et lll, ainsi que de fines fibres
d'oxytalan et de fibrillines 1 et 2, disposées perpendiculairement a I'épiderme. Elle
est riche en fibroblastes et en cellules immunitaires, cette région sert de support aux
fibores nerveuses, aux vaisseaux sanguins capillaires et aux vaisseaux
lymphatiques. Elle fournit ainsi un réseau nourricier permettant d'alimenter

I'épiderme [34].

1.1.3.2. Derme réticulaire

La couche inférieure du derme, appelée derme réticulaire, est plus épaisse
et composée d'un réseau dense de collagéne de type | ainsi que de fibres élastiques
pleinement. Cette couche abrite les annexes cutanées et joue un réle dans

I'amortissement des chocs [34].

Pour le rat, nous ne distinguons pas une division aussi nette du derme et sa

structure est plus homogeéne [35].

1.1.4. Hypoderme

L'hypoderme est un tissu conjonctif lache et trés vascularisé et innervé. |l
s'agit de la couche cutanée la plus profonde, dont I'épaisseur varie selon les régions
du corps. L'hypoderme est principalement composé d'adipocytes regroupés en

lobules et maintenus par du tissu conjonctif. Son réle essentiel consiste a stocker
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les graisses sous forme de triglycérides et d'acides gras, constituant ainsi

d'importantes réserves énergétiques pour I'organisme [36].

Entre les lobules graisseux de I'hypoderme, il existe de nombreux capillaires
sanguins et fibres nerveuses, dont la densité varie selon la localisation anatomique.
De plus, ces lobules adipeux sont séparés par des cloisons de fibres de collagéne
provenant du derme. Ces cloisons se connectent aux aponévroses des muscles ou

au périoste des os, limitant ainsi la mobilité de la peau [37].

La délimitation entre le derme profond et I'hypoderme pourrait sembler floue,
notamment dans les régions ou ces deux plans sont riches en tissu adipeux. Ainsi,
une couche de fibres musculaires striées discontinues, appelée muscle panniculaire
ou Panniculus carnosus, se trouve entre le derme profond et I'hypoderme, avec un

développement notable dans certaines zones comme le dos [25].

Autres couches

Toutefois, des particularités méritent d’étre signalées. Ainsi, la peau du rat
présente une couche supplémentaire appelée panniculus. C’est une couche de
muscle différenciée tant sur 'aspect quantitatif que sur I'aspect épaisseur des fibres
musculaires. Chez les femelles, le panniculus apparait comme une couche de
cellules en division dans la zone ou le tissu se transforme en glandes mammaires.
Le muscle est interrompu par l'apparition de foyers de tissu adipeux contenant des
faisceaux de tissu conjonctif, dans lesquels sont présents des vaisseaux et des
nerfs [38].

Egalement, la couche fibreuse (stratum fibrosum), également absente dans
la peau humaine, forme la limite inférieure du tissu sous-cutané. Elle est constituée
de petits faisceaux de collagéne suspendus dans du tissu conjonctif ayant la
consistance du mucus. Les vaisseaux (principalement des micro-vaisseaux) et les

nerfs sont facilement identifiables.

Les fibres de collagéne peuvent étre densément regroupées en faisceaux
simples dans le stratum fibrosum ou peuvent étre séparées par du tissu adipeux
[39], [38].
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1.1.5. Glandes de la peau

1.1.5.1. Glandes sébacées

Les glandes sébacées sont généralement associées aux follicules pileux.
Elles sont constituées de cellules sécrétrices appelées sébocytes. Ces derniéres
subissent une différenciation de la périphérie vers le centre de la glande,
s'enrichissant progressivement en lipides et augmentant de volume. Le noyau des
sébocytes se condense (devient pycnotique) et la cellule entiére, avec son contenu
sécretoire, est éliminée. Le sébum ainsi sécrété, riche en lipides comme le
cholestérol, les triglycérides et les acides gras, est alors acheminé vers la surface
de I'épiderme pour former un film protecteur contre la déshydratation cutanée et les
infections bactériennes. La sécrétion de sébum est régulée par les hormones

sexuelles [40]. De plus, il renferme des phéromones [30].

1.1.5.2. Glandes sudoripares

Les glandes sudoripares (glandes sudoriques) se trouvent sur toute la
surface du corps, a I'exception des mamelons et de certaines zones des organes
génitaux externes. On distingue deux catégories de glandes sudoripares dans la

peau : les glandes sudoripares apocrines et les glandes sudoripares eccrines.

> Glandes sudoripares apocrines

Les glandes sudoripares de type apocrine sont reliées a la gaine des
follicules pileux. On les retrouve principalement au niveau des régions axillaires et
pubiennes. Elles sécrétent un liquide contenant une grande quantité de protéines

et jouent un rdéle dans la régulation de la température corporelle [41].

> Glandes sudoripares eccrines

Les glandes sudoripares eccrines (appelées aussi mérocrines), présentes sur toute
I'étendue de la peau, jouent un rdle vital dans la régulation thermique du corps [42].
Elles sont composées de cellules glandulaires cylindriques, ces glandes forment un
conduit permettant I'excrétion principalement d'eau, de minéraux, de lactate et

d'urée.
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La partie sécrétrice de ces glandes se trouve dans la partie profonde du derme,
tandis que la partie excrétrice parcourt le derme puis [I'épiderme

perpendiculairement a la surface cutanée, se terminant par un pore [43].
1.1.6. Poils

Les poils sont des structures minces et souples qui émergent a la surface de
la peau des mammiféres. lls sont formés de cellules kératinisées et sont le produit
de replis de I'épiderme appelés follicules pileux. La présence de poils est une

caractéristique commune a tous les mammiféres [44].

Chaque poil prend naissance au sein d'une invagination tubulaire de
I'épiderme s'enfongant profondément dans le derme. Cette invagination forme
initialement la paroi de l'infundibulum, qui deviendra ensuite la gaine épithéliale
externe du poil. En s'éloignant de la surface cutanée, dans la région sus-isthmique,
la paroi de l'infundibulum s'amincit progressivement par perte des couches cornée
puis granuleuse. Cette paroi se poursuit dans la région sous-isthmique par la gaine
épithéliale externe qui s'amincit aussi graduellement. La couche spinuleuse finit par
disparaitre, ne laissant que la gaine externe réduite a une seule assise cellulaire.
Ces cellules sont volumineuses et riches en glycogéne, leur conférant un aspect

vacuolaire [45].

1.1.7. Follicules pileux

Le follicule pileux est constitué du poil lui-méme, de sa gaine épithéliale et
du muscle arrecteur. A la base se trouve une cavité, le bulbe pileux, contenant un
tissu conjonctif tres vascularisé appelé papille folliculaire. Cette papille est formée
de cellules matricielles qui se divisent et migrent vers la surface pour former les
kératinocytes de la tige du poil et la gaine épithéliale interne. La gaine externe, ou
infundibulum, dérive d'une invagination tubulaire de [I'épiderme s'enfoncant

profondément dans le derme [46].

Le muscle arrecteur du poil, un muscle lisse oblique, s'insere sur la base du
follicule et la jonction dermo-épidermique. Sa contraction permet le redressement
du poil, phénoméne appelé horripilation. Sous ce muscle se situe le bulge, ou
résident les cellules souches du poil. La gaine du follicule est connectée aux

glandes sébacées et sudoripares apocrines [47].
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Dans la peau des rats, le pigment est produit prés du bulbe pileux anagéne
[21] et non dans la couche basale de I'épiderme, ce qui est typique de la peau
humaine [48]. Dans les parties épaisses de I'épiderme du rat, on trouve des cellules
de Merkel contenant des structures regroupées autour de follicules pileux plus

grands et agissant comme des corps tactiles [21].
1.1.8. Griffes

Les griffes sont des structures spécialisées, kératinisées et trés rigides, en

continuité directe avec le derme et I'épiderme.

Leur partie exposée, comprenant le corps et lI'apex, mesure entre 16 et 18
mm dans les pattes antérieures et entre 20 et 30 mm dans les pattes postérieures.
Elles ne sont pas rétractiles et sont alignées dans le prolongement des doigts. Les
coussinets digitaux sont peu développés, étroits et minces. lls ne sont pas
recouverts de corne ni d'un épiderme épais, qui mesure qu’'entre 50 a 60 um
d’épaisseur. De plus, leur peau est velue partout, sans étre glabre. Il n'y a pas de
torus métacarpien ou métatarsien. Les faces palmaires de la main et plantaire du
pied, y compris les doigts, sont recouvertes d'une fourrure dense et courte, ce qui
leur permet de prendre contact avec le sol sur toute leur longueur lorsqu'ils sont au

repos [44].

1.1.9. Vascularisation cutanée

1.1.9.1. Vaisseaux cutanés

Le réseau vasculaire cutané est essentiellement alimenté par les arteres
sous-cutanées, qui se déploient sous I'hypoderme, suivant un trajet paralléle a la
surface de la peau. Ces artéres émettent des branches collatérales qui pénetrent
entre les lobules graisseux, formant ainsi un réseau anastomotique appelé plexus
profond. Cette structure se situe a la jonction entre le derme et I'nypoderme,

s'alignant avec la surface cutanée.

Des artérioles ascendantes relient ce plexus profond a un second réseau
artériel anastomotique, nommé le plexus artériel superficiel ou sous-papillaire,

localisé dans la partie supérieure du derme [37].

A partir du plexus artériel superficiel, des artérioles émergent pour irriguer un

réseau capillaire au niveau des papilles dermiques. Parallelement, le systéme
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veineux suit un schéma similaire au systéme artériel. Les capillaires convergent en
veinules, qui sortent des papilles dermiques pour se connecter au plexus veineux
superficiel ou sous-papillaire, associé au plexus artériel. Ce réseau veineux est
interconnecté avec celui des artéres. Le sang est ensuite drainé vers le plexus
veineux profond du derme, qui coincide avec le plexus profond des artéres. Quant
aux veines sous-cutanées, situées parallélement aux artéres sous-cutaneées,

raménent le sang vers le cceur, assurant ainsi la circulation sanguine dans la peau.

Il existe une transition progressive entre les différents types de vaisseaux
sanguins. Les artérioles ont un diametre interne d'environ 20 ym et une paroi
épaisse d'environ 15 pm, constituée de trois tuniques cellulaires concentriques
séparées par des fibres élastiques. De l'intérieur vers |'extérieur, on trouve l'intima
formée principalement d'un endothélium et d'un sous-endothélium, la média
composée de plusieurs assises de cellules musculaires lisses, et enfin I'adventice
constituée de fibres de collagene. En revanche, dans les capillaires, la média et
I'adventice disparaissent, laissant une paroi d'environ 1 uym d'épaisseur, formée
uniquement d'une couche endothéliale perméable et d'une assise externe

discontinue de péricytes, le tout entouré d'une membrane basale [49].

Les veinules post-capillaires, qui drainent le sang de 4 a 5 capillaires,
présentent une structure semblable a celle des capillaires mais avec une lumiéere
plus large. Elles sont constituées de tubes formés par des cellules endothéliales,
soutenus par une lame basale et une tunique externe appelée adventice, composée
de fibres de collagene et de fibroblastes. Les veinules musculaires, formées par la
convergence des veinules post-capillaires, présentent une paroi enrichie en cellules
musculaires lisses et en fibres conjonctives et élastiques, leur conférant une grande
distensibilité [50].

Les veinules jouent un réle de réservoir a capacité variable, participant ainsi
a la régulation du volume sanguin microcirculatoire. Elles ont une lumiére d'environ

20 um et une paroi d'une épaisseur d'environ 2 uym [49].

1.1.9.2. Réseau lymphatique cutané

Le systéme vasculaire lymphatique joue un role essentiel en drainant I'excés
de liquide extracellulaire vers la circulation sanguine, aprés une filtration au niveau

des ganglions lymphatiques. Il est constitué de vaisseaux lymphatiques qui suivent
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généralement un trajet parallele aux veines. Les capillaires lymphatiques,
responsables de la récolte du liquide extracellulaire, le transforment en lymphe dés
son entrée dans ces vaisseaux. Ainsi, la lymphe a la méme composition que le
liquide interstitiel, contenant eau, électrolytes, protéines et divers lymphocytes. Les
capillaires lymphatiques représentent le point de départ du drainage lymphatique,
eégalement appelés lymphatiques initiaux. Il existe également un chemin pre-
lymphatique au sein de I'espace extracellulaire, ou les fibres de tissu conjonctif
semblent guider le fluide et les macromolécules vers les capillaires lymphatiques
[51].

Dans le tissu cutané, les capillaires lymphatiques apparaissent comme des
conduits dilatés situés a proximité des capillaires sanguins. Leur paroi est formée
d'une seule assise de cellules endothéliales reposant sur une mince membrane
basale. Des faisceaux de filaments composés de fibrilles de fibrilline ancrent

I'endothélium aux fibres élastiques du tissu conjonctif environnant [51].

Les jonctions cellulaires des capillaires lymphatiques sont plus laches que
celles des capillaires sanguins. Les cellules endothéliales des vaisseaux
lymphatiques se chevauchent légérement, formant des sortes de valves

unidirectionnelles dont les bords ne sont pas fixés aux tissus environnants.

Lorsque la pression du liquide interstitiel augmente dans les tissus, cela étire
les prolongements fibreux des cellules endothéliales, dilatant ainsi les capillaires
lymphatiques. Cette augmentation de pression pousse également les valves inter-
endothéliales vers l'intérieur du vaisseau, permettant I'entrée du liquide interstitiel.
La pression a l'intérieur s'accroit alors progressivement, ce qui referme les valves
entre les cellules endothéliales, empéchant la fuite de la lymphe. Les capillaires
lymphatiques ont un diamétre supérieur (10 a 70 um selon les conditions locales)

et une lumiére plus irréguliére que les capillaires sanguins [52].

1.1.10. Innervation cutanée

Le systéme nerveux cutané constitue un réseau dense et complexe de nerfs
innervant l'intégralité de la peau, a I'exception de sa couche cornée. En termes de
flux d'information, on distingue des voies dites afférentes ou sensitives acheminent
les informations depuis la périphérie vers le systéme nerveux central (SNC). Ces

voies renseignent le SNC sur l'environnement extérieur et I'état interne de
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l'organisme. |l existe également des voies efférentes ou motrices qui véhiculent les
instructions dans le sens inverse, du SNC vers la périphérie, transmettant ainsi les

directives du SNC aux organes effecteurs [53].

1.1.10.1. Voies afférentes du systéme nerveux cutané

Les voies afférentes du systeme nerveux cutané, qui font partie du systéme
nerveux somatique, jouent un rdle crucial dans la perception sensorielle de la peau.
En tant qu'organe sensoriel majeur, la peau est constamment exposée a une
multitude d'informations provenant du monde extérieur auquel elle est directement

en contact.

Ces informations sont détectées par des récepteurs ou des terminaisons
nerveuses libres répartis a travers la peau, puis transmises par différents types de

fibres nerveuses sensitives.

Ces fibres, organisées en réseau dans le derme, sont les prolongements des
neurones chargés de transporter les informations sensorielles vers le SNC. En
conséquence, les stimuli sensitifs cutanés sont percus par l'individu, qui en est

conscient [54].

1.1.10.2. Voies efférentes du systéme nerveux cutané

Les voies efférentes du systéme nerveux cutané, appartenant au systéme
nerveux autonome qui contrble les réponses motrices involontaires, se trouvent
exclusivement dans la peau. Bien qu'elles soient moins nombreuses que les fibres
sensitives, elles sont présentes dans le derme ou elles s'entremélent étroitement
avec les fibres sensitives du plexus dermique. Les fibres motrices cutanées se
divisent en types B et C. Leur réle consiste a innerver et réguler les muscles
horripilateurs, les glandes sudoripares, les vaisseaux sanguins, ainsi que d'autres
structures comme les vaisseaux lymphatiques, les glandes eccrines et sébacées,

les anastomoses artério-veineuses et les follicules pileux [54].

1.2. Physiologie de la peau

La structure anatomique de la peau montre son réle fondamental en tant que
barriére multifonctionnelle. Cette barriére agit a plusieurs niveaux : elle assure une
protection physique, mécanique, chimique et immunologique. De plus, la peau

contribue activement au maintien de I'équilibre interne du corps en régulant son
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hydratation et sa température. Elle joue également un réle crucial dans la perception

sensorielle, permettant une interaction sensible avec I'environnement.

1.2.1. Barriere physique

La fonction principale de la peau est de servir de barriere physique, un

élément crucial qui garantit la préservation de I'environnement interne du corps.

L'épiderme, en particulier sa couche cornée, joue un réle crucial en tant que
barriére protectrice contre les agressions extérieures, préservant ainsi les organes

internes des dommages potentiels.

La structure de cette barriere, composée de cornéocytes liés par une
enveloppe cornée et un ciment lipidique, forme une défense efficace contre divers
eléments extérieurs tels que la pollution, les produits chimiques, les allergénes, les

agents pathogénes et les rayonnements solaires [55].

1.2.2. Hydratation

Le derme joue un réle crucial dans le maintien de I'nydratation cutanée en
stockant I'eau. Cette réserve hydrique provient du systéme vasculaire et se lie a des
macromolécules telles que les protéoglycanes et I'acide hyaluronique, constituant
la substance fondamentale du derme. Cette capacité du derme a retenir I'eau agit

comme une éponge [56].

Les lipides présents dans I'espace entre les cellules cornéocytaires forment
un film hydrophobe qui agit comme une barriére protectrice contre la déshydratation
cutanée. Cependant, malgré cette barriére, la couche cornée permettrait une perte
d'eau trans-épidermique/minimale, qui peut étre exacerbée dans certaines
conditions pathologiques telles que le psoriasis, la xérose et la dermatite atopique
[57].

1.2.3. Réqulation thermique

La peau est le principal acteur dans la régulation thermique, produisant ou
dissipant de la chaleur selon les besoins. Les échanges thermiques entre le corps
et I'environnement se réalisent a travers quatre mécanismes : le rayonnement

infrarouge, la conduction thermique, la convection par le brassage d'air sur la peau
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et I'évaporation de Il'eau. Ainsi, des processus biologiques intracellulaires sont

déclenchés pour répondre aux variations thermiques extérieures.

La régulation de la température corporelle implique le systéme vasculaire du
derme et ses annexes cutanées. Par exemple, en cas d'exposition a une chaleur
excessive, les glandes sudoripares eccrines sont stimulées par le systéme nerveux
sympathique sous le contrdle de I'hypothalamus, ce qui entraine la sécrétion de
sueur [58]. L'hypoderme contribue également au maintien de la température

corporelle en agissant comme un isolant thermique [59].

1.2.4. Organe sensoriel

La peau est un organe richement ultra-innervé qui assure une fonction tactile
cruciale. Elle détecte une multitude d'événements et de stimuli pour les transmettre
au cerveau, permettant ainsi a l'individu d'adopter des réponses appropriées a son

environnement.
Ce réle sensoriel de la peau se manifeste a travers plusieurs mécanismes [58] :

» La sensibilité tactile, également connue sous le terme de mécanoception, est
attribuée au systéme mécanorécepteur, qui permet la perception du toucher
en détectant les vibrations et les pressions.

» La sensibilité aux variations physico-chimiques telles que la chaleur et le froid
est assurée par les thermorécepteurs, qui contribuent a la régulation de la
température corporelle en influencant la vascularisation du corps par le biais
du thalamus.

» La sensibilité nociceptive repose sur les nocicepteurs, des récepteurs
sensibles a la douleur qui réagissent aux stimuli tels que les pincements, les
pigldres, les températures extrémes (> 45°C ou < -20°C) et aux substances

provoquant la douleur.

1.2.5. Sécrétion et excrétion

La peau joue un réle central dans la production de structures kératinisées
telles que les poils, les griffes et la couche cornée de I'épiderme. De plus, elle abrite

des glandes qui sécretent du s€bum ainsi qu'une quantité moindre de sueur.
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1.2.6. Métabolisme

La peau est un milieu de production de mélanine par les mélanocytes,
localisés dans la couche basale de I'épiderme, les follicules pileux et les canaux des
glandes sudoripares et sébacées [60]. La mélanine est responsable de la
pigmentation de la peau et du pelage, et elle agit comme un mécanisme de

protection contre les dommages induits par I'exposition au soleil.

Egalement, la peau joue un réle essentiel dans le métabolisme de la vitamine
D3. Les rayons solaires stimulent la conversion du 7-déshydrocholestérol en

vitamine D3 dans I'épiderme [60].

1.2.7. Immunité

La peau agit comme une barriere de défense active contre les agents
pathogenes grace a la présence de cellules immunitaires spécialisées. Lorsque des
pathogenes pénétrent, la peau déclenche un systeme de défense immunitaire
impliquant des cellules immunitaires résidentes dans les couches externe

(épiderme) et interne (derme) de la peau.

Parmi ces cellules, les cellules présentatrices d'antigenes, comme les
cellules de Langerhans et les cellules dendritiques, jouent un réle crucial. Elles
détectent les agents pathogenes et interagissent avec les lymphocytes T du
systéme lymphatique pour monter une réponse immunitaire spécifique visant a les

éliminer [61].
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CHAPITRE 2 : CLASSIFICATION DES PLAIES ET PROCESSUS DE
CICATRISATION

Les plaies peuvent étre définies comme des perturbations de la continuité
cellulaire, anatomique et fonctionnelle des tissus vivants dues a des dommages
physiques, chimiques, thermiques, microbiens ou immunologiques. Quelle que soit
leur étiologie, ces lésions entrainent la destruction partielle ou totale de I'épiderme

et/ou du derme.

La prise en charge des plaies cutanées représente un enjeu de santé. Dans
ce contexte, la classification des plaies permet, selon des criteres étiologiques,
anatomiques et évolutifs d’adapter la stratégie de traitement en fonction du type

Iésionnel.

Par ailleurs, une connaissance approfondie des phases et des facteurs
régulant le processus de cicatrisation permet de développer des interventions
thérapeutiques ciblées visant & accélérer la guérison, a minimiser les complications

et a favoriser enfin la restauration fonctionnelle des tissus.

2.1. Classification des plaies

Les plaies cutanées suite a une blessure sont classées selon plusieurs facteurs :

» La profondeur, évaluée selon trois degrés et ce, pour caractériser la sévérité
de la plaie, notamment dans le cas des brllures (premier, deuxiéme et
troisieme degré) ;

» L'étendue, représentée par la surface affectée ;

» La nature de I'agression, comprenant les traumatismes, la chaleur, le froid et
les agents chimiques ;

» L’évolution, classée soit comme des plaies a évolution chronique ou a

evolution aigue.
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2.1.1. Selon la profondeur de la plaie

2.1.1.1. Premier deqgré

Les plaies du premier degré, également appelées les plaies partielles, se
limitent a I'épiderme. Elles sont généralement causées par une Iégére brilure, a
une exposition prolongée au soleil ou a une abrasion mineure, et restent
douloureuses pendant quelques jours. Les kératinocytes de I'épiderme morts se
desquament et sont remplacés par la prolifération des cellules basales, sans

qu'aucune cicatrice ne se forme [62], [63].

2.1.1.2. Deuxiéme deqré

Les lésions du deuxiéme degré sont plus profondes et causent une douleur
intense car elles affectent les terminaisons nerveuses du derme. Ces blessures
résultent généralement de brdlures plus importantes, d'abrasions cutanées ou de
coupures. Elles entrainent la destruction de I'épiderme, de la membrane basale et
d'une partie du derme. Elles peuvent atteindre le derme papillaire (blessures peu
profondes), comme elles peuvent aller plus profondément en altérant le derme
réticulaire. Toutefois, une portion saine du derme ainsi que des annexes cutanées

demeureraient intactes, et favoriseraient ainsi la ré-épithélialisation.

La cicatrisation de ces lésions est souvent laborieuse et peut laisser une
cicatrice permanente, notamment dans le cas de plaies profondes[62],[63]. Les
lacérations nécessiteront éventuellement des sutures pour refermer les plaies du
deuxieme degré, tandis que des greffes cutanées pourraient étre envisagées en cas
d'étendue importante ou de blessures de deuxiéme degré profondes, telles que les
bralures [48].

2.1.1.3. Troisiéme deqgré

Les Iésions de troisieme degré se distinguent par l'altération totale de
I'épiderme et du derme. Une brilure sévere, une coupure profonde ou une abrasion
importante entraineraient la perte des terminaisons nerveuses, rendant ainsi ces
blessures insensibles. Dans ce cas, la cicatrisation doit commencer a partir des
bords de la plaie. Aprés une lacération, des sutures, des broches ou des
pansements seraient nécessaires si la taille ou I'emplacement de la plaie

augmenteraient le risque de déhiscence.
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Pour les abrasions ou les brilures étendues de troisieme degré, une greffe
serait indispensable pour permettre la guérison. En Il'absence de greffe, la
régénération tissulaire serait laborieuse, prolongée et esthétiqguement peu
satisfaisante [62], [63].

Epderne ';. 3 B
(;_ &

Derme

Hypexlerme « it _
Pean Fremier Deouxieéme Denxigme  Troisidme
noemale degrd degré dosré degré
superficic) profon:d

Flaies

Figure 2.1 : Classification des plaies cutanées en fonction de leur profondeur.

2.1.2. Selon I'étendue de la plaie

L'étendue d'une blessure revét une importance primordiale dans la prise en
charge d’une plaie. Ainsi, les interventions thérapeutiques et les mesures de
prévention vis-a-vis des infections varieront en fonction d'une Iésion localisée ou

d'une blessure affectant une proportion significative de la surface corporelle.

La prise en charge thérapeutique peut aller de l'application d’un simple
pansement pour des plaies superficielles et circonscrites a l'utilisation de greffes de
peau autologue ou d'autres substituts dermiques pour les pertes de substance
majeures et étendues. On peut également avoir recours au débridement chirurgical,
une procédure visant a éliminer les tissus nécrosés et a réparer le site de la plaie
[64].

2.1.3. Selon la nature de la plaie

La nature de la blessure influe sur les caractéristiques de la plaie, ce qui a
un impact sur sa présentation ainsi que sur son processus de guérison, naturelle ou

thérapeutique.
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Ainsi, des plaies causées par une action thermique subiraient une
perturbation importante de la matrice extracellulaire par rapport a celles ayant été
causeées par une incision, impactant ainsi leur profil inflammatoire et leur réparation

tissulaire, éventuellement [65].

2.1.4. Selon I'évolution dans le temps

2.1.4.1. Plaies aiques

Il s'agit d'une Iésion tissulaire qui évolue selon un processus de réparation
ordonnée et qui aboutit a une restauration durable de l'intégrité anatomique et
fonctionnelle. Elles sont généralement causées par des coupures ou des incisions
chirurgicales et le processus de cicatrisation s'achéverait dans les délais prévus
[66].

2.1.4.2. Plaies chroniques

Ces plaies sont dues a des infections locales, a I'hypoxie, a des
traumatismes, a des corps étrangers et a des problémes systémiques comme le

diabéte sucré, la malnutrition, I'immunodéficience ou les médicaments.

Elles sont considérées comme chroniques lorsque le temps de cicatrisation
ne suit pas I'évolution prévue ou ne se situe pas dans la fourchette de ce qui est
considéeré comme une trajectoire de cicatrisation normale. L'ensemble du processus
est prolongé. Les plaies considérées comme chroniques résistent souvent aux
tentatives de traitement. En outre, la qualité des tissus pourrait étre de mauvaise
qualité, entrainant ainsi une mauvaise fermeture fonctionnelle, et par voie de

conséquences les plaies pourraient de nouveau surgir [67].

2.2. Processus de la cicatrisation

Le mécanisme de cicatrisation des plaies passe par plusieurs phases
notamment : ’hémostase, la réponse inflammatoire, la prolifération et la formation

de tissu de granulation et enfin le remodelage et la maturation tissulaire (Figure 2.2).

Dans les conditions normales, le processus suit une séquence temporelle

tres spécifique, mais les phases pourraient se chevaucher dans le temps [3].
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Des interruptions, des anomalies ou une prolongation du processus peuvent
engendrer un retard de la cicatrisation des plaies ou une plaie chronique non

cicatrisable.

(1) Hemostasis (2) Inflammation (3) Proliferation (4) Remodeling
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Figure 2.2 :lllustration des phases du processus de cicatrisation des plaies [68].

2.2.1. Hémostase

L'hémostase commence dés que la Iésion du tissu survienne et peut
s'étendre de 1 a 3 jours [69]. Elle comprend plusieurs étapes successives.
Initialement, une contraction des vaisseaux sanguins se déroule autour de la plaie,

qui peut durer généralement de 15 a 60 secondes.

Cette vasoconstriction vise a réduire le flux sanguin afin de faciliter la mise
en place de I'némostase primaire et de limiter le saignement. Pendant cette phase,
une agregation d’'un amas de plaquettes se produit pour stopper ce saignement, en

formant par la suite un bouchon hémostatique pour arréter ce saignement [70].

Apres, les brins de fibrine forment un réseau entre les plaquettes agrégées,
piégeant les globules rouges et forment un caillot de fibrine imperméable. Ce dernier
scelle le site de la blessure et empéche toutes éventuelles hémorragies et

infections.

Le caillot sanguin formé et les tissus autour de la plaie libérent des cytokines
pro-inflammatoires et des facteurs de croissance. Parmi ces derniers, on retrouve
le facteur de croissance transformant béta (TGF-[3), le facteur de croissance dérivé

des plaquettes (PDGF), le facteur de croissance des fibroblastes (FGF) et le facteur
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de croissance épidermique (EGF). Le PDGF en particulier exerce un effet
chimiotactique sur les fibroblastes et les cellules musculaires lisses, comme

démontré dans des études in vitro [71].

Le TGF-B, quant a Ilui active la transformation des fibroblastes en

myofibroblastes [72].

L'EGF va soutenir par la suite la ré-épithélialisation. Notons que, que le caillot
sanguin contient des molécules de fibrine, de la fibronectine, de la vitronectine et
des thrombospondines, formant la matrice provisoire comme une structure
d'échafaudage pour la migration des leucocytes, des kératinocytes, des fibroblastes

et des cellules endothéliales et comme un réservoir de facteurs de croissance.

Cette phase, appelée hémostase secondaire, dure généralement entre 3 et
5 minutes, favorisant ainsi le processus de coagulation. Par la suite, la mise en
place de ce réseau de fibrine stimule la croissance des fibroblastes et des cellules
musculaires lisses dans la paroi des vaisseaux, amorgant ainsi le processus de

réparation qui finira par dissoudre le caillot grace a la fibrinolyse.

Aprés l'arrét du saignement, la phase inflammatoire de la cicatrisation
débute. Durant cette phase, différents types de cellules immunitaires sont attirées
vers le site de la plaie par un processus appelé chimiotaxie. D’abord une infiltration
de neutrophiles est observée, suivie séquentiellement par [linfiltration de
macrophages et de lymphocytes. La présence de ces cellules inflammatoires a la

plaie favorise, étape cruciale du processus de guérison.

2.2.2. Réponse inflammatoire

La deuxiéme étape du processus de cicatrisation consiste a I'élimination des
corps étrangers et des tissus nécrosés du site de la blessure. Elle démarre apres la
libération des cytokines et des facteurs de croissance par les fibroblastes situés

dans la région affectée [73].

Parmi ces substances, il y a les interleukines telles que l'interleukine-13 et le

facteur de nécrose tumorale (TNFa).

Ces éléments déclenchent une réponse inflammatoire, notamment en

attirant les neutrophiles vers la zone affectée, ayant un réle important dans
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['élimination des microbes envahissants et des débris cellulaires dans la zone de la
plaie [74].

Par la suite, les monocytes sont recrutés et se transforment en macrophages,
et contribuent a des processus tels que la phagocytose, l'angiogenese et le
recrutement cellulaire. En parallele, ces cellules inflammatoires favorisent
I'intervention de molécules spécifiques, notamment des enzymes lysosomales (des
lipases ou des protéases, ainsi que des espéces oxygénées), qui contribuent au
nettoyage de la plaie. Ainsi, les macrophages libérent des cytokines qui favorisent
la réponse inflammatoire en recrutant et en activant des leucocytes supplémentaires
[75].

Du point de vue macroscopique, cette phase se manifeste par I'apparition de
signes caractéristiques de l'inflammation, représentés par la formation d'un cedeme
et d'un érythéme autour de la plaie, la sensation de chaleur, ainsi qu'une douleur
pulsatile [76].

Mise a part une contamination éventuelle étendue de la plaie ne se soit
produite, l'infiltration de neutrophiles dans la plaie cesse en quelques jours. La
plupart des neutrophiles sont piégés dans le caillot de la plaie et les tissus
desséchés, puis sont soit expulsés avec l'escarre, soit détruits par la phagocytose
des macrophages. En éliminant ces cellules apoptotiques, les macrophages
subissent une transition phénotypique vers un état réparateur qui stimule les
kératinocytes, les fibroblastes et l'angiogenése pour favoriser la régénération
tissulaire. De cette maniere, les macrophages favorisent la transition vers la phase

proliférative de la cicatrisation [77].
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Figure 2.3 : Phase inflammatoire aprées une plaie cutanée ; hémostase et invasion

de cellules inflammatoires [78].

2.2.3. Prolifération et granulation

La troisieme phase du processus de cicatrisation se déclenche de 2 a 10
jours, apres l'apparition de la blessure, ayant pour rdle la restauration d’'une barriere
épithéliale stable en vue de la formation d'un tissu cicatriciel. La phase proliférative
suit généralement et se chevauche avec la phase inflammatoire, et se caractérise
par la prolifération et la migration épithéliales sur la matrice provisoire a l'intérieur

de la plaie (ré-épithélialisation).

Au cours de la phase inflammatoire, les macrophages et les neutrophiles
liberent des cytokines et des chimiokines pour initier le recrutement cellulaire au site

de la lésion [69].

Pendant cette phase de prolifération cellulaire, le phénomeéne de granulation
se déclenche et favorise la création d'un nouveau tissu conjonctif hautement
vascularisé. Sous l'effet de facteurs de croissance, les fibroblastes produisent du
collagene ainsi que des glycosaminoglycanes et des protéoglycanes, qui sont des

composants majeurs de la matrice extracellulaire.
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Ces derniers contribuent a la fermeture de la plaie. Parallelement, les

angioblastes établissent un nouveau réseau capillaire, tandis que les kératinocytes

se regroupent sur les bords de la plaie pour permettre la ré-épithélialisation du tissu

[79].
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Figure 2.4 : Phase proliférative de processus de cicatrisation [78].

2.2.4. Remodelage et maturation

Apres une prolifération robuste et une synthése de la matrice extra-cellulaire,

la cicatrisation des plaies entre dans la phase de remodelage finale. Le remodelage

ou la maturation constitue la phase la plus longue du processus de cicatrisation.

Elle survient environ deux a trois semaines apres la blessure et peut durer plusieurs

années.

Pendant cette période, l'activité immunitaire diminue progressivement, tandis

gu'une réorganisation de la matrice extracellulaire et du tissu granulaire se produit

afin de produire un tissu cicatriciel qui se rapproche le plus possible du tissu

d'origine. Cela implique notamment une régression de nombreuses capillaires

nouvellement formées, de sorte que la densité vasculaire de la plaie revienne a la

normale et une augmentation de la quantité de collagéne [80].
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Le collagene lll, produit lors de la phase proliférative, est remplacé par un
collagéne | plus fort qui est orienté en petits faisceaux paralleles. Plus tard, les
myofibroblastes provoquent des contractions de la plaie par leur fixation multiple au

collagéne et aident a réduire la surface de la cicatrice en développement [81].

La plaie subit une contraction physique tout au long du processus de
cicatrisation, qui est censée étre médiée par des fibroblastes contractiles

(myofibroblastes) qui apparaissent dans la plaie [74].

Il est a noter que certains composants cutanés ne se rétabliront jamais
complétement apres la fermeture de la plaie. Les annexes sous-épidermiques telles
que les follicules pileux ou les glandes sudoripares n'ont aucun potentiel de guérison
ou de repousse aprés une blessure grave. L'épiderme de la cicatrice résultante
differe de la peau non affectée aprés la cicatrisation de la plaie en raison de
I'absence de papilles réticulaires qui sont normalement ancrées dans la matrice
tissulaire sous-jacente et sont responsables de la connexion étroite de I'épiderme

au derme [82].

Toutefois, certains types de plaies ne suivent pas le processus classique de
cicatrisation et restent dans une phase inflammatoire prolongée, ce qui les qualifie

de plaies chroniques.
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Figure2.5 :Phase de remodelage de processus de cicatrisation [78].

2.3. Facteurs affectant la cicatrisation

Les facteurs qui influencent le processus de réparation tissulaire suite a une
blessure peuvent étre classés en deux catégories principales : les facteurs locaux
et les facteurs systémiques. D'une part, les facteurs locaux sont ceux qui affectent
directement les caractéristiques de la plaie elle-méme. D'autre part, les facteurs
systémiques représentent |'état général de santé de la personne blessée et sa

capacité globale a accepter et accélérer le processus de cicatrisation [3].

2.3.1. Facteurs locaux

2.3.1.1. Oxygénation

Un apport adéquat en oxygéne est essentiel pour permettre aux cellules de
fonctionner correctement, notamment pour générer I'énergie nécessaire a leurs
activités métaboliques. |l est essentiel pour presque tous les processus de
cicatrisation. Il prévient l'infection des plaies, induit I'angiogenése, augmente la
différenciation, la migration et la ré-épithélialisation des kératinocytes. Il favorise
aussi la prolifération des fibroblastes et la synthése du collagéne, et encourage la

contraction des plaies [83].
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La rupture des vaisseaux sanguins et la forte demande en oxygéne des
cellules impliquées dans la réparation créent un microenvironnement trés pauvre
en oxygéne, donc hypoxique, au niveau de la plaie dans ses premiers stades. Si
I'apport en oxygéne n'est pas rétabli, le processus de cicatrisation se trouve entrave.
En effet, bien qu'une hypoxie temporaire juste aprés la blessure déclenche la
cicatrisation, une hypoxie prolongée ou chronique au site de la plaie finit par retarder
et compromettre la guérison. Un apport suffisant en oxygene est donc crucial pour
permettre une cicatrisation optimale [84].

2.3.1.2. Infections

En cas de Iésion cutanée, les microorganismes normalement présents a la
surface de la peau peuvent pénétrer et atteindre les tissus sous-jacents. L'état de
I'infection et le statut de réplication des micro-organismes déterminent si la plaie est
classée comme ayant une contamination, une colonisation, une infection locale, une

colonisation sévere et/ou une infection invasive qui se propage (Figure 2.6).

La contamination fait simplement référence a la présence d'organismes non
réplicatifs sur la plaie. La colonisation, elle, implique la présence de micro-
organismes capables de se répliquer sur la plaie, mais sans causer de dommages
tissulaires. Un stade intermédiaire est celui de l'infection locale ou de la colonisation
sévere, ou les micro-organismes se multiplient activement et déclenchent des
réactions au niveau des tissus de la plaie. Enfin, l'infection invasive survient lorsque
les organismes proliferent a l'intérieur méme de la plaie, causant des Iésions

supplémentaires chez I'hote [85].

A
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Figure 2.6 : Spectre clinique de la colonisation et de l'infection des plaies.
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Initialement, les plaies sont colonisées par des commensaux cutanés, mais
le schéma de colonisation évolue avec le temps si la plaie n’est pas bien prise en

charge.

Au début, les plaies sont principalement peuplées d'organismes Gram-
positifs [86]. Les bacilles a Gram négatif aérobies tels que les Pseudomonas spp.
sont un autre groupe d'organismes détectés ultérieurement dans la colonisation de
la plaie ; ces organismes pourraient ne pas envahir les tissus plus profonds, mais
auraient tendance a entrainer une détérioration significative de la plaie en raison de
la production d'enzymes destructrices des tissus, de mécanismes antiphagocytaires

et d'adhérence, ainsi que d'exotoxines et d'endotoxines [87].

Les agents pathogénes aérobies ou facultatifs tels que Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa et les streptocoques b-hémolytiques sont
couramment isolés des plaies infectées et cliniguement non infectées. Ces
organismes sont relativement faciles a mettre en culture, ce qui peut contribuer a
leur détection fréquente. Les organismes anaérobies constituent une proportion
significative de la population microbienne des plaies chroniques [88]; en particulier,
les plaies situées a proximité de la cavité buccale et de l'intestin hébergent une flore

microbienne cohérente avec la flore résidente de ces sites [89].

L'inflammation est un élément normal du processus de cicatrisation et joue
un réle important dans I'élimination des micro-organismes contaminants. Toutefois,
en l'absence d'une élimination efficace des agents pathogénes, l'inflammation peut
étre prolongée. Les bactéries et les endotoxines peuvent entrainer une
augmentation des cytokines pro-inflammatoires telles que l'interleukine-1 (IL-1) et
le TNF-a qui prolongent la phase inflammatoire. Si cette inflammation persiste, la

plaie peut devenir chronique set ne pas se cicatriser.

Cette inflammation prolongée entraine également une augmentation du taux
de métalloprotéases matricielles, une famille de protéases capables de dégrader la

matrice extra-cellulaire.

Parallélement a I'augmentation de la teneur en protéases, il se produit une
diminution du niveau des inhibiteurs de protéases d'origine naturelle. Ce
changement dans l'équilibre des protéases peut entrainer une dégradation rapide
des facteurs de croissance qui apparaissent dans les plaies chroniques [90].
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Comme dans d'autres processus infectieux, les bactéries des plaies
infectées se présentent sous la forme de biofilms, qui sont des communautés
complexes de bactéries agrégées intégrées dans une matrice polysaccharidique

extracellulaire autosécrétée [85].

Les biofilms matures développent des microenvironnements protégés et sont
plus résistants aux traitements d’antibiotiques conventionnels. Staphylococcus
aureus (S. aureus), Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) et les streptocoques
B-hémolytiques sont des bactéries courantes dans les plaies infectées et

cliniquement non infectées [91].

P. aeruginosa et Staphylococcuss spp. semblent étre des acteurs majeurs dans les
infections bactériennes des plaies. De nombreux ulcéres chroniques peinent a
guérir probablement en raison de la présence de biofilms contenant P. aeruginosa.
Ces biofilms forment une sorte de barriére protectrice empéchant les neutrophiles,
les globules blancs phagocytaires, d'atteindre et d'éliminer les bactéries. Ce
mécanisme de défense des biofilms pourrait expliquer pourquoi les traitements
antibiotiques échouent parfois a éradiquer les infections bactériennes dans les

plaies chroniques [92].

2.3.2. Facteurs systémiques

2.3.2.1. Age

L'age constitue un facteur de risque majeur pour des perturbations du
processus normal de cicatrisation des plaies. De nombreuses études cliniques et
expérimentales chez I'animal, a I'échelle cellulaire et moléculaire, se sont penchées
sur les changements et les retards de cicatrisation observés avec I'avancée en age
[93].

Ce retard de cicatrisation lié a l'age s'explique en partie par des
dysfonctionnements de la réponse inflammatoire. On observe notamment un
ralentissement du recrutement des lymphocytes T vers le site de la plaie, des
perturbations dans la production des chimiokines qui guident les cellules
immunitaires, ainsi qu'une diminution de la capacité des macrophages a phagocyter

et éliminer les débris cellulaires et agents pathogénes [94].



53

Un retard dans la ré-épithélialisation, la synthése de collagéne et
I'angiogenése a également été observé chez les souris agées par rapport aux

jeunes souris [95].

2.3.2.2. Stress

Des études chez 'homme et chez l'animal ont démontré que le stress
psychologique entraine un retard important dans la cicatrisation des plaies. Le
stress augmente les glucocorticoides et réduit les niveaux de cytokines pro-
inflammatoires IL-13, IL-6 et TNF-a sur le site de la plaie. Le stress réduit également
I'expression de I'lL-1a et de I'lL-8 sur le site de la plaie, deux chimio-attractants
nécessaires a la phase inflammatoire initiale de la cicatrisation. Ainsi, le stress altére
l'immunité normale a médiation cellulaire au niveau de la plaie, entrainant un retard

important dans le processus de cicatrisation [96].

2.3.2.3. Diabéte

Les personnes diabétiques présentent une altération avérée de la
cicatrisation des plaies aigués. En outre, cette population est susceptible de
développer des ulceres du pied diabétique chroniques ne cicatrisant pas, et dont la
fréquence est estimée a 15% de I'ensemble des personnes atteintes de diabéte
[97].

L'altération de la cicatrisation qui se produit chez les personnes atteintes de
diabéte implique I'hypoxie, le dysfonctionnement des fibroblastes et des cellules
épidermiques, l'altération de I'angiogenése et de la néovascularisation, des niveaux
élevés de métalloprotéases, une diminution de la résistance immunitaire de I'n6te

et une neuropathie.

2.3.2.4. Thérapie médicale

De nombreux médicaments sont susceptibles d'interférer avec le processus
de cicatrisation des plaies, que ce soit en perturbant la formation des caillots
sanguins, le fonctionnement des plaquettes, la réponse inflammatoire ou encore la
prolifération cellulaire. Parmi les catégories de médicaments couramment utilisés
qui ont un impact significatif sur la cicatrisation, il y a les stéroides glucocorticoides,

les anti-inflammatoires non stéroidiens ainsi que les agents chimio-thérapeutiques.
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2.3.2.5. Obeésite

Les personnes obéses sont souvent confrontées a des complications liées
aux plaies, notamment l'infection des plaies cutanées, la déhiscence, la formation
d'hématomes, les ulcéres de pression et les ulceres veineux. En particulier, le taux
d'infection du site opératoire est plus élevé chez les patients obéses. Ces
complications peuvent résulter d'une hypoperfusion et d'une ischémie relative qui
se produisent dans le tissu adipeux sous-cutané. Dans le cas des plaies
chirurgicales, la tension accrue sur les bords de la plaie, fréquemment observée

chez les patients obéses, contribue également a la déhiscence de la plaie [98].

2.3.2.6. Alcool et tabagisme

Des données cliniques et des expérimentations sur des animaux ont montré
que I'exposition a l'alcool entrave la cicatrisation des plaies et augmente l'incidence
des infections [99]. La consommation de Il'alcool diminuerait la résistance de
I'organisme et l'intoxication a I'éthanol au moment de la blessure est un facteur de

risque d'augmentation de la sensibilité a I'infection de la plaie.

Quant au le tabagisme, plusieurs études ont révélé qu'un retard de
cicatrisation est observé chez les patients fumeurs, ainsi qu'une augmentation du
risque de diverses complications telles que l'infection, la rupture de la plaie, la
nécrose de la plaie et du lambeau, I'épidermolyse et une diminution de la résistance

a la tension des tissus cicatriciels [100].

2.3.2.7. Alimentation

La malnutrition ou les carences en nutriments spécifiques peuvent avoir un
impact profond sur la cicatrisation des plaies aprés un traumatisme ou une
intervention chirurgicale. Les patients souffrant de plaies chroniques ou ne
cicatrisant pas et présentant une carence nutritionnelle ont souvent besoin de
nutriments spécifiques. Le métabolisme énergétique, glucidique, protéique,
lipidique, vitaminique et minéral peut affecter le processus de cicatrisation [101].
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CHAPITRE 3 : GENERALITES SUR LE MIEL ET SES PROPRIETES
THERAPEUTIQUES

3.1. Miel

3.1.1. Définition

Le miel est une substance sucrée naturelle produite par les abeilles de
l'espéce Apis mellifera. Sa fabrication débute par la récolte par les abeilles de
différentes matiéres premiéres sucrées comme le nectar des fleurs, les sécrétions
veégetales ou les exsudats sucrés laissés par certains insectes sur les plantes. Les
abeilles combinent alors ces éléments avec leurs propres sécrétions, puis déposent
ce meélange dans les rayons de la ruche. La, elles provoquent sa déshydratation
progressive et le laissent mdrir jusqu'a obtenir la texture et la composition
caractéristiques du miel. Cette définition vise a exclure toute forme de fabrication a
partir de substances artificielles, telles que I'ajout de sucre pour nourrir les abeilles
[102].

3.1.2. Fabrication du miel

Les abeilles butineuses collectent le nectar des fleurs ou le miellat, une
sécretion sucrée produite par des insectes suceurs tels que les pucerons ou les
cochenilles, qu'elles stockent dans leurs jabots. En route vers la ruche, une enzyme
appelée l'invertase est sécrétée dans le jabot de l'abeille, hydrolysant le saccharose

en glucose et en fructose [103].

Arrivées a la ruche, les abeilles butineuses régurgitent le nectar aux abeilles
receveuses. Ces dernieres, a leur tour, continuent ce processus de régurgitation et
de ré-ingestion en mélangeant le nectar avec de la salive et les sucs digestifs,
complétant ainsi la digestion des sucres par trophallaxie. Tout au long de ce

processus, la teneur en eau diminue tandis que le liquide se mélange a des
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sécrétions salivaires riches en enzymes. Parallelement, de nouveaux sucres sont
synthétisés [104], [103].

Le miel est ensuite stocké dans des alvéoles ou il est déshumidifié par
agitation grace aux piéces buccales des abeilles et par ventilation assurée par les
ailes des ouvrieres ventileuses. Cela crée un courant d'air qui favorise I'évaporation

de l'eau.

L'étalement du liquide en couches minces dans les cellules de cire contribue
a acceélérer ce processus. Cette évaporation est renforcée par la chaleur a l'intérieur
de la ruche (36°C a 37°C) et par le mouvement rapide des ailes des abeilles
ventileuses, générant un puissant courant d'air ascendant. Lorsque la teneur en eau
du miel atteint un niveau inférieur a 18%, il est stocké dans d'autres alvéoles, qui
sont ensuite scellées une fois remplies. Le miel est ainsi préservé en tant que

réserve de nourriture [103].

Ce processus assure a la colonie une réserve alimentaire hautement

énergétique, stable, durable et peu sensible a la fermentation.

3.1.3. Types de miel

La composition du miel varie en fonction des sources florales dont il est issu.
Pour déterminer son origine géographique, il faut procéder a une analyse pollinique
du miel. On distingue deux grandes catégories de miels : les miels mono-floraux et

les miels multi-floraux.

3.1.3.1. Miels mono-floraux

Les miels mono-floraux sont produits a partir du nectar et/ou du miellat
provenant d'une seule espece végétale. Pour obtenir ce type de miel, les ruches
doivent étre installées a proximité de la plante visée. Les miels mono-floraux se
distinguent par des caractéristiques palynologiques, physico-chimiques et
organoleptiques qui leur sont propres et spécifiques a I'espéce végétale dont ils sont
issus [105].
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3.1.3.2. Miels multi-floraux

Les miels multi-floraux, également appelés "miels toutes fleurs", proviennent
de diverses especes vegeétales. lls ne sont pas associés a une fleur ou une plante
dominante. Ces miels sont généralement identifiés soit par leur origine
geéographique, comme le "Miel de haute montagne", soit par le type de paysage
floral comme le "Miel de forét". Dans ce type de miels, aucune fleur, espéce végétale
n'a dominance sur les autres. La couleur de ces miels peut varier du jaune péale au
brun fonceé [106].

3.1.4. Composition du miel

Le miel est un produit extrémement complexe. Il se compose d'hydrates de
carbone, principalement sous forme de divers sucres ou polysaccharides,
représentant environ 80% de sa composition, tandis que I'eau constitue environ
17%. De plus, divers €éléments tels que des acides organiques, des acides aminés,
des protéines, des lipides, des sels minéraux, des enzymes, des pigments et des

vitamines sont également présents dans le miel [107].

3.1.4.1. Eau

La teneur en eau du miel est une caractéristique essentielle qui joue un réle
déterminant dans sa qualité et sa durabilité. Un taux d'humidité trop élevé,
dépassant les 20%, risque de provoquer sa fermentation, tandis qu'un taux trop bas,
inférieur & 14%, rendrait le miel trop visqueux, compliquant ainsi son extraction et
son conditionnement. Cette proportion en eau varie généralement entre 14 et 20%,
dépendant de facteurs tels que I'espéce florale et la saison. Le pourcentage idéal
se situe généralement entre 17 et 18% [108].

3.1.4.2. Saccharides

Les sucres les plus abondants sont les monosaccharides, représentés par le
fructose et le glucose, avec prés de 70% du contenu total en sucre dans le miel.
L'enzyme invertase présente dans le miel participe a I'hydrolyse des sucres
provenant du nectar, ce qui entraine la production de fructose et de glucose en

monosaccharides [109].



58

Le reste des sucres représente 10 a 15% du contenu total en sucre du miel,
y compris les disaccharides et les tri-saccharides. En plus du fructose et du glucose,
le miel contient également des oligosaccharides, du maltose, de l'isomaltose, du
maltulose, du gentiobiose, du laminaribiose, du nigerose et du kojibiose. Egalement,
le miel contient 4 a 5% de fructo-oligosaccharides, qui représentent une bonne
source de prébiotiques contribuant au soutien du systéme digestif, car ils sont

indigestes. lls soutiennent également la microflore intestinale [110].

3.1.4.3. Acides organiques

L'acide gluconique, issu du glucose, est I'acide prédominant dans le miel(en
moyenne, représentant environ 0,43% de la matiére séche) [111]. Cependant, une
variété d'une vingtaine d'acides organiques tels que les acides acétique, benzoique,
citrique, lactique, malique, oxalique, butyrique, pyroglutamique et succinique sont

egalement présents.

En plus de ces acides, d'autres composés permanents, tels que les lactones,
contribuent également a sa nature acide. Des dérivés naturels de I'acide benzoique

sont également présents en partie par million (ppm) [112].

3.1.4.4. Acides aminés et protéines

Les acides aminés et les protéines sont présents en quantités modestes
dans le miel (0,26%), tandis que la teneur en azote est négligeable, avoisinant les
0,041% [112]. Ces composés comprennent principalement des peptones, des
albumines, des globulines et des nucléoprotéines, issus soit de la plante, soit des
sécretions de 'abeille. D’autres d'acides aminés libres tels que la proline, la trypsine,
I'histidine, I'alanine, la glycine ou la méthionine sont également présentes. La proline
est identifiée comme l'acide aminé principal, représentant 80 a 90% de I'ensemble
des acides aminés présents dans le miel. Sa concentration nous renseigne sur la
maturité du miel. De plus, elle peut étre utilisée pour détecter d'éventuelles fraudes
[113].

3.1.4.5. Lipides

La quantité de lipides est en général infime dans le miel. Les stérols
constituent la majeure partie des lipides présents dans le miel, se présentant sous
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forme de cholestérol libre et d'esters de cholestérol. Ces esters peuvent étre
convertis en précurseurs d'hormones stéroidiennes apreés leur ingestion. Les autres
lipides présents comprennent les triglycérides et les acides gras tels que l'acide

palmitique, I'acide oléique et I'acide linoléique [114].

3.1.4.6. Sels minéraux

Les matiéres minérales sont présentes a un taux d'environ 0,1% dans les
miels en général, toutefois, dans les miels foncés, on les trouve en abondance. On
y trouve du potassium, du calcium, du sodium, du magnésium, du cuivre, du
manganése, du chlore, du soufre, du silicium, du fer et d’autres oligo-éléments
(Tableau 3.1).

Le potassium représente a lui seul environ la moitié de ces minéraux. Leurs
concentrations dépendent des plantes butinées par les abeilles ainsi que du type
de sol sur lequel ces végetaux poussent. De maniére générale, les miels de miellat

renferment deux fois plus de minéraux que les miels de nectar [106].

Tableau 3.1 : Constituants minéraux du miel [115].

Les constituants Quantité (mg/kg) Les constituants Quantité (mg/kg)

minéraux minéraux
Potassium 200-1500 Cuivre 0,2-6,0
Sodium 16-170 Zinc 0,5-20
Calcium 40-300 Plomb 0,02-0,8
Magnésium 7-130 Manganése 0,2-10
Fer 0,3-40 Nickel 0,3-1,3
Chrome 0,1-0,3 Aluminium 3-60
Cobalt 0,01-0,5 Cadmium 0,005-0,15

3.1.4.7. Enzymes

Le miel contient des enzymes provenant a la fois du nectar des plantes et
des sécrétions salivaires des abeilles. Parmi les enzymes les plus importantes, il y
a la gluco-invertase qui hydrolyse les disaccharides, ainsi que les amylases alpha
et béta qui facilitent la dégradation de I'amidon. Le miel renferme également une
catalase, une phosphatase, des enzymes acidifiantes et une glucose-oxydase qui
convertit le glucose en acide gluconique et en peroxyde d'hydrogéne. Cependant,
ces enzymes sont sensibles a la chaleur et peuvent étre détruites lors du chauffage

du miel. Ainsi, la présence ou l'absence de ces enzymes peut indiquer si le miel a
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été exposé a une surchauffe lors d'un traitement thermique destiné a faciliter sa

manipulation [116].

3.1.4.8. Vitamines

Le miel renferme de petites quantités de vitamines, principalement des
vitamines du groupe B provenant des grains de pollen en suspension dans le miel.
On y trouve notamment de la thiamine (B1), de la riboflavine (B2), de la pyridoxine
(B6), de I'acide pantothénique (B5), de I'acide nicotinique (B3), de la biotine (B8) et
de l'acide folique (B9). La vitamine C est également présente dans le miel. La
conservation de ces vitamines est favorisée lorsque le pH du miel est bas (acide)
[117].

3.1.4.9. Pigments

Les caroténoides et les flavonoides jouent un réle prédominant dans la
couleur du miel. Les flavonoides, faisant partie des polyphénols, détiennent des
propriétés antioxydantes significatives en contribuant a neutraliser les radicaux
libres. La quantité et la composition des flavonoides varient selon la fleur butinée.
En général, les miels plus foncés (comme ceux provenant du tournesol, du sarrasin

et du miellat) sont plus riches en flavonoides.

Parmi les flavonoides présents dans le miel, on y trouve : la pinocembrine,
la pinobankine, la chrysine, la galangine, la quercétine, la lutéoline et le kaempférol
[116].

3.1.4.10. Micro-organismes

Les micro-organismes peuvent potentiellement contaminer le miel, bien que
la plupart du temps ces contaminations soient inoffensives. Parmi eux, il y a les
levures responsables de la fermentation, les moisissures telles que Aspergillus et
Penicillium, les algues, les bactéries et les spores de champignons, qui font partie
de la flore mésophile naturelle. Dans des cas exceptionnels, des spores de
Clostridium botulinum peuvent étre présentes [118].
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Pour les miels destinés a un usage médical, une stérilisation peut étre
réalisée par irradiation aux rayons gamma. Cette méthode éliminerait tous les

agents pathogenes du miel tout en préservant son activité antibactérienne [119].

3.1.4.11. Facteurs antibactériens

Les propriétés antibactériennes du miel reposent principalement sur des
substances appelées "inhibines", parmi lesquelles le peroxyde d'hydrogene produit
par le glucose oxydase est la plus connue. En plus des inhibines dites "non
peroxydes" qui inhibent également la croissance bactérienne, d'autres facteurs
antibiotiques significatifs comprennent la défensine-1, qui joue un réle dans le
systéme immunitaire, ainsi que le méthylglyoxal qui sont présentes dans certains

types de miel [120].

3.1.4.12. Substances aromatiques

Ces substances odorantes sont responsables de l'arbme et du parfum
caracteristiques du miel. Leur composition peut évoluer avec le temps, étant des

combinaisons d'alcools, de cétones, d'aldéhydes, de quinones et d'acides [112].

3.1.4.13. Grains de pollen

La mélissopalynologie, qui consiste en I'étude du pollen présent dans le miel,
offre des informations précieuses sur son origine botanique et géographique.
Cependant, il est rare qu'un miel soit totalement monofloral a 100%, car il est difficile
de s’assurer que les abeilles ne collectent le nectar qu’a partir d'une seule espéce
de fleurs. Par conséquent, le nom donné au miel est généralement basé sur le type

de pollen prédominant [117].

3.1.4.14. Hydroxyméthylfurfural

L’hydroxyméthylfurfural, communément désigné sous l'acronyme « HMF »,
est un composé produit par la transformation du fructose en milieu acide. Sa
formation est progressive avec le vieillissement du miel, ce qui en fait un indicateur
de son age. Une concentration anormalement élevée en HMF peut révéler un

stockage prolongé ou un chauffage excessif, les deux étant des signes de
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dégradation. La quantité d'HMF recommandée est généralement inférieure a 40
mg/kg [121].

3.1.4.15. Polyphénols

Plusieurs polyphénols ont été trouvés dans le miel (de 56 a 500 mg/kg de
polyphénols). Le principal flavonoide présent dans le miel est la chrysine, le
pinobanksin et le pinocembrin, tandis que les flavonoides secondaires comprennent

la kaempférol, la galangine, la quercétine et l'isorhamnétine [122].

Une quantité moyenne d'acide phénylacétique, de léptosine, de méthyl-

syringate et d'acide méthoxyphénylacétique a été trouvée [123].

3.1.5. Paramétres physico-chimiques du miel

Le miel présente des caractéristiques physico-chimiques particuliéres qui

varient en fonction de l'origine de la plante et sa composition de ses sucres.

3.1.5.1. Densité

La densité du miel est influencée par sa teneur en eau. Un miel récolté
prématurément dans un environnement humide ou laissé pendant une période
prolongée dans un récipient de maturation peut contenir une quantité importante
d'eau, ce qui constitue un défaut détectable a l'aide d'un densimétre ou d'un
réfractomeétre. Cette densité varie généralement entre 1,39 et 1,44 a 20°C et dépend
principalement de la teneur en eau du miel, ainsi que dans une moindre mesure de

sa composition chimique [124].

3.1.5.2. Viscosité

La viscosité du miel est principalement déterminée par sa teneur en eau, sa
composition chimique et la température de stockage. De plus, les sucres présents
dans le miel peuvent partiellement cristalliser sous l'effet de divers facteurs tels que
la température, l'agitation et la composition chimique, ce qui peut entrainer un
changement significatif dans son apparence sans altérer sa composition
fondamentale [125].
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3.1.5.3. Teneur en eau

La concentration en eau revét une importance primordiale, car elle offre des
indications sur le degré de maturation du miel et peut également prédire sa stabilité
face a la fermentation et a la cristallisation pendant le stockage, ce qui influe

directement sur la conservation du produit [126].

La possibilité de fermentation est moins importante pour les miels contenant
moins de 18% d'eau [124].

3.1.5.4. Indice de réfraction

La relation entre l'indice de réfraction du miel et sa teneur en eau est
inversement proportionnelle. A une température de 20°C, l'indice de réfraction varie
entre 1,5041 et 1,4915 pour une teneur en eau comprise entre 13% et 18%, ce qui

est observé dans la plupart des types de miel [127].

3.1.5.5. pH

Le pH joue un réle crucial dans la stabilité du miel et ses conditions de
stockage [128]. Tous les types de miel sont acides, avec un pH variant généralement
entre 3,2 et 5,5. Les miels issus du nectar présentent un pH plus bas, oscillant entre
3,3 et 4,0, tandis que les miels de miellat affichent des valeurs Iégérement plus
élevées, allant de 4,5 a 5,5. Cette acidité est principalement attribuée a la présence

d'acide gluconique dans le miel [129].

3.1.5.6. Pouvoir rotatoire

Le miel est capable de polariser la lumiere, une caractéristique connue sous
le nom de pouvoir rotatoire. Ce dernier est influencé par les types et les quantités
de sucres présents dans le miel. Cette particularité est largement exploitée dans la

détermination de l'origine botanique du miel [130].

3.1.5.7. Couleur

La coloration constitue une caractéristique physique distinctive des difféerents

types de miel, étroitement liée a leur source florale et a leur composition.
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La couleur du miel peut varier d’'un aspect pratiquement incolore ou blanc a
une couleur brun foncé. Généralement, une couleur plus claire indique une teneur
moindre en minéraux, tandis qu'une couleur plus foncée suggére une concentration
plus élevée en ces éléments [131]. Des facteurs tels que le chauffage, le

vieillissement et I'exposition a la lumiére peuvent intensifier la coloration du miel.

3.1.5.8. Cristallisation

La cristallisation du miel est un phénoméne naturel et physique, et n’explique
pas éventuellement une altération du produit. Cependant, bien que le miel reste
liquide a l'intérieur de la ruche a une température de 36°C, il peut cristalliser une
fois récolter. La vitesse a laquelle cette cristallisation se produit dépend de la
température de stockage et de la composition des sucres ainsi que de leur solubilité
dans I'eau. Les miels ayant une teneur élevée en glucose ont tendance a cristalliser

plus rapidement que ceux a dominance en fructose [132].

3.1.5.9. Conductivité électrique

La conductivité électriqgue du miel se révele étre un parametre crucial pour
différencier le miel de miellat du miel de nectar. En effet, la conductivité électrique
du miel de miellat dépasse généralement 0,8 ms/cm, tandis que celle du miel de
nectar reste en dessous de ce seuil. De plus, elle est proportionnelle a la teneur en
substances minérales du miel, ce qui explique pourquoi elle est plus élevée lorsque

la concentration en minéraux est plus importante [106].

3.2. Utilisation thérapeutigue de miel

3.2.1. Historigue de 'emploi du miel en thérapie

La relation entre I'Homme et I'Abeille trouve ses racines dés la période
néolithique. Sur les parois d'une grotte dans la région de Valence en Espagne,
datant de 5 a 10000 ans avant J-C, une peinture rupestre dépeint un humain

récoltant du miel avec un panier [103].

La premiere trace référencée sur le miel remonte a une tablette sumérienne
datant de 2100-2000 av. J-C, le mentionnant comme un reméde [133], [113].
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En Egypte, dés 2400 av. J-C, les abeilles étaient exploitées. Le papyrus
d'Ebers du XVle siecle av. J-C dévoile de nombreuses préparations a base de miel
pour traiter diverses affections, telles que des blessures et des troubles digestifs,
rénaux et oculaires [104].

A son tour, Hippocrate a contribué a promouvoir l'utilisation du miel en
alimentation et en médecine, préconisant son utilisation pour divers problemes de
santé, notamment la cicatrisation des plaies, les ulcéres et les hémorroides. Les
Romains et les médecins de I'époque, comme Dioscoride et Galien ont également

vanté les vertus médicinales du miel [134].

Avec l'arrivé de I'lslam, le Coran a clairement indiqué l'activité de valeur
thérapeutique du miel. En effet, au niveau des Versets 68 et 69 de la sourate n°16
d’Ennahal et dans lesquels Dieu dit : “Prends demeure dans les montagnes et
dans les arbres et dans ce que (les hommes) construisent (pour toi), manges
de tout fruit et suis humblement les chemins de ton seigneur. Il sort de
Iintérieur de son corps une liqueur de couleurs différentes ou se trouve un

remeéde pour les hommes”.

Au XlIXe siécle, des préparations telles que les électuaires, les mellites et les
oxymels étaient courantes, utilisées a des fins thérapeutiques, avec des indications

similaires a celles des siécles précédents [104], [103].

Au XXe siecle, les Russes et les Allemands ont continué a exploiter les
propriétés curatives du miel, notamment pendant la premiere guerre mondiale, mais
son utilisation a décliné aprées la seconde guerre mondiale avec lI'avenement de

produits pharmaceutiques plus innovants [133].

Actuellement, bien que la production mondiale de miel soit estimée a 1,2
million de tonnes, représentant moins de 1% de la production totale de sucres
rapides, son utilisation a des fins thérapeutiques a progressivement diminué en

faveur de produits pharmaceutiques modernes [17].
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3.2.2. Propriétés thérapeutiques du miel

Le miel est un ingrédient naturel qui offre une gamme étendue d'activités
biologiques bénéfiques sur le plan thérapeutique. Parmi ces activités, on compte
notamment son pouvoir antioxydant, anti-inflammatoire, antibactérien et méme
anticancéreux. Cependant, lorsqu'il s'agit de favoriser la guérison des plaies, ce
sont principalement ses effets antibactériens et cicatrisants qui jouent un réle
prépondérant. Ces propriétés ont été largement étudiées et sont souvent exploitées

dans le traitement de diverses affections cutanées et dans les soins de plaies.

3.2.2.1. Propriétés antibactériennes du miel

Les résultats de plusieurs recherches démontrent I'ampleur du spectre
d'action du miel. Il a été observé qu'il est efficace contre au moins 80 espéces de
micro-organismes, comprenant des bactéries aérobies et anaérobies, tant Gram
positives que Gram négatives, ainsi que certaines bactéries résistantes aux
antibiotiques. De plus, une activité antifongique a été constatée contre certaines
levures, ainsi que contre certaines espéces d'Aspergillus, de Penicillium et de

antimicrobiens conventionnels [135].

3.2.2.1.1. Mécanismes de l'action antibactérienne du miel

Les mécanismes d’action antibactérienne (action bactéricide et bactériostatique)
du miel ont été étudiés par les scientifiques, mettant en évidence quatre facteurs
principaux : I'effet osmotique, la présence de peroxyde d'hydrogéne, les facteurs

non-peroxydes et l'acidité [136].

A. Effet osmotique

Le miel est souvent décrit comme une solution de sucres hyper-saturée,
composée principalement d'un mélange de fructose et de glucose, avec une teneur
en eau relativement basse, d'environ 18%. Ces sucres présentent une propriété
antibactérienne en raison de leur capacité a réduire l'activité de lI'eau. En effet, les
molécules de sucre du miel interagissent fortement avec I'eau, limitant ainsi la
disponibilité d'eau pour le développement des micro-organismes, ce qui est connu

sous le nom de phénoméne de déshydratation osmotique [137].
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L'application de miel sur une plaie permet aux sucres de se dissoudre dans les
tissus, créant ainsi un environnement a faible teneur en eau, ce qui inhibe la

croissance bactérienne et favorise le processus de cicatrisation.

Méme lorsqu’il est dilué, le miel conserve son activité contre les bactéries ;

seules quelques levures peuvent se développer dans de telles conditions [138].

B. Peroxyde d'hydrogene

En plus de son effet osmotique, le miel présente également une activité
bactéricide démontrée a la fois in vivo et in vitro. Cette activité est attribuée a un
composé appelé inhibine, identifié comme étant du peroxyde d'hydrogene (H202)

qui est considéré comme la principale inhibine présente dans le miel [137].

Il est produit grace a l'action d'une enzyme appelée glucose-oxydase, sécrétée
par les glandes hypopharyngées des abeilles lors de la transformation du nectar en

miel, selon la réaction d'oxydation suivante :
Glucose-oxydase + glucose + H20 — acide gluconique + H202
2 H202 + catalase = 2 H20 + O2

Les catalases, qui sont des enzymes antagonistes de la glucose-oxydase,

sont responsables de I'élimination du peroxyde d'hydrogene.

Ces enzymes sont naturellement présentes au niveau de la peau humaine,

ce qui peut limiter l'utilisation topique du miel dans le traitement des plaies.

La glucose-oxydase est une enzyme active dans un environnement plus ou
moins basique, avec un pH optimal situé autour de 6,1. Elle est également sensible
aux variations de température et a la lumiéere, ce qui souligne l'importance des

conditions de conservation du miel [139].

De plus, L'activité enzymatique de la glucose-oxydase varie en fonction de la
dilution du miel. En effet, une autre recherche a révélé qu'avec la dilution du miel,

I'activité de ce dernier peut augmenter de 2500 a 50 000 fois [136].
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C. Systémes non-peroxydes

D'autres facteurs phytochimiques, connus sous le nom de "non-peroxydes",

contribuent également a l'activité antibactérienne du miel.

» Méthylglyoxal

Une autre substance ayant des propriétés bactéricides est le méthylglyoxal 18.
La concentration en méthylglyoxal varie en fonction de l'origine géographique et
botanique du miel. Par exemple, le miel de manuka (Leptospermum scoparium)est

connu pour contenir la plus grande quantité de méthylglyoxal [140].

Cette substance peut atteindre dans ce type de miel jusqu'a 850 pg/g, ce qui lui
confere une efficacité notable contre les bactéries multi résistantes aux
antibiotiques, notamment les entérocoques résistants a la vancomycine et les

Staphylococcus aureus résistants a la méticilline.

Des recherches ont également démontré la capacité du méthylglyoxal & éliminer les
biofilms bactériens et son activité anti-inflammatoire puissante [141].

> [B-défensine 1

La B-défensine 1 agit directement sur la membrane négativement chargée des
bactéries et possede également des cibles intracellulaires, ce qui en fait un véritable
antibiotigue peptidigue et confére au miel la plupart de ses propriétés

antibactériennes.

La B-défensine 1 est produite par les glandes hypopharyngiennes et
mandibulaires des abeilles, et se trouve donc dans tous les miels, bien qu’en
quantités tres faibles, généralement de I'ordre de 2 a 3 nanogrammes par gramme
de miel. Elle est similaire a la B-défensine 1 d'origine humaine, qui joue un réle dans

l'immunité innée [120].
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> Autres facteurs

L'activité antibactérienne non peroxydasique peut également étre expliquée par la
présence de divers composés tels que le lysozyme, les complexes phénoliques et

les acides organiques, qui se trouvent naturellement dans les miels [136].

Le lysozyme, également appelé muramidase, est une enzyme
bactériostatique produite par les abeilles. Elle possede la capacité d'hydrolyser les
polysaccharides constitutifs de la paroi des bactéries aprés leur capture par les

phagocytes [142].

La quantité et le type des complexes phénoliques varient en fonction de
l'origine florale du miel. Par exemple, le miel de manuka est le plus riche en

polyphénols comparé aux autres types de miel [143].

La pinocembrine, en raison de son effet antiseptique, demeure l'un des
flavonoides les plus connus. Il est également suggéré qu'elle joue un réle essentiel

dans le maintien de I'nygiéne a l'intérieur de la ruche [144].
D. Acidité

La plupart des miels présentent un pH généralement acide, situé entre 3,2 et
5,4. Ce pH semble suffisamment bas pour inhiber la croissance de nombreuses
bactéries, comme le montrent les valeurs de pH minimales nécessaires a la
croissance de diverses espéces pathogenes, telles que Escherichia coli,
Salmonella spp., Pseudomonas aeruginosa et Streptococcus pyogenes (pH: 4,3/
4,0 /4,4 ] 4,5, respectivement) [136].

Cette acidité est principalement due a la présence d'acide gluconique, qui est

produit lors de la réaction d'oxydation du glucose.

En combinant ces divers facteurs, les bactéries ne développent généralement

pas de résistance au miel, contrairement aux antibiotiques.
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3.2.2.2. Propriétés cicatrisantes du miel

Diverses études ont démontré l'efficacité du miel dans le traitement de
différentes catégories de plaies. En effet, I'utilisation de pansements au miel non
seulement accélere significativement le processus de cicatrisation et assure la
stérilisation des blessures, mais limite également les complications esthétiques
telles que les cicatrices hypertrophiques et les problemes fonctionnels comme les

contractures post-bralures.

Plusieurs facteurs et composants du miel contribuent a accélérer la
régénération tissulaire et a améliorer a la fois la rapidité et la qualité de ce

processus.

3.2.2.2.1. Peroxyde d’hydrogéne

En plus de ses qualités antibactériennes, le peroxyde d'hydrogéne joue un
role essentiel dans le processus de cicatrisation des plaies. Libéré progressivement
par I'enzyme glucose oxydase, il contribue d'abord & une décontamination efficace
des lésions. Cette étape est critique car, lors des phases vasculaires et
inflammatoires, les tissus nécrotiques et les exsudats peuvent générer des radicaux

libres et des protéases nocifs pour la réparation tissulaire.

De plus, en réagissant avec les fluides et les exsudats des tissus
endommagés, le peroxyde d'hydrogene, décomposé par I'enzyme catalase en eau
et en oxygene, génere une "micro-effervescence". Cela favorise un nettoyage

mécanique au sein de la plaie, renforcant ainsi la décontamination [145].

En outre, le peroxyde d'hydrogéne présent dans le miel agit comme un
stimulant de la multiplication cellulaire. Il favorise la prolifération des fibroblastes,
des cellules épithéliales et I'angiogenése. Des études sur des modeles animaux
suggéerent gu'il pourrait également stimuler la synthese de collagéne en activant le
facteur de croissance transformant. Cette stimulation de la croissance tissulaire
permet a la peau de retrouver rapidement ses propriétés biomécaniques, réduisant

ainsi le temps de cicatrisation des plaies et les risques d'infection [144].
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En agissant selon ces divers mécanismes, le peroxyde d'hydrogene renforce
le processus de nettoyage mécanique et facilite la formation du tissu de granulation
dans la zone de cicatrisation, tout en évitant les effets toxiques des radicaux libres
a des concentrations élevées [146].

3.2.2.2.2. Pression osmotique

L'efficacité du miel dans la cicatrisation des plaies provient également de sa
forte osmolarité. D'une part, elle provoque un afflux de liquides vers la plaie, créant
un environnement humide riche en protéases favorable a l'autolyse et a la
cicatrisation. D'autre part, les mouvements constants des fluides contribuent a
détacher les débris tissulaires et les tissus nécrotiques, qui sont ensuite éliminés
lors des changements de pansement. Ce processus dynamique facilite le nettoyage

de la plaie et réduit la douleur associée aux soins [146].

3.2.2.2.3. pH acide

L'application de miel sur une plaie favorise sa guérison en accélérant le
processus de cicatrisation. Cette accélération est due a deux facteurs principaux
liés a l'acidité du miel. Premierement, 'acidification induite par le miel permet une
libération accrue d'oxygene par I'hémoglobine. Deuxiemement, le pH acide inhibe
I'activité d'une protéase ayant un pH optimal de 7. Cette protéase est responsable
de la dégradation des facteurs de croissance nécessaires a la prolifération des

fibroblastes pendant la phase de granulation, étape clé de la cicatrisation [10].

3.2.2.3. Autres propriétés spécifiqgues

3.2.2.3.1. Propriété désodorisante

L'utilisation de miel s'est avérée étre une solution particulierement efficace
pour atténuer voire éliminer complétement les odeurs désagréables émanant des
plaies infectées. Les propriétés antimicrobiennes du miel jouent un réle clé en
inhibant la croissance de la flore anaérobie, responsable non seulement des
mauvaises odeurs, mais aussi de la perturbation de la phagocytose des autres
bactéries présentes dans la plaie. Ces bactéries, confrontées a I'absence

d'oxygene, se tournent vers la fermentation lactique, acidifiant ainsi le milieu [147].
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Par consequent, I'application de miel sur des plaies infectées est tout a fait
appropriée, car elle permet de neutraliser les odeurs tout en entravant la

prolifération d'éventuels agents pathogenes [148].

3.2.2.3.2. Propriété antalgique

Le miel présente également des propriétés analgésiques. En premier lieu,
durant le processus inflammatoire, il agit mécaniquement et chimiquement pour
réduire la douleur. Il diminue le volume des exsudats, réduisant ainsi la pression
tissulaire, et limite la libération de prostaglandines, deux facteurs qui excitent les

terminaisons nerveuses.

En outre, grace a sa forte osmolarité, le miel attire un afflux important de
liquides vers la plaie. Cet apport de liquides présente deux avantages.
Premiérement, il empéche I'adhérence des pansements a la plaie, ce qui facilite leur
retrait sans douleur. Deuxiemement, il évite d'endommager les nouveaux tissus en

formation sous la surface de la plaie lors du changement de pansement [146].

3.2.2.3.3. Propriété nutritive

Le miel contient une variété de nutriments directement assimilables par
l'organisme, notamment des sucres, des vitamines, des acides aminés et des oligo-
éléments. Ces divers composés jouent un role nutritionnel crucial dans le processus
de cicatrisation en favorisant la réparation cellulaire. Par exemple, les sucres
augmentent le métabolisme des cellules immunitaires comme les lymphocytes, les
neutrophiles, les monocytes et les macrophages, améliorant ainsi la nutrition des
cellules impliguées dans la réparation de la plaie. Les vitamines du groupe B
favorisent principalement la régénération cellulaire et contribuent a I'hydratation de
la peau. Quant a la vitamine C, au fer et au cuivre, ils stimulent la production de

collagéne, essentielle a la cicatrisation [147].

3.2.2.3.4. Propriété anti-inflammatoire

Outre ses propriétés antibactériennes, le miel possede la capacité de lutter
contre les infections grace a ses activités anti-inflammatoires et antioxydantes. Des

chercheurs ont élucidé le mécanisme d'action du miel sur les cellules pro-
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inflammatoires impliquées dans le processus de cicatrisation. lls ont découvert qu'a
une concentration de 0,1%, le miel stimule la prolifération des lymphocytes et

favorise l'activation des cellules phagocytaires in vitro [149].

3.2.2.3.5. Propriété antioxydantes

Le miel peut renfermer une variété de polyphénols agissant comme des
antioxydants. Parmi eux, on trouve divers acides phénoliques tels que l'acide
caféique, ellagique, gallique, cinnamique et benzoique, ainsi que des flavonoides
tels que la quercétine, la pinocembrine, I'hespérétine, la myricétine, le kaempférol,

I'apigénine et la galangine.

En plus de leurs propriétés anti-inflammatoires, ces flavonoides présentent
une puissante activité antioxydante. Méme a de faibles concentrations, ces
molécules sont capables de neutraliser les radicaux libres, limitant ainsi les

processus d'oxydation et leurs effets néfastes sur I'organisme [150].

3.3. Caractéristiques de miel a usage pharmaceutique

Le miel récolté n'est pas adapté pour un usage directement médical ou
pharmaceutique, comme pour le traitement des plaies, brllures ou escarres. Au
cours de sa conservation, il peut subir divers processus qui alterent ses qualités
essentielles. De plus, selon son origine géographique, il peut étre contaminé par
diverses sources de pollution, telles que les pesticides terrestres ou aériens.

En outre, les étapes de récolte, d'extraction et de manipulation de miel
peuvent entrainer des contaminations indésirables, voire dangereuses. Avant d'étre
utilisé a des fins médicales, le miel doit subir plusieurs opérations et précautions

afin d'assurer une activité médicale sans risque, constante et reproductible.

3.3.1. Contrble des caractéristiques physico-chimigues et microbiologiques

Il est nécessaire de contrbler les caractéristiques physico-chimiques et
microbiologiques du miel destiné a un usage médical. Chaque lot doit étre soumis
a des tests pour garantir de maniére reproductible des parametres constants. Ce lot
initial doit étre caractérisé par une série d’analyses physico-chimiques et
microbiologiques, qui seront ensuite recherchés sur chaque lot de production pour

s'assurer de la constance de la matiere médicale [136].
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La quantité et la nature spécifigue des composés recherchés dépendent
principalement des objectifs médicaux visés, ce qui peut inclure la concentration en
composés antibactériens comme le peroxyde d'hydrogéne et les acides
phénoliques pour des applications antimicrobiennes, ou encore la présence de

flavonoides et d'enzymes pour des effets anti-inflammatoires et cicatrisants.

3.3.2. Parfaite sécurité

- Suppression des résidus de pesticides et de métaux lourds

Dans les régions ou l'usage de pesticides est répandu pour les cultures
intensives, il est essentiel de privilégier la récolte de miel provenant de zones
protégées. Une recherche systématique de la présence de pesticides et de métaux
lourds tels que le plomb, le mercure et le cadmium est impérative, tout en assurant

un contrdle rigoureux du processus d'extraction.

- Prévention des contaminations (par des bactéries, levures et spores de

botulisme)

Le miel est particulierement vulnérable a la contamination, notamment par l'air,
surtout dans des environnements pollués comme les établissements hospitaliers.
En présence d'’humidité, il peut favoriser la croissance de levures de fermentation
et présenter un risque de botulisme en raison de la présence de spores de la

bactérie « Clostridium Botulinum ».

Pour s’assurer que le miel contienne une charge bactérienne inférieure ou égale

a 30 UFC par gramme, la stérilisation par rayons gamma serait nécessaire [151].
- Absence des grains de pollen

Malgré que les cas d'allergies provoquées par les grains de pollen présents dans le
miel soient rares, ils peuvent cependant, représenter un risque pour certains
patients. En outre, les grains de pollen peuvent également servir de vecteurs

potentiels de pollution, notamment de plomb, de cadmium et de pesticides.
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3.3.3. Stabilité optimale des ingrédients actifs

Il est primordial d'établir une date de péremption et de maintenir une activité
bactéricide constante tout au long de cette période. La teneur en eau doit étre
maintenue au maximum 20% afin d'éviter toute fermentation qui pourrait survenir
apres trois mois en raison de l'effet hygroscopique, ce qui pourrait entrainer une

diminution de l'activité peroxydasique.

Dans les régions a climat tempéré, le miel peut étre conservé a température
ambiante, mais il est crucial de ne pas dépasser les 25°C (avec une plage idéale
entre 12°C et 25°C).

Une exposition aux rayons UV peut entrainer des altérations du miel, il est

donc recommandé de le conserver a l'abri de ces rayons [152].

Pour une utilisation optimale du miel a des fins médicales, il est impératif de
vérifier que le miel prescrit a été soumis aux mémes procédures de préparation et
de contrdle que celles des médicaments, et qu'il a prouvé son efficacité a travers

des preuves cliniques.

3.3.4. Normes pharmaceutiques de miel

Le miel destiné a un usage médical, s'il est classifié comme un médicament,
doit également obéir a des normes de qualité spécifiques en fonction de la forme
pharmaceutique employée. Il existe diverses valeurs recommandées ainsi que des
méthodes analytiques définies pour le miel, conformément a la monographie

spécifique du miel établie dans la Pharmacopée Européenne (Tableau 3.2).
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Tableau 3.2 : Normes et techniques d'analyse pour le miel [151].

Critéres Normes Techniques d’analyse
Sucres Sucres spécifiques Chromatographie sur Couche Mince
Teneur en eau Maximum 20% Réfractométrie
Conductivité électrigue  Maximum 800uS.cm-1 Conductimétrie
Angle de rotation optique Maximum +0,6° Polarimétrie
Hydroxyméthylfurfural Maximum 80 mg/kg Spectrophotométrie
Chlorures Maximum 350 mg/kg Essai Chlorure

Sulfates Maximum 250 mg/kg Essai Sulfate
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CHAPITRE 4 : IDENTIFICATION ET ANTIBIORESISTANCE DES
BACTERIES ISOLEES DU PUS PRELEVE SUR DES PLAIES
INFECTEES

4.1. Problématique et objectifs

Les plaies infectées représentent une problématique majeure en santé
humaine, surtout en post opératoire en milieu hospitalier. En fonction des bactéries
responsables, ces infections sont soit purulentes, soit séro-sanguinolentes [153].
Ces infections pyogénes perturbent le processus de cicatrisation des plaies,
entrainant une augmentation importante des codlts de traitement, de la morbidité et
de la mortalité [154], [155]. Différentes espéces bactériennes tels que les
Staphylocoques, les Entérobactéries et les Pseudomonas sont incriminées dans
ces infections. Différentes stratégies thérapeutiques sont envisagées pour les traiter
et les guérir, dont I'utilisation des molécules d’antibiotiques reste la thérapie la plus
courante [156]. Néanmoins, la résistance aux antibiotiques limite le succes
thérapeutique. Connaitre I'épidémiologie et la résistance aux antibiotiques est

nécessaire pour réduire les risques d'échec thérapeutique.

La résistance aux antibiotiques est un probléme majeur et critique de santé
publique qui suscite de plus en plus de sérieuses préoccupations a échelle mondiale
[157],[158],[159]. Plusieurs études épidémiologiques ont montré d'importantes
fluctuations de la résistance aux antibiotiques en fonction de la nature des plaies,
des germes responsables, des procédures chirurgicales et des localisations des
plaies [160].

La présente étude visait a identifier les bactéries isolées du pus prélevé sur
des plaies infectées pyogenes chez I'homme a I'établissement public hospitalier
(EPH) Makour Hamou a Ain Defla ; ainsi que d’étudier leur profil de multirésistance

aux divers antibiotiques.
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4.2. Matériel et méthodes

4.2.1. Zone d’étude

L’étude a été menée dans la wilaya de Ain Defla (Figure 4.1). Cette wilaya
occupe une localisation centrale en Algérie, située a environ 145 km au sud-ouest
d'Alger. Elle se localise dans une région qui relie I'est et 'ouest du pays. Elle est

bordée :

e Au nord, par la wilaya de Tipaza ;

e Au nord-est, par la wilaya de Blida ;
« Alest, par la wilaya de Médéa ;

e Au sud, par la wilaya de Tissemsilt ;

« Alouest, par la wilaya de Chlef.

Mer Méditerranée

Tunisie

Ain Defla

0 250 500 km
— )

<\ ‘Lj_v‘_;_\

Figure 4.1 : Situation géographique de la zone d'étude : Wilaya de Ain Defla,
Algérie [161].
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4.2.2. Site et période d’étude

Les prélévements ont été réalisés au niveau de 'EPH « Makour Hamou » (N
36°15'54.4212 ; E 1°57'49.9608) de la wilaya de Ain Defla qui posséde une capacité
de 314 lits répartis sur 14 services. L'étude a été déroulée sur une période de cinqg

ans allant de janvier 2016 a décembre 2020.

Figure 4.2 : EPH. Makour Hamou de la wilaya de Ain Defla.

4.2.3. Collecte des prélévements

Dans cette étude, un total de 620 patients, dont 262 hommes et 358 femmes
(sexe ratio M/F = 0,73), présentant des infections purulentes de plaies et au moins
un des symptdmes d'infection de plaies ont été inclus dans I'échantillonnage [162].

L'age des patients allait d'un mois a 90 ans (4ge moyen : 37,7 £ 20,69 ans).

Les échantillons de pus/plaie ont été prélevés de maniére aseptique a l'aide
d'écouvillons ou de seringues stériles jetables. Les échantillons ont été identifiés et
immédiatement transportés au laboratoire d'analyses médicales accompagnés
d’une fiche d’identification pourtant les informations nécessaires sur le sujet prélevé

(numéro de I'échantillon, age, sexe, date et nature de I'échantillon). Afin d'éviter des
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redondances dans la réalisation des prélévements, chaque patient n'a été inclus

dans I'étude qu'une seule fois pendant toute la durée de son hospitalisation.

4.2.4. Laboratoires d’analyse

4.2.4.1. Laboratoire d’analyses médicales

L'isolement et lidentification bactérienne phénotypique ainsi que le test
d’antibiorésistance des bactéries isolées, ont été réalisés au sein de service de
microbiologie du laboratoire d'analyses médicales du Dr. A. Zibouche, situé dans
chef-lieu de la wilaya de Ain Defla, en face de 'EPH Makour Hamou.

4.2.4.2. Centre de Recherche Scientifique et Technigue en Analyses Physico-

Chimiques

L'identification bactérienne par spectrométrie de masse de type désorption-
ionisation laser assistée par matrice de type MALDI-TOF MS a été effectuée au
Centre de Recherche Scientifique et Technique en Analyses Physico-Chimiques a

Bousmail (Wilaya de Tipaza) (Figure 4.3).

Figure 4.3 : Centre de Recherche Scientifique et Technique en Analyses Physico-
Chimiques [163].
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4.2.5. |dentification phénotypique des bactéries

Tous les échantillons ont d'abord été cultivés sur différents milieux de culture :

- Gélose au sang (Tmmedia Labs, Rajasthan, Inde) pour l'isolement des bactéries
exigeantes.

- Gélose Chapman (Mannitol Salt Agar MSA), (Tmmedia Labs, Rajasthan, Inde)
pour l'isolement des Staphylocoques.

- Gélose Hekteon (Tmmedia Labs, Rajasthan, Inde) pour lisolement des

Entérobactéries.

Aprés I'ensemencement, les boites de différents milieux ont été incubées a
37°C pendant 24 - 48 h avec plusieurs lectures au cours de l'incubation. Les boites

de gélose au sang ont été incubées dans une atmosphére riche en COo..

Dans le cas d'une culture polymicrobienne, des colonies distinctes de chaque
groupe bactérien avec criteres morphologiques similaires ont été sélectionnées,
repiquées et réensemenceées sur des nouvelles boites jusqu'a I'obtention de cultures

pures.

L'identification a été effectuée selon les procédures de bactériologie standard
[164]:

- Examen macroscopique des colonies.
- Coloration de Gram (examen microscopique).

- Tests biochimiques.

4.2.5.1. Examen macroscopigue des colonies

L’examen macroscopique se fait sur des cultures pures et des colonies bien
isolées en se basant sur plusieurs caractéres culturaux : la forme, le relief, le

contour, la taille, la couleur, I'opacité, la consistance, 'odeur, ...etc.

4.2.5.2. Coloration de Gram

La coloration de Gram permet une identification bactériologique basée sur la

perméabilité de la paroi a I'alcool en classant les bactéries en deux groupes :

- Bactéries a Gram positif sont colorées en violet.

- Bactéries a Gram négatif sont colorées en rose.
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4.2.5.3. Tests biochimiques

Plusieurs tests biochimiques ont été utilisés selon [l'orientation de
I'identification macroscopique et microscopique (catalase, oxydase, coagulase,
Clark et Lubs, urée-indole, mannitol fermentation, TSI). La galerie Api Staph a été

utilisée pour confirmer les souches S. aureus.

4.2.6. |dentification bactériologique par MALDI-TOF-MS

La technique MALDI-TOF-MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization-
Time-Of-Flight Mass Spectrometry) est une méthode analytique puissante utilisée
pour I'analyse des biomolécules, notamment les protéines, les peptides, les lipides
et les polysaccharides. Elle est largement utilisée dans de nombreux domaines,
notamment la recherche biomédicale, la microbiologie, la chimie des protéines, la
pharmacologie et la médecine, pour lidentification, la caractérisation et la
quantification précise des biomolécules. Elle permet une analyse rapide et sensible

des échantillons biologiques avec une grande précision de masse [165].

La réalisation de cette technique consiste a suivre quatre étapes principales
selon les recommandations du fabriquant Burker [166], en adaptant au protocole du
CRAPC :

> Nettoyage de la plaque (cible métallique)

- La plague métallique a été rincée soigneusement avec de I'eau chaude tout en
frottant délicatement avec un papier doux et sans peluches pour éliminer les
débris grossiers sans rayer la surface.

- Elle est rincée a nouveau avec de I'éthanol a 70% en frottant doucement avec
le papier de précision pour dissoudre et éliminer les contaminants organiques
résiduels.

- La cible est placée dans un récipient contenant de I'éthanol a 70% pendant 15
minutes pour permettre une désorption maximale des contaminants persistants.

- Elle est frottée vigoureusement avec 500 yL d'acide trifluoroacétique (TFA) a
80% avec le papier pour décaper toute trace résiduelle.

- La plaque est rincée abondamment avec de I'eau ultra-pure de qualité HPLC
(High-performance liquid chromatography) pour éliminer tout résidu de TFA.

- |l faut la laisser sécher complétement a I'air libre.
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> Dépobts des échantillons sur la plague

Une colonie bien isolée a été prélevée a partir d’'une culture bactérienne pure et
fraiche de 24 heures.

Elle est étalée sur les spots de la plaque métallique (elle contient 96 spots) sous
forme d’un film mince (Figure 4.4).

Chaque spot a été recouvert par 1.5 uL de matrice (une solution d'acide alpha-
cyano-4-hydroxycinnamique dissous dans 500 mL d’acétonitrile et 25 mL d’acide
tri-fluoroacétique) (Figure 4.5).

La plaque est laissée sécher pendant 15 minutes pour permettre sa co-

cristallisation avec I'échantillon bactérien.

Figure 4.4 : Colonies bactériennes étalées sur la plaque cible de MALDI-TOF
MS (photo personnelle).
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Figure 4.5 : Matrice (a-cyano-4-hydroxycinnamique) utilisée pour couvrir les
spots (photo personnelle).

> Insertion de la cible et lancement du spectrométre de masse

La plaque cible est insérée dans I'appareillage (Burker, MALDI-TOF Biotyper®)
afin de I'exposer sous vide au tri du laser (337 nm, 20 Hz) (Figure 4.6).

Les informations sont remplies et complétées dans le logiciel MALDI Biotyper
d’Automation Control (Figure 4.7).

Déclencher le spectrométre de masse.

Figure 4.6 : Mise en place de la plaque cible dans I'appareillage (Burker, MALDI-
TOF Biotyper®) (photo personnelle).



MBT Compass HT RUO

€ il 220822-1139-1014444444 @ Complete

MALDI Biotyper  Target identifier: 1014444444

= m.st;:wde;n status :“O‘.‘ “‘ ‘\‘ v Audit Vv Identification progress
( ) ) @ Complete
B Vacuum status V| €l o} QC Status v
@ Ready @ Passed
&~ Target Status s
@ Torgetis IN Acquisition progress
a @ Complete
Detected species ¥ | Consistency ¥
o Position Sample identil Samplety Detected species Log(score Comment Consistency Export time Spectrum Subtype Preparation protocol
> 1 [l BTS BTS Escherichia coli 268 closely relat... High &
2 + s 190610 Sample  Klebsiella pneumoniae 251 dosely relat.. High M
3+ A3 190611 Sample  Proteus mirabilis 247 High h
4 + Al 190612 Sample  Candida albicans 235 High o
5+ EAS 190613 Sample  Pseudomonas aeruginosa 253 High i
6 + A6 190614 Sample  Escherichia coli 229 closely relat... High B
7 + A7 190615 Sample  Escherichia coli 2.13 dosely relat... High N
8 + [llas 190616 Sample  Klebsiella pneumoniae 247 closely relat... High i
o + A9 190617 Sample  Enterococcus faecium 253 High o
10 + A0 190618 Sample  Staphylococcus aureus 223 High o

Figure 4.7 : Logiciel Biotyper d’Automation Control.

> Interprétation des résultats

Les spectres de masse générés par MALDI-TOF sont uniques et ils sont
transférées par la suite dans le logiciel Biotyper afin de les comparaient a une base
de données contenant les spectres de référence des bactéries, et l'interprétation a
été faite en fonction des scores Log pré-identifiées selon le tableau 4.1, d'une
couleur appropriée. Lorsque l'intégralité de I'analyse des échantillons est terminée,

un rapport est généré (Figure 4.8).

Tableau 4.1 : Interprétation des valeurs obtenues par MALDI-TOF MS.

Catégories Description Symboles

1.700 ... 1.999 Identification probable du genre (+)
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Figure 4.8 : Spectrométre générée par MALDI-TOF MS (photo personnelle).

4.2.7. Test de la résistance aux antibiotiques

4.2.7.1. Antibiogramme

L'antibiogramme a été effectué en utilisant la méthode de diffusion du disque
sur gélose (Kirby-Bauer méthode) Mueller-Hinton (Tmmedia Labs, Rajasthan, Inde)
pour les bactéries non exigeantes, et sur MH enrichie au sang pour les bactéries

exigeantes selon les directives du Clinical and Laboratory Standards Institute [167].

Un total de 26 disques d'antibiotiques (Cypress Diagnostic, Langdrop,
Belgique) a été utilisé pour tester la sensibilité des souches bactériennes aux

antibiotiques (Tableau 4.2).
» Protocole

Le protocole d’antibiogramme a été réalisé en utilisant des cultures pures de

18 a 24 heures en suivant les étapes suivantes :

- Prélévement de quelques colonies isolées et les transférées dans 2,5 mL d'eau
physiologique stérile a 0,9% pour obtenir une suspension bactérienne
homogéne ajustée a 0,5 McFarland (10® UFC/mL). L'opacité est modulée en
ajoutant soit de la culture a la suspension bactérienne, soit de I'eau
physiologique stérile.

- Un écouvillon stérile est trempé dans la suspension et essoré sur la paroi du
tube, puis frotté sur la surface de la gélose séche (épaisseur de la gélose 4 mm)
en effectuant des stries serrées sur toute la surface. Il faut tourner la boite de
60° a chaque série de stries et en pivotant I'écouvillon sur lui-méme.

- Une fois la gélose séchée, les disques d'antibiotiques a tester sont déposés sur

la surface a I'aide d'une pince stérile (maximum 6 disques par boite de 90 mm).



- Les boites ensemencées sont incubées a 37°C pendant 24 heures.
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La lecture se fait en mesurant les diamétres des zones d’inhibition autours

des disques d’antibiotique en les comparant aux normes de CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) [167].

Tableau 4.2 : Antibiotiques testés pour la sensibilité des souches isolées (les

antibiotiques sont classés par ordre alphabétique).

Bactéries Gram

Bactéries Gram

négatif positif
Antibiotiques Espéces des Pseudomonas Staphylococcus  Streptococcus
(Contenue de disque) Enterobacteriaceae  spp. spp- spp. et
Enterococcus
spp.

Amikacine (30 ug)
Amoxicilline (10 pg)
Amoxicilline-Clavulanate (20/10 ug)
Aztréonam (30 ug)
Céfazoline (30 ug)
Céfotaxime (30 pg)
Ceftazidime (30 pg)
Ciprofloxacine (5 ug)
Clindamycine (2 pg)
Doxycycline (2 ug)
Erythromycine (15 pg)
Fosfomycine (200 pg)
Gentamicine (10 pg)
Imipenéme (10 pg)
Acide nalidixique (30 ug)
Netilmicine (30 ug)
Nitrofurantoine (300 ug)
Ofloxacine (5 pg)
Pénicilline (10 UI)
Pipéracilline (100 ug)
Rifampicine (30 ug)
Ticarcilline (75 pg)
Ticarcilline-Clavulanate (75/10 pg)
Tobramycine (10 pg)

Triméthoprime-Sulfamethoxazole
(1,25/23,75 pg)
Vancomycine (30 pg)

O Testé
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4.2.7.2. Détection des Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM)

Les souches de S. aureus résistantes a la méticilline (SARM) ont été
identifiées par la technique de diffusion des disques contenant de I'oxacilline a 5 ug
et de la céfoxitine a 30 pg sur milieu de culture Mueller-Hinton avec incubation a
37°C pendant respectivement 24 et 48 heures. Les géloses sont préalablement

ensemencées par inondation avec un inoculum de 0,5 unité de McFarland.

La résistance a la méticilline est déterminée par des diameétres d'inhibition

inférieurs a 27 mm pour la céfoxitine et inférieurs a 20 mm pour l'oxacilline [168].

La confirmation de la résistance a 'oxacilline a été réalisée par le screening
test qui consiste a I'ensemencement d’une suspension bactérienne fréche,
standardisée a 0,5 McFarland, sur gélose Muller Hinton additionnée a 4 % de NaCl
et de 6 pg/ml d’oxacilline incubé a 35°C pendant 24 heures. La culture d'au moins
une colonie de la souche testée sur ce milieu indique une résistance a l'oxacilline
[169].

4.2.7.3. Détection des bactéries productrice des [(B-lactamases a spectre élargi

(BLSE)

Les bactéries productrice des B-lactamases a spectre élargi (BLSE) ont été
identifiées par la technique de diffusion sur disque sur I'agar Muller-Hinton et
confirmées par la méthode des doubles disques (Amoxicilline-Clavulanate (20/10
Mg)/Cefotaxime (30 pg)) [167].

4.2.7.4. Détection des bactéries multirésistantes

La détection des bactéries multirésistantes (BMR) aux antibiotiques a été
faite selon les normes internationales recommandées par Magiorakos et al [170].
L'ensemble des souches isolées ont été classées comme BMR si elles présentent
une résistance simultanée a au moins trois antibiotiques provenant d'au moins trois

familles d’antibiotiques distinctes [170].

Des souches de référence telles que E. coli (ATCC 25922), S. aureus (ATCC
25923) et P. aeruginosa (ATCC 27853) ont été utilisées comme contréle interne lors

d’étude de la sensibilité aux antibiotiques de différentes souches isolées.
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4.2.8. Conservation des souches isolées

Afin de réaliser d’autres études ultérieures, les souches isolées a partir des
cultures pures ont été conservées a la congélation a — 20°C dans des cryotubes
contenants une suspension bactérienne dense en BHIB additionnée de 50% de

glycérol.

4.2.9. Analyses statistiques

Toutes les données ont été analysées dans un tableur Microsoft Excel®
2019. Les pourcentages ont été comparés a l'aide du test du Khi-Deux au seuil de

5% avec le logiciel Epi Info 2000.

4.3. Résultats

4.3.1. Description de la population d’étude

Entre 2016 et 2020, 620 échantillons de pus ont été prélevés sur différents
types de plaies infectées, le plus grand nombre d'échantillons ayant été prélevé en
2017 (160/620 ; 25,81 + 3,44%), suivie par 'année 2018 (143/620 ; 23,06 £ 3,32%).
Cependant au cours de I'année 2016, uniquement 81/620 prélévements ont été
réalisés (13,06 + 2,65%) (Tableau 4.3).

Dans cette étude le nombre des femmes (358/620 ; 57.74 + 3.89%) avec des

cas de plaies infectées était plus important que les hommes.

Plus de la moitié (373/620 ; 60,16 * 3,85%) des plaies infectées ont été
prélevées entre octobre et avril, correspondant aux mois froids (P<0,001),
comparant aux mois chauds (247/620 ; 39.84 + 3.85%).

Le plus grand nombre d'échantillons provenait de patients agés de 30 a 35
ans (76/620 ; 12,26 + 2,58%), suivi du groupe de 35 a 40 ans (66/620 ; 10,65 *
2,43%) et enfin du groupe d'age de 25 a 30 ans (54/620 ; 8,71 + 2,22%) (Figure
4.9).



Tableau 4.3 : Caractéristiques de la population d’étude.

Catégories Nombre (% £ ET)
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Sexe
Male 262 (42,26 + 3,89)
Femelle 358 (57,74 £ 3,89)
Année
2016 81 (13,06 £ 2,65)
2017 160 (25,81 + 3,44)
2018 143 (23,06 + 3,32)
2019 107 (17,26 + 2,98)
2020 129 (20,81 £ 3,20)
Saison
Froide 373 (60,16 + 3,85)
Chaude 247 (39,84 + 3,85)
Total 620
Nombre des
éhantillons de pus
80 76
70 66
60
54
50 | 4° > 48
40 37 37 35 36
30
30
20 18 6 6
1, 16 15 15
10 6
3
0
I O TG TR ) T I T O I\ T SR Y SEP S RN SO SRR O
N \\Q,\ \\5, & Qf’?) Qgro & & \@’ & \5%, ,\@, & & Q"' & Qg), &
Groupe d'age (Années)

Figure 4.9 : Nombre d'échantillons de pus prélevés dans la présente étude selon

la catégorie d'age.
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4.3.2. Espéces bactériennes identifiées phénotypiguement

Parmi les 620 échantillons d'écouvillons analysés, 407 étaient positifs (65,65
+ 3,74%) totalisant 428 isolats bactériens. Parmi les échantillons positifs, 21

présentaient des cultures mixtes (5,16 + 4,86%).

Les bactéries a Gram positif (283 ; 66,12 + 4,48%) étaient significativement
plus fréquentes que les bactéries a Gram négatif (145 ; 33,88 + 4,48%) (P<0,001).
La majorité des bacilles a Gram négatif étaient Escherichia coli (E. coli) (44/145 ;
30,34 + 7,48%) suivis de Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) (37/145 ; 25,52 +
7,10%) et P. aeruginosa (34/145 ; 23,45 £ 6,70%) (P<0,001).

Les Staphylocoques a coagulase négative (CoNS) étaient les plus fréquents
(154/283 ; 54,42 £ 5,80%) parmi les cocci a Gram positif, suivis de S. aureus (77/283
; 27,21 £11,21%) et Streptococcus spp. (49/283 ;17,31 £ 4,41%) (P<0,001) (Figure
4.10).

Nombre des isolats
160 154
140
120
100
77
80
60 49 44
37
40 34
20 10
0 == 1 [ | )
) 8 = S S Q © o o @ )
: ¢ & &% ¢ g § 3 & =
S pre pre © o = = [ @ ]
o < 3 3 = (S 2 3 = = )
2 g g | £ 3 2 7 E g 5
s § g| & & & 3 g § =2
(&) o ,q_% Q o
o o o [} 2] 5] = (%)
g, 4 2 ul 3 5 a & o S
2 & L ‘@ S c c
S Q S w
@ * 2 £ 3
Q o q
Gram-positif Gram-negatif

Figure 4.10 : Fréquence des bactéries isolées dans la présente étude a partir

d'échantillons de pus/plaies.
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4.3.3. |Identification bactériologique par MALDI-TOF MS

Les résultats obtenus par le logiciel de MALDI-TOF MS (Biotyper) ont été
interprétés selon les scores de la spectrométrie de masse obtenus. Ces scores nous
ont permet d’obtenir 76/122 (62,29 + 8,60%) souches dont I'identification de genre
et de I'espéce est avec un degré de confiance élevé (couleur verte). 27/122 (22,13
t 7,37%) souches dont l'identification de I'espéce est avec un degré de confiance
faible (couleur jaune). Cependant, 19 isolats n’ont pas été identifiés (15,57 + 6,43%)

(couleur rouge) (Figure 4.11).

22,13

=[2,300-3,000] =[2,000-2,299]  [1,700-1,999] =[0,000-1,699]

Figure 4.11 : Répartition des souches bactériennes selon les scores obtenus lors
de lidentification par MALDI-TOF MS.

Les détails de l'identification des souches sont mentionnés dans le tableau
4.4. Les analyses MALDI-TOF nous ont permet de confirmer les résultats obtenus
lors de l'identification bactériologique phénotypique et de déterminer les espéces
bactériennes non identifiées par la premiére technique comme Streptococcus spp.,

Enterococcus spp.
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Tableau 4.4 : Espéces bactériennes identifiées par MALDI-TOF MS.

Nombre de souches identifiées

Avec degré de

Avec degré de

Espeéeces bactériennes Total certitude élevé certitude faible
(Score 2 2) (Score <2)
Staphylococcus aureus 22/122 ;18,03 £ 2,90% 20 2
Staphylococcus epidermidis 15/122 ;12,30 £ 2,04% 8 7
Pseudomonas aeruginosa 14/122 ;11,48 +1,92% 1 3
Staphylococcus haemolyticus ~ 9/122 ;7,38 +1,26% 9 0
Escherichia coli 8/122 ;6,56 £1,13% 5 3
Proteus mirabilis 8/122;6,56 £ 1,13% 7 1
Streptococcus anginosus 6/122 ;4,92 £ 0,85% 3 3
Streptococcus agalactiae 5/122 ;4,10 £0,71% 5 0
Enterococcus faecalis 4/122 ;3,28 £0,57% 4 0
Enterobacter cloacae 4/122 ;3,28 £0,57% 1 3
Staphylococcus simulans 3/122 ;2,46 £ 0,43% 2 1
Bacillus cereus 2/122 ;1,64 £0,29% 1 1
Klebsiella pneumoniae 2/122; 1,64 £0,29% 0 2
Corynebacterium striatum 1/122; 0,82 £ 0,14% 0 1

Souches non identifiées

19/122 ; 15,57 £ 2,54%

4.3.4. Profils de résistance aux antibiotiques

Parmi les 77 isolats de S. aureus, le taux de résistance le plus élevé a été

enregistré pour la pénicilline (54/77 ; 70,1 £ 10,2%), suivi de la doxycycline (21/77 ;
27,3 £ 10%) et de la gentamicine (16/77 ; 20,8 £ 9,1%) (P<0,001). En revanche, des

taux de sensibilité élevés de 91,7% et 100% ont été observés pour la clindamycine

et la vancomycine, respectivement.

Parmi S. aureus, prés d'un tiers (24/77 ; 31,2 + 9,3%) des isolats étaient

résistants a la méticiline SARM. Les isolats de Staphylocoques a coagulase

négative étaient le plus résistants a la pénicilline (135/154 ; 53,60 * 7,88%), a
I'érythromycine (65/154 ; 32,47 £ 7,40%) et a la doxycycline (62/154 ; 26,62 +

6,98%) (P<0,001).



94

La ticarcilline (19/49 ; 38,8 £ 13,6%), la clindamycine (15/49 ; 30,6 + 12,9%)
et I'érythromycine (14/49 ; 28,6 + 12,6%) présentaient les taux de résistance les

plus élevés chez les isolats de Streptococcus spp. (P<0,001).

Les isolats d'E. coli étaient résistants a plusieurs antibiotiques, en particulier
I'amoxicilline (38/44 ; 86,4 + 10,1%), I'amoxicilline-acide clavulanique (30/44 ; 68,2
1 13,8%), la céfazoline (21/44 ; 47,7 £ 7,5%) et le triméthoprime-sulfaméthoxazole
(16/44 ; 36,4 + 14,2%) (P<0,001).

Les isolats de K. pneumoniae présentaient des taux de résistance élevés a
I'amoxicilline (36/37 ; 97,3 £ 5,2%), I'amoxicilline-acide clavulanique (31/37 ; 83,8 +
11,9%), la céfazoline (25/37 ; 67,6 £ 15,1%) et la céfixime (18/37 ; 48,7 + 16,1%)
(P<0,001).

Les isolats de P. aeruginosa étaient les plus résistants a la pipéracilline
(13/34 ; 38,2 = 16,3%), la ticarcilline (10/34 ; 29,4 + 15,3%), la ticarcilline-acide
clavulanique (6/34 ; 17,7 £ 12,8%) et la nétilmicine (5/34 ; 14,7 £ 11,9%) (P<0,001).

Les isolats de Proteus vulgaris et Proteus mirabilis montrent une plus grande
résistance a I'amoxicilline, a la nitrofurantoine et a I'association amoxicilline-acide

clavulanique.

Quatre isolats étaient producteurs de BLSE, comprenant trois (3/37 ; 8,1%)

K. pneumoniae et un isolat E. coli (1/44 ; 2,3%).

Toutes les bactéries a Gram négatif étaient sensibles a I'amikacine (145/145)
suivie de l'imipenéme (98,62 + 1,9% ; 143/145). La vancomycine est I'antibiotique
le plus efficace contre les bactéries a Gram positif avec un taux de sensibilité de
99,65 * 0,69% (282/283 souches) (Tableau 4.5).

Les antibiotiques de la classe des pénicillines avaient le taux de résistance
le plus élevé, suivis des céphalosporines chez les bactéries a Gram négatif, comme
l'indiquent la figure 4.12 par un pelage de nuance sombre. De plus, la résistance la

plus faible était constatée avec les antibiotiques de la famille des aminoglycosides.

4.3.5. Profil de multirésistance

Prés d'un tiers de tous les isolats bactériens (31,54 + 4,40% ; 135/428)

étaient multirésistantes (BMR). Le taux de multirésistance varie significativement en
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fonction de I'age des patients (P<0,001). Le taux de multirésistance était plus élevé
chez les bactéries a Gram négatif (42,76 £ 8% ; 62/145) comparé aux bactéries a
Gram positif (25,79 + 5,10% ; 73/283) (P<0,001). De plus, le nombre d'isolats
multirésistants était plus élevé pour les Enterobacteriaceae (BMR > 44%) comparé
aux Pseudomonas spp. (BMR < 9%) (P=0,004). Le taux de multirésistance ne variait

pas avec les années d'échantillonnage (P=0,42).



Tableau 4.5 : Profil de résistance aux antibiotiques des souches bactériennes isolées dans la présente étude.
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Bactéries CoNS S. Streptococcus  Enterococcus E. coli K. P. aeruginosa P. Proteus Proteus Autres
isolées (N=154) aureus spp. spp. (N=3) (N=44)  pneumoniae (N=34) fluorescens vulgaris mirabilis  Enterobacteriaceae
(nombre) (N=77) (N=49) (N=37) (N=4) (N=10) (N=9) (N=7)
Antibiotiques testés (nombre des souches) (%£ET)
PEN 81/154 (52,60 * 54177 3/49 (6,1 = 313 - - - - - - -
7,89) (70,13 = 6,7)
10.2)
GEN 6/154 (3,90 £ 16/77 - - 4/44 5/37 (135 + 1/34 (2,9 = 0/4 0/10 0/9 2/7
3,06) (20,78 = 91+ 11) 5,7)
9.06) 8,5)
AMK 5/154 (3,25 + 11/77 - - 0/44 0/37 0/34 0/4 0/10 0/9 0/7
2,80) (14,29 =
7.82)
ERY 50/154 (32,47 £ 15/77 14/49 (28,7 + 0/3 - - - - - - -
7,4) (19,48 + 12,7)
8.85)
CLI 11/154 (7,14 + 577 15/49 (30,6 + 1/3 - - - - - - -
4,07) (6,49 £ 12,9)
5,50)
VAN 0/154 o/77 0/49 1/3 - - - - - - -
OFX 12/154 (7,79 = 14177 - - - - - - - - -
4,23) (18,18 =
8,61)
SXT 36/154 6/77 - - 16/44 15/37 (40,5 - - 6/10 2/9 5/7
(23,38 = 6,68) (7,79 = (36,4 +15,8)
5,98) +14,2)
DOX 41/154 (26,62 21/77 - - - - - - - - -
6,98) (27,27 =
9,95)

RIF - - 1/49 (2,0 + 4) 0/3 - - - - - - -
AMX - - 1/49 (2 + 4) 3/3 38/44 36/37 (97,3 - - 10/10 719 6/7
(86,4 = +5,2)

10,1)
AMC - - - - 30/44 31/37 (83,8 - - 5/10 4/9 517
(68,2 = 1)
13,8)
CFz - - - - 21/44 25/37 (67,6 - - 3/10 2/9 5/7

47,7+ +151)
14,8)
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CTX 11/44 1437 (37,8 2/10 0/9 5/7
(25 + +15,6)
12,8)
IPM 0/44 0/37 2/34 (5,9 + 0/4 0/10 0/9 07
7.9)
FOF 0/44  2/37 (541 - 1/10 1/9 37
7.3)
cIP 6/44  4/37 (10,81 0/34 0/4 0/10 0/9 417
(136+  +10,01)
10,1)
NAL 14/44  6/37 (162 + 2/10 2/9 6/7
(31,8+ 11,9)
13,8)
NIT 11/44  16/37 (43,24 6/10 8/9 417
(25 + +15,96)
12,80)
TIiC - 10/34 (29,4 + 2/4
15,3)
TIM 6/34 (17,7 + 1/4
12,8)
PIP 13/34 (38,2 + 1/4
16,3)
CAZ 4/34 (11,8 + 0/4
10,8)
NET 5/34 (14,7 + 0/4
11,9)
TOB 3/34 (8,8 + 0/4
9,5)
ATM 2/34 (5,9 + 0/4
7.9)
BMR 34/154 (22,08 + 31777  8/49 (16,3 + 0/3 22144 20137 (54,1  3/34(88+ 0/4 7/10 419 6/7
6,55) (40,26 + 10,3) (50 + +16,1) 9,5)
10,96) 14,8)

Pénicilline (PEN); Gentamicine (GEN); Amikacine (AMK); Erythromycine (ERY); Clindamycine (CLI); Vancomycine (VAN); Ofloxacine
(OFX); Trimethoprime+ Sulfamethoxazole (SXT); Doxycycline (DOX); Rifampicine (RIF); Amoxicilline (AMX); Amoxicilline-Acide
Clavulanique (AMC); Céfazoline (CFZ); Céfotaxime (CTX); Imipenéme (IPM); Fosfomycine (FOF); Ciprofloxacine (CIP); Acide
Nalidixique (NAL); Nitrofurantoine (NIT); Ticarcilline (TIC); Ticarcilline-Clavulanique (TIM); Piperacilline (PIP); Ceftazidime (CAZ);
Netilmicine (NET): Tobramycine (TOB); Aztreonam (ATM); BMR (Bactéries Multirésistantes).
(-): Non-testé
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Figure 4.12 : Heatmap de profil de résistance aux antibiotiques testés dans I'étude.
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4.4. Discussion

La résistance aux antibiotiques limite le choix des traitements des infections
de plaies. La fréquence de ces infections varie selon le temps et la région. La
présente enquéte a été réalisée dans un hépital Algérien situé dans la wilaya de Ain
Defla ; elle a permis de collecter 620 échantillons de pus provenant de plaies
infectées durant une période de cinqg ans. La fréquence des plaies infectée était plus
élevée pendant les mois froids (373/620 ; 60,16%) méme si plusieurs études ont
reporté que les risques d'infection augmentent pendant les mois chauds [171],
[172], [173]. Aux Etats-Unis, il y avait 26,5% de cas d'infections en plus en aodt
qu'en janvier [173]. Cette disparité pourrait étre liee a la programmation des
chirurgies (non urgente) en dehors de la saison estivale en Algérie, ou la
température dépasse les 45°C. Vickers et al. n'ont pas trouvé de relation
statistiquement significative entre le climat et la fréquence des infections dans deux

zones climatiques différentes (hopitaux australiens tropicaux et subtropicaux) [174].

L'étude a révélé que plus de la moitié des échantillons de pus prélevés
présentaient des cultures bactériennes positives (407/620 ; 65,65%). Les taux
obtenus ici sont similaires a ceux rapportés par Rai et al. en 2017 qui ont mené une
étude sur les plaies infectée chez des enfants au Népal (265/450 ; 59%) [175] et
plus bas que ceux rapportés par Tchakal-Mesbahi et al. (en 2021) en Algérie
(79,12% ; 1585 échantillons) [176], Shimekaw et al. en Ethiopie (en 2022) (72,6% ;
201 échantillons) [177], et Kassam et al. en 2017 en Tanzanie (91,4% ; 93
échantillons) [178] en utilisant des procédures de diagnostic bactériologique
phénotypique standard. Malgré la présence de pus et de signes d'infections de
plaies, le taux de cultures négatives était de 34,35% (213/620). Cela pourrait étre
dd a l'utilisation des antibiotiques préopératoires a titre prophylactique ou a une
prescription précoce d'antibiotiques au début de l'infection. De plus, dans certains
cas, l'identification bactériologique et les tests de sensibilité aux antibiotiques sont
effectués aprés un échec thérapeutique.

La fréquence de bactéries Gram positif (66,12%) était supérieure a celle des
bactéries Gram négatif (33,38%), ce qui est en accord avec les résultats de I'étude
menée par Duwadi et al, en 2022, chez des patients cancéreux dans un

établissement de soins tertiaires au Népal. Dans cette étude, le pourcentage
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d'isolats Gram positif (63,9%) surpassait celui des isolats Gram négatif (36,1%)
[179]. Des résultats similaires ont également été observés au Népal par Upreti et
al., en 2018, qui ont constaté que parmi les 182 échantillons de pus provenant de
patients présentant des signes cliniques d'infection des plaies, 71,6% étaient Gram
positif [180]. Une étude menée en Algérie sur des patients souffrant d'infections de
plaies par bralure a révélé que 68,95% des souches isolées ont été des bactéries
Gram négatif [176]. Cette faible proportion d'isolement des bactéries Gram négatif
peut étre expliquée par leur capacité limitée a survivre dans les conditions séches
de la peau normale, favorisant ainsi la prédominance des bactéries Gram positif
[181].

Escherichia coli (30,34%), K. pneumoniae (25,52%) et P. aeruginosa
(23,45%) étaient les principales bactéries identifiées parmi les isolats Gram négatif.
La méme tendance a été rapportée dans plusieurs régions du monde. En Inde, Rai
et al. ont constaté que P. aeruginosa était l'isolat le plus dominant (45/102 ; 44%),
suivi de K. pneumoniae (28/102 ; 27%) et E. coli (13/102 ; 13%) chez des enfants
présentant des plaies infectées [175]. Dans une étude réalisée en Tanzanie par
Manyabhi et al., P. aeruginosa était la bactérie Gram négatif la plus fréquente (24/147
; 16,3%) [182]. Les espéces bactériennes causales varient selon la zone
géographique et la nature des plaies. En Algérie, Tchakal-Mesbahi et al. ont
rapporté que P. aeruginosa était I'espéce la plus fréquente (33,91%), suivie de K.
pneumoniae (25,14%) et d'Acinetobacter baumanii (16,37%) [176].

Staphylococcus aureus représentait la deuxieme bactérie Gram positif isolée
(27,21%) apreés les souches de Staphylocoques a coagulase négative des résultats
similaires ont été rapportés chez 8 569 patients en France (fréquence d’isolement
était de 35% et 23% pour les Staphylocoques a coagulase négative et S. aureus,
respectivement) [4]. Les Staphylocoques sont les bactéries colonisatrices les plus
courantes de la peau et les principales causes d'infections nosocomiales et

d'infections cutanées dans la communauté [183].

Nos résultats ont montré que 31,17% (24/77) des S. aureus étaient des
SARM. Dans une étude menée par Zerouki et al., au sein de service de chirurgie
orthopédique et de traumatologie de I'h6pital militaire universitaire de Constantine,
les S. aureus ont été isolés dans 39,5% (30/76) dont 63,3% étaient des SARM [7].
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De plus, en Algérie, Bouharkat et al. ont révélé que S. aureus est I'espece la plus
isolée (25,97%) chez les patients diabétiques souffrant d'infections du pied dont les
SARM représentaient 18,3% [8]. Au Maroc, le taux de S. aureus dans les infections
de plaies de bralures était de 33,85% (44/86), dont 86,36% étaient des SARM [184].
Ces divergences entre les études peuvent s'expliquer principalement par I'écologie
microbienne des hépitaux [7]. De plus, la fréequence élevée de S. aureus n'est pas
surprenante, car cette bactérie fait partie de la flore microbienne naturellement

présente sur la peau [185].

Dans cette étude, le taux de résistance a la pénicilline était de 70,13% pour
S. aureus. Au Maroc, El Hamzaoui et al. ont trouvé une résistance de 86,36% parmi
les S. aureus isolées [184]. Selon Que et al., la production de pénicillinase est la
principale cause responsable de I'émergence de la résistance a la pénicilline, avec

une prévalence proche de 80% [186].

Un taux élevé de résistance a l'amoxicilline a été enregistré chez E. coli
(86,36%), K. pneumoniae (97,30%) et d'autres especes d'Entérobactéries. De plus,
I'association d’amoxicilline-acide clavulanique présente également une résistance
trés importante (68,18% et 83,78% pour E. coli et K. pneumoniae, respectivement).
De méme, El Hamzaoui et al. ont rapporté que plus de 80 % des différentes souches
isolées étaient résistantes a cette association d'antibiotiques [184]. La raison la plus
courante de la résistance aux antibiotiques de la famille des béta-lactamines parmi
les Entérobactéries est liée a I'expression d'enzymes béta-lactamases qui
hydrolysent le cycle béta-lactame, entrainant l'inactivation de ces antibiotiques
[187], [188].

Dans cette étude, les résultats ont montré I'efficacité de la vancomycine pour
combattre les bactéries @ Gram positif. Dans une étude menée en Ethiopie par
Mama et al., il a été constaté que les 145 souches isolées étaient toutes sensibles
a la vancomycine [189]. Ceci pourrait étre expliqué par le fait que la vancomycine
est un glycopeptide réservé en dernier recours pour traiter les infections causées
par des bactéries résistantes. Plusieurs générations de vancomycine ont été
développées pour prévenir I'émergence de résistances [190], et elles ne sont

utilisées qu’en milieu hospitalier, administrées par la voie intraveineuse [191].
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Les résultats ont montré que I'amikacine et I'imipenéme ont une trés bonne
efficacité contre les bactéries Gram négatif. Les deux antibiotiques sont utilisés
exclusivement en clinique et impliquent des colts élevés. En outre, I'amikacine se
caractérise par sa forte résistance aux modifications enzymatiques bactériennes,
ce qui rend plusieurs espéces de bactéries Gram négatif sensibles a cet antibiotique
[192].

Le taux élevé de la résistance a la pénicilline est attribuable a une utilisation
irrationnelle de ces médicaments. De méme, le niveau important de résistance aux
antibiotiques de type céphalosporine pourrait étre lié a leur utilisation fréquente en
post-chirurgie [193]. En revanche, les aminoglycosides étaient la classe
d'antibiotiques a laquelle présentait le moins de résistance. Afin d’éviter 'émergence
et la propagation de la résistance a cette classe d’antibiotique, il est impératif de
contréler rigoureusement leur utilisation dans les milieux hospitaliers. Ainsi, la
surveillance continue des génes de résistance chez les humains et les animaux est
essentielle pour retarder la dissémination de la résistance aux aminoglycosides
[194].

Dans notre étude, 31,54% des souches isolées ont montré une
multirésistance aux antibiotiques. Cela pourrait retarder le processus de
cicatrisation des plaies et méme altérer I'état général du patient, entrainant par
exemple une septicémie. De plus, cette résistance réduit les choix thérapeutiques
et prolonge la durée d’hospitalisation. Dans des études éthiopiennes, des
proportions plus élevées de multirésistance ont été enregistrées pour différents
types de plaies, estimées entre 80,8% et 85% [189], [194].

Dans cette étude, la multirésistance dans les isolats de bactéries Gram
négatif représentait 42,76%, tandis que 25,79% des bactéries Gram positif étaient
multirésistantes. Ces taux de résistance étaient inférieurs aux résultats rapportés
par Duwadi et al. (60% et 40% pour les bactéries Gram positif et Gram négatif,
respectivement) [179]. De plus, cette multirésistance variait significativement selon
I'espéce bactérienne [194], [176]. De plus, il existait une corrélation significative
entre I'age et le taux de la multirésistance. Cela pourrait s'expliquer par I'utilisation
irrationnelle des antibiotiques, en particulier I'automédication qui se cumule avec

I'age.
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4.5. Conclusion

Dans cette étude, les CoNS et S. aureus sont les bactéries prédominantes
isolées a partir des prélevements de pus provenant des plaies infectées chez les
patients du district d'Ain Defla, au nord-centre de I'Algérie. Un taux de résistance
tres élevé a été enregistré pour les antibiotiques couramment utilisés comme
I'amoxicilline (plus de 80% pour les différentes espéces bactériennes). L'amikacine
et la vancomycine sont respectivement les plus efficaces contre les bactéries Gram
positif. Prés d'un tiers des isolats étaient multirésistants (BMR). Cette résistance
était plus élevée chez les bactéries a Gram positif et elle dépend significativement

de I'age des patients.
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CHAPITRE 5 : EVALUATION DES EFFETS IN VIVO ET IN VITRO D'UNE
FORMULATION CONTENANT DU MIEL

5.1. Problématique et objectifs

Les plaies sont des blessures physiques ou chimiques qui résultent d’'une
ouverture ou d’une rupture de la peau. Cette blessure est suivie d'un phénoméne
physiologique interdépendant « la cicatrisation » impliquant plusieurs étapes qui se
chevauchent, pouvant comprendre linflammation, Ila ré-épithélialisation,

I'angiogenése et le remodelage de la matrice extracellulaire [195].

Une bonne cicatrisation des plaies est importante pour la restauration de
l'intégrité anatomique et fonctionnelle altérée de la peau. Sachant qu'il existe

plusieurs facteurs qui interviennent dans le déroulement de cette derniére.

La cicatrisation des plaies représente une préoccupation majeure pour le
personnel médical et un enjeu majeur de santé publique avec des colts élevés des
soins et des traitements médicaux dont I'objectif principal est de refermer
rapidement les |ésions cutanées avec des résultats fonctionnels et esthétiques

optimaux.

De nos jours, il existe un intérét scientifique considérable pour la recherche
des solutions alternatives vu I'augmentation des échecs thérapeutiques liés aux
plusieurs paramétres comme la nature de plaies, les infections cutanées,

I’'antibiorésistance, ...etc.

Parmi les domaines de recherche il y a I'évaluation pharmacologique des
propriétés biologiques des produits api-phyto-thérapeutiques. En outre, des études
récentes ont démontré que les api-produits sont également capables d'influencer le
phénotype des cellules de la peau, telles que les kératinocytes, les fibroblastes et
les cellules endothéliales, impliquées dans la cicatrisation correcte des plaies [196].

Les propriétés médicinales du miel et les autres api-produits dépend surtout

de la source florale butinée par les abeilles.
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Toutefois, des études expérimentales supplémentaires sont nécessaires
pour démontrer et corroborer ses activités biologiques. La présente étude a donc
été entreprise pour démontrer |'activité antibactérienne et antioxydante in vitro, ainsi
que l'activité cicatrisante d'une formulation de gel a base de miel sur un animal
modeéle et de comparer cette derniére a un traitement conventionnel (sulfadiazine

argentique).

5.2. Matériel et méthodes

5.2.1. Lieu de déroulement de I'étude

L'expérimentation in vivo a eu lieu pendant deux mois au sein de service de
chirurgie et d'imagerie médicale de l'institut des Sciences Vétérinaires de Tiaret,
Université Ibn Khaldoun. Pour ce qui est de I'étude in vitro, elle a été menée au sein
du laboratoire d'analyses médicales de Dr Zibouche, ainsi que le laboratoire
d’analyse de département des Sciences Technologiques de I'Université Diilali

Bounaama, Khemis Miliana.

5.2.2. Méthode de préparation du gel a base de miel

Afin de préparer notre gel, nous avons utilisé le miel d’euphorbe comme
composition principale mélangé avec 'amidon comme agent épaississant et un

gélifiant. Les proportions de chaque composant sont : 1 :4 (p/v) (Figure 5.1) :

- Quatre grammes de miel liquéfié ont été mélangés avec 1 g d’amidon
(provenant du tubercule de pomme de terre).

- Le mélange a été placé dans un bain-marie a 40°C pour permettre
I'hnomogénéisation des composants.

- La préparation a ensuite été stérilisée dans un stérilisateur a rayons

ultraviolet.
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Miel d’euphorbe

Miel & amidon

Stérilisation
UV-visible 15 min

Figure 5.1 : Etapes de préparation de gel a base de miel (photo

personnelle).

5.2.3. Partie in vitro
5.2.3.1. Effet antibactérien

5.2.3.1.1. Souches bactériennes

Quatre souches bactériennes de référence internationale ATCC
(référentielles de I'American Type Culture Collection), S. aureus ATCC 25923,
E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853 et Enterococcus faecalis
(E. faecalis) ATCC 29212, ont été testées pour évaluer l'effet antibactérien de la

préparation.

Pour cette évaluation, la méthode de diffusion en puits a été mise en ceuvre

comme suit :

5.2.3.1.2. Préparation de l'inoculum bactérien

L'inoculum a été préparé a partir d'une culture jeune et fraiche de 18 a 24
heures, cultivée sur milieu gélosé adapté pour chaque espéce bactérienne et
incubée a 37°C. Quelques colonies bactériennes ont été mises en suspension dans
I'eau physiologique stérile a 0,9% afin d'obtenir un inoculum d'une densité
correspondant a un standard McFarland de 0,5 (106 UFC/mL).
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L'inoculum peut étre modulé en ajoutant soit avec de la culture si sa
concentration est trop faible, soit avec de I'eau physiologique stérile si elle est trop
élevée. Il est impératif de procéder a I'ensemencement dans les 15 minutes qui

suivent la préparation de l'inoculum.

5.2.3.1.3. Ensemencement

Pour I'ensemencement bactérien, un écouvillon stérile est trempé dans la
suspension bactérienne. L'écouvillon est ensuite pressé fermement contre la paroi
interne du tube en le tournant pour I'essorer au maximum. Il est frotté sur la totalité

de la surface de la gélose Mueller-Hinton séche, en stries serrées de haut en bas.

Cette opération est répétée deux fois en tournant la boite de 60° et en
pivotant I'écouvillon. Pour terminer I'ensemencement, I'écouvillon est passé sur le

pourtour de la gélose. Enfin, les boites sont laissées sécher pendant cing minutes.

5.2.3.1.4. Technique de diffusion sur gélose (Méthode de puits)

L’évaluation de l'activité antibactérienne du miel a été déterminée par la
technique de diffusion sur gélose décrite par Hamdi et al. en 2020 avec quelques

modifications[197].

Des puits de 6 mm de diamétre ont été créés dans les boites de Pétri déja
ensemencées dont le fond a été rempli par une goutte de gélose Mueller Hinton
pour restreindre la dispersion des produits utilisés (gel de miel, sulfadiazine
argentique a 1% et eau distillée). Ensuite, chaque puits a été rempli par les différents

produits testés. Les boites ont été incubées par la suite a 37°C pendant 24 heures.

Lefficacité de traitement se traduise par la formation d'une zone d'inhibition
autour des puits. L'évaluation de l'activité antibactérienne a été effectuée en
mesurant, a I'aide d'une régle transparente, le diametre de ces zones d'inhibition.
Les résultats sont catégorisés en trois niveaux d'activité : résistant (D<5 mm),
intermédiaire (11 mm > D > 6 mm) et sensible (D > 12 mm)[198]. Les témoins
négatifs sont préparés en remplissant les puits avec 0,5 mL d'eau distillée stérile.

Le test a été réalisé en trois répétitions.
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5.2.3.2. Effet antioxydant

5.2.3.2.1. Dosage des antioxydants

> Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des composés phénoliques présents dans notre gel a base de
miel a été réalisé par la méthode de Folin-Ciocalteu décrite par Singleton et al., avec

quelques modifications [199].

Dans des tubes a essais en verre, un volume de 100 uL de solution de miel
(1mg/mL) sont mélangés avec 1000 pL de réactif de Folin (dilué 10 fois) et 800 uL
de bicarbonate de sodium a 7,5% (Naz Cos). Les tubes ont été incubés par Is suite
pendant 40 minutes aprés une agitation. L'absorbance a été mesuré a 765 nm.

Chaque dosage a été répéte trois fois.

Une courbe d’étalonnage a été réalisée en utilisant I'acide gallique a des
concentrations différentes (de 50 a 1000 ug/ml). La quantification des composés
phénoliques a été réalisée par rapport a la courbe d'étalonnage de I'acide gallique
[200]. La teneur totale en composés phénoliques a été exprimée en équivalents
d'acide gallique (EAG) (mg EAG/100 g de miel).

> Dosage des flavonoides

La teneur globale en flavonoides a été quantifiee par une méthode
colorimétrique faisant intervenir le chlorure d'aluminium [201]. Un volume de 1 mL
de chlorure d’aluminium a 2% (Al Cl3) est ajouté a 100 pL de solution de miel. Aprés
une incubation de mélange pendant 40 minutes, la lecture d’absorbance a été faite
a 430 nm. Trois répétitions ont été réalisées. La quantification des flavonoides
totaux a été réalisée par rapport a une courbe d'étalonnage établie avec la
quercétine. Les résultats sont exprimés en milligrammes d'équivalents de

quercétine (EQ) par 100 grammes de miel [202].

5.2.3.2.2. Activité anti-radicalaire (DPPH)

Cette approche repose sur I'évaluation de l'aptitude des antioxydants a
neutraliser le radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH). En effet, le DPPH se
distingue par sa faculté a générer des radicaux libres stables. Cette stabilité provient

de la délocalisation des électrons non appariés au sein de la molécule. La présence
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de ces radicaux DPPH confére une coloration violette intense, qu’elle sera absorbée
autour de 517nm. L'interaction des radicaux DPPH avec un composé antioxydant

entraine un virement de la coloration de violet vers le jaune [203].

L'évaluation de l'activité anti-radicalaire est réalisée selon la technique décrite
par Gul et Pehlivanen 2018 [204], avec quelques modifications. Les étapes de la

technique sont les suivantes :

- Un gramme de la préparation de miel est mélangé avec 1 mL d'éthanol a 96°,
pour former la solution meére.

- A partir de la solution mére, des doses croissantes sont préparées en
ajoutant 1 mL d'éthanol a 96° pour chaque volume de solution mére prélevé
(20, 40, 60, 80, 100, 200, 250 pL).

- Une quantité de 1 mL de DPPH est ajoutée a chacune des concentrations de
solution.

- Les tubes contenant les solutions sont légérement agités, suivis d'une
incubation de 30 minutes a l'obscurité a température ambiante.

- La lecture est effectuée a l'aide d'un spectrophotométre a une longueur
d'onde de 517 nm.

- Le pourcentage de réduction du DPPH est alors calculé selon I'équation
suivante :

(Abs control — Abs échantillon) "
*

% de DPPH réduit = Abs control

L'évaluation du pouvoir antioxydant de notre préparation a base de miel a été
réalisée en les comparants a un antioxydant naturel de référence, l'acide

ascorbique, et un antioxydant de synthése, BHT (Butylated Hydroxytoluen).

La concentration de la préparation qui peut inhiber 50% des radicaux de
DPPH (ICs0) a été déterminée a partir de la courbe des pourcentages d’inhibition en
fonction de la concentration en utilisant I'équation de régression linéaire :

(y =bx + a).

Les valeurs de ICso est qualifiée de puissante si la valeur ICso est inférieure

a 10 mg/mL, de forte si la valeur ICso est comprise entre 10 et 50 mg/mL, de

modérée si la valeur ICso est comprise entre 50 et 100 mg/mL, de faible si la valeur
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ICs0 est comprise entre 100 et 250 mg/mL et d'inactive si la valeur ICso est

supérieure a 250 mg/mL [203].

5.2.4. Partie in vivo

5.2.4.1. Modéle expérimental animal

Dans le cadre de notre étude, les rats ont été sélectionnés comme animaux
modeéles pour créer les plaies et évaluer la cicatrisation. Afin d’éviter les différences
entre les sexes, tous les rats utilisés sont des males de race Wistar (Rattus
norvegicus). L'approvisionnement des rats a été fait par I'Instituts Pasteur D’Alger
(Kouba) avec une attestation d’acquisition prouvant qu'ils ne présentaient aucun

signe clinique de pathologie au moment de leur mise a disposition (Annexe C).

Les rats ont été récupérés aprés sevrage avec un poids moyen variant entre
140 et 160 g avec un temps d’adaptation de 15 jours (Figure 5.2). Dés l'arrivée des
rats, chacun a été sépareé dans des cages individuelles avec acces libre a I'eau et a
une nourriture spécifique aux rongeurs. Cet aliment est composé de : Orge, Mais,

Son, Remoulage, Soja et CMV (Complexe Multi-vitaminique).

Les rats ont été maintenus dans des conditions de stabulation contrélées
avec un cycle jour/nuit de 14/10 heures, une température varie de 24 a 27°C et un
taux d’humidité relative de 25-35%.
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Figure 5.2 : Animaux utilisés dans notre étude (photos personnelles).

5.2.4.2. Test de la toxicité cutanée

Aprés la préparation de la formulation, le test de la toxicité cutanée a été
réalisé pendant 7 jours sur des rats sains aprés rasage de la partie dorsale. Ce test
est trés important avant d’entamer I'expérimentation pour éviter d’influencer les
résultats de I'étude. Le test consiste a appliquer une couche de la formule préparée
sur la région rasée des rats. Un contrdle continu a été faite afin de constater
n’importe quel changement sur les sujets. Les résultats de test n’'ont montré aucun
signe d’allergie ou d’inflammation locale, ainsi qu’aucun signe clinique général. Ceci

nous a permis d’entamer I'expérimentation.

5.2.4.3. Répartition des groupes

Les dix-huit rats ont été répartis d’'une fagon aléatoire en trois groupes de six

sujets

- Le premier groupe A (Témoin négatif) : six rats dont les plaies ont été

traitées par I'eau distillée.
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- Le deuxiéme groupe B : six rats dont les plaies ont été traitées par le gel a
base de miel.
- Le troisieme groupe C : six rats dont les plaies ont été traitées par la

sulfadiazine argentique.

5.2.4.4. Model expérimental de la cicatrisation des plaies

Dans notre étude, une plaie excisionnelle de pleine épaisseur a été induite sur

le dos de chaque sujet, en suivant le protocole suivant :

- Une anesthésie générale a été administrée en utilisant une association de
xylazine et de kétamine par injection intramusculaire, a des doses
respectives de 10 mg/kg et 90 mg/kg [205].

- Apres le rasage des poils a l'aide d'une tondeuse électrique, la peau du dos
a été préparée chirurgicalement avec de la povidone iodée. Ensuite, une
plaie carrée d'une superficie de 1 cm x 1 cm a été délimitée a l'aide d'un

marqueur et d'une régle (Figure 5.3).
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: Rasage de la zone opératoire
: Désinfection du site opératoire par la povidone iodée
: Tragage des limites initiales de la plaie

: Mesure des dimensions de la plaie

Figure 5.3 : Préparation chirurgicale du site opératoire (photos personnelles).
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Une fois la préparation de I'animal terminée, le champ opératoire a été mis
en place. Avec une approche lente et minutieuse, le segment de peau de
pleine épaisseur a été excisé selon la méthode suivante :

Quatre incisions nettes, suffisamment profondes pour atteindre toutes les
couches de la peau, ont été effectuées a I'aide d'une lame de bistouri N°11,
en suivant les traits délimités par le marqueur comme guide. Enfin, pour
retirer le lambeau cutané, une dissection a été réalisée en utilisant une pince

a préhension et un ciseau a section pointue (Figure 5.4).

Q0T O

: Mise en place du champ opératoire
: Incision de la peau

: Dissection de lambeau cutané

: Plaie opératoire crée

Figure 5.4 : Etapes de réalisation des plaies (photos personnelles).
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5.2.4.5. Suivi des plaies et modes d’application des différents traitements

Les sujets du groupe "A" en tant que témoin négatif ont été exposés a
quelques gouttes d'eau distillée. Les plaies des animaux du groupe "C", en tant que
témoin positif, ont été traitées avec une application d'une couche de 2 8 3 mm de

sulfadiazine argentique a 1%.

En ce qui concerne le groupe "B", un gel a base de miel a été uniformément

étendu sur la plaie a raison de 1 mL par cm? (Figure 5.5).

Figure 5.5 : Application des différents traitements sur les plaies (photo

personnelle).
(Du droite a gauche : Eau distillée ; Miel ; Sulfadiazine argentique)

Par la suite, des compresses séches et stériles sont appliquées sur les
plaies, et un pansement semi-imperméable est placé pour les préserver contre toute
contamination extérieure (Figure 5.6). Ce pansement est renouvelé toutes les 24
heures. Une fois que la formation compléte de la crolte est terminée, I'utilisation

des pansements a été interrompue.
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Figure 5.6 : Application de pansement (photo personnelle).

Pour garantir le bon déroulement de I'expérimentation et consigner chaque
modification, une surveillance attentive des sujets a été maintenue tout au long des

21 jours de I'étude.

Remarque : Aucun antibiotique n’a été utilisé par voie parentérale afin

d’éviter toute influence de ce dernier sur les résultats escomptés.

5.2.4.6. Parameétres macroscopiques d’évaluation des plaies

Une évaluation macroscopique ainsi que la documentation photographique
des plaies ont été effectuées jusqu'a I'achévement du processus de cicatrisation,
tout en respectant strictement les regles d'asepsie pour prévenir toute
contamination éventuelle. La zone de cicatrisation de la plaie de chaque animal a
été évaluée en délimitant les contours de la plaie aux jours 0, 7, 14 et 21 de
I'expérimentation. Le taux de fermeture de la plaie a été exprimé en pourcentage
de la superficie initiale de la plaie par rapport au premier jour postopératoire, selon
la formule suivante basée sur Santos et al. (2021) :

TCP [—Spi —SP1 L 100
= *
SPi

TCP : Taux de contraction de la plaie.
SPi : Superficie initiale de la plaie.

SPj : Superficie de la plaie a un jour spécifique.
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Le périmétre Iésionnel a été tracé en utilisant du papier transparent et un
marqueur permanent a pointe fine comme décrit par Masson-Meyers et ces
collaborateurs [206]. De plus, le logiciel Image J® a été utilisé afin d’apporter plus
de précision dans le calcul des superficies des plaie [207],[208]. Sachant qu'il est
largement utilisé dans les recherches cliniques et qu’il est disponible gratuitement
sur le site web des National Institutes of Health (NIH) [206].

5.2.4.7. Paramétres microscopiques d’évaluation des plaies

Une fois que le suivi macroscopique est terminé, une évaluation histologique
du déroulement de la cicatrisation (J21) a été effectuée. Apres le sacrifice des rats,
la Iésion et la peau saine environnante ont été prélevées a l'aide de bistouri N° 23.
Une fois prélevé, elles sont mises immédiatement dans des pots contenant du

formol a 10% pour les fixer.

Les prélevements de différents groupes sont acheminés vers le laboratoire
d’histopathologie de linstitut des Sciences Vétérinaires de Tiaret ou la préparation

des lames histologiques a été réalisée.

A. Préparation des lames histologiques

Pour l'analyse histologique, la méthode standard employée dans le
laboratoire d'histologie de I'Institut des Sciences Vétérinaires de Tiaret a été utilisée,

impliquant les étapes suivantes :

> Fixation et inclusion

L'objectif de cette étape est de préserver la morphologie cellulaire et
tissulaire, en maintenant I'échantillon dans un état aussi proche que possible de
I'état in vivo tout en renforcant la consistance du tissu. Pour obtenir des piéces de
petite taille, les prélévements initiaux ont été recoupés de maniére a inclure le centre
et la périphérie de la plaie, ainsi que la peau saine péri-lésionnelle. lls ont ensuite
été placés dans des cassettes histologiques perforées et identifiées avant d'étre
immergés dans un récipient contenant le fixateur. Ces cassettes ont ensuite été
positionnées dans un panier de I'appareil automate de circulation, composé de 12

cuves, facilitant la réalisation des étapes suivantes :
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> Déshydratation

Les prélévements ont été déshydratés par des passages successifs a travers
des bains d'éthanol de concentrations croissantes (70%, 80%, 95% et 100%), visant

a éliminer I'eau présente dans les tissus pour les préparer a l'inclusion.
» Clarification

Cette étape vise a éliminer toute trace de déshydratant et a le remplacer par
une substance miscible avec la paraffine. Pour ce faire, deux passages dans des

bains de xyléne ont été effectués.

> Inclusion (ou imprégnation)

Il s'agit du dernier passage des cassettes dans I'automate, ayant pour objectif de
permettre la réalisation de coupes fines et réguliéres. |l consiste en une immersion

dans deux bains de paraffine fondue chauffée a une température de 56°C.

» Enrobage

Cette étape est effectuée a I'aide d'un équipement spécifique appelé station
d'enrobage (Figure 5.7), permettant le montage final et le durcissement manuel des
blocs. La paraffine chauffée a 56°C est versée dans des moules en acier inoxydable
contenant les spécimens correctement orientés. Ensuite, les moules sont déplacés
vers une surface de refroidissement, favorisant la solidification définitive du bloc de
paraffine, qui sera ensuite démoulé pour étre positionné dans le microtome afin de

réaliser des coupes fines d'une épaisseur de 5 um sous forme d'un ruban.
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l”

: Mise en place des cassettes dans I'automate.

: Mise en place des cassettes dans la station d’inclusion.

a

b

¢ :Utilisation de microtome pour la préparation des rubans.

d :Utilisation de bain marie pour I'étalement des rubans sur les lames.
e

: Mise en place des lames dans I'étuve pour une bonne fixation sur les lames.

Figure 5.7 : Etapes de préparation des lames histologiques (photos personnelles).
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B. Confection et coloration des lames

Ces rubans sont déposés a la surface de I'eau dans un bain-marie maintenu
a une température de 50°C afin de les aplanir et d'éliminer la paraffine. Ensuite, a
I'aide d'une lame, les coupes sont retirées du bain puis séchées dans une étuve a

une température de 37°C pendant 24 heures.

La coloration standard & I'Hématoxyline-Eosine a été réalisée en suivant

plusieurs étapes dans des bacs différents :

- 1°"bac : contient du xyléne/toluéne pendant 2 a 4 minutes avec une agitation
occasionnelle dans un but d’enlever la cire (déparaffinage).

- 2tme  3éme géme ot HKéme phac: contiennent de I'éthanol & des doses
décroissantes (100, 95, 85, 70%) pendant 5 minutes dans chaque bac ; suivi
par un lavage a l'eau sous faible débit. L'objectif de cette étape est la
réhydratation des tissus.

- 6% bac : contient de ’'Hématoxyline de Harris (un colorant basique) pendant
4 minutes afin de colorer les noyaux ; suivi par un lavage a 'eau sous faible
débit.

- 7°me bac : contient un Acide-alcool (HCL 1% dans éthanol 95%) pour un
trempage seulement afin d’éliminer I'excés de premier colorant ; suivi par un
lavage a I'eau sous faible débit, un lavage a 'ammoniaque et un deuxiéme
lavage a I'eau.

- 8% bac : contient de I'éosine (un colorant acide) pendant 2 minutes afin de
colorer le cytoplasme ; suivi par un lavage a I'eau sous faible débit.

- géme qQéme q1eme gt 128Mme pac : contiennent de I'éthanol a des doses
croissantes (70, 85, 95 et 100%) ; nettoyer dans du xyléne/toluéne. L'objectif

de cette étape est la déshydratation des tissus.

La derniére étape consiste au montage des lamelles sur les lames afin de
fixer et protéger les tissus. Pour ce faire, il suffit de rajouter une goutte de Baume

de Canada sur une lamelle et de couvrir la lame par cette lamelle.

Les coupes obtenues ont été examinées au microscope optique et

photographiées a I'aide d'un appareil photo numérique intégre.
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C. Lecture de lames

La microscopie et I'analyse histopathologique du processus de cicatrisation des
plaies chez les rats ont été effectuées en se conformant aux critéres
histopathologiques décrits par Vyver Mari Van et al.,, 2021 [209]. Ces critéres
comprennent la ré-épithélialisation, I'épaisseur épithéliale, la kératinisation, le tissu
de granulation, le remodelage, et la maturation (I'évaluation de la cicatrisation). Des

scores de 0 a 3 ont été attribués, comme indiqué dans le tableau 5.1.

Tableau 5.1 : Critéres et score de I'analyse histopathologique [209].

Parameétres Critéres Score attribué

histopathologiques

Ré-épithélialisation Complete
Partielle

Absente

Indice de I'épaisseur épithéliale | Normal

Hypertrophie

Hypoplasie

Kératinisation Oui

Non

Présence de tissu de granulation | Intact

Epais

Mince

Remodelage Complet
Partiel
Absent

Evaluation de Ila cicatrisation | Normal

(maturation) Hypertrophie

O = N| O = N| O] = N O N| O] =| N| O = DN

Hypoplasie

L'échelle de notation a été établie de maniére a attribuer le score le plus bas
(0) a une plaie ouverte et non cicatrisée, état évident dans les premiers instants
suivant la blessure. A linverse, le score maximal (12) correspond & une plaie

entiérement refermée et cicatrisée, sans exces de tissu cicatriciel.
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5.2.5. Analyses statistiques

Le traitement et l'interprétation statistique des données ont été effectués a
l'aide du logiciel SPSS. Les tests statistiques employés ont été choisis en

adéquation avec les caractéristiques et la répartition des données collectées.

5.3. Résultats

5.3.1. Partie in vitro

5.3.1.1. Effet antibactérien

L’évaluation de I'effet antibactérien de notre préparation a base de miel a été
faite en les comparants a la sulfadiazine argentique comme témoin positif et I'eau
distillée comme témoin négatif. Le tableau 5.2 montre les différents diamétres des
zones d’inhibition (mm) de la croissance bactérienne. Les résultats montrent une
différence hautement significative entre I'action inhibitrice de notre gel de miel vis-
a-vis la sulfadiazine argentique (P<0,001). En revanche, le témoin négatif n’a

montré aucune zone d’inhibition.

Tableau 5.2 : Diamétres des zones d’inhibition contre les différentes souches

bactériennes.
Souche bactérienne Diamétre de la zone d’inhibition (mm) + ET
Gel a base de miel Sulfadiazine Argentique
S. aureus 27,33 +£0,58 11,67 £ 0,58
E. feacalis 22,33+ 1,53 10,33 + 1,53
P. aeruginosa 18,67 £ 1,53 11,00 £ 1,00
E. coli 20,00 £ 1,73 9,33+1,53

5.3.1.2. Effet antioxydant

5.3.1.2.1. Dosage des antioxydants

> Dosage des polyphénols totaux

La valeur moyenne du contenu phénolique total de notre gel a base de miel est
de 116,57 + 1,09 mg EAG/100g de miel. Ces résultats ont été déduits en utilisant la
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courbe d’étalonnage de I'acide gallique dont I'équation standard de la courbe
(Figure 5.8) est :

y = 0,001 x [AG] + 0,0317 ; R2 = 1

1,2 -
y =0,001 x [AG] - 0,0317
R2=1
1 -
€
c 0,8 A
)
©
~
-
Y 0,6 A
[
©
2
3
a 04 A
<
0,2 4
0 1 T T T T T 1
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Concentration d'acide gallique (ug/ml)

Figure 5.8 : Courbe d’étalonnage de I'acide gallique.

> Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides de notre échantillon était de 29,3 £ 0,19 mg EQ/100g
de miel. Le résultat a été calculé en se référant a une courbe d’étalonnage établie
avec la quercétine (Figure 5.9). L’équation de la courbe standard de la quercétine

est donnée par :

y =0,0381 x [EQ] - 0,0087 ; R*=0,9983
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Figure 5.9 : Courbe d’étalonnage de la quercétine.

5.3.1.2.2. Test de DPPH

L'activité antioxydante de notre préparation vis-a-vis du radical libre DPPH a
été mesurée par spectrophotométrie. Cette méthode consiste a suivre la diminution
de la coloration violette du DPPH, qui devient jaune lorsqu'il est réduit, en mesurant
I'absorbance a 517 nm. Les résultats ont montré que I'échantillon possede un
pouvoir anti radicalaire de type dose-dépendant, c'est-a-dire que leur capacité a

neutraliser les radicaux libres augmente avec la concentration (Tableau 5.3).

Tableau 5.3 : Pourcentages d’inhibition des radicaux libres (%).

Concentrations (uL/mL) Hydrogel de miel
20 19,10
40 50,50
60 68,60
80 72,26
100 74,42
200 75,58

250 77,74
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La Figure 5.10 illustre I'évolution du pourcentage d'inhibition des radicaux
libres en fonction de la concentration en miel, allant de 0 a 250 pyL/mL en le
comparent a ceux des antioxydants de référence : acide ascorbique et BHT. Malgré
la diminution significative du radical de DPPH en présence de I'hydrogel de miel,
cette activité anti radicalaire demeure Iégérement plus faible que celle du BHT et de

I'acide ascorbique utilisés comme contrdles positifs.

90

u o N
o O o o

w
o

Pourcentage d'inhibition
N B
o o

[y
o

o

0 50 100 150 200 250 300

Concentration (ul/mL)

Acide Ascorbique BHT Hydrogel de miel

Figure 5.10 : Pourcentage de piégeage des radicaux DPPH par les antioxydants

standards (acide ascorbique et BHT) et I'hnydrogel de miel.

Afin de comparer les activités antioxydantes, nous avons également calculé
le paramétre ICso, sachant qu'une valeur d'ICso plus faible indique une activité
antioxydante plus élevée[210]. Le gel de miel a présenté un ICso de 43,18 mg/mL,
supérieur a celui de I'acide ascorbique (31,05 mg/mL) mais inférieur a celui du BHT
(47,35 mg/mL). Cela signifie que notre préparation de miel posséde une activité
antioxydante plus élevée que l'antioxydant synthétique BHT et moins importante
que l'acide ascorbique. De plus, cette activité antioxydante est considérée comme

une forte activité en le comparant aux normes.
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5.3.2. Partie in vivo
5.3.2.1. Poids des rats

Au début de I'expérimentation, le poids corporel moyen des rats des groupes
A, B, et C était de 134,8+7,2 g ; 136,8+10,0 g ; 139,1+9,6 g, respectivement ; c’est-

a-dire que les groupes étaient homogénes et congénéres.

Une deuxiéme pesée a été faite aprés la réalisation des plaies, une baisse
légére du poids corporel a été observée dans tous les groupes, probablement di
au stress lié a I'acte chirurgical. Par la suite, ce paramétre est revenu a ces valeurs
initiales avec une augmentation progressive du poids moyens de groupes jusqu’a

la fin de I'expérimentation.

5.3.2.2. Evaluation des plaies

Aucune complication n’a été constatée pendant I'acte chirurgical que ce soit

sur le plan anesthésique, technique ou des mortalités.

A. Expansion des plaies au J1

La superficie des plaies au J1est plus grande que celles tracée sur le dos de
tous les rats utilisés dans notre expérimentation. Cette expansion est de moyenne
de 1,32+0,22 cm?, 1,78+0,25 cm? et 1,55+0,19 cm?dans les groupes A, B et C
respectivement (Figure 5.11). Le test ANOVA a enregistré une différence
significative entre les moyennes des superficies de plaies de trois groupes (p<0,05).
Cette différence est signalée entre le groupe témoin négatif et le groupe traité par
le miel (Test de Turkey HSD) (p<0,05).
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Figure 5.11 : Moyennes et écart type des expansions des plaies au J1.

N= 18, p< 0, 05 significative, test ANOVA.

5.3.2.3. Evaluation des plaies a J7

A. Evaluation macroscopique des plaies a J7

Les plaies du groupe A (Témoin) apparaissent avec une crolte séche, ferme
et épaisse. Les sujets de groupe C qui sont traités par la sulfadiazine argentique

présentent une crolte qui est moins dure et moins épaisse que la précédente.

Les plaies traitées par notre préparation a base de miel sont recouvertes

d’'une crolte molle et fine (Figure 5.12). Ainsi aucun signe d’infection n’a été détecté.
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A : Groupe témoin négatif.
B : Groupe traité par le miel.
C : Groupe traité par la Sulfadiazine argentique.

Figure 5.12 : Aspect macroscopique des plaies au J7 (photos personnelles).

B. Evaluation planimétrique des plaies a J7

Le graphique présenté dans la figure 5.13 illustre la comparaison du taux de
contraction entre les plaies non traitées, les plaies traitées avec la sulfadiazine
argentique et celles traitées avec la préparation de miel chez les rats aprés une

période de suivi de sept jours.

Les résultats ont montré que le pourcentage de contraction était plus
important chez les sujets traités par la sulfadiazine argentique (43,61%) suivis par
ceux traités par la préparation a base de miel (43,49%) et ceux de groupe témoin
négatif (24,84%). L'analyse statistique n'a révélé aucune différence significative (p

> 0,05) entre les pourcentages de contraction observés dans les différents groupes.
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Figure 5.13 : Pourcentage de contraction des plaies au J7.

5.3.2.4. Evaluation des plaies a J14

A. Evaluation macroscopique des plaies a J14

Les observations macroscopiques indiquent une diminution de la taille de
toutes les plaies, avec des variations entre les sujets du méme groupe et entre les
groupes, attribuables au processus de contraction. Ces variations seront quantifiées
en pourcentage lors de I'évaluation planimétrique. De plus, on observe un
détachement des crodtes, I'émergence d'un tissu de granulation rougeatre comblant
la perte de substance, et la formation d'un liséré rosatre aux marges des plaies,

signe d'épithélialisation.

A ce stade du suivi, aucune manifestation d'infection n'est décelée dans les
plaies des trois groupes. Il est important de noter que la cicatrisation n'est pas

complétement achevée pour toutes les plaies au cours de cette phase de suivi.
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A : Groupe témoin négatif.
B : Groupe traité par le miel.
C : Groupe traité par la Sulfadiazine argentique.

Figure 5.14 : Aspect macroscopique des plaies au J14 (photos personnelles).

B. Evaluation planimétrique des plaies a J14

Les résultats planimétriques ont rapporté que le pourcentage de contraction des
plaies traitées avec le gel a base de miel (82,38%) est supérieur a celui des plaies
témoins (69,92%) et des plaies traitées a la sulfadiazine argentique (82,19%)
(Figure 5.15). L'analyse statistique indique une différence significative (p<0,05)
entre les sujets des groupes traités (par la formulation de miel et la sulfadiazine
argentique) et les sujets de groupes témoins négatifs. Cependant aucune différence
significative (p>0,05) n'a été signalée entre le groupe de miel et le groupe de

sulfadiazine argentique.
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Figure 5.15 : Pourcentage de contraction des plaies au J14.

5.3.2.5. Evaluation des plaies a J21

A. Evaluation macroscopique des plaies a J21

Aprés une période de suivi de 21 jours, plusieurs sujets dans les trois
groupes ont présenté une cicatrisation compléte, tandis que certains sujets gardent
des petites zones centrales de tissu de granulation non épithélialisée. Ces zones
ont des tailles plus importantes dans les sujets de groupe témoins en comparant
avec ceux traités avec la sulfadiazine argentique et la préparation de miel. Ces
eléments indiquent que ces plaies ne sont pas entierement cicatrisées, comme

illustré dans la figure 5.16.
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A : Groupe témoin négatif.
B : Groupe traité par le miel.
C : Groupe traité par la Sulfadiazine argentique.

Figure 5.16 : Aspect macroscopique des plaies au J21 (photos personnelles).

B. Evaluation planimétrique des plaies a J21

Au J21, les performances de cicatrisation des sujets traités avec notre
préparation (88,75%) surpassent celles des groupes témoins (82,46%) ainsi que
celles traitées avec la sulfadiazine argentique (88,01%) (Figure 5.15). L'analyse
statistique révéle une différence significative (p < 0,05) entre les plaies traitées (avec
la formulation de miel et la sulfadiazine argentique) et celles de groupes témoin.
Cependant, aucune différence significative (p > 0,05) n'a été observée entre le
sujets traités avec la préparation miel et ceux traités avec de la sulfadiazine

argentique.
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Figure 5.17 : Pourcentage de contraction des plaies a J21.

5.3.2.7. Evaluation microscopique des plaies

L'évaluation histopathologique des plaies dans les divers groupes repose sur
les critéres suivants : la ré-épithélialisation, I'indice d’épaisseur épithéliale, la
kératinisation, la présence de tissu de granulation, le remodelage, et en dernier le
degré d’évaluation de la cicatrisation (la maturation). Les moyennes des scores
attribués a ces parameétres en fonction du temps sont présentées dans le tableau
54.

Tableau 5.4 : Moyennes des scores des parametres d’évaluation
histopathologiques des plaies

Moyennes des scores par groupe | Groupe A | Groupe B | Groupe C

= Ré-épithélialisation 1,33 1,83 1,67

g Indice d’épaisseur épithéliale 0,50 1,33 1,00

g, %% Kératinisation 0,67 1,67 1,33
£ D7, | Présence de tissu de granulation 1,00 1,25 1,17
E g 2| Remodelage 0,50 1,00 083
< %’. Degré d’évaluation de la cicatrisation | 0,42 1,33 1,33
= | Total 4,42 8,42 7,33
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Groupe A : Témoin.
Groupe B : Traité par le gel a base de miel.
Groupe C : Traité par la sulfadiazine argentique.

Le jour de sacrifice (le J21), I'évaluation histopathologique des prélévements
de peau a révélé une régénération épithéliale compléte au niveau des plaies traitées
avec le gel a base de miel, présentant un degré de différenciation épidermique bien
défini chez la plupart des sujets (5/6) avec un score de 1,83 et chez 4/6 sujets traités

par la sulfadiazine argentique.

Cette ré-épithélialisation est considérée compléte et évidente lorsque le tissu
épithélial nouvellement formé couvrait 95 % a 100 % de la zone cicatrisée. Pour
I'épaisseur épithéliale, 'observation a montré qu’il a repris son état initial chez la
moitié de rats (3/6) et une hypertrophie a été constatée chez deux sujets pour le lot

de miel.

Pour le lot de sulfadiazine argentique, il y avait deux sujets qui ont repris
I'épaisseur initiale. Tandis que deux sujets ont présentés une hypertrophie et deux
autres avec une hypoplasie de cette épaisseur. L'indice de I'épaisseur épithélial est
utilisé comme un indicateur de maturation épithéliale dans la zone concernée par la

blessure.

En revanche, la ré-épithélialisation était incompléte chez plus de la moitié de
rats témoins (4/6). Cependant, aucun sujet n’a repris I'épaisseur épithéliale initiale ;
trois sujets ont eu une hypertrophie et les trois autres ont présenté une hypoplasie

de I'épaisseur épithéliale qui est associée a une ré-épithélialisation incompléte.

Concernant la kératinisation, elle est observée sous forme de couches de
kératine détachées ou perdues, ou sous forme d'une couche cornée
parakératosique épaisse a la surface superficielle au-dessus de I'épiderme. Pour le
lot traité par notre préparation, la kératinisation était présente pour 5/6 sujets. Elle
était chez quatre sujets pour le groupe traité par la sulfadiazine argentique et

uniquement chez deux sujets pour le groupe témoin.

Parallélement, les résultats de I'évaluation du tissu de granulation ont été
plus positifs chez les sujets traités au miel. Dans ces derniers, une infiltration de
tissu de granulation mature et peu vascularisé a révélé des couches dermiques

intactes, indiquant une bonne cicatrisation. En revanche, pour les sujets des autres
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groupes, ils ont présenté un tissu de granulation (riche en fibroblastes et cellules
inflammatoires et pauvres en vaisseaux sanguins et fibres de collagénes) indiquant

une cicatrisation inachevée.

Le remodelage est un paramétre semi-quantitatif basé sur une inspection
visuelle. Plusieurs sujets dans les différents groupes ont présenté un remodelage
partiel qui se figure sous forme d’'une déposition de collagéne et/ou de tissu adipeux

blanc. Dans certains cas, il y a eu une observation de quelques annexes cutanées.

En ce qui concerne le score de cicatrisation global, le groupe ayant regu le
traitement a base de miel (8,42/12) a obtenu les résultats les plus élevés par rapport
aux autres groupes (7,33/12) pour ceux traités par la sulfadiazine argentique et

(4,42/12) pour le lot témoin.

D’un point de vue statistique, une différence significative a été enregistrée
entre le score totale obtenu dans les trois groupes (P<0,05). Cependant, aucune
différence significative n’a été constaté entre les différents paramétres histologiques
etudiés des sujets traités par la préparation de miel ou la sulfadiazine argentique
(P>0,05).
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Figure 5.18 : Coupes histologiques des plaies au J21 (photos personnelles).
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5.4. Discussion

La cicatrisation des plaies comporte plusieurs phases qui pourraient étre
perturbée par plusieurs parametres. Parmi les quelles, il y a les infections des plaies
qui entrave le processus de guérison. Ces infections sont causées par plusieurs
agents bactériens qui nécessite une prise en charge pour lutter contre ces
bactéries ; a savoir des antibiotiques. Cependant, au cours des dernieres année
une émergence importante de I'antibiorésistance a été signalé a I'échelle mondial
ce qui a alarmé le staff de la santé public. Pour cette raison, plusieurs chercheurs
ont mené des études afin de trouver des solutions alternatives ; comme de la
phytothérapie ou I'apithérapie. Pour I'utilisation des produits de la ruches, plusieurs

études ont met en évidence les effets bénéfiques de ces produits in vitro et in vivo.

Il existe plusieurs traitements alternatifs qui ont été testés pour leur pouvoir
cicatrisant. Dans notre étude, nous avons opté pour une formulation a base de miel
en raison de ses nombreux bienfaits pour la cicatrisation tissulaire. Cette propriété
curative est favorisée par le fort pouvoir de diffusion du miel au niveau tissulaire, ce
qui stimule et accélere les processus de réparation et de régénération cellulaire
[211],[212]. Les composants actifs de miel peuvent ainsi étre acheminés
directement aux zones endommagées et y exercer pleinement leurs effets

bénéfiques, notamment antibactériens, anti-inflammatoires et pro-cicatrisants [213].

L'évaluation de I'effet antibactérien in vitro a révélé que notre produit possede
une activité inhibitrice importante contre les différentes souches bactériennes
testées. Les zones d'inhibition moyennes (en mm) ont été de 27,33 £ 0,58 pour S.
aureus, 22,33 + 1,53 pour E. faecalis, 20,00 £ 1,73 pour E. coli et 18,67 £ 1,53 pour

P. aeruginosa.

Nos résultats indiquent une plus grande sensibilité des bactéries a Gram
positif face a I'activité antibactérienne de notre gel a base de miel, en comparaison
aux bactéries a Gram négatif. Cette observation est corroborée par de nombreuses
études antérieures ayant évalué l'efficacité antimicrobienne de différents types de
miels [214], [215]. Cette constatation pourrait étre expliquée par la structure de la
paroi cellulaire des Gram positif, principalement composée de peptidoglycanes, qui
est plus perméable aux composés antibactériens présents dans le miel comme le

peroxyde d'hydrogéne, les défensines et les composés phénoliques [216], [217]. A
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l'inverse, la membrane externe des Gram négatif constitue une barriere plus efficace

limitant la diffusion de ces agents antimicrobiens [218].

Ce pouvoir antibactérien pourrait étre attribué aux propriétés physico-
chimiques du miel, telles que son pH acide (généralement entre 3,2 et 4,5) [136],
sa haute pression osmotique due a sa teneur élevée en sucres [138], ainsi qu'a la
présence d'autres composants naturels possédant une activité antibactérienne, tels
que le peroxyde d'hydrogene, le methylglyoxal, la defensine-1 et les flavonoides
[213], [219]. L'inhibine, le glucose oxydase et d'autres enzymes antimicrobiennes

pourraient également contribuer a cette activité [217], [137].

De nombreuses recherches ont été consacrées a I'évaluation des propriétés
antibactériennes du miel in vitro, que ce soit en Algérie ou dans d'autres régions du
monde. En ce qui concerne le miel d'euphorbe spécifiguement, une étude réalisée
par Hamdi et al. en 2020 a révélé une activité inhibitrice moins importante avec des
zones d'inhibition de 23,10 + 4,60 mm contre S. aureus et de 22,95 + 4,76 mm
contre E. coli, en testant un gel a base de miel additionné d'autres produits apicoles
[197]. Des résultats similaires ont été obtenus par Haderbache et al. en 2013, avec
des zones d'inhibition respectives de 21,4 £ 5,6 mm et 20,5 £ 6,0 mm pour S. aureus
et E. coli. Par ailleurs, les travaux d'Ait Abderrahim et al. (2019) ont mis en évidence
les propriétés antibactériennes du miel d'euphorbe, aussi bien utilisé seul qu'en

synergie avec l'ail.

Dans une étude publiée en 2021 par Aljaghwani et al., différents types de
miels provenant de zones géographiques et de sources botaniques variées ont été
compareés pour leur activité antibactérienne contre plusieurs souches bactériennes
de référence (trois bactéries Gram positif : S. aureus ATCC 29213, E. faecalis ATCC
29212 et MRSA ATCC 43300. Et trois souches Gram négatif : E. coli ATCC 25922,
K. pneumonia ATCC 700603, et P. aeruginosa ATCC 27853). Parmi les miels testés,
le miel de manuka du néo-zélandais qui s'est révélé plus efficace pour inhiber la
croissance bactérienne que les miels de talha et le miel de toutes fleurs de I'Arabie
saoudite [215]. Cependant, les résultats de notre étude ont révélé que notre
préparation a base de miel démontre une activité antibactérienne encore plus
puissante que tous les miels testés dans I'étude d'Aljaghwani et al. (2021). Ceci

pourrait &tre lié a la présence d'amidon dans notre formulation, qui selon Haralampu
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(2000), peut créer une barriere physique contre les agents oxydants externes,

protégeant ainsi les composés antioxydants du miel de la dégradation [220].

Nos résultats ont montré une différence hautement significative (P > 0,01)
entre l'activité antibactérienne de la sulfadiazine argentique, utilisé comme témoin
positif, et notre gel a base de miel d'euphorbe. Ce dernier s'est révélé nettement
plus efficace pour inhiber la croissance bactérienne. Ces résultats corroborent avec
ceux rapportés par Hamdi et al (2020) [197]. De plus, une méta-analyse de Rojas
et al. (2017) a rapporté des taux de résistance a la sulfadiazine allant jusqu'a 40%

chez certaines souches d'E. coli.

Dans cette étude, l'activité antioxydante a été déterminée en mesurant
I'activité anti-radicalaire DPPH. La valeur d'ICso est un paramétre important utilisé
pour quantifier l'activité antioxydante dans le test DPPH. Elle correspond a la
concentration d'un composé nécessaire pour inhiber 50% du radical DPPH présent
[221]. Le ICs0 de notre gel a base de miel était de 43,18 mg/mL. Plus cette valeur
est faible, plus I'activité antioxydante de I'échantillon est élevée [222]. Dans une
étude marocaine, Bouyahya et al. (2017) ont rapporté des valeurs d'ICso comprises
entre 48,15 pyg/mL et 94,35 ug/mL pour différents miels locaux testés [223]. La
valeur d'ICso inférieure de notre gel par rapport a cette plage indique que notre
formulation a base de miel posséde une activité antioxydante plus importante que
les miels évalués dans leur étude. Son activité antiradicalaire élevé pourrait étre
attribuée a la teneur élevée en composés phénoliques (116,57 + 1,09 mg
EAG/100q), car le potentiel antioxydant du miel est généralement proportionnel a
sa concentration en polyphénols [224],[225]. Les propriétés antioxydantes et
composeés phénoliques du miel varient considérablement selon les sources
végétales et les espéces florales butinées par les abeilles. De méme que pour les
polyphénols totaux, il existe une forte relation entre le taux de flavonoides et le test
de DPPH (%) [226].

Dans la partie in vivo, les rats ont été choisis comme des animaux modéles
afin d’évaluer I'effet cicatrisant de notre formulation alternative. La sélection des rats
comme modele animal pour cette expérience pourrait étre expliquer par le fait que
ces animaux offrent un modéle idéal pour étudier la cicatrisation des plaies cutanées

en permettant la standardisation du type, de la taille, de la forme et de la profondeur
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des lésions. De méme, ce choix des rats comme modele pour les plaies cutanées
s'explique par sa disponibilité, son codt faible et sa taille réduite, favorisant ainsi une
utilisation efficace de Il'espace et une meilleure gestion des installations
d'hébergement [227],[228],[229].

Le test de la toxicité cutanée n’a révélé aucun signe clinique. Ce test permet
d'évaluer si la formulation provoque des réactions cutanées indésirables comme
des allergies ou des inflammations lorsqu'elle est appliquée sur la peau. Méme si le
miel est généralement considéré comme sar, d'autres ingrédients ou la formulation
finale peuvent entrainer des effets indésirables. De méme, Ces tests font partie du
processus d'évaluation de l'innocuité requis pour une éventuelle commercialisation
du produit. Les tests de toxicité cutanée chez les animaux fournissent aussi des
informations précieuses sur l'innocuité et la tolérance cutanée d'un produit avant les

essais cliniques chez I'humain [230].

Les résultats ont montré qu’au cours de I'expérimentation, une baisse légére
du poids corporel a été observée dans tous les groupes des rats. Cette baisse de
poids est un phénomene courant chez les rongeurs aprés une procédure
chirurgicale, probablement causée par le stress et la douleur associés a
I'intervention, ainsi que par une diminution temporaire de la prise alimentaire. Ce
phénomene est considéré comme une réponse normale au stress chirurgical et

devrait étre anticipé [231].

La superficie initiale des plaies était prévue a 1cm?. Cependant, les mesures
des dimensions des plaies au J1 étaient supérieures a la taille initialement estimée
pour tous les groupes de rats. La méme constatation a été noté par Galiano et al en
2004, ceci pourrait étre expliqué par I'élasticité de la peau et de la rétraction des
berges de la plaie aprés l'incision [232].

Dans le groupe témoin négatif, ou les plaies n'ont pas recu de traitement, les
taux de contraction des plaies étaient nettement inférieurs a ceux observés dans
les groupes traités. Ces résultats suggérent que la prise en charge adéquate des
plaies, qu'elle soit conventionnelle ou avec notre formulation a base de miel, est

cruciale pour accélérer le processus de cicatrisation.
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Les résultats obtenus montrent des taux de contraction des plaies similaires
entre le groupe traité avec notre formulation a base de miel et celui traité avec la
sulfadiazine argentique, un agent chimique conventionnel. Cependant, une
différence a été constatée concernant la repousse des poils, qui était beaucoup plus

abondante dans le groupe traité avec la formulation a base de miel.

D’autre part, la repousse abondante des poils observée dans le groupe traité
avec la formulation a base de miel est une preuve tangible que non seulement la
cicatrisation de la plaie en surface a été efficace, mais aussi que les annexes
cutanées, telles que les follicules pileux, ont été régénérées de maniere optimale.
Des résultats similaires ont été reportés par Wang et al 2012 [233] qui ont utilisé un
hydrogel contenant de miel et d’autres composants sur des plaies de brulure. Leurs
résultats ont montré une meilleure prolifération des follicules pileux
comparativement au groupe témoin. Les travaux menés par El-Kased et son équipe
(2017) ont mis en évidence les bienfaits d'un hydrogel a base de miel sur la
régénération des structures annexes de la peau, notamment les follicules pileux.
Cet effet régénérateur du miel pourrait étre attribué a ses propriétés anti-
inflammatoires, antibactériennes et pro-angiogéniques, qui créent un
environnement propice a une régénération tissulaire compléte, y compris les

structures spécialisées de la peau [11].

D’autre part, les résultats similaires des taux de contraction suggérent que
notre formulation naturelle pourrait étre utilisée comme une alternative sOre et
efficace au traitement chimique. L'utilisation d'un produit naturel comme le miel
présente plusieurs avantages notables. Tout d'abord, il est généralement bien
toléré, avec tres peu d'effets secondaires signalés, contrairement a de nombreux
produits pharmaceutiques synthétiques [18]. De plus, Il était bien démontré que le
miel inhibe une large gamme de bactéries, et est tout aussi efficace contre les
bactéries sensibles aux antibiotigues que contre celles qui y sont résistantes,

réduisant ainsi le risque d'émergence de résistances [234],[235],[236].

Lors de I'observation microscopique, le groupe traité avec du miel a obtenu
la meilleure note concernant la ré-épithélialisation (1,83/2). De nombreuses études
ont mis en évidence que le miel favorise ce processus de régénération de

I'épithélium, ainsi que l'angiogenese. Il stimule également la prolifération des
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cellules de la peau et du systeme immunitaire, contribuant ainsi a la cicatrisation
des plaies [211],[212]. Cet épithélium a repris son épaisseur initiale chez la moitié
de sujets traités par la formulation de miel et il est hypotrophique chez uniqguement

un seul sujet. Ceci est un indicateur d’'une bonne maturation épidermique [209].

5.5. Conclusion

L'étude expérimentale, nous a permet de révéler une activité antibactérienne
trés importante de gel a base de miel vis-a-vis les souches de référence testées.
De plus, le gel préparé a eu une bonne activité antioxydante in vitro, proche de celle
d’antioxydants de synthése (BHT) et naturel (acide ascorbique) avec une teneur

elevée en polyphénols totaux.

Au cours de I'étude in vivo sur les rats, le taux de cicatrisation des plaies était
plus important chez les sujets de groupes traités par rapport aux de groupe témoin
négatif. L'évaluation microscopique, basée sur des paramétres histopathologiques,
indique que le groupe traité avec le gel a base de miel a obtenu le score total le plus
éleve, suivi du groupe traité avec la sulfadiazine argentique, tandis que le groupe

ayant regu uniquement de I'eau distillée a obtenu le score le plus faible.
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CONCLUSION GENERALE

La présente thése s’est intéressée aux bactéries responsables des infections
des plaies et leur résistance aux antibiotiques. De plus, elle s’est intéressée
eégalement a I'effet antibactérien et antioxydant de miel ainsi que son effet cicatrisant

sur des plaies chez des animaux modéles.

Cette étude a révélé que les bactéries Gram positif sont les plus fréquentes,
avec une prédominance des staphylocoques a coagulase négatif, suivis par
Staphylococcus aureus et Streptococcus spp. Notamment, prés d'un tiers des
isolats de S. aureus étaient résistants a la méthiciline. En matiére
d'antibiorésistance, les résultats ont montré une forte résistance des bactéries Gram
négatif aux pénicillines, suivie par les céphalosporines. Cependant, cette catégorie
de bactéries a démontré une sensibilité élevée a I'amikacine et a l'imipenéme. Pour
les bactéries Gram positif, la vancomycine s'est révélée étre I'antibiotique le plus
efficace. De plus, les bactéries multirésistantes représentent un tiers des bactéries

isolées, avec une prédominance des bactéries Gram négatif.

Tous ces résultats nous interpellent sur la diversité des espéces bactériennes
impliquées dans les infections des plaies et sur I'émergence de I'antibiorésistance

a I'égard des différentes classes d'antibiotiques au sein de notre population.

Notre gel a base de miel a montré une trés bonne activité antibactérienne en
le comparant a la sulfadiazine argentique. En outre, il présente des fortes propriétés
antioxydantes, bien qu’il soit Iégérement moins puissant que I'acide ascorbique et
le BHT.

Par ailleurs, I'étude sur I'effet cicatrisant de notre préparation sur les rats a
révélé que, d'un point de vue planimétrique, le taux de contraction des plaies ne
montrait aucune différence significative entre les sujets traités par le gel a base de
miel et ceux traités par la sulfadiazine argentique, contrairement au groupe témoin.

Cependant, sur le plan histopathologique, notre préparation a obtenu le meilleur
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score comparativement aux autres groupes, indiquant une supériorité potentielle en

termes de qualité de cicatrisation.

Bien que notre préparation et le traitement conventionnel présentent une
efficacité cicatrisante presque similaire, notre produit se distingue par sa
composition entierement naturelle, exempte de substances chimiques synthétiques.
De plus, en capitalisant sur les résultats obtenus in vitro, notamment en termes
d'activité antibactérienne, nous envisageons d'étendre nos essais cliniques aux

plaies infectées.

Ces résultats prometteurs obtenus avec le gel a base de miel motivent la
réalisation d'une caractérisation approfondie du produit, en vue de mener des

essais a plus grande échelle.
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RECOMMANDATIONS ET PERSPECTIVES

A la lumiére des résultats de cette étude, qui a mis en évidence les
principales espéces bactériennes isolées sur des plaies infectées, I'importance de
I'antibiorésistance et les effets potentiels du miel sur le processus de cicatrisation,
nous souhaitons proposer quelques recommandations et perspectives de

recherche.
Nous citons les recommandations suivantes :

- Mettre en place un protocole de surveillance efficace afin de lutter contre
I'’émergence de I'antibiorésistance.

- Sensibiliser notre population sur 'utilisation prudente et rationnelles des
antibiotiques et sur le risque de I'automédication.

- Sensibiliser le staff médical et les patients sur 'importance de I'hygiéne
pour limiter la fréquence des infections des plaies notamment les
infections nosocomiales.

- Renforcer les pratiques et la réalisation de I'antibiogramme avant la
prescription des antibiotiques.

- Controler I'utilisation des antibiotiques a usage hospitalier afin d’éviter
I'émergence de résistance contre ces derniers.

- Encourager l'utilisation de miel médicalis€, en insistant sur l'importance
de suivre les instructions médicales et sur la maniére correcte de
I'appliquer.

- Développer et standardiser des protocoles d'application du miel pour les
différents types de plaies.

- Mettre en place des systémes de suivi et d'évaluation pour les patients
traités avec du miel, afin de recueillir des données sur I'efficacité et les

éventuels effets secondaires.
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Pour les perspectives, nous citons les suivants :

- Mener des études longitudinales pour suivre I'évolution des profils de
résistance aux antibiotiques.

- Encourager la recherche et le développement de nouveaux
antibiotiques.

- Investir dans la recherche des méthodes d’identification bactérienne et
réalisation d’antibiogramme rapides et économiques.

- Réaliser des études épidémiologiques pour identifier les facteurs de
risque associer aux infections des plaies.

- Reéaliser des études génomiques sur les facteurs de virulence et de
résistance des bactéries.

- Développer de nouveaux produits de soin des plaies a base de miel,
comme des pansements imprégnés de miel, des crémes ou des gels,
pour faciliter son utilisation clinique.

- Explorer les mécanismes biologiques par lesquels le miel favorise la
cicatrisation des plaies.

- Mener des études cliniques randomisées a grande échelle pour évaluer
l'efficacité comparative du miel par rapport aux traitements

conventionnels pour différents types de plaies.



APPENDICE A

Liste des symboles et des abréviations

°C : Degré Celsius.

ANOVA : Analysis of Variance.

ATCC : American Type Culture Collection.

BHIB : Brain Heart Infusion Broth.

BLSE : B-lactamases a spectre élargi.

BMR : Bactéries multirésistantes.

CLSI : Clinical and Laboratory Standards Institute.
CoNS : Staphylocoques a coagulase négative.
DPPH : 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl.

E. coli : Escherichia coli.

E. faecalis : Enterococcus faecalis.

EAG : Equivalent d’acide gallique.

EPH : Etablissement Public Hospitalier.

EQ : Equivalent de quercétine.

HMF : Hydroxyméthylfurfural.

HPLC : High-performance liquid chromatography.
ICs0 : Inhibitor Concentration 50%.

K. pneumoniae : Klebsiella pneumoniae.
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MALDI-TOF MS : Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization-Time-Of-Flight Mass

Spectrometry.



P. aeruginosa : Pseudomonas aeruginosa.
pH : Potentiel Hydrogéne.

S. aureus : Staphylococcus aureus.

SARM : Staphylococcus aureus résistant a la méticilline.

TFA : acide trifluoroacétique.
TSI : Triple Sugar Iron.

UFC : Unité formant colonie.
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APPENDICE B

Matériel et appareillage utilisé

. Matériel utilisé

Gants

Seringues

Ecouvillons

Pipettes Pasteur stériles
Lames et lamelles

Boites pétri stériles (90mm)
Cryotubes

Tubes a essai

Jarre d’incubation

Anse de platine

Portoir

Spectrométre de masse (Biomérieux, Firenze, Italy).
Plaque cible métallique
Bistouris

Flacons stériles

Formole

. Milieux de culture

Bouillon BHIB

Gélose Chapman
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Gélose Hekteon
Gélose au sang
Gélose Muller Hinton

Milieu urée-Tryptophane (urée-indole)

. Réactifs et solutions

Eau physiologique stérile

Eau distillee

Eau oxygénée a 10 volumes

Glycérol

Violet de gentiane

Lugol

Ethanol

Fuscine basique

Huile & immersion

Réactif de kovacs

Réactif de TDA

Réactifs de Voges-proskaner (VP | et VP Il)
Disques pour la recherche d’'oxydase
Eau oxygénée a 10 volumes.

TFA (Acide TriFlurocetique)

Réactif de Folin

Bicarbonate de sodium a 7,5% (Naz Cos)
Acide gallique

Chlorure d’aluminium a 2% (Al Cls)

Quercétine



2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
BHT (Butylated Hydroxytoluen)
Acide ascorbique

. Appareillage utilisé

Microscope optique

Bec bunsen

Etuve réglable

Bain marie

Stérilisateur

Réfrigérateur

Spectrométre

Spectrométre de masse (Biomérieux, Firenze, Italy)
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APPENDICE C

Attestation d’acquisition d’animaux de laboratoire

Solamadiiand! FM ol g LS sty Al b)l;e

Ministére de la Sante, de la Population et de la Réforme Hospitaliére

)
INSTITUT PASTEUR D'ALGERIE g Pl joiwl g0

Département animalerie

Laboratoire des petits animaux de laboratoire

Alger le 18 MAI 201

k»'

Attestation d’acquisition d’animaux de laboratoire

Le service des animaux de laboratoire de I'Institut Pasteur D'Algérie (IPA) atteste par la
présente que Mr/Mme A 5Q ASa dela wilaya de Q\Q\dc. s’est porté acquéreur
d'animaux de laboratoire de lypeﬂn}- W(‘A‘o«» au nombre de Hp - i Let a statut
Holoxenique ces animaux proviennent d’un élevage de type conventionnel et ne présentent
aucun signe clinique de pathologies au moment de leurs mises & disposition ; néanmoins
'usage fait de ces animaux aprés avoir quittés I’enceinte des animaleries de I'IPA, leurs
conditions de transport, d’hébergement, et de manipulations (devant obéir a des régles
d’hygiéne , de sécurité et une compétence dans ce domaine) et les possibles conséquences

liées a cela relévent de la responsabilité exclusive de I'acquéreur .

M,.Mﬁ Service des animaux de laboratoire

V%A MZ ' \ dAigéro
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