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Introduction

Le miel est une substance sucrée de couleur blonde produite naturellement par les abeilles
melliféres (Apis mellifera) a partir du nectar des fleurs. Il est stocké dans les rayons de la

ruche pour servir de nourriture aux abeilles et a leurs larves tout au long de 1’année.

Depuis des siécles, le miel est reconnu et apprécié des Hommes comme substance
sucrante dans leur alimentation, pour son go(t et ses apports nutritifs, mais aussi pour ses
multiples propriétés thérapeutiques (antibactérien, cicatrisant..). 1l est percu comme un

aliment naturel, non pollué et bénéfique pour la santé.

Pourtant, en janvier 2013, a I’ile de la Réunion plusicurs cas d’intoxication ont été

signalés a 1’Agence de santé Océan Indien (ARS Ol), suite a la consommation de miel (1).

Cette forme inhabituelle d’intoxication alimentaire a partir de miel, dit « miel fou »,
rappelle le potentiel toxique de certains produits dits « naturels » qui suscitent un regain
d’intérét a I’heure ou la médecine moderne se trouve confrontée a divers problemes. Ces
produits naturels bénéficient souvent d’une image positive et leur utilisation est souvent

considérée sans risque par les consommateurs.
Le miel, produit naturel par excellence n’est donc pas toujours inoffensif.

Ces cas intrigants d’intoxication au miel rapportés dans plusieurs articles en 2013 (2-4)
furent le point de départ de ce travail de these. Qu’est-ce que le miel fou ? Quels sont les
symptomes pour identifier ce type d’intoxication et la conduite a tenir ? Quelles pourraient
étre les mesures a prendre pour éviter ce type d’intoxication ? Quelles sont les plantes
incriminées ? Quelles sont les toxines impliquées ? Comment agissent-elles ?... autant de

guestions soulevées a la lecture de ces faits d’actualités.

Tres vite la littérature, nous apprend que ce type d’intoxication au miel est principalement

décrit en Turquie, sur la cote Est de la mer Noire et ce, depuis I’antiquité (5).

L’objectif de ce travail a donc été de faire par une recherche bibliographique un état des
lieux des connaissances actuelles concernant ces intoxications dues a une consommation de
miel. Cette recherche a été réalisée en consultant des bases de données scientifiques telles que
PubMed Medline, SciFinder, ScienceDirect et Google Scholar en utilisant premiérement
comme mots-clés « mad honey poisoning », puis aprés les premiers résultats obtenus d’autres

mots clés tels que les noms d’espéces végétales ou les noms de molécules par exemple. Des
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informations retrouvées sur des sites plus généralistes notamment sur des revus réunionnaises

en ligne, LINFO.re ou Imaz Press Réunion, ont également permis d’enrichir ce travail.
Ce manuscrit correspond a la synthése de cette recherche bibliographique.

La premiere partie présentera 1’intoxication au miel fou. Elle permettra de décrire ce
qu’est ce miel et de faire un parallele entre les intoxications survenues a la Réunion et en
Turquie. Elle conduira a faire I’analyse épidémiologique de cette intoxication et a réaliser une

étude clinique de celle-ci chez I’homme.

La seconde partie détaillera les plantes incriminées avec notamment une description de la
famille a laquelle elles appartiennent et une synthése des caractéristiques botaniques et
chimiques des 4 principales especes rapportées comme étant responsables de certaines

intoxications au miel fou.

La troisieme partie passera en revue les toxines responsables de cette intoxication. Cette
derniére permettra de décrire leur structure, leur mécanisme d’action, leur détection et leur

implication dans d’autres types d’intoxication.
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Partie | : L’intoxication au « miel fou »

11

MERMOZ
(CC BY-NC-ND 2.0)



1. Miel fou

1.1. Définition

Le terme de «miel fou » désigne un miel contenant des molécules toxiques et qui a
entrainé des intoxications chez I’Homme. Il est produit a partir d’un nectar contenant ces
molécules, récolté sur les fleurs de certaines especes appartenant toutes a la famille des
Ericacées. Ces molécules ont été identifiées comme étant des grayanotoxines (GTX). Elles
seront détaillées plus largement dans la partie 3 de ce manuscrit. Ces GTX sont inoffensives
pour les abeilles qui les butinent, mais ce sont ces neurotoxines naturelles qui sont

responsables de la toxicité de ce miel (5,6).

Le « miel fou » est également connu sous le nom de « mad honey » (7) ou « black beehive

honey » (8), en anglais ou bien encore « deli bal » en turc (9).

1.2. Historique

L’intoxication au miel fou a été décrite pour la premiere fois en 401 avant Jésus-Christ
(av. J.-C.) par Xénophon (430-355 av. J.-C.), historien et chef militaire de la Gréce antique,
dans I’ Anabase (son ceuvre la plus célebre) (10). Il raconte ainsi I’intoxication de ses soldats
au miel fou, dans la province de Trabzon, située a I’Est de la Turquie le long de la mer Noire
(12).

Ainsi dans le livre 1V, chapitre VI il écrit: « Les Grecs étant montés, trouverent
beaucoup de villages abondamment remplis de vivres, et y cantonnerent ; ils n'y rencontrerent
rien qui les étonnat, si ce n'est qu'il y avait beaucoup de ruches, et que tous les soldats qui
mangerent des gateaux de miel, eurent le transport au cerveau, vomirent, furent purgés, et
gu'aucun d'eux ne pouvait se tenir sur ses jambes. Ceux qui n'en avaient que go(té, avaient
I'air de gens plongés dans l'ivresse ; ceux qui en avaient pris davantage ressemblaient, les uns
a des furieux, les autres a des mourants. On voyait plus de soldats étendus sur la terre que si
I'armée edt perdu une bataille, et la méme consternation y régnait. Le lendemain personne ne
mourut ; le transport cessait a peu prés a la méme heure ou il avait pris la veille. Le troisieme
et le quatrieme jour, les empoisonnés se leverent, las et fatigués ; comme on l'est apres I'effet

d'un remeéde violent » (12).

Xénophon fut donc le premier a décrire en details les symptdmes de cette intoxication (10)

mais il ne rapporta aucun cas mortel.
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Trois cent ans plus tard, en 97 av. J.-C., le miel fou a été utilisé comme une arme par le roi
Mithridate 1! contre les soldats du général Pompée. Ses hommes ont été délibérément
empoisonnés, ainsi 1440 soldats romains ont été tués alors qu’ils étaient affaiblis par
I’intoxication (13,14). Un incident similaire impliquant du miel a également été rapporté en
Russie. Lorsque la reine russe Olga libéra la ville de Kiev en 968, elle accepta plusieurs
tonnes de liqueur de miel de la part de ses alliés. L’implication d’un miel fou n’a jamais été
clairement démontrée mais 5000 Russes ont été abattus alors qu’ils se trouvaient intoxiqués
(15).

Au lieu d’étre un simple produit alimentaire comme aujourd’hui, le miel fut parfois utilisé

autrefois comme une arme de guerre (15).

Un célebre naturaliste Pline 1’ Ancien (79-23 av. J.-C.) a fournit des informations sur le
miel fou dans son ceuvre « Histoire Naturelle » (« Historia Naturalis »). Il déclare que sur la
cote de la mer Noire en Turquie, il existe un miel responsable de folie appelé
« maenomenon » qui serait issu de la fleur de Rhododendron sp.(16). Dioscoride (médecin
grec, 20-90), Diodore de Sicile (historien grec, 1% siécle av. J.-C.) et Aristote (philosophe
grec, 384-322 av. J.-C.) font reférence également aux effets toxiques de certains miels issus
d’espéces de Rhododendron sp. a I’Héraclée du Pont?(16). Plus tard, Joseph Pitton de
Tournefort, botaniste francais (1656-1708), décrit un miel toxique issu d’Azalea pontica
(probablement le Rhododendron luteum d’aujourd’hui) et rapporte que « celui qui mange de

ce miel sera intoxiqué » (16).

En 1802, aux Etats Unis, Barton, botaniste, fut le premier américain a publier les effets de
I’intoxication au miel fou. En 1853, Coleman a travaillé également sur deux séries de patients
intoxiqués au miel, la premiére dans le New Jersey et la deuxieme a Branchville en Caroline
du Sud ou respectivement 1 et 3 cas mortels furent rapportés (15). Enfin, lors de la réunion
annuelle de 1’Union des pharmaciens américains en 1896, Kebler, pharmacien et chimiste
américain, a fait référence a I’intoxication au miel fou aux Etats Unis, a la suite de huit cas
survenus a Princeton (17). Plus récemment, en Turquie, en 1949, au cours de ses recherches,
Pulewka a observé les effets d’un miel toxique sur des animaux de laboratoire. Il a également
compareé les effets d’un miel ordinaire a ceux provenant de Rhododendron ponticum ou de R.
luteum (9).

! Roi du royaume du Pont, royaume antique sur la cote méridionale de la mer Noire, correspondant
actuellement & une région située en Turquie.

2 Ancienne ville grecque qui fait place & I'actuelle ville de Karadeniz Eregli située dans la province de
Zonguldak en Turquie située sur la cote de la mer Noire, & 1’Ouest.
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1.3. Formes

Le miel fou responsable des intoxications rapportées sur 1’ile de la Réunion est du miel
vendu a 1’état brut dans ses alvéoles de cire originelles. Il est appelé « miel en gaufre » ou

« miel en rayons » (Figure 1) (6).

Figure 1 : « Miel en gaufre ».

En revanche, la forme du miel responsable des intoxications en Turquie n’a jamais été
clairement précisée dans la littérature. Mais d’apres son mode de consommation, I’hypothése
est que ce miel serait récolté et conditionné en pot. Ce miel toxique est de couleur brune (16)

(Figure 2) et sent comme la fleur de tilleul (18).

Figure 2 : Miel fou en pot, d’apreés (19).
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1.4. Récolte du miel

Cette partie vise a rappeler comment est réalisée la production du miel, qu’il soit « fou »

ou non.
1.4.1. Etapes de fabrication d’un miel

La fabrication d’un miel se divise en 2 étapes, une réalisée par les abeilles et la seconde

réalisée par I’apiculteur.

> Le travail des abeilles

L’abeille butine le nectar des fleurs pour en utiliser le sucre. L’autre source de sucre est le

miellat, qui provient des excrétions laissées sur les végétaux par des insectes.

Les abeilles butinent de fleurs en fleurs en remplissant leur jabot, dans lequel des enzymes

hydrolysent les sucres (20).

Figure 3 : Abeilles retournant a la ruche, d’apres (21).

De retour a la ruche (Figure 3), les butineuses transmettent leur récolte a d’autres abeilles,
les magasinieres, qui vont la méler a la salive et a de hombreuses substances, modifiant ainsi
sa composition en sucres. Les sucres complexes du nectar vont étre dégradés en sucres
simples (glucose et lévulose). Cette récolte va ensuite étre stockée dans les alvéoles de la
ruche. Dans cette derniére, une évaporation forcée ¢limine 1I’eau du nectar pour qu’il se
transforme en miel aprés une maturation de 3 a 4 jours (humidité de 20%) (22). L’alvéole une
fois pleine de miel, est recouverte de cire pour la protéger. L’alvéole est dite operculée

(Figure 4), et le miel, ainsi protégé, constitue une réserve pour 1’hiver (20,21).
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Figure 4 : Alvéoles operculées, d’apres (21).

> Le travail de apiculteur

1% étape : la récolte du miel

La récolte a lieu a la fin de la floraison de la plante qui caractérisera le miel, lorsque les ¥
des alvéoles sont operculées. Si le miel est polyfloral (provenant de fleurs différentes), la

récolte sera réalisée apres les floraisons les plus tardives.
La récolte se divise, elle-méme en plusieurs étapes :

- enfumage pour neutraliser les abeilles de la ruche
- décollage et brossage des cadres

- désoperculation des alvéoles

2°™ étape : I’extraction du miel

Cette extraction va étre réalisée a I’aide d’un extracteur ou d’une centrifugeuse qui

projette le miel sur les parois de la machine.

3™ étape : filtrage du miel

A sa sortie, le miel contient des impuretés (cire, pollen, morceaux d’abeilles). C’est

pourquoi il est recueilli sur des filtres a diamétre décroissant pour les retirer.

4°™ gtape : maturation du miel

Une fois filtré, le miel doit encore reposer 1 a 5 jours a une température de 20°C minimum
pour faire remonter a la surface I’ensemble des derni¢res impuretés, moins denses que le miel.

Cette écume est ensuite enlevée avant 1’étape suivante.
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5™ étape : conditionnement du miel

Enfin, le miel est conditionné dans un récipient hermétique. Le pot doit comporter une

étiquette avec toutes les mentions légales (dénomination de vente, date de durabilité...).

Le miel n’est pas un produit stérile, il contient toujours des germes inhibés comme des
bactéries ou des levures. Pour éliminer ces agents pathogenes, une méthode pour stabiliser le
miel est parfois employée, c’est la pasteurisation. Elle consiste a porter le miel a une
température de 70-80°C en quelques minutes avant de le refroidir rapidement a 25°C. Une

telle température détruit alors les enzymes, les sucres et les vitamines (20,21).

1.4.2. Récolte du miel fou

Sur I’ile de la Réunion, le miel fou est produit a partir du nectar d’Agauria salicifolia,
plante toxique riche en GTX (6). L’hypothése retenue est que ce miel toxique est produit en
période de sécheresse lorsque les abeilles n’ont plus la possibilité de butiner leur plantes
habituelles, exemple en 2008, ou la plante habituellement butinée, Syzygium jambos,
présentait un retard de floraison (6). Ainsi, le miel fou peut étre produit par accident lorsque

des plantes toxiques riches en GTX sont retrouvées dans le périmétre voisin de la ruche.

Le miel fou est également produit dans la région orientale de la mer Noire a partir du
nectar de Rhododendron sp., mais cette fois volontairement par des apiculteurs individuels
pour ses prétendues vertus thérapeutiques (23). Ce miel, produit par une méthode
traditionnelle, est la plupart du temps dit monofloral car il provient d’une seule variété de
fleurs. En effet, cette méthode utilise des abeilles caucasiennes autochtones, Apis mellifera
caucasica, qui volent dans une zone de seulement 5 km? autour de leur ruche (24,25). Ainsi,
le miel final est issu d’un secteur limité voire d’une seule ruche et peut contenir une forte
concentration en GTX (5). Ce miel est un produit naturel qui est consommé sans traitement
préalable (18). Il semblerait qu’il soit récolté dans les ruches et conditionné directement en

pot sans transformation.
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1.5. Composition

La composition d’un miel varie en fonction de : ’origine végeétale, 1’origine géographique,
la nature du sol, les conditions météorologiques (pression, ensoleillement, humidité), la saison
et les méthodes de production (20,22). 11 s’agit d’un produit naturel trés complexe qui est
composé principalement de sucres simples (environ 80%), notamment de fructose et glucose
(22), et d’eau (environ 20%). On retrouve également, en plus faibles proportions, des protides,
des acides organiques, des lactones, des substances minérales, des vitamines, des

oligoéléments... (20).

1.6. Parametres physico-chimiques

En 2014, une étude (23) a permis de mesurer les paramétres physico-chimiques
d’échantillons de miel fou provenant de Turquie, produit a partir de Rhododendron ponticum,
recueillis sur trois années consécutives par les mémes producteurs. Ces parameétres sont

présentés dans le Tableau 1.
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Tableau 1 : Paramétres physico-chimiques de différents échantillons de miel fou, d’apres (23).

Humidité (en %) 15,3 16,5 215 <20 17,8
Acidité (en mEq/kg) 30,3 39,1 55,5 <50 41,6
Conductivité (en mS/cm) 0,64 0,66 0,67 <0,8 0,66
Taux de proline (en mg/kg) 68,4 52,2 79,0 < 300 66,5
HMF (en mg/kg) 14,3 4,96 Non renseigné <40 9,63
Indice diastasique 13,9 18,4 18,5 >8 16,9
Maltose (en g/100g) 3,42 2,45 1,93 - 2,6
Fructose (F) (en g/100g) 38,0 37,3 36,4 - 37,2
Glucose (G) (en g/100g) 27,6 26,4 25,3 - 26,4
F+G 65,6 63,7 61,7 > 60 63,7
FIG 1,37 1,41 1,44 09-14 14
Taux de composé phénoliques totaux 131 87,7 108 - 108,9
(en mg/kg)
Activité anti- radicalaire (en %) 84,3 76,3 91,0 - 83,9
GTX I (en mg/kg)* 16,6 25,7 22,4 - 21,7
GTX HI (en mg/kg)* 3,6 11,9 11,6 - 9,0
*Moyenne calculées a partir de I’Annexe 1.

MERMOZ

(CC BY-NC-ND 2.0)

19



Cette étude a ainsi permis de décrire les paramétres physico-chimiques du miel fou et
d’avoir un ordre d’idées des valeurs rencontrées. Elle s’est intéressée a 1’humidité, 1’acidité, la
conductivité, la teneur en proline ou en hydroxyméthylfurfural (HMF = composé issu de la
déshydratation de certains sucres), et aux teneurs en maltose, fructose (F), glucose (G) et

composés phénoliques totaux.

Afin de mieux comprendre le tableau, les différents parametres sont passés en revue

individuellement.

L’humidité, une des caractéristiques les plus importantes du miel, dépend de la nature de
la plante butinée, de la durée de la période de croissance et de I’atmosphére environnante.
Cette humidité joue un réle primordial dans sa qualité. Elle intervient dans la viscosité, la
cristallisation, la saveur et la fermentation du miel. Une humidité élevée (> 20%) ouvre la
voie a sa fermentation et lui donne une odeur caractéristique, un gotit désagréable d’alcool et
une texture particuliere. A I’inverse, lorsque 1’humidité est faible (< 16,5%), le miel ne libére
plus ses arbmes de facon optimale. Une humidité comprise entre 16,5 et 18% garantit une
conservation idéale du miel (23,26). Ainsi, le miel de 2012 aurait fermenté et celui de 2010

serait trop sec.

Tous les miels sont acides. Cette acidité est due a la présence d’acides organiques,
principalement les acides : gluconique, pyruvique, malique et citrique. L’acidité du miel,
critere de qualité important, est exprimée en « milliéquivalents par kilogramme de miel » ou
meqg/kg. Au-dela de la concentration en acide maximum de 50 meqg/kg, le miel a certainement
subi une fermentation. La haute teneur en acide retrouvé dans le miel de 2012 confirme sa
fermentation.

La conductivité électrique est liée a 1’acidité et au contenu en sels minéraux, protéines et
polyols dans le miel. Sa mesure sert d’indicateur pour connaitre 1’origine botanique et permet
notamment de différencier les miels de fleurs des miels de miellat. En général, ce dernier a
une conductivité plus élevée (> 0,8 mS/cm) qu’un miel de nectar (0,15 — 0,3 mS/cm) (26). Les
valeurs retrouvées valident le fait que le miel fou est bien un miel obtenu a partir du nectar de
plantes.

Le taux de proline, un acide aminé présent dans le miel, peut varier en fonction de
I’origine du miel. 1l peut étre utilisé pour déterminer sa maturité et la dénaturation éventuelle
du sucre.

L’HMF est un composé chimique issu de la dégradation du fructose. Sa concentration,

nulle au départ, va augmenter au cours de sa conservation et lors d’une hausse de température.
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La teneur en HMF reflete 1’age et le passé thermique du miel. Un miel naturel, récolté sans
chauffage particulier, ne contient pas plus de 5 mg d’HMF par kg (miel de 2011). Son dosage
permet de veérifier la qualitt du miel. Une haute teneur en HMF limite sa durée de
conservation (miel de 2010).

L’indice diastasique correspond a l’activit¢ d’une enzyme, la diastase. Elle est tres
sensible au stockage et au chauffage du miel et donne une information précise sur les chocs
thermiques subis par le miel. Généralement, un miel non dégradé a un indice diastasique
supérieur a 8 (miels de 2010, 2011 et 2012).

La teneur en sucres des échantillons a été évaluée a partir de ’analyse de la conductivité.
Comme décrit précédemment, le miel est principalement constitué de sucres, qui sont
responsables de sa viscosité, de son hygroscopicité et de sa cristallisation. Le glucose et le
fructose sont les deux sucres principaux retrouvés dans le miel. Le fructose est responsable de
I’hygroscopicité du miel tandis que le glucose est responsable de sa cristallisation. Le rapport
entre le fructose et le glucose détermine la vitesse de cristallisation du miel et sa stabilité. Si
ce rapport n’est pas équilibré (F/G >1,4) (miel 2011 et 2012), la cristallisation pourra étre plus
grossicre et une double phase risque d’apparaitre en cas de hausse de la température. De plus,
la répartition entre les différents sucres donnera des renseignements sur 1’origine du miel. Le
miel de miellat est moins riche en monosaccharides que le miel de nectar.

En résumé, cette étude (23) a permis de confirmer que le miel fou est un miel de nectar.
Bien qu’en apparence ces miels présentent des propriétés similaires, 1’analyse du tableau a
permis de mettre en évidence des différences qui semblent dépendre de I’année de production.
Enfin, cette étude a fourni des valeurs qui pourront étre comparées dans des études

ultérieures.
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1.6.1. Les oligo-éléments

Le miel contient de nombreux oligo-éléments dont certains jouent un réle important dans

I’équilibre ionique et les réactions enzymatiques des cellules. Pratiquement 1’ensemble des

oligo-éléments indispensables a 1’homme vont étre retrouvés dans le miel. Cependant, leur

teneur varie d’un miel a 1’autre, dépendant des espéces butinées ainsi que de la nature du sol

sur lequel elles poussent. Deux études (23,27) se sont ainsi intéressées aux oligo-éléments

présents dans le miel fou. Dans cette seconde étude (27), le miel est issu de divers

Rhododendron sp. Les taux de 16 oligoéléments sont résumes dans le Tableau 2.

Tableau 2 : Taux en oligo-éléments de miel produit a partir de R. ponticum et a partir de
différentes espéces de Rhododendron sp., d’apres (23) et (27).

Ca 50,2 - - -
Cd 1,0 2,0 - 1,3
Co 7,9 - - -
Cr 28,0 3,1 2,0 3,0
Cu 17,2 0,7 0,5 0,7
Fe 2,9 24,0 28,3 245

Mn 5.8 2,1 17 1,9
N - [ o | weo ] 420 |
Ni 28,0 E 2 E
Pb 195 - - -

Se 113,4 17,2 : :
Sr - 0,4 03 0,2
Zn 23,06 73 8,3 8,6

*Contrairement aux données de 2010, 2011 et 2012 directement issu de (23), les valeurs de 2007 sont des

moyennes calculées d’aprées 12 échantillons de miel issus de divers Rhododendrons sp. (27).
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L’oligo-élément majeur présent dans ce miel fou est le potassium (K). Il est suivi par le
sodium (Na) et le magnésium (Mg) (23,27). On constate que certaines concentrations comme
celles du chrome (Cr), du cuivre (Cu), du fer (Fe), du sélénium (Se) ou du zinc (Zn) ne sont
pas du méme ordre de grandeur entre les échantillons de miel provenant de R. ponticum et
ceux issus de miel de Rhododendron sp. Ces différences viennent du fait que 1’origine

botanique du miel n’est pas la méme.

1.6.2. Les toxines

Bien que les parametres physico-chimiques du miel fou varie annuellement, les
concentrations calculées en grayanotoxine |1 (GTX 1) et grayanotoxine Il (GTX IlI) ont été
respectivement, en moyenne de 21,7 mg/kg et de 9,0 mg/kg sur les 3 années (Tableau 1) (les
concentrations estimées dans (23) étaient de 20,4 + 1,69 mg/kg pour GTX | et 8,20 + 1,93
mg/kg pour GTX IlI). Ces concentrations se sont révelées étre suffisamment élevées pour
provoquer une intoxication au miel fou. Jusque la, aucune autre étude rapportant les
concentrations en GTX dans du miel n’avaient été réalisées rendant la comparaison des
valeurs impossible. Mais, en juin 2014, une nouvelle étude (28) sur des miels provenant de la
région de la mer Noire a été réalisée. Il a été rapporté des concentrations en GTX | variant de
0,2 a 39,3 mg/kg et des concentrations en GTX Ill variant de 0,1 a 35,1 mg/kg. Cependant,
aucune information n’avait été rapportée quant a leur possible implication dans des cas
d’intoxication. Ainsi, nous pouvons juste constater que les moyennes des concentrations
décrites en ce début de paragraphe, sont comprises dans ces intervalles, sous entendant
qu’elles sont du méme ordre de grandeur. Mais, nous ne pouvons affirmer que les miels fous
responsables d’intoxication peuvent contenir des teneurs en toxines comprises dans ces

intervalles.

Dans (15), ’auteur émet 1’hypothése que le stockage a long terme et I’exposition a la
lumiére (du jour ou industrielle) réduisent la toxicité du miel. D’ailleurs, certains producteurs
commercialisent leur miel aprés quelques mois de conservation dans 1’idée que la
concentration en GTX aura diminuée. Un rapport (23) a permis de montrer au contraire que
les concentrations en GTX, dans le miel, ne diminuaient pas significativement apres 6 mois de
stockage. Cependant, 6 mois n’est pas une période assez longue pour généraliser cette
conclusion. Des études complémentaires sont nécessaires. Dans le futur, il serait intéressant

d’étudier également I’influence de la lumiére sur la composition en GTX dans le miel fou.
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1.7. Utilisation

Le miel fou est principalement consommeé en Turquie, sur la cote Est de la mer Noire mais

également a travers le monde. Il est utilisé dans de divers domaines en automédication, sans

comprendre le mécanisme exact expliquant ses effets (5), pour traiter :

>

vV V V V V V V V

les troubles gastro-intestinaux (29) : gastrite (10), ulcere gastroduodénal (10),
douleurs gastriques (30,31) et dyspepsies (32)

I’hypertension (29)

les coronaropathies (29)

les rhumes et diverses infections virales (10)

la douleur (33)

’arthrite (13)

I’impuissance sexuelle (10,29,33)

I’insuffisance cardiaque (18)

’ulcération buccale (31)

De plus, aprés une étude menée chez le rat, il a longtemps été recommandé chez les sujets

diabétiques pour son activité hypoglycémiante (24,34). Cependant, une récente étude menee

chez I’homme en 2013, a prouvé que le miel fou ne diminuait pas de maniére significative la

glycémie (35). Ainsi, son utilisation chez les diabétiques ne semble pas justifiée.

Il est souvent consommeé pendant le petit déjeuner, en petites quantités (31), a raison d’une

cuillére a café jusqu’a deux cuilléres a soupe seules ou parfois bouilli dans du lait (9). Il n’est

pas tartiné comme le serait un miel ordinaire. Les consommateurs habitués le distinguent

facilement des autres miels, sans doute a cause de la sensation de brllure qu’il provoque dans

la gorge ; il est appelé ainsi « miel amer » (36).
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1.8. Circonstances d’intoxications

Les intoxications survenues sur 1’ile de la Réunion, sont accidentelles. Les personnes
s’intoxiquent en consommant du miel contaminé par des GTX, en pensant qu’il s’agit d’un

miel ordinaire (6).

En Turquie, ces intoxications font suite a une ingestion « intentionnelle ». En effet, dans
cette région, les personnes s’intoxiquent en le consommant pour ses prétendues vertus
thérapeutiques (23), tout en étant conscient de sa potentielle toxicité. Ces intoxications
surviennent soit parce que le miel est consommé en exces soit parce qu’il contient une trop

forte concentration en GTX (15,17).

1.9. Comparaison des intoxications au miel fou entre I’ile de 1a Réunion et la Turquie

Les intoxications survenues sur 1’ile de la Réunion et celles survenues en Turquie sont

comparées dans le Tableau 3.

Tableau 3 : Comparaison des intoxications survenues sur I’ile de la Réunion et en
Turquie.

Réunion Turquie
Fgrme fje mIEI responsable Miel en gaufre Miel en pot
d’intoxication
Production Accidentelle a partir d’A. Traditionnelle et volontaire &
salicifolia partir de Rhododendron sp.
. Pour ses prétendues vertus
Utilisation i thérapeutiques
. . Miel consommé en excés ou
Accidentelles par consommation "
. ” .
Circonstances d’intoxication YR PR F T — GTXen trop_ grande quan,tlte
dans le miel consommé
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2. Epidémiologie

La littérature médicale du XIXéme siécle a rapporté un certain nombre d’intoxications en
Europe et en Amérique du Nord. Cependant, la littérature médicale moderne fait référence,

presque exclusivement, & des intoxications par du miel originaire de Turquie (17).

2.1. Localisation des cas rapportés

La grande majorité des cas d’intoxication au miel fou décrits a ce jour, ont eu lieu en
Turquie, plus particulierement, sur la cote Est de la mer Noire (17). Plus rarement, des cas ont
également été rapportés dans ce pays, mais cette fois a 1’Ouest dans la province de Zonguldak
(37,38). Les autres cas ont été signalés en Allemagne (1 cas) (5,39), en Autriche (2 cas)
(40,41), en Suisse (5), au Nepal (9 cas) (5,14,33,42,43), sur de I’le de la Réunion (16 cas) (6),
en Chine (1 cas) (44) et en Corée (5cas) (5,45). Ce dernier pays a importé des quantités
considérables de miel toxique, mais cette importation est maintenant interdite depuis 2005.
Des intoxications au Japon (29), en Nouvelle-Zélande (44), au Canada (46) et aux Etats-Unis

(46) ainsi qu’au Brésil (29,46) ont été citées dans la littérature.

La répartition des intoxications au miel fou dans le monde est représentée sur la Figure 5.

Figure 5 : Pays ou des cas d’intoxications au miel fou ont été rapportés, indiqués en
rouge.
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Cette répartition des cas d’intoxications a travers le monde semble impliquer
majoritairement un miel produit en Turquie. C’est le transport et I’exportation du miel fou
turc, ainsi que 1’extension de la population turque, qui semblent ainsi étre responsables de
cette répartition (5), méme si nous pouvons émettre 1’hypothése que certains cas rapportés
impliquent certainement des productions provenant d’autres régions du monde. D’ailleurs, les
cas de I’ile de la Réunion (1,6) et certains au Népal (14,44) illustrent cette idée. En effet, le
miel responsable a été produit directement dans ces regions. Ainsi ces derniers cas soulignent

I’apparition d’intoxication a un miel fou produit en dehors de la Turquie.

D’autre part, il est apparemment peu probable que cette répartition puisse s’expliquer par
une différence entre les abeilles turques et celles du reste du monde. En effet, historiquement,

les abeilles d’Europe et d’Amérique du Nord ont également été capables de produire du miel

fou ((47,48) cités dans (17)).

Actuellement, plusieurs centaines de cas d’intoxication au miel fou ont été
rapportés contre seulement 120 cas en 2007 (7,36). Toutefois, 4,5 millions de migrants turcs
vivent actuellement dans 1’Union curopéenne, et plus de 26 millions de touristes visitent
chaque année la Turquie. Il semblerait que de nouveaux cas d’intoxication soient a attendre
dans le futur (39).

2.2. Pourquoi la plupart des intoxications ont-elles lieu aujourd’hui en Turquie ?

Tout d’abord, d’un point de vue culturel, les apiculteurs turcs récoltent ce miel pour ses
prétendues vertus thérapeutiques. Ainsi, ils le produisent volontairement pour satisfaire les

consommateurs.

La technique de production du miel dans ce pays constitue la deuxiéme raison. Bien qu’il
existe, comme en Europe ou en Ameérique, des techniques industrielles de production en
Turquie, du miel est encore largement produit et vendu par des apiculteurs individuels sur des
marcheés locaux dans le Nord-est du pays. Pour rappel, ce miel est monofloral et non traité. A
I’échelle industrielle, le miel obtenu provient de milliers de ruches, ainsi si la toxine est

présente dans 1’une d’¢lles, elle sera diluée et le miel ne sera pas toxique (17).

Enfin, méme si les plantes riches en GTX responsables de I’intoxication, ne sont pas
propres a la Turquie et sont également présentes dans le Nord de I’Amérique, en Europe et en
Asie (Figure 6), il semblerait qu’elles ne soient pas suffisamment présentes en termes de

densité sur ces continents pour produire du miel toxique. En Turquie, le nombre de
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Rhododendron sp. est considérable et ces espéces, menacent méme les autres especes
vegétales (15,17,39,49).

Figure 6 : Répartition mondiale des plantes contenant des grayanotoxines, indiquées par

les zones en vert, d’aprés (39).

2.3. Caractéristiques démographiques de la population intoxiquée

L’intoxication au miel fou peut affecter les deux sexes avec une nette prédominance pour

le sexe masculin (79,1%) et tous les ages, principalement les adultes jusqu’a 93 ans sauf 2

cas, un nourrisson de 7 mois (50) et un garcon de 8 ans (51). Les caractéristiques

démographiques des cas d’intoxication au miel fou rapportés sont synthétisées dans le

Tableau 4.

Tableau 4 : Synthése des caractéristiques démographiques des cas d’intoxication par du

miel fou, d’aprés la littérature.

21 18H,3F 85,7 55 (41 4 86 ans) (13)
66 53 H,13F 80,3 52 (18 a 85 ans) (112)
23 21H,2F 91,3 - (7 mois a 61 ans) (50)
19 12H,7F 63,2 43 (22 a 61 ans) (52)
16 14H,2F 87,5 41 (53) cité dans (13)
11 11H 100 (36 & 58 ans) 9)
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Nombre de cas | Proportion H* et Pourcentage Age moyen et Références
d’intoxication F* d’H* (en %) tranche d’age
8 2H,6F 25 59 (35a75 ans) (7
2 2H 100 - (54) cité dans (13)
1 1H 100 8 (51)
1 1H 100 56 (55)
1 1H 100 49 (56) cité dans (13)
1 1H 100 60 (36)
1 1H 100 66 (57)
1 1H 100 50 (58)
246 188 H, 58 F 76,4 54 (59)
1 1H 100 48 (37)
1 1H 100 56 (42)
42 33H,9F 78,6 49 (32 a73 ans) (18)
1 1H 100 70 (40)
21 13H,8F 61,9 55 (45 a 72 ans) (60)
1 1H 100 36 (32)
2 1H,1F 50 46 (42 a 50 ans) (61)
1 1H 100 54 (29)
1 1H 100 53 (30)
1 1H 100 76 (10)
1 1H 100 69 (39)
33 30H,3F 91 52 (42 a 68 ans) (8)
7 6H,1F 85,7 40 (22 a 56 ans) (6)
47 40H,7F 85 56 (19 a 79 ans) (62)
1 1F 100 87 (63)
1 1H 100 48 (44)
1 1H 100 67 (45)
1 1H 100 56 (41)
1 1H 100 25 (33)
46 36 H,10F 78,3 52 (10 293 ans) (35)
16 10H,6 F 62,5 59 (41a79 ans) (64)
1 1H 100 48 (65)
1 1H 100 46 (66)
7 7H 100 - (22 a 25 ans) (14)
Total : 654 517 H, 137 F 79,1 53 (7 mois a 93
ans)
*H : homme et F : femme.
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Ainsi, la majorité des intoxications au miel touchent en moyenne les hommes, dgés d’une
cinquantaine d’année, ce qui s’explique par 1’utilisation traditionnelle qui en est faite, comme

stimulant sexuel (13,50,64).

2.4. Saisons

D’aprés une étude menée en 2011 en Turquie (67), il semble que la majorité des
intoxications au miel surviennent en hiver et au printemps, plus particulierement de janvier a

mai (Figure 7).
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Figure 7 : Distribution des cas d’intoxication au miel fou au cours d’une année, d’aprés
(67).

En Turquie, le miel fou est produit entre les mois de mai et juin. En effet, la floraison des
Rhododendron sp. a lieu pendant cette période. Il est parfois nécessaire que les apiculteurs
montent leurs ruches en altitude, ou ces fleurs sont plus abondantes (62). Le miel produit au
printemps est plus toxique et contient des concentrations plus élevées en GTX, par rapport a
celui produit pendant les autres saisons (7). De plus, lorsqu’il y a de fortes précipitations
pendant cette saison, les intoxications au miel fou sont plus rares car le miel contient alors
moins de GTX (62). Les intoxications sur I’ile de la Réunion ont toutes eu lieu en janvier
(1,6).
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2.5. Cas des intoxications sur I’ile de la Réunion

Les cas d’intoxication sur I’ile de la Réunion sont finalement assez anecdotiques. En
ajoutant aux 7 cas de 2008, les 7 cas de 2013 et les 2 de 2007 dont les données
démographiques n’étaient pas renseignées dans le Tableau 4, les cas d’intoxications sur 1’ile

de la Réunion représentent seulement 2% des cas d’intoxication au miel fou rapportés.

En janvier 2013, 7 cas ont été signalés a I’ARS O], suite a la consommation de miel en
gaufre, acheté au festival « Miel vert » a la Plaine des Cafres (1). Cette intoxication au miel
sur 1’1le de la Réunion n’était pas la premiére en date. En 2008, la filiére apicole réunionnaise
avait déja di faire face a un événement sanitaire similaire, consécutif la aussi a la
consommation de miel en gaufre. Dans ce cas, une famille de 6 personnes et le producteur ont
été intoxiqués (6). L’apiculteur mis en cause a 1’époque serait d’ailleurs le méme a étre
suspecté aujourd’hui (68). Un arrété préfectoral (Annexe 2) fait référence également a des
intoxications signalées en 2007, ou 2 personnes auraient été intoxiquees (6), mais aucun

article ne décrit ces cas.
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3. Etude clinique de I’intoxication chez ’homme

L’intoxication au miel fou est généralement bénigne et ne dure pas plus de 24 heures (il
est a noter que c’est ce qui était déja suggéré dans les premiers écrits sur des intoxications au
miel, dans I’ouvrage de Xénophon : « le transport cessait a peu pres a la méme heure ou il
avait pris la veille » ; cf. partie 1.2). Les symptomes d’intoxication sont liés a la présence de

GTX dans le miel et sont essentiellement neurologiques et cardiaques.

3.1. Symptdmes

Les données cliniques concernant les intoxications mettent en évidence un effet stimulant
du miel sur le systeme parasympathique. Elles soulignent son activité anti-hypertensive par
une diminution de la fréquence cardiaque (48 battements/min en moyenne) et de la pression
artérielle (70 mmHg en moyenne) (5,17,49). Une intoxication au miel fou se compose en
générale, de troubles gastro-intestinaux, d’arythmies cardiaques et de symptdomes

neurologiques (5,64).

Ainsi, un certain nombre de signes cliniques sont associés a cette intoxication, les
principaux sont : I’hypotension artérielle (100% des cas), la bradycardie (95%), les nausées
et/ou les vomissements (91%), I’hyperhidrose (74%), les vertiges (74%) et les pertes de
conscience (67%). Plus rarement sont décrits des troubles de la vision ou diplopie (32%), des
syncopes (30%) et une hypersialorrhée. Ces pourcentages sont issus d’une étude réalisée entre
1983 et 1986 (5,17,24,50). Plus récemment lors d’une étude menée entre avril et juin 2010, la
symptomatologie observée comprenait vertiges (100%), asthénie (100%), hyperhidrose
(85%), nausées et/ou vomissements (85%), hypotension (66%), présyncope (57%) et syncope
(23%) (60).

Il est rapporté également des paresthésies faciales, plus précisément autour de la bouche
(18), ou aux extrémites, des troubles de la coordination associée a une intense faiblesse
musculaire, des démangeaisons dans la bouche et le nez (64), des rougeurs au niveau de la
peau et des yeux (64), des céphalées, des douleurs abdominales (crampes) et une lipothymie
(8,46). Dans de rares cas, convulsions, coma et sécheresse cutanée ont été mentionnés
(5,9,51).

De plus, I’exposition aux GTX a été étudiée sur les fonctions hépatiques et rénales chez le
rat. Une exposition chronique ou aigué a GTX | provogue une hépatotoxicité et une
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néphrotoxicité. L’exposition aigué a GTX I (69), a faible dose, conduit & une néphrotoxicité
qui est caractérisée par une hématurie et une protéinurie, avec réduction des protéines totales
plasmatiques, mais sans changement histologiques dans le parenchyme rénal.
L’hépatotoxicité a lieu a des doses plus élevées et est caractérisée par de significatives
modifications histologiques (Figure 8.B): dilatation de la wveine hépatique centrale,
congestion hépatique (anomalie circulatoire du foie), nécroses et infiltration de cellules
inflammatoires dans 1’espace porte et le parenchyme hépatique (69). Bien que rapportées dans

les études animales, 1’hépatotoxicité et la néphrotoxicité n’ont ni été citées, ni

particulierement été étudiées chez I’homme (15).

Figure 8 : Observation microscopique du foie d’un rat.
A- Ne présentant aucune lésion significative ; B- Présentant une dilatation veineuse centrale, une
congestion et une nécrose (Coloration H & E. x 40), d’apreés (69).

L’intoxication au miel fou peut étre responsable de symptomes graves mais sans aucun

troubles hématologiques et biochimiques (64).

Enfin, les troubles du rythme cardiaque sont fréquents lors d’une intoxication. 1Is seraient
liés aux perturbations des flux sodiques au niveau du nceud sinusal. Particuli¢rement,
I’augmentation du courant entrant et la diminution du courant sortant au niveau de la
membrane du nceud sinusal affaiblissent le potentiel d’action (PA). Un PA diminué semble
causer le dysfonctionnement de ce nceud (32,42). Les patients sous béta-bloquants ou sous
traitements antihypertenseurs semblent plus sensibles a ces troubles cardiaques (18). Divers
troubles ont été rapportés dans la littérature et sont résumés dans le Tableau 5.
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Tableau 5 : Synthese des différents troubles cardiaques rencontrés chez 393 patients intoxiqués par du miel fou, d’aprés la littérature.

21 17 1 2 1 0 0 - (13)
66 66 0 0 0 0 0 - (11)
23 14 0 7 0 2 0 - (50)
19 15 0 0 0 4 0 - (52)
16 12 0 3 0 1 0 - (53) cité dans (13)
11 11 0 0 0 0 0 - 9)
8 4 0 3 0 1 0 - (7)
2 0 0 0 0 0 0 2 Bradyarythmie (54) cité dans (17)
1 1 0 0 0 0 0 - (51)
1 0 0 0 0 1 0 - (55)
1 1 0 0 0 0 0 - (56) cité dans (13)
1 0 0 0 0 0 0 1 Asystolie (36)
1 1 0 0 0 0 0 - (57)
1 0 0 1 0 0 0 - (58)
1 0 0 0 0 1 0 - (37)
1 1 0 0 0 0 0 - (42)
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Tableau 5 (suite)

42 18 0 9 0 15 0 - (18)
S R O N B R Bt BT
21 7 1 3 0 0 10 - (60)
1 0 1 0 0 0 0 - (32)
2 0 0 1 0 1 0 - (61)
1 0 1 0 0 0 0 - (29)
1 0 1 0 0 0 0 - (30)
1 0 0 0 1 0 0 - (10)
1 0 0 0 0 0 0 1 Arrét sinusal (39)
33 30 0 0 0 0 3 - (8)
47 37 0 6 0 1 3 - (62)
Avec Bloc de branche
1 1 0 0 0 0 0 du faisceau gauche et (63)
tres long intervalle QT
1 1 0 0 0 0 0 - (44)
1 0 0 1 0 0 0 - (45)
1 0 0 0 1 0 - 41)
46 45 0 0 0 1 0 - (35)
16 9 2 3 0 0 0 2 Bloc AV du 1% degré (64)
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Tableau 5 (Suite et fin)

1 i ’ | ’ ’ o | M puoiandiane | ©
1 0 1 0 0 0 0 Avec SWPW (66)
2 2 0 0 0 0 0 - 70)
1 0 0 0 0 1 0 . @)
1 0 0 1 0 0 0 : 72)
1 0 0 0 0 1 0 a (15)
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Les proportions de chaque trouble du rythme sont présentées dans le diagramme suivant
(Figure 9).

Troubles du rythme cardiaque

M Bradycardie sinusale

4,02%

M Fibrillation auriculaire

B Rythme nodal
2,01%

B Bloc de branche du faisceau
gauche

B Bloc auriculo-ventriculaire
complet

B Rythme sinusal normal

Autres anomalies

Figure 9 : Proportion de chaque trouble du rythme cardiaque lors d’une intoxication au
miel fou, d’aprés la littérature.

La bradycardie sinusale (ondes électriques normales bien que ralenties) est le trouble du
rythme le plus fréquent (73,62%). L’¢lectrocardiogramme (ECG) permet de mettre en
évidence cette bradycardie (Figure 10), mais également d’autres troubles du rythme et de la

conduction cardiaque :

» Rythme nodal (10,05%) : QRS normaux et absence d’onde P (Annexe 5).

» Bloc auriculo-ventriculaire (AV) complet (7,79%) : trouble de la conduction entre
le nceud AV et le myocarde ventriculaire. Le nombre d’onde P est supérieur au
nombre de complexe QRS (Annexe 6).

» Fibrillation auriculaire (2,01%) (Figure 11).

Bloc de branche du faisceau gauche (0,50%).

Y

» D’autres anomalies (2,01%) : asystolie, bloc AV de degrés divers, syndrome de
Wolff-Parkinson-White (SWPW), bradyarythmie (rythme cardiaque lent et

irrégulier) et infarctus du myocarde (65,73).

Cependant, le rythme sinusal peut également étre normal (Annexe 4 et Figure 12), lors de

ce type d’intoxication (4,02%).
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Yent. rate 43 bpm

PR int. 128 ms

(RS dur. 88 ms

AT/QTe  int. A72/ 420 ms

P/QRS/T axis 21/ 70/ 41 °

RV5/SV1 amp.  2.075/ 0.0 wV Unconfirsed Report

RVS+SY1 amp. 2.075 mv Reviewed by:

10 ma/my. 25 wm/s Filter 35§z H50 d 10ww/aV 10 sw/nV 10 mm/mV

A E T TR 4 6 b T T PR R e

9L10K 0152 01-0° 01-17

Figure 10 : ECG lors de ’admission d’un patient intoxiqué par du miel fou, présentant
une bradycardie sinusale a 43 battements / minute, d’apres (42).

:,f_.’ls': e ',,.'-7 il
i‘u'l 4' ‘_1_- __

Figure 11 : ECG d’un patient intoxiqué par du miel fou, présentant une fibrillation
auriculaire, d’apreés (30).
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Figure 12 : ECG apres la récupération du méme patient, présentant un rythme sinusal
normal de 90 battements / minute, d’aprés (30).

3.2. Dose toxique et durée de I’intoxication
3.2.1. Dose toxique

La quantité exacte de miel fou responsable d’une intoxication n’est pas décrite avec
précision, mais semble étre relativement faible. Dans certains cas, une cuillére a café (5 g)
suffit pour déclencher I’intoxication. D’apres la littérature, les patients s’intoxiquent en
consommant des quantités variables de miel : 5 a 300 g (Tableau 6). Les formes et les
compositions des miels sont différentes, ainsi la dose toxique ingérée varie. En général, la
sévérité de I’intoxication dépend de la quantité de miel fou ingérée et particulierement de la
concentration en GTX contenue dans celui-ci (5,8,49). L’amalgame est souvent fait entre la
quantité de miel fou consommée et la sévérité des symptdmes. C’est souvent lors de
I’augmentation de la quantit¢é de miel fou consommée que les effets toxiques apparaissent.
Toutefois, les GTX n’ont pas une distribution homogéne a I’intérieur du miel. Ainsi, la
quantité ingérée ne devrait pas étre utilisée comme un critére de sévérité de I’intoxication
(74). A terme, il faudrait déterminer une concentration limite en GTX qui fixerait le seuil de

toxicité du miel plut6t que d’avoir comme référence une quantité de miel consommeée.
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Tableau 6 : Récapitulatif de la quantité de miel fou consommée responsable de
P’intoxication, du temps de récupération apres ’intoxication et du délai d’apparition des
symptomes aprés ’ingestion de miel fou, d’aprés la littérature.

Quantité de miel fou

Temps de
récupération apres

Délai d’apparition des
symptdmes apres

CO”S(;’mT £ re'sspo.nsable Pintoxication en Pingestion de miel fou Rz Tz
e Fintoxication heures (h) en heures (h)
de50a300g 23 1,0 (de 0,5a2,5) (13)
13,59 (de5a3009) 24 1,2 (de 0,5a3) (12)
del0a25¢g 24 348 de0,5a2 (50)
55 g (de 30 a 180 g) 24 - (52)

509 24 - (53) cité dans (13)
de5a100¢g 242120 de0,5a2 9)
de20a150g 19 (de22a72) - (7

- 24 - (54) cité dans (13)
3 cuilleres a sorbets 24 1,0 (51)
- 24 - (55)

- 24 - (56) cité dans (13)
quelques cuillérées 96 - (36)
2 bols - - (58)
100 mL - - (37)
30 mL 24 1,0 (42)
de20a200¢g 12436 de0,2a4 (18)
- 15 (6,3 a14,7) 3,4 (60)
del0ai5g 48 435 (32)
- 120 - (61)
30¢g 48 1 (29)
quelques cuilléres 48 2 (30)
159 - - (10)
4399 348 1,6 (del1a?3) (8)
1 aplus de 4 cuillérées 10 3 (62)
159 - - (63)
30 mL 48 1 (44)
20 mL - 2 (45)
- - 1 (41)
435¢ 28 1,6 (64)
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15¢g

L - 2 (65)
(soit 1 cuillére a soupe)

quelques cuillérées - - (66)

3.2.2. Durée de P’intoxication

Les symptomes débutent quelques minutes (10 & 20 minutes) jusqu’a 5 heures apres
I’ingestion de miel fou, d’aprés la littérature (Tableau 6). Le délai exact est inconnu et semble
dose-dépendant (8,24).

Méme dans les intoxications graves, les symptdmes persistent en moyenne 37 heures
(Tableau 6). Il a été rapporté des temps de récupération apres 1’ intoxication compris entre 2 et
120 heures (7,9). Cette période est plus ou moins longue selon la sévérité des symptdémes
observés chez les patients (64). Ce temps de récupération correspond au temps nécessaire a la

disparition des symptdmes et a la normalisation des signes vitaux (13).

3.3. Mortalité

Dans les années 1800, lorsque I’atropine et les perfusions salines n’étaient pas
disponibles, le taux de mortalité était significatif : 1/14 (7%) dans une série et 3/23 (13%)
dans une autre. Depuis la définition médicale de 1’intoxication au miel fou en 1983, aucun cas

mortel n’a été décrit (7,17).
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3.4. Diagnostic

Le diagnostic d’une intoxication au miel fou en Europe ou en Amérique du Nord devrait
faire 1’objet d’une déclaration obligatoire a I’avenir (17). Celle-ci permettrait d’alerter les
services de santé publique qui pourraient décider des mesures de traitement et de prévention a
mettre en place, et de recueillir des données qui établiraient le nombre exact de cas observés.
Le but a terme serait ainsi de sensibiliser la population au risque encouru en consommant ce
type de miel, de dissuader certains apiculteurs qui le produisent et d’alerter les autres

producteurs quant au potentiel toxique de ce miel.

3.4.1. Clinique et interrogatoire

Une possible intoxication au miel fou doit étre envisagée chez un patient en bonne santé,
admis au service des urgences avec une hypotension inexpliquée, une bradycardie ou une
anomalie du rythme et des troubles neurologiques. Tres souvent, nausées, vomissements,
hyperhidrose et vertiges sont présents. Lors d’une suspicion d’intoxication a ce miel, le
praticien doit obtenir une anamnese alimentaire détaillée. La consommation d’un miel non
transformeé produit et vendu par un apiculteur dans une zone ou la concentration en Ericacées

toxiques est élevée sert de confirmation au diagnostic (7,8,44).

Les cliniciens d’Amérique du Nord et d’Europe sont tres rarement amenés a diagnostiquer
cette intoxication. 1ls doivent alors étre attentifs a ces signes et s’interroger sur un éventuel
séjour en Turquie ou sur une ingestion de miel provenant de ce pays lorsque qu’un patient

présente ce tableau clinique.

Le diagnostic repose également sur le caractére collectif et sur les circonstances de

survenue de cette intoxication (6).

3.4.2. Diagnostic différentiel

L’intoxication au miel fou peut étre confondue avec d’autres intoxications responsables
¢galement de bradycardie et d’hypotension pouvant étre causees par les béta-bloquants, la

clonidine, les glycosides cardiaques ou bien les bloqueurs des canaux calciques.

L’interrogatoire étroit du patient est alors indispensable pour établir le diagnostic

d’intoxication au miel fou.
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En 2013, a Hong Kong, un diagnostic d’intoxication a été établi aprés 1’identification de
GTX dans I'urine du patient et dans les échantillons de miel consommé grace a une
chromatographie liquide couplée a une détection par spectrométrie de masse en tandem (LC-
MS/MS) (44).

La mise en évidence des GTX dans le sang des patients permettrait de poser avec certitude

le diagnostic, mais ces dosages ne sont pas encore disponibles chez I’homme (6,75).

3.4.3. Détection du pollen dans le miel

L’intoxication au miel fou est, le plus souvent, diagnostiquée d’apres 1’interrogatoire du
patient. Cependant, dans certains cas difficiles, il peut étre confirmé par une identification
microscopique du pollen (pollen en tétrades de R. ponticum) et/ou par mise en évidence de la

toxine par chromatographie dans 1’échantillon de miel présumé toxique (7,37,61).

L’identification microscopique du pollen a déja permis de confirmer des intoxications par

la mise en évidence du pollen de Rhododendron sp. dans du miel suspect (Figure 13) (37,65).

Figure 13: Microphotographies de pollen d'especes appartenant au genre
Rhododendron retrouvé dans du miel, de différents points de vue, d’apreés (65).
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3.5. Prise en charge et pronostic

L’intoxication au miel fou a un bon pronostic. Depuis que des traitements sont
disponibles, plus aucun cas mortel n’a été¢ rapporté dans la littérature. Les signes cliniques
sont temporaires et facilement pris en charge. Etant donné qu’aucun antidote n’est connu pour

les GTX, seules des mesures symptomatiques peuvent étre recommandées (76).

Bien que les symptdmes puissent étre alarmants, 1’évolution est souvent caractérisée par
une amélioration rapide et une guérison compléte sans séquelle, permettant un retour a
domicile dans les 24 heures apres I’ingestion. De fait, la prise en charge se limite, la plupart
du temps (a faible dose, cas bénins), a une surveillance médicale étroite (contrdle des signes
vitaux et de 1’état mental, et surveillance cardiaque continue par ECG) pendant 3 a 6 heures
apres 1’intoxication associée a des traitements symptomatiques (antiémétiques par exemple)

(6,8,46).

Dans les cas graves pris en charge aux urgences, le traitement comprend de 1’atropine
pour la bradycardie sinusale (0,5 mg une a deux fois, voire jusqu’a 2 mg en cas de non
réponse) et un remplissage vasculaire par une perfusion de solution saline (100 mL/h) pour
I’hypotension. Il serait judicieux, lorsque les patients ne présentent pas de dépression
respiratoire, d’avoir recours a I’AF-DX116 (molécule comparée a I’atropine dans une étude
(5)) dans le traitement de la bradycardie, étant donné qu’il présente moins d’effets secondaires
que I’atropine (5). Certains auteurs ont également rapporté 1’utilisation d’isoprénaline,
d’amiodarone (32), d’acide acétylsalicylique (10) ou d’énoxaparine (10), la mise en place
temporaire d’un stimulateur cardiaque externe, 1’administration de perfusions de glucose et
d’¢électrolytes et dans des cas graves, l’utilisation d’agents anti-hypotenseurs comme
I’aramine (métaraminol = n-hydroxynorephedrine) et novadral (norfénéfrine HCI). Des
protocoles de 1’Advanced Cardiac Life Support sont a considérer pour traiter les
bradyarythmies dans les rares cas ou l’atropine et la solution saline seraient insuffisants
(5,9,17,46,49).

Il n’est pas nécessaire d’effectuer une stimulation électrique en cas d’intoxication, méme
si le recours a la cardioversion a deja été rapporté (32) ; 1’atropine constitue, en effet, un

traitement suffisant (41).

Cette evolution favorable en seulement quelques heures (3 a 8 heures) s’explique par la
métabolisation et I’excrétion rapide de ’organisme des GTX. De méme, la fréquence

cardiaque et la pression artérielle reviennent a la normale apres 2 a 9 heures (8).
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4. L’intoxication au miel fou est-elle un toxidrome cholinergique ?

Les symptobmes étant relativement similaires entre un toxidrome cholinergique (ou
syndrome toxique) et une intoxication au miel fou, la question pouvait se poser quant a un
mécanisme biochimique commun. Une étude a ainsi été réalisée entre septembre 2008 et 2009
pour répondre a cette question (77).

Un toxidrome cholinergique se caractérise par une diminution du taux de cholinestérase.
En effet, ’inactivation de la dégradation est responsable d’une accumulation d’acétylcholine
dans les synapses nerveuses et dans les jonctions neuromusculaires. Il existe deux
cholinestérases : ’acétylcholinestérase (AChE) et la pseudocholinestérase (BChE). Bien qu’il
soit plus utile de mesurer le taux d’AChE, il est plus fonctionnel et moins couteux de mesurer

le taux de BChE en pratique.

Un toxidrome cholinergique est mis en évidence par une diminution du taux de BChE
chez les patients. Le mécanisme de base de ce toxidrome est I’inactivation de 1’AChE
conduisant & une accumulation d’acétylcholine dans la jonction neuromusculaire. De cette
maniere, en plus des régions nicotiniques de la jonction neuromusculaire, les régions
nicotiniques des ganglions sympathique et parasympathique ainsi que les régions

muscariniques dans le systeme nerveux périphérique et central sont touchées.

L’intoxication au miel fou ne touche que les récepteurs muscariniques (inhibition) alors
que dans le toxidrome cholinergique se sont a la fois les récepteurs muscariniques et
nicotiniques qui sont atteints. Les résultats (taux faible de BChE chez 10% des patients)
montrent que 1’intoxication au miel fou n’affecte que le systeme nerveux peériphérique tandis

que I’intoxication cholinergique affecte a la fois le périphérique et le central.

Bien que les symptomes d’une intoxication au miel fou ressemblent a ceux d’un
toxidrome cholinergique, cette étude a permis de prouver qu’ils ne partagent pas le méme

mécanisme biochimique. L’intoxication au miel fou n’est pas un toxidrome cholinergique.
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5. Mesures mises en place et prévention

5.1. Mesures mises en place

Face a ce constat et conscients du potentiel toxique de ce miel, certains pays ont pris des
mesures pour éviter de nouveaux incidents. La Corée a interdit 1’importation de ce miel en
2005 (45). Plus recemment, en 2010, en Allemagne, I’Institut Fédéral d’évaluation des risques
allemands (BfR- Bundesinstitut fiir Risikobewertung) (78) a recommandé a sa population de
ne plus consommer de miel de Rhododendron sp. provenant de la région de la mer Noire en
Turquie. Cet institut a ouvert le questionnement sur la présence éventuelle d’autres composés
toxiques a la structure proche des GTX dans ce miel, la possible instabilité a la chaleur des
GTX ou bien encore la détermination de seuil de toxicité pour ces toxines. Enfin, en 2013, sur
I’ile de la Réunion, un arrété préfectoral (Annexe 2) a été pris afin d’interdire la vente de miel
en gaufre du 1% novembre au 31 mars, période de floraison des plantes réputées toxiques.
Cette interdiction ne concerne que le miel en gaufre ; en effet, le procédé de production du
miel en pot sur cette ile garantit I’absence de risque pour le consommateur d’aprés un
communiqué de presse (Annexe 3). Celui-ci « est extrait de plusieurs cadres, donc les toxines
sont trop diluées pour représenter un risque pour la santé », indique Mr Patrick Garcia de la
DAAF (Direction de 1’Alimentation, de 1’Agriculture et de la Forét) (79), tandis que les
alvéoles du miel en gaufre « peuvent étre trés concentrés en pollen toxique » d’apres le Dr
Renault de I’ARS (Agence Régionale de Santé). La date de production doit étre mentionnee

sur I’étiquetage pour permettre aux consommateurs de la controler au moment de I’achat.

5.2. Prévention

L’intoxication au miel fou peut devenir un réel probleme de santé publique. Ainsi, il n’est
pas recommandé de le consommer méme pour ses prétendues vertus thérapeutigques.
Actuellement, peu d’informations sur la prévention de [I’intoxication aux GTX sont
disponibles. 11 n’existe aucune détection rapide, fiable et simple des GTX dans le miel
(utilisable par les consommateurs), ni de méthode afin de diminuer leur concentration. Des
mesures de sécurisation de la filiere de fabrication devraient alors étre instaurées. Compte
tenu de son pouvoir toxique, il serait intéressant qu’une étiquette de danger soit présente sur

les pots de miel fou (51).

Par principe de précaution, il serait judicieux de mettre en place, comme a la Réunion, un

arrété afin d’interdire la vente de miel pendant les saisons endémiques. Ainsi, des mesures
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visant a éviter de nouvelles intoxications devraient étre prises. Elle consiste en 1’éloignement
des ruches des zones riches en Ericacées, la recherche du taux en GTX des miels vendus dans

les zones a risque et le mélange des miels afin d’éviter la consommation d’un miel monofloral

(6).

6. Codt pour le systeme de santé en Turquie

Cette intoxication a un bon pronostic. En effet, les patients sortent, en général, aprés une
courte période d’observation. Par conséquent, les médecins et les patients ignorent 1’impact

socio-économique de 1’intoxication au miel fou.

Une étude menée sur I’année 2011 (59) a permis d’évaluer 1’impact économique de cette
intoxication sur le systéme de santé en Turquie. Il en ressort un cot moyen pour un patient de
81,8 Livres Turques (TL) soit 29,60 € environ ; les cofts s’étendent de 33,63 a 1697,35 TL
soit de 12,16 a 613,54 €. Le cout total des 246 patients intoxiqués par du miel fou s’éléve a
27303,21 TL soit 9869,29 €. 1l est important de noter également que cet empoisonnement au
miel fou en Turquie, se produit beaucoup plus fréquemment que ne le rapporte la littérature.
Par comparaison, cette intoxication colte 10 000 fois moins chére qu’une épidémie de grippe

en France (80) mais constitue quand méme a petite échelle un colt pour le systeme de santé.

Jusqu’a présent, la prise en charge des patients s’effectuait en général aux soins intensifs.
Mais par la connaissance de ce diagnostic, les patients pourront dés lors, étre pris en charge

directement au service des urgences engendrant ainsi moins de frais (7).
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Partie 1l : Plantes incriminées
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1. Contexte

Nous 1’avons évoqué dans le précédent chapitre, certains Rhododendrons sp. en
Turquie et A. salicifolia sur I’ile de la Réunion sont impliqués dans des cas d’intoxication.
Parmi les 5 especes de Rhododendron sp. retrouvées en Turquie (7,50,81), R. ponticum et R.
luteum constituent les principales sources d’intoxication au miel (36,46). D’ailleurs, le miel
produit a partir de ces espéces est réputé pour contenir une forte concentration en GTX (29).
Des cas d’intoxication décrits au Népal impliquant un miel produit dans ce pays mettent en

cause une autre espece de Rhododendron sp. : R. simsii (14).

Il est rare que ’origine botanique exacte des miels responsables d’intoxication soit
rapportée dans la littérature. C’est le plus souvent 1’origine géographique, ou le miel a été
produit, qui est citée. L’origine géographique de différents miels fous, impliqués dans des cas
d’intoxication rapportés dans la littérature, est présentée dans le Tableau 7.

Tableau 7: Origine géographique de miels fous impliqués dans des intoxications,
d’apreés la littérature.

Origine du miel fou Références
Miel turc (56) et (54) cités dans (7)
Est de la mer Noire en Turquie (53) cité dans (7), (51), (55), (7), (36) et (70)
Région centrale le long de la mer Noire en (50)
Turquie
Région de la mer Noire en Turquie (9), (29) et (32)
Ouest de la mer Noire en Turquie (52)
Népal (14) et (44)
La Réunion (6) et (1)
Canada (82)

Ce tableau permet de confirmer qu’effectivement la plupart des cas d’intoxication
signalés impliquent des miels fous produits en Turquie (35). La flore de ce pays, plus
particulierement les montagnes le long des cotes de la mer Noire a I’Est (16), constitue le
réservoir principal des plantes impliquées dans ces intoxications. Le Népal et I’ile de la
Réunion constituent deux réservoirs mineurs. D’autre part, la présence de GTX a également
été signalée dans deux échantillons de miel nord-américain, 1’un provenant des Etats-Unis

probablement produit a partir de Kalmia latifolia (83) et ’autre du Canada (82). Le premier
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miel a été analys¢ dans le cadre d’une vaste enquéte sur la composition des miels américains
(83) et aucune information ne nous permet d’affirmer qu’il a été impliqué dans des cas
d’intoxication. Le second miel a été étudi¢ car il a provoqué I’intoxication de trois personnes
a la suite de sa consommation (82). L’espéce végétale responsable n’a pas été identifiée par
analyse polliniqgue mais il proviendrait apparemment du Canada (Grouse Mountain en

Colombie britannique).

Les GTX étant les toxines responsables, il est important de connaitre les plantes dont
elles sont issues. Présentes dans plusieurs régions du monde (Figure 6) : Turquie, Japon,
Népal, certaines régions d’Europe, Amérique du Nord (Colombie britannique) et Brésil ; les
plantes sources de GTX sont listées dans le Tableau 8 (11,18).

Tableau 8 : Espéces végétales contenant des grayanotoxines, d’apres (14,15) , annexe 2 et
1.

Especes ‘ Niveau de présence des GTX*
Agauria sp.
A. salicifolia | NR
Pieris sp.
P. japonica 4+
P. floribunda 4+
P. formosa o+
Rhododendron sp.
R. luteum ++
R. simsii NR
R. ponticum ++
R. occidentale +
R. macrophyllum +
R. albiflorum +
R. maximum ++
R. japonicum ¥
R. catawbiense +++
R. decorum ++
R. mucronulatum ++
Kalmia sp.
K. latifolia +
K. angustifolia 4+
K. polifolia T+
Pernettya sp.
P. coriaceae ‘ ++

*+: faible, ++: moyen, +++: élevé et NR: non renseigne. Les cases bleues indiquent les 4 especes

impliquées dans des intoxications.
Ainsi, 5 genres (Agauria, Pieris, Rhododendron, Kalmia et Pernettya) appartenant
tous a la famille des Ericacées sont sources de GTX. Ces espéces constituent un danger

50

MERMOZ
(CC BY-NC-ND 2.0)




potentiel dans une région, des lors qu’elles en dominent la végétation. R. mucronulatum en
Corée ; R. decorum en Chine ; R. occidentale, R. macrophyllum et R. albiflorum a 1’Ouest des
Etats-Unis ; Kalmia latifolia et K. angustifolia a I’Est de I’ Amérique du Nord (15,17) sont des
sources bien connues de GTX. Néanmoins, ces espéces n’ont jamais été citées dans la

littérature comme étant responsables d’intoxication au miel fou.

Sur les 19 espéces déecrites comme contenant des GTX seulement 4 ont été rapportées
dans la littérature comme impliquées dans des cas d’intoxication au miel fou. Ce tableau
montre également que les plantes les plus riches en toxines ne sont pas forcément celles ayant

été impliquées dans les intoxications.

Méme si nous n’écartons pas I’éventualité que d’autres espéces peuvent étre
impliquées, ce sont ces 4 especes appartenant toutes a la famille des Ericacées : R. luteum, R.

ponticum, R. simsii et A. salicifolia que nous détaillerons par la suite.

Pour une meilleure compréhension des sous-parties 2. a 4., certains termes botaniques

sont définis en Annexe 8.

2. La famille des Ericacées

Les especes tenues pour responsable de I’intoxication au miel fou appartiennent toutes
a la famille des Ericacées. Cette famille compte prés de 3000 espéces de plantes réparties en
120 genres, dont Rhododendron et Agauria (84). Les plantes de cette famille possédent les

caractéristiques suivantes (84) :

» plantes sans laticiferes non carnivores
pétales libres

anthéres oscillantes

poils non étoilés

fleurs pendantes ou dressées

graine a tégument

YV V.V V V VY

pollen en tétrades
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2.1. Position systématique selon APG 111 (Angiosperm Phylogeny Group)

Datant de 2009, I’APG III est la troisieme version de la classification botanique des

Angiospermes basée sur des analyses de phylogénie moléculaire (Figure 14).
Amboelakst  Amborellanae

Wymphsesest  Mymphaeanae
Awimbailysles  Austrobaileyanae

Magnolianas

sunadsobue
'

SPIUIELUILLIDD

Azpampales Lilianae

Comtophylsiest Eeraiﬂp llanae
anunculanae

Proecles roteanae

[ —— uxanae
rmdlmm Trochodendranae
Gunrermsles Myrothamnanae

sjoapna

Brssicales Rosanas

S|00IpNa 8100 |

Dillerizoeas . B
Betwidopicelest Berberidopsidanae
Santalales ntalanae
Caryophyllanae

Asteranae

Figure 14 : Arbre phylogénétique selon ’APG III superposée avec une classification

proposée par Reveal et Chase, d’aprés (85). La fléche rouge indique le positionnement de I’Ordre
contenant les Ericacées.
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La classification de la famille des Ericacées est rappelée dans le Tableau 9.

Tableau 9 : Classification des Ericacées selon PAPG III.

Classification APG 111

Superclasse Eudicotylédones

Classe Eudicotylédones supérieurs
Sous-classe Astéridées

Ordre Ericales

Famille Ericacées

2.1.1. Sous-classe des Astéridées

Les Astéridées sont des Eudicotylédones supérieurs réunissant 91 800 especes réparties en
10 ordres et 99 familles (86). Ce sont les Triporées a pétales et carpelles soudés. Cette
soudure s’accompagne souvent d’une soudure des étamines a la corolle. Les inflorescences
sont de plus en plus serrées a fleurs gamopétales (rarement dialypétales). La gamopétalie
assure une meilleure protection des organes reproducteurs et s’adapte plus facilement a un
type déterminé d’insecte pollinisateur. Par simplification évolutive, ils comprennent un tissu
nucellaire peu développé et un seul tegument (84,86,87). lls possédent un ovaire supere et un
androcee polystémone ou obdiplostémone. lls se divisent en 2 : les Protoastéridees (Ordre des
Cornales et Ericales) et les Euastéridées (86). L’ordre des Cornales posséde des feuilles
souvent opposees et un ovaire infére tandis que 1’ordre des Ericales possede des feuilles

alternes et un ovaire souvent supere (84).
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2.1.2. Ordre des Ericales

Les Ericales forment un ordre transitoire de végetaux entre les dialypétales et les
gamopetales. En effet, parmi les Ericales, seules quelques familles possédent encore des fleurs
dialypétales ((88) cité par (87)). Cette ordre se divise en 26 familles (Figure 15), dont celle
des Ericacées englobant environ 9 450 espéces (84). Dans cet ordre les fleurs sont souvent
pentacycliques et comprennent deux verticilles d’étamines. Par ailleurs, certaines familles
possédent encore des ovules bitégumentés (84). La figure ci-dessous représente la division de

I’ordre des Ericales (Figure 15).

Balsaminaceae

Marcgraviaceae

Pellici
. Tetrameristaceae
Tetramerista,etc.

Polemoniaceae
Fouquieriaceae
Lecythidaceae
Sladeniaceae
Pentaphylacaceae
Sapotaceae
Ebenaceae
Maesoideae

ERICALES ) Theophrastoideae
. " Primuloideae Primulaceae s.l.

Myrsinocideae
» Mitrastemonaceae
Theaceae
-~ P ” Symplocaceae
Styracaceae
Diapensiaceae
Actinidiaceae
Roridulaceae
Sarraceniaceae
Clethraceae

Cyrillaceae

Ericaceae

Figure 15 : Position systématique des Ericacées dans I’ordre des Ericales selon
I’APG III, d’apreés (89).
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2.1.3. Classification infra-familiale des Ericacées

D’apres I’APG 111, les Ericacées se partagent en 8 sous-familles, elles-mémes subdivisées
en tribus (Figure 16). Les sous-familles Ericoideae et Vaccinioideae sont celles auxquelles

appartiennent les 4 espéces détaillées par la suite.

Enkianthoideae

Monotropoideae

Arbutoideae

Cassiopoideae

Ericacées

Ericoideae

Harrimanelloideae

Styphelicideae

Vaccinioideae

Figure 16: Organisation systématique et classification infra-familiale des Ericacées
selon ’APG III (89).

Les principaux genres et especes de cette famille des Ericacées sont les suivants (84) :

e Rhododendron sp. (incluant Ledum sp.) : 850 especes dont 650 en Chine et 155
endémiques de Nouvelle Guinée.

e Erica sp.: 700 espéces de vaste répartition (Afrique du Sud, montagnes d’Afrique
tropicale, Madagascar, pourtour méditerranéen, Europe et Macaronésie (ensemble
d'fles composé des archipels des Acores, de Madere, des iles Canaries et des Tles du
Cap-Vert)).

e Vaccinium sp. : 400 espéces.

e Gaultheria sp. : 140 especes de Malaisie et d’Australie.
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e Cavendishia sp. : 100 espéces d’ Amérique tropicale.

e Arctostaphylos sp. : 50 especes pour la plupart de 1’Ouest de I’ Amérique du Nord.

2.2. Caractéristiques botaniques des Ericacées
2.2.1. Appareil végétatif

Les Ericacées sont des plantes ligneuses (76,87) sempervirentes ou caduques ((90) cité
dans (87)) : ce sont des arbustes, parfois treés petits ou subherbacés, des arbres ou des lianes,
étroitement associés a des endomycorhizes ou rarement saprophytes non chlorophylliens,
parfois épiphytes ((90) cité dans (87)).

Un certain nombre d’espéces possédent un port « ericoide » particulier, a tiges tres
contournées portant des feuilles linéaires étroites. Celles-ci sont simples, coriaces, souvent
persistantes et pourvues de poils tecteurs abondants ; parfois ramifiés, glanduleux, ou a
écailles peltées, mais jamais étoilés. Les feuilles sont alternes, parfois opposées ou
verticillées, entieres a dentées ou souvent en aiguilles appelées « éricoides », a nervation
pennée plus ou moins paralléle a palmée (84,87). Ces feuilles, dépourvues de stipule, sont
parfois enroulées sur les bords, protégeant ainsi leur face inférieure qui porte les stomates
(84,87).

2.2.2. Appareil reproducteur
2.2.2.1.  Fleur

L’inflorescence est tres variable. En effet, elle peut étre terminale ou axillaire, souvent
racémeuse ou paniculée voire parfois réduite a une fleur solitaire. Les fleurs sont de type 4 ou
5, petites, plus ou moins pendantes, réguliéres a Iégérement zygomorphes et hermaphrodites

OU unisexueées.

> le périanthe

Il comporte un calice possédant 4 ou 5 sépales, plus ou moins soudés a la base, parfois
réduit a un anneau. Le périanthe peut étre persistant et plus ou moins accrescent. 1l comporte
également 4 ou 5 pétales, soudés en une corolle souvent urcéolée ou cylindrique. Cette
derniere peut étre aussi campanulée ou infundibuliforme, aux lobes généralement petits et
distincts (84,87).
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> D’androcée

L’androcée, a 8 ou 10 étamines libres (parfois 2-3 étamines lorsque le périanthe est
réduit), est obdiplostémone par avortement. Les filets sont libres ou soudés au réceptacle
(corolle). Les anthéres a déhiscence poricide possédent 1 a 2 loges et sont munies de deux
appendices dressés ou en forme de corne, d’ou le nom de « Bicornes » donné autrefois a

I’ordre. Le pollen est généralement en tétrades (84,87).

> la pollinisation

La pollinisation est entomophile (présence de glandes nectarifere autour de 1’ovaire) c'est-
a-dire que des insectes participent au transport du pollen jusqu’au stigmate du pistil. Pour
rappel, la pollinisation est 1’étape précédant la fécondation. Les insectes butineurs les plus
aptes a assurer la pollinisation des plantes a fleurs appartiennent a 1’ordre des hyménoptéres,

ce sont notamment les abeilles (Figure 17) (84,87).

Figure 17 : Abeille en train de butiner une fleur de R. ponticum.
> le gynécée

Il est formé de 2 a 10 carpelles soudés en un ovaire pluriloculaire supére (infere chez la
Myrtille). La placentation est généralement axile. Le style est unique, creux a I’intérieur, et
surmont¢ d’un stigmate capité ou légerement lobé. Un ou plusieurs ovules unitégumentés sont

retrouvés par loge (84,87).

» la formule florale (84)

(4-5) S + (4-5) P + (4-10) E + (2-10) C
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2.2.2.2.  Fruit

Le fruit peut étre une capsule seche a déhiscence septicide ou loculicide quelquefois
enfermée dans une corolle persistante. Il peut étre parfois une petite baie charnue et
indéhiscente. Il peut enfin s’agir d’une drupe a plusieurs noyaux. La graine est trés petite
souvent ailée & albumen charnu (84,87).

2.2.3. Habitat

Cette famille plus ou moins cosmopolite prédomine dans les régions froides (Arctique) ou
tempérées a basse altitude, jusqu’aux montagnes tropicales et extratropicales, dans I’Est de
I’Amérique du Nord et en Asie orientale, avec une forte concentration dans 1’Himalaya, en
Nouvelle-Guinée et dans les Andes. En général, c’est sous les climats méditerranéens
notamment en Australie et en Afrique du Sud que la plus grande densité et la plus grande
diversité des Ericacees sont retrouvées. Par ailleurs, les Ericacées sont absents des zones
désertiques (84,87). La répartition mondiale des Ericacées est représentée sur la figure ci-

dessous (Figure 18).

Figure 18 : Répartition mondiale des Ericacées selon Stevens, d’aprés (89).

Ce sont des plantes a mycorhizes préférant les sols pauvres et acides. Leur habitat se
caractérise par une faible disponibilité en nutriments et en matiéres organiques. Certains

d’entre eux résistent au période de sécheresse (87), comme A. salicifolia.
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2.3. Utilisations traditionnelles des Ericacées
2.3.1. Plantes ornementales

De nombreuses espéces et genres sont cultivés comme plantes ornementales :
« Bruyéres » (Erica sp. et Calluna sp.) Rhododendron sp., Kalmia sp., Pieris sp., Arbutus sp.
...(84,91).

2.3.2. Plantes médicinales

Un certain nombre d’espéces de cette famille possédent des propriétés rendant leur
utilisation intéressante. Les propriétés de certaines d’entre elles sont décrites dans le Tableau

10.

Tableau 10 : Propriétés de certaines especes appartenant aux Ericacées, d’apreés (84,92).

Especes Propriétés
Arbutus unedo L. (Arbousier) » anti-diarrhéique
» anti-inflammatoire
Arctostaphylos uva-ursi (L.) Spreng > antiseptique urinaire (citée dans la
(Busserole ou Raisin d’Ours) Pharmacopée  européenne pour le
traitement des infections urinaires)
» diurétique

> éclaircissant

Calluna vulgaris (L.) Hull (Callune) » antiseptique des voies urinaires
Erica cinera L. (Bruyeére cendrée)

Vaccinium macrocarpon Aiton > prévention et soulagement des infections
(Canneberge a gros fruits, Cranberry) urinaires
Gaultheria procumbens L. (Gaulthérie) > feuilles  utilisées  pour  élaborer

I’«essence de wintergreen » entrant dans
la formulation de produits d’hygiéne
buccale et de cosmétiques. Elle constitue
une source naturelle de salicylate de
méthyle

Vaccinium myrtillus L. (Myrtille) > utilisé dans le cas de fragilité capillaire,
d’insuffisance  veineuse, de crises
hémorroidaires, dans certaines affections
oculaires et intestinales, et utilisé pour
ses propriétés hypoglycémiantes
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2.3.3. Alimentation

Certaines especes de cette famille comme la myrtille (Vaccinium myrtillus L.), 1’airelle
des marais (V. uliginosum L.), la canneberge (V. oxycoccos L.), I’airelle rouge (V. vitis-idaea

L.) ou I’arbouse (A. unedo L.) peuvent étre cultivées pour leurs baies comestibles (84,92).

2.3.4. Autres utilisations

Il existe par ailleurs, de nombreuses utilisations mineures d’espéces d’Ericacées, par
exemple le bois contourné des grandes Bruyéres, comme Erica arborea L., est utilisé
traditionnellement dans la fabrication de pipes (84). D’autre part, la «terre de bruyére »,
formée par la litiére de ces plantes et par leurs excrétions radiculaires, constitue un compost

indispensable aux plantes exigeant un substrat acide (92).

2.3.5. Toxicité

De nombreux représentants de cette famille sont néanmoins toxiques pour I’homme et

I’animal. Les genres et les especes particulierement concernés sont (84) :

» Rhododendron sp : intoxication aux GTX (miel fou ou partie de plante).

» Gaultheria sp. : allergie au salicylate de méthyle et son ingestion peut provoquer un
déséquilibre acido-basique, une perturbation du métabolisme du glucose et une
intoxication du systeme nerveux central (SNC). Propriétés hallucinogénes.

» V. myrtillus L.: car il arrive qu’elle soit contaminée par les ceufs d’un ténia,
Echinococcus multilocularis, provoquant une grave parasitose : 1’échinococcose

alvéolaire.

2.4. Principaux métabolites secondaires

Les Ericacées sont des plantes a polyphénols caractéristiques, présentes en forte
concentration sous forme de tanins mais aussi sous forme de composés de type flavonoide ou
d’hétérosides phénoliques. En revanche, chez certaines espéces, des diterpénes sont toxiques
et conduisent regulierement a des intoxications. Enfin, de nombreuses Ericacées sont
caractérisees sur le plan anatomique par la présence de poils sécreteurs d’huiles essentielles
(76).
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2.4.1. Tanins

Les tanins sont des substances abondamment retrouvées chez les Ericacées. Des tanins
galliques, ellagiques et condensés sont produits essentiellement dans les feuilles. Le plus

répandu est 1’acide gallique ((93,94) cité par (92)).

2.4.2. Flavonoides

Les composés de type flavonoides sont largement retrouvés dans les feuilles et les fleurs
des Ericacées. 1l s’agit principalement des flavonols, dérivés O-glycosylés de quercétine mais
aussi de kaempférol et de myricétine. Les genres Pieris sp. et Kalmia sp. produisent des
flavanones et des dihydrochalcones au lieu des flavonols. Les pigments rouges et bleus des
fleurs et des fruits d’Ericacées sont des anthocyanes et des flavanones. Deux flavones sont
caracteéristiques et ont été principalement étudiés dans le genre Rhododendron : I’azaléine et la
5’-hydroxyazaléine ((93) cité par (92)).

2.4.3. Autres dérivés phénols et hétérosides phénoliques

Certains heéterosides phénoliques sont caracteristiques des Ericacées. Les dérivés de
diphénols représentés par 1’arbutine et ses dérivés, notamment 1’homoarbutine, peuvent étre
cités. Les genres Chimaphila et Rhododendron sont connus pour produire, en plus de
I’arbutine, des composés caractéristiques : la pyrolatine et la chimaphiline. Le genre
Rhododendron produit des dérivés phénoliques qui sont le plus souvent monoglycosyles,

comme le rhododendrol glycosylé en rhododendrine ((94) cité par (92)).

2.4.4. Huiles essentielles

Le genre Ledum est le genre le plus étudié des Ericacées pour son huile essentielle. 1l a pour
substances principales le pinéne, le bornéol, 1’a-phellandréne, 1’a-caryophylléne et le
carvacrol ((93) cité par (92)).
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2.4.5. Diterpénes

De nombreux diterpénes ont été mis en évidence dans certains genres comme Agauria,
Pieris, Rhododendron, Kalmia et Pernettya. Les GTX sont bien évidemment retrouvees ainsi

que leucothol A, piéristoxine G et rhodomoside entre autres ((93,94) cité par (92)).

2.4.6. Triterpénes

Les triterpénes les plus fréguemment cités dans la littérature sont : ’acide ursolique, le

taraxérol, la B-amyrine, le B-sitostérol, la friedéline et le lupéol ((93) cite par (92)).
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3. Le genre Rhododendron

Le genre Rhododendron appartient a la sous-famille des Ericoideae et a la tribu des

Rhodoreae. Ce genre de plantes a fleurs se divise en huit sous-genres (15,37,49).

Il comporte entre 800 et 850 espéces et est retrouvé sur 4 continents a travers le monde
(sauf I’Afrique) (35). C’est un genre de I’hémisphére Nord avant tout, s’étendant d’Amérique
du Nord jusqu’au Japon, en passant par I’Europe et 1’Asie, et de ’extréme Nord jusqu’a
I’équateur (15). Environ 700 espéces différentes sont retrouvées dans une zone comprenant la
Chine, le Tibet, la Birmanie, I'Assam et le Népal. Prés de 300 especes sont présentes en
Nouvelle-Guinée, beaucoup au Japon, dautres en Asie tropicale (d'Indochine jusqu’a
I'Indonésie et aux Philippines), quelques espéces en Europe et en Amérique du Nord (25) et
seulement 2 espéces dans le Nord-est de 1’Australie (49). lls poussent abondamment dans
certaines vallées et dans certaines régions montagneuses notamment celles de la mer Noire en
Turquie orientale (36,42).

Le nom Rhododendron vient du grec « rhodo », rose (la coloration rose des fleurs est a
I’origine de leur dénomination (76)) et «dendron », arbre. Toutes les espéces sont des
arbustes ou des arbres, de petite taille la plupart du temps. La plus petite espece atteint les 10
a 100 cm de longueur tandis que la plus grande, Rhododendron giganteum avoisine les 30 m
(15). Les feuilles sont alternes, spiralées, linaires a orbiculaires et persistantes ou caduques
avec des marges entieres (49). Leurs tailles varient de 1 a 2 cm jusqu’a plus de 50 cm de long
(100 cm exceptionnellement chez Rhododendron sinogrande (Figure 19)). Chez certaines
especes, la face inférieure des feuilles est recouverte d'écailles ou de poils. Les fleurs sont
généralement regroupées en grappe ou corymbe, I’inflorescence est rarement axillaire et la
forme de la corolle varie de légérement lobée a polypétale. Les fleurs possédent entre 5 et 20

étamines (49) et celles regroupées en grappes sont caractéristiques de certaines especes

connues (15). Le fruit est une capsule et les graines sont aplaties ou fusiformes a ellipsoides
(49).

R. sinogrande R. ferrugineum R. spinuliferum

Figure 19 : Différentes espéces appartenant au genre Rhododendron.
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Des centaines de métabolites secondaires ont été isolés a partir de ce genre. Dans leur
étude, Qiang et ses co-auteurs ont établi la liste de 208 composes isolés a partir de différentes
especes de Rhododendron sp. Il s’agissait principalement de flavonoides et de diterpénoides
(74). Plus de 65 flavonoides ont été obtenu a partir d’espéces de ce genre. Dans les feuilles de
166 rhododendrons ont été retrouvés, les composés suivants (49) : kaempférol, quercétine,
quercitrine, hypéroside, farrerol et polystachoside. Les fleurs contiennent des anthocyanidines
et flavonols tels que la cyanidine, peonidine et azaléatine  (49).
Les autres flavonoides sont de type chromone, flavonol, flavan-3-ol et dihydrochalcone. Les
diterpénoides représentent la deuxiéme classe chimique la plus répandue du genre avec plus
de 30 composés isolés. La majorité sont des diterpénoides de type grayane et sont
responsables de la toxicité des plantes qui en contiennent. Les diterpénoides sont suivis de
pres par les triterpénoides principalement de type oléanane et ursane (49,74). Le genre
renferme également des iridoides (glycosides) et des sesquiterpénoides de type megastigmane
et leurs glucosides (49). L’huile essentielle obtenue a partir des feuilles, des fleurs ou des
fruits contient principalement les composés suivants (49) : a-pinene, - pinéne, le limonene,
le bornéol, le myrcene et le p-cymeéne. D’autres composés ont été isolés a partir du genre : des
dérivés phénoliques, un lignane, un PB-caroténe... Ce genre présente ainsi une diversité
d’activités : anti-inflammatoire, analgésique, antimicrobien, anti-protozoaire, antiviral,
immunomodulateur, antioxydant, antidiabétique, cytotoxique, spasmolytique, inhibiteur de la
tyrosinase et de I’acétylcholinestérase, hépatoprotecteur, cardioprotecteur, sédatif, anti-
appétant et insecticide (49).

Des especes sont utilisées comme plantes ornementales et d’autres pour leurs propriétés
depuis des années. Certaines seraient utilisées pour traiter les rhumes et les cedémes et
d’autres comme analgésiques pour les douleurs rhumatismales ou dentaires (95). Par exemple,
les tiges, les feuilles et les fleurs séchées de Rhododendron spinuliferum (Figure 19) étaient
utilisées pour soulager la toux et 1’asthme. Les feuilles séchées de Rhododendron dauricum
étaient utilisées pour traiter la bronchite. Les fleurs et les fruits de Rhododendron molle
étaient enregistrés dans les monographies comme analgésiques. Enfin, d’autres espéces
comme Rhododendron ponticum, R. chrysanthum, R. ferrugineum (Figure 19), R. molle, R.
cinnabarium et R. collettianum ont été utilisées comme antidouleur et anti-inflammatoire (74).

Les études relatives a la toxicité des Rhododendron sp. ne sont publiées que depuis
quelques décennies. En 1954, leur toxicité a été mise en évidence par I’isolement de

composeés toxiques dans R. ponticum, R. aureum et R. maximale.
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Les fleurs, les fruits, les feuilles, le nectar et les axes caulinaires de certaines espéces
accumulent des GTX (76). Cependant, tous les membres de ce genre n’en contiennent pas
(32).

Ainsi certains Rhododendron spp. sont impliqués dans des intoxications animales et
humaines et ce, a cause des GTX qu’ils contiennent. Les intoxications chez 1’homme se
produisent par le biais de 1’ingestion directe de la plante ou par le miel produit a partir de ces

plantes.

Dans certaines intoxications au miel fou, 1’analyse pollinique du miel suspect a permis de
mettre en évidence la présence de pollen d’espéces du genre Rhododendron sp. (36,37,61,65).
R. ponticum et R. luteum sont les principales especes suspectées lors d’une intoxication au
miel fou. En effet, ils contiennent des GTX et sont trés largement répandus dans les
montagnes le long des c6tes de la mer Noire en Turquie ; région dans laquelle les apiculteurs
locaux produisent ce miel pour ses proprietés (25).

Les deux especes les plus décrites dans la littérature comme responsables des
intoxications au miel fou sont : R. ponticum et R. luteum. (62) mais R. simsii a également été
cité (14). Ces trois especes seront donc plus particulierement décrites dans les paragraphes

suivants.
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3.1. Rhododendron ponticum L.

R. ponticum (Figure 20) est responsable de la plupart des cas d’intoxication au miel fou
signalés (58). Il existe 2 sous-espéces: R. ponticum ssp. baeticum et R. ponticum ssp.
ponticum (96). Il est difficile de savoir laquelle des 2 sous-especes est impliquée dans les
intoxications d’apres la littérature. Mais, il semble que la seconde soit le plus probablement

responsable.

Figure 20: Fleurs de R. ponticum d’aprés (17).
3.1.1. Dénomination

R. ponticum est appelé «Rhododendron des parcs », « Rhododendron pontique »,
« Rhododendron de la mer Noire » ou « Common Rhododendron » en anglais et plus

communément « Poison noir » (25,36,97).

3.1.2. Description

Il s’agit d’un arbuste a feuilles simples et persistantes, pouvant atteindre 8 m de hauteur. Il
posséde des fleurs de couleur violacé pouvant atteindre 5 cm de diametre (24,96). Sa floraison
se produit la plupart du temps entre avril et aolt dans la région de la mer Noire, bien qu’elle
puisse s’étendre jusqu’en septembre a I’Ouest de cette région (98). La pollinisation se fait par
entomogamie, c'est-a-dire par 1’intermédiaire d’insectes. Le buisson posséde une
inflorescence étonnamment colorée qui attire les insectes. Lorsque ces derniers s’approchent
pour rechercher de la nourriture, le pollen peut se coller sur le corps de I’insecte, par

I’intermédiaire d’un filament gluant bordant le pollen (98).
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3.1.3. Habitat

R. ponticum vit dans les foréts, les landes, essentiellement dans les milieux acides et
humides (98), et résiste a des températures variant entre -17°C et 26°C. Il est tres largement
retrouve dans le monde ; particulierement au Royaume-Uni, en Irlande, et en Turquie (région
de la mer Noire) mais aussi en Bulgarie, des Balkans jusqu’a la région du Caucase du Sud
(Géorgie, Arménie, Azerbaidjan et région de Kars (Turquie)), et au Liban. Il est retrouvé
également dans le Sud-est de 1’Espagne, au Portugal, en Belgique et en France (15,98). Il est
tres abondant dans les fles britanniques ou il constitue une réelle menace pour la biodiversité
(24,96). En France, il constitue une espece invasive avérée en Basse-Normandie. Il pousse
tres largement a travers la région de la mer Noire en Turquie, et ce, jusqu’a des altitudes de
2100 m sur les montagnes du Nord de I’ Anatolie (15,45,98).

3.1.4. Composition

Il contient une forte teneur en GTX (15) qui sont retrouvées dans toutes les parties de la
plante, y compris le nectar (24,74). GTX | et GTX Il ont notamment été mises en évidence
dans les feuilles et les fleurs de cette espéce (5). Il renferme également plusieurs flavonoides
responsables de son activité (49,74). Ces flavonoides sont les suivants (Figure 21) :

- isoquercitrine (1) (quercetin-3-yl -D-glucopyranoside) isolé a partir des feuilles, a
montré une activité anti-nociceptive puissante et une activité anti-inflammatoire.

- quercitrine (2) (quercitroside; Quercetin-3-yl a-L-rhamnopyranoside) isolé a partir des
feuilles présente une activité plus faible que le composeé ci-dessus.

- hypéroside (3) (hyperin¥aquercetin-3-yl -D-galactopyranoside) posséde des
propriétés anti-inflammatoire et analgésique.

- hémiphloin (4) (6-C-Glucosylnaringenin).

De plus, une étude (99) a permis d’isoler les composés volatils présents dans les fleurs et
les feuilles de cette espéce. L’extrait a ’hexane a permis d’isoler 14 composés volatils dont
les principaux sont: 5,15 — rosadiéne (42,8%), 2 — éthyl — hexanol (13,3%) et styrene
(10,0%). Seulement 8 composés ont pu €tre identifiés a partir de 1’extrait au dichlorométhane
des feuilles dont les principaux sont : 1-butanol (17,0%), y-butyrolactone (13,5%), styréne
(11,8%), alcool benzylique (11,7%) et (Z) -3-hexénol (10,0%). D’autre part, les fleurs de R.
ponticum ont une couleur violacé attrayante avec un léger parfum. Toutefois, le 1-méthyl-2-

pyrrolidone, composeé volatil a I’odeur désagréable, a été isolé a partir des fleurs (absent dans
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les feuilles) comme étant le plus abondant (79,7%) des composés volatils. Cela permet de
démontrer que les composés volatils mineurs ont une forte influence sur le parfum naturel des

fleurs.

isoquercitrine (1) quercitrine (2) hypéroside (3) hémiphloin (4)

Figure 21 : Structure chimique de quelques molécules isolées a partir de R. ponticum
(structures d’apreés PubMed).

3.1.5. Utilisation

En Turquie, les feuilles et les tiges sont utilisées traditionnellement comme diurétique,
antifongique pour traiter par voie externe les infections du pied, anti-inflammatoire et anti-
nociceptif pour les douleurs rhumatismales ou dentaires (la seve extraite des tiges fraiches est
administré directement dans la dent pour lutter contre la douleur), narcotique, traitement du
rhume et anti-cedémateux (cedéme interne ou externe). Les feuilles ont une activité

antibactérienne, anti-protozoaire et inhibent 1’acétylcholinestérase (24,28,49,74).

3.1.6. Intoxication

Des intoxications par du miel fou issu de cette plante ont été largement rapportées. Son
pollen en tétrades a méme été mis en évidence dans un miel responsable d’intoxication par
analyse microscopique (100,101). D’autres intoxications mais cette fois par I’ingestion directe

de ses feuilles ou ses fleurs ont également été documentées (11).
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3.2. Rhododendron luteum Sweet ou Rhododendron flavum G. Don

R. luteum Sweet ou R. flavum G. Don aux fleurs jaunes (36) est représenté sur la figure ci-

dessous (Figure 22).

Figure 22 : Fleurs et feuilles de R. luteum, d’apreés (17).

3.2.1. Dénomination

R. luteum ou R. flavum est appelé le « Rhododendron aux fleurs jaunes » (36) et plus

communément le « poison jaune » (25).

3.2.2. Habitat

R. luteum est tres répandu dans les foréts sur les cOtes Est de la mer Noire en Turquie
(39,62). L aire de répartition de cette espéce est nettement inférieure a celle de R. ponticum
(98). Il peut résister a la sécheresse et s’étend au Sud de la région montagneuse anatolienne

dans la région orientale de la mer Noire (98).

3.2.3. Composition

Des GTX ont été isolées dans son nectar et son pollen (8,74). Les GTX | et GTX Il ont
notamment été mises en évidence dans les feuilles et les fleurs de cette espéece (5). Le
monotropéine (Figure 23) a été isolé en 1991 a partir de cette espece (74). L’huile essentielle
obtenue a partir de ses fleurs est active. Elle posséde une activité antibactérienne modéree

contre Serratia marcescens, Enterococcus faecalis et Staphylococcus aureus (49).

De plus, 1’étude précédemment décrite pour R. ponticum a permis d’isoler également les

composés volatils présents dans les fleurs et les feuilles de cette espece (99). L’extrait a
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I’hexane a permis d’isoler des composés volatils dont les principaux sont : acétate d'éthyle
(13,3%), 6- méthyl-5-heptene-2-one (11,1%), le 2-éthyl-hexanol (7,1%) et a-terpinéol (6,6%).
L’extrait au dichlorométhane a permis d’isoler les composés suivants : 1-butanol (58,7%),

alcool benzylique (17,1%) et alcool phényléthylique (6,7%).

Figure 23: Structure chimique du monotropéine, molécule isolée de R. luteum
(structures d’apreés PubMed).

3.2.4. Utilisation

En Turquie, ces feuilles sont utilisées traditionnellement comme diurétique, analgésique
dans les douleurs rhumatismales et antifongique pour traiter les infections fongiques du pied.
Les feuilles et les fleurs ont une activité antibactérienne, anti-protozoaire et inhibent

I’acétylcholinestérase (49).

3.2.5. Intoxication

Seules des intoxications par du miel fou issu de son nectar ont été rapportées (39).
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3.3. Rhododendron simsii Planch.

R. simsii est représenté sur la figure ci-dessous (Figure 24).

Figure 24 : Boutons floraux de R. simsii, d’apres (97).
3.3.1. Dénomination

R. simsii a pour synonyme R. indicum hort. et est appelé plus communément « Azalée des

Indes ».

3.3.2. Description

R. simsii est un arbuste a feuilles persistantes fleurissant au printemps (de mars a
avril). Ses branches et ses feuilles sont couvertes de poils raides rouillés. Les feuilles sont
généralement lancéolées avec une marge entiére (Figure 25). Les fleurs sont en forme
d'entonnoir, de couleur vive rouge profond, et le pétale supérieur est repéré avec des taches
rouge-violet (Figure 25). Le fruit est une capsule en forme d'ceuf avec des poils épais (102).

Figure 25 : Fleurs et feuilles de R. simsii.
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3.3.3. Habitat

R. simsii est un petit arbre a feuilles persistantes distribué en Chine, a Taiwan, dans

I’archipel d’Ogasawara et au Japon (103).

3.3.4. Composition

La GTX | a été isolée de cette espéce (5) mais elle renferme également d’autres composes
(Figure 26) :

> des triterpénes : notamment un triterpéne de type ursane : I’acide 19,24-dihydroxyurs-
12- en — 3 — one -28- oique (5) (74,103).

» des flavonoides : notamment un glycoside de flavanone : 7- O- - D- apiofurasonyl-
(1—6)- B- D- glucopyranosyl matteucinol (6) mais également le kaempférol, la
quercétine et 1” hypéroside (3) (74,103).

» d’autres composés : notamment I’acide protocatéchique : 1’acide 3,4-
dihydroxybenzoique (7) et I’ester méthylique de I’acide protocatéchique: le 3,4-
dihydroxybenzoate de méthyle (8) (74,103).

Les flavonoides et les dérivés de 1’acide benzoique sont les constituants actifs (49). Seuls

les composés (7) et (8), isolés a partir des feuilles, ont une activité antioxydante (74,103).

R; = 0, Ry = CHy, Ry = CH,OH

() (6)
COOR COOR
OH
OH OH OH
R=H R= CH3
() (@)

Figure 26 : Structure chimique de quatre molécules isolées a partir de R. simsii
(structures d’apres (103)). [(5) acide 19,24-dihydroxyurs- 12- en — 3 — one -28- oique ; (6) 7- O- B- D-
apiofurasonyl- (1—6)- - D- glucopyranosyl matteucinol ; (7) acide protocatéchique ; (8) ester méthylique de
I’acide protocatéchique].
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3.3.5. Utilisation

En Chine, il serait utilisé traditionnellement dans des remedes pour traiter la bronchite, la
toux et I’aménorrhée. Les feuilles ont une activité antivirale, antioxydante et expectorante
(49,102).

3.3.6. Intoxication

Il a été rapporté une série de cas d’intoxication au miel fou impliquant les fleurs de R.
simsii (14) au Népal en 2009. Par ailleurs, un enfant a été intoxiqué par du lait préparé a base

de cette plante dans le but de soulager ses problémes respiratoires (5).
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4. Le genre Agauria

4.1. Position systematique

Le genre Agauria appartient a la sous-famille des Vaccinioideae, la plus grande sous-
famille des Ericacées, et a la tribu des Lyoniae. Agauria sp. est un genre d’Afrique tropicale
tres décrit a Madagascar et aux Mascareignes (104,105) cités par (92).

Les espéces de ce genre ont été incluses dans le genre Agarista en raison d’importante
similitudes de caractéres morphologiques et anatomiques. Le genre Agarista est retrouvée dans
les régions tropicales du continent Sud-américain et en particulier a I’Est du Brésil. Agauria et
Agarista aiment les zones de montagnes tropicales. En 1997, Kron et Judd, dans une étude sur
la cladistique de certains genres des Vaccinoideae, concluent que les groupes d’espéces
américaines et africaines forment une unité phylogénétique et doivent ainsi étre considéerés
comme un seul genre : Agarista. Les espéces américaines d’Agarista sont classées dans la

section Agarista et les espéces africaines dans la section Agauria ((106,107) cités par (92) .

Dans ce manuscrit ne seront détaillés que les cas réunionnais impliquant cette espece
végétale encore tres couramment citée dans la littérature sous le nom d’espece Agauria
salicifolia. En attendant un éclaircissement de la systématique de cette espéce, au lieu de la
nommee Agarista salicifolia sect. Agauria, nous avons fait le choix de conserver pour ce

manuscrit I’appellation : Agauria salicifolia.

Le genre Agauria se reconnait a ses feuilles généralement entiéres souvent glauques sur
leur face inférieure et a son inflorescence en grappe portant des fleurs quelques peu charnus,

blanches a roses ou rouges (92).

4.2. Agauria salicifolia Hook f. ex Oliver

A. salicifolia (Figure 27) est une espéce proche des Rhododendron sp. Décrite dans la
flore des Mascareignes, cette espece est retrouvée notamment a 1’ile Maurice et a la Réunion.
De trés nombreux botanistes comme H. Perrier de la Bathie a Madagascar, Baker a 1’ile
Maurice ou J. de Cordemoy a la Réunion ont souligné le trés grand polymorphisme de cette

espece.
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Figure 27 : Fleurs et feuilles d’A. salicifolia, d’apres (91).

4.2.1. Dénomination

Sur I’ile de la Réunion, cette espéce a pour noms vernaculaires, « Bois de rempart »,
« Bois de gale », « Mapou », « Bois de mapou », « Mapou des Hauts », « Mapou & petites
feuilles », « Angavodiana », « Avogandia », « Ankavodiana », « Angavodianandrano »,

« Aavodiana », « Kavodia ». Sur 1’ile Maurice, elle porte le nom de « Bois cabris » (92,108).

4.2.2. Description

Il s’agit d’un arbuste ou d’un arbre (le plus souvent un petit arbre tortueux) d’environ
10 a 20 m de haut a tiges ramifiées et a bourgeons foliaires de couleur rougeatre. L’écorce est
grisatre et trés crevassée chez les vieux spécimens. Le bois a une teinte rousse a rougeatre.
Les feuilles sont a nervure principale saillante, trés denses au sommet des rameaux et
rougeatres lorsqu’elles sont jeunes. Le limbe est coriace elliptique ou lancéolé, acuminé au
sommet et tomenteux a I’état jeune. La marge foliaire est repliée vers le dessous.
L’inflorescence est en grappe de fleurs en clochettes roses creme a rouges. Le fruit est une
capsule noire loculicide d’environ 8 mm de diamétre. Les graines allongées et 1égéres sont

dispersees facilement par le vent (92,109).

4.2.3. Habitat

A. salicifolia est une espéce endémique de la zone Sud-ouest de 1’océan Indien (6),
retrouvée & Madagascar, en Afrique tropicale, sur I’ile de la Réunion et 1’ile Maurice. Elle est
tres répandue dans les foréts de basse altitude (46) et dans les prairies des hauts plateaux

(1300 — 3000 m d’altitude). Cette plante est également retrouvée sur les coulées de laves.
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4.2.4. Composition

Cette espece contient plusieurs types de principes actifs : des diterpenes (GTX), des
triterpenes, des tanins et des alcaloides (0,04 %)(108). Les GTX sont les composés les plus
nombreux et sont responsables de la toxicité de cette plante. D’ailleurs, des données
expérimentales ont confirmé la présence de GTX dans ses extraits (6,46,110).

D’aprés une étude de 1951, les feuilles et 1’écorce d’A. salicifolia contiennent

d’abondantes quantités de tannins catéchiques (92,108).

De plus, a partir de son écorce 8 substances triterpéniques ont été isolés (Figure 28) :
agaurol A-D, agaurol a et B, agaurilol et acide morolique (9). Un peu plus tard en 1959, il a
été mis en evidence a partir de cette espece ’acide acétylmorolique, les agauriols et agaurols
précedemment isolés ainsi que 1’acide agaurique. En 1977 (111), des triterpenes ont été
isolés a partir de ses écorces séches: 1’acide acétyl-3-morolique, le B-sitostérol (10), ’acétyl-
3-moradiol, le taraxérol (11), I’agauriastérone, la taraxérone (12) et I’acétyl-3-moraldéhyde
(92,108).

acide morolique (9) B-sitostérol (10) taraxérol (11) taraxérone (12)

Figure 28 : Structure chimique de quatre molécules isolées a partir d’A. salicifolia,
(structures d’apreés (92) et PubMed).

4.2.5. Utilisation

Autrefois, A. salicifolia était utilisée pour traiter les maladies vénériennes, comme la
syphilis. Elle était reconnue pour ses propriétés dépurative, antipsorique et antirhumatismale
(108).

Aujourd’hui, elle est trés utilisée dans la médecine traditionnelle insulaire de la Réunion et
de Maurice, bien qu’elle soit considérée localement comme tres toxique par ingestion (46).
Ses feuilles sont largement utilisées par voie externe dans la phytothérapie locale, sous forme

de cataplasmes, pour traiter diverses lésions cutanées : eczéma, plaies ulcéreuses ou causées
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par des scarifications (46,109). D’ailleurs, a Madagascar, la plante grillée est réduite en
poudre et appliquée sur les plaies ulcéreuses. D’autre part, ses feuilles ont des propriétés
analgésiques utiles pour traiter les névralgies ou les rhumatismes (109), les hémorroides et
pour lutter contre les démangeaisons (108). En Afrique centrale, la seve des feuilles coupées
est appliquée sur les plaies causées par les scarifications. Au Kenya, les Massai 1’utilisent par
voie interne pour faciliter la digestion ; ils broient son écorce et la mélange a de 1’eau fraiche
(92).

Enfin, son nom « Bois de Gale » vient du fait, qu’en usage externe, les feuilles peuvent
étre utilisées pour traiter la gale (92,108). Les usages traditionnels décrivent que pour cela, il

faut braler les feuilles, délayer leurs cendres dans 1’eau avant de laver les plaies (108).

4.2.6. Intoxication

Les intoxications a A. salicifolia ont toutes été rapportées sur 1’ile de la Réunion (110).
Tout d’abord, des intoxications mortelles sont survenues chez des animaux apres

consommation de cette plante (6).

Les autres ont été décrites chez I’homme mais aucune n’a été mortelle. En 2005,
I’intoxication d’une femme ayant consommeé par erreur une infusion de feuilles de cette plante
a été rapportée dans la littérature (46). Comme vu précédemment, en 2007, en janvier 2008 et
2013, plusieurs personnes se sont intoxiquées en consommant du miel en gaufre contaminé
par cette plante. Pour les apiculteurs locaux, ces intoxications par le bois de rempart ne
concerneraient que les ruches situées sur les hauteurs de I’ile. D’aprés eux, sur le littoral, le

risque est bien moindre puisque la plante ne pousserait qu’au-dela de 1500 m d’altitude (112).
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Partie 111 : Molécules impliquées dans

I’intoxication : les grayanotoxines
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1. Qu’est-ce que les grayanotoxines ?

Les GTX sont les toxines tenues pour responsables des symptomes survenant lors d’une
intoxication au miel fou. Elles constituent une famille de neurotoxines liposolubles
interagissant avec les canaux sodiques voltage-dépendants (Canal Na* VD). Les symptomes

observés lors d’une intoxication sont la conséquence de cette interaction.

1.1. Historique et origine

En 1891, aux Etats-Unis, Plugge et de Zaayer ont isolé pour la premiére fois
I’andromédotoxine a partir de plantes appartenant a la famille des Ericacées (15). Plus tard, en
Turquie, les premieres études sur du miel toxique ont été menées par Bucak et Ungan en 1938
et 1941. Tous deux ont identifié au microscope un pollen de Rhododendron sp. dans le miel et
ont également mis en évidence par des analyses avec des réactifs colorés la présence de cette
toxine ((113) et (114) cités dans (9)).

En paralléle et de fagon indépendante dans différents laboratoires, des études phytochimiques
ont été menées sur des plantes de cette famille des Ericacées en raison de leur toxicité.
Differents composés toxiques ont été isolés et nommeés sans étre totalement caractérisés a
1I’époque. Un article de 1957 (115) rapportent ces travaux qui sont résumés dans le Tableau
11.

Tableau 11 : Molécules toxiques détectées dans des Ericacées, d’aprés (115).

Nom de molécule Plante étudiée Références *
) _ Rhododendron sp.
Andromédotoxine o (116)
non identifié
Rhodotoxine Rhododendron hymenanthes (117)

Rhododendron maximum et

Kalmia angustifolia (118)

Acétylandromédol

Grayanotoxine | Leucothoe grayana (119)

dRéférences citées par Tallent et al. dans (115).

Tallent et ses co-auteurs (115) rapportent leurs travaux sur le développement d’une
méthode de détection de 1’acétylandromédol dans des extraits végétaux par une méthode
d’électrophorése sur papier et des réactifs colorants, ainsi que leurs avancées dans la structure

chimique de ce composé. L’application de cette méthode de détection a des extraits de
79

MERMOZ
(CC BY-NC-ND 2.0)




différentes espéces d’Ericacées a permis de mettre en évidence la présence de cette toxine
dans certains d’entre eux. lls mettent alors en parallele leurs résultats avec ceux des
précédentes études et des collaborations s’établissent entre certains chercheurs de ces études.
Et ils finissent par établir qu’en fait ces quatre molécules (Tableau 11) sont identiques et sont
un seul et méme composé de formule brute CyH3s07 : I’acétylandromédol (115). Depuis,
cette molécule a été renommeée grayanotoxine |, sa structure a été complétement élucidée et

d’autres molécules de la méme série ont été identifiées.

Les GTX forment un groupe de substances chimiques retrouvées naturellement dans des
especes appartenant toutes aux Ericacées, particulierement celles du genre Rhododendron,
mais également celles des genres Agauria, Kalmia, Pieris et Pernettya (Tableau 8), comme
évoqué dans la partie précédente. Ces toxines sont couramment retrouvées dans les rameaux

(5), le nectar, le pollen (17), les fleurs et les feuilles de ces plantes (15).

La teneur en GTX varie selon les espéces et les genres (15). 1l est important de noter que
les espéces du genre Rhododendron ne contiennent pas toutes des GTX (7,5) et que celles

retrouvées dans chaque espece ne seront pas toujours les mémes (24).

Par voie de conséguence, ces toxines sont retrouvées dans un certain nombre de produits
issus de plantes de cette famille, comme dans le miel, les cigarettes, le thé ou les décoctions

utilisées en médecine alternative (23).

Chez I’homme, I’intoxication aux GTX survient la plupart du temps a la suite de la
consommation de miel fou, produit a partir de nectar qui contient la(es) toxine(s), mais peut
faire suite a la consommation de feuilles, de fleurs ou de préparations a base de plantes. Ces
cas sont trés rares et surviennent principalement mais pas exclusivement, en Asie. lls sont
résumés dans le Tableau 12 (5,46,102,120).

80

MERMOZ
(CC BY-NC-ND 2.0)



Tableau 12 : Cas d’intoxication aux grayanotoxines (non due au
nécessité une hospitalisation, d’aprés (5).

miel fou) ayant

Age | Sexe* Pays Intoxication But
0 M Chine (Hong Kong) Lait contaminé par R. simsii Poyr soulage_r de§
problémes respiratoires
; Ingestion de fleurs de
i M Cercpen e Rhododendron sp.
70 M Corée du Sud Vin contaminé par Azalea sp. -
61 F Corée du Sud Jus de fleurs de Rhododendron sp. -
. Ingestion d’une bouillie de Pour traiter
59 M Coree du Sud R. brachycarpum I’hypertension
9 M Corée du Sud Ingestion de 10 fleurs de R. i
schlippenbachii
1 F USA Ingestion de Pieris japonica -
76 M USA Thé a partir de P. japonica -
76 M Corée du Sud Ingestion de 10 fleurs de R. i
mucronulatum
58 M Corée du Sud Ingestion gle - fleur_s_ 4Bk Pour soulager la soif
schlippenbachii
Région d’outre-mer
28 F francaise (ile de la Thé a partir d’A. salicifolia Erreur

Réunion)

*H : homme et F : femme.

L’ingestion de plantes par les enfants constitue un risque d’intoxication aux GTX. Chez

les adultes, un manque de connaissances ou une mauvaise évaluation des risques peuvent étre

une raison a cette intoxication (5). Les GTX ne sont pas mortelles chez ’homme a des doses

normales bien qu’elles puissent 1’étre chez les animaux, surtout chez le bétail. De nombreux

cas ont déja été signalés a la suite de 1’ingestion d’une partie de ces plantes (5,121).
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1.2. Structure

Les GTX sont des diterpénes non volatils, composés de 4 unités isopréne dérivant du
géranylgéranyl pyrophosphate (GGPP) issu de la voie du mévalonate (17,122). Il s’agit d’un
hydrocarbure cyclique polyhydroxylé avec une structure a 4 cycles (5/7/6/5) ne contenant pas
d’azote. Le squelette carboné tétracyclique est appelé andromédane : squelette A-nor- B —
homo-ent- kaurane (123). Aucune preuve expérimentale concernant les voies de biosynthese
des GTX n’a été¢ validée mais d’apreés le nom de leur squelette, elles semblent dériver du

compose ent-kaurane (Figure 29).

Z
Figure 29 : Structure chimique du composé ent-kaurane, d’aprés (124).

Elles proviendraient de la cyclisation acido-catalysée du GGPP similaire a celle qui
intervient dans 1’¢laboration des triterpenes, mais sans époxydation préalable : il se forme
alors un décahydronaphtaléne substitué. « ent » prouve que la cyclisation a aboutit a la série
énantio car la fusion des cycles A et B a été différente de celle des stéroides. Tous les
composés tétracycliques, ce qui est le cas des GTX, sont issus de la cyclisation du cation ent-
pimarényl. Dans notre cas, cette cyclisation a aboutit & ent-kaurane (124). La synthése du
composé (-) — GTX Il a partir de (R) — 2 — (benzyloxy) propionaldéhyde a été réalisée avec

succes par Kan et ses collaborateurs, en 1994 (125).

Il'y a plus de 60 composés apparentés aux GTX (GTX, 1,5-seco- GTX et leurs glucosides)
qui ont été décrits (15,28). A ce jour, plus de 25 isoformes de GTX ont été isolées a partir du
genre Rhododendron (5,17) et 18 isoformes de GTX ont été retrouvées dans le miel fou (95).
Seules les GTX | & IV sont toxiques (95) et 3 d’entre elles sont particulierement impliquées
dans les cas d’intoxications. Il s’agit des GTX I, I et IIT (5,15,17).
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La structure commune des GTX I, I, lll et IV est représentée ci-dessous (Figure 30) et

leurs caractéristiques sont reportées dans le Tableau 13.

Ry R

H L H

CH;

== o

OR;

OH

Figure 30 : Structure commune des GTX I, 11, Il et IV, d’aprés (17).
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Tableau 13 : Caractéristiques chimiques des GTX I, 11, I11 et IV, en relation avec la figure 28, d’aprés (17), PubMed et SciFinder.
GTXI GTXII GTX 11 GTX IV

R1 OH - OH -

R2 CH; - CH; -

R1R2 - =CH, - =CH,

R3 COCH; = Ac H H COCH; = Ac

Masse 412,52 352,47 370,48 394,50

moléculaire

(g/mol)

Masse 412,246103 352,224974 370,235539 394,235539

exacte

(g/mol)

Formule C22H3607 Ca20H3205 Ca20H3405 C22H3405

brute

Formule 2D
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Synonymes | = Acétylandromédol ®-Andromédénol Andromedol Acétylandromed-10(18)-énol

= Andromédotoxine = 10-epi-grayanotoxine 11| AP Acétylandromédénol
= Rhodotoxine = Déacétylandromédotoxine = AY®_Andromédénol, acétate
= Déacylasebotoxine | (7CI)

*Pour les formules en 3D, les atomes d’hydrogeéne apparaissent en bleu, les atomes d’oxygéne en rouge et les atomes de carbone en gris.
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1.3. Toxicité

Les GTX I, Il et 11 sont les principales GTX impliquées dans les intoxications. D’autres
GTX sont également présentes dans certaines espéces de Rhododendron sp., mais aucun

rapport d’intoxication n’a été signalé¢ (GTX IV dans R. decorum et R. oveodoxa) (74).

Actuellement, GTX | et GTX |1l sont considérées pour étre les plus toxiques, avec une
DLso (dose létale conduisant a la mort de 50% d’un groupe d’animaux) respectivement de
1,31 mg/kg et 0,84 mg/kg chez la souris (126). GTX | et GTX Ill, les principaux isomeres
toxiques, sont aussi toxiques 1’une que 1’autre tandis que GTX Il est la moins toxique des 3
(DLsp de 26,10 mg/kg) (24,126).

Il est important de noter que les différents types de GTX peuvent agir a différents niveaux.
GTX | est la principale toxine responsable des manifestations cardiaques (31). En effet, elle
affecte a la fois le nceud sinusal et la conduction auriculo-ventriculaire. Elle augmente 1’afflux
d’ions sodium dans le cerveau et le cceur (127). 11 s’agit d’un agent hypotenseur puissant (82).
GTX 1II a la capacité de supprimer le battement spontané¢ du nceud sinusal. Cet effet est
attribué a la dépolarisation provoquée par cette toxine (31). Quant a GTX Ill, elle provoque
une depolarisation prolongée dans les muscles squelettiques (127). Tous ces effets ont été

étudiés chez les animaux.

Chez les Rhododendron spp., le principal isomere toxique retrouvé est GTX Il bien que

GTX I et GTX Il soient également présentes mais en quantités inférieures (24).

Suivant les cas d’intoxication, les GTX retrouvées varient : GTX | et |l ont été mises en
évidence dans le miel, les feuilles et les fleurs de R. ponticum dans plusieurs cas
d’intoxication dans la région orientale de la mer Noire, GTX I a été identifiée dans 1’urine
d’un enfant intoxiqué par une préparation a base de R. simsii a Hong Kong tandis qu’au
Canada seules les GTX Il et GTX 11l avaient été retrouvées dans un miel toxique (5). Par
ailleurs, les analyses toxicologiques du miel suspecté des intoxications de 2013 a la Réunion
ont mis en évidence GTX Il (Annexe 2). Pour les autres intoxications, le type de GTX n’est

pas toujours rapporté.

1.4. Classification

Les GTX sont des neurotoxines appartenant a une famille de toxines liposolubles agissant
sur le site 2 des canaux Na"VD (128).
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1.5. Relation structure-activité

Des analyses concernant la relation structure-activité des GTX ont permis de montrer que
des elements importants de leur structure, étaient essentiels a leur interaction avec le canal
sodique. L’activité biologique des GTX dépend ainsi du type de groupements ainsi que de
leurs positions (129).

Tout d’abord, 1I’hydrophobie de la face o des GTX (correspondant aux groupements situés
a I’arriere de la molécule), dont le C14 est le point critique, contribue fortement a leur activité
(Figure 31) (130). En effet, une modification de cette surface, par addition d’un groupement
amine hydrophile, réduit considérablement 1’activité des GTX. De plus, les groupements
hydroxyle (OH) présents sur cette surface, en C10 et C16, augmentent 1’activité mais
I’addition de groupements OH supplémentaires la diminue (126). En effet, il a été démontré
que la transformation de GTX Il ou GTX Ill, par addition d’un groupement OH en C9, réduit
la toxicité de ces composés (131). L’un des intermédiaires clé, pour transformer GTX | et
GTX |1l dans leur isomeére respectif au niveau du C10, est le composé 10,20-époxy-GTX I
(129). Cependant, aucune information concernant la toxicité de ce dérivé n’est disponible
(15).

D’autre part, le groupement méthyle de la surface p en C10 (correspondant aux
groupements situés a I’avant de la molécule) et les groupements OH en C3, C5 et C6

contribuent grandement a la toxicité aigué induite par ces toxines (Figure 31) (130).

Contrairement a GTX Il, les GTX | et 11l ont une structure idéale pour bloquer les canaux
sodiques, expliquant sans doute leur toxicité supérieure (121).

Enfin, I’action des GTX dépend également de la conformation du canal. Elles se lient

uniquement au canal lorsqu’il est ouvert mais se dissocient lorsqu’il est fermé (130,132).

Figure 31 : Structure de GTX I pour comprendre I’activité des GTX, d’apres (130).
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1.6. Comment les grayanotoxines se retrouvent-elles dans le miel ?

Présentes dans le nectar et le pollen de certaines espéces, les GTX se retrouvent dans le
miel, soit parce que le nectar est directement butiné par ’abeille, soit parce que le pollen se
colle a celle-ci lorsqu’elle est a proximité. Lorsque I’abeille butine du nectar contenant la

toxine, elle aspire cette toxine qui se retrouve mélangée aux autres Composes.

Les GTX non toxiques pour les abeilles (17,77) sont ainsi ramenées a la ruche. A
I’intérieur de celle-ci, étant non volatiles, elles résistent a 1’évaporation forcée et se retrouvent
finalement, dans les alvéoles operculées. A ce stade, le miel est brut et naturel, tel sorti de la
ruche. C’est par la consommation de ce miel en rayon que les intoxications sur I’ile de la

Réunion sont survenues.

Avant leur conditionnement, les miels industriels sont généralement traités pour détruire
les spores de levure par pasteurisation. Méme s’il est difficile de connaitre la stabilité des
GTX a la chaleur, il semblerait qu’elles soient thermolabiles (15,133) et ainsi détruites par
cette méthode. La température exacte n’est pas connue (17) mais semble inférieure a 80°C.
Les miels impliqués dans les intoxications sont des miels produits de maniere traditionnelle

qui ne sont pas traités, c’est pourquoi les GTX demeurent présentes.

D’autre part, les miels commercialisés sont souvent des mélanges de miels de différentes

origines ce qui diminue la concentration d’éventuelle GTX dans le miel final obtenu.
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2. Le rble du systeme nerveux central, du systétme nerveux
parasympathique et du nerf vague dans Pintoxication aux

grayanotoxines

Les symptdmes semblent avoir plusieurs explications (5,95,134) mais tous semblent avoir
en commun le fait qu’ils sont liés aux effets membranaires qui seront décrits par la suite. Ces
effets sont observés dans les muscles squelettiques et cardiaques, ainsi que dans les cellules
nerveuses périphériques et centrales (95). Il est difficile de mettre en relation les différents
mécanismes ¢étudiés dans la littérature, c’est pourquoi chaque protagoniste sera décrit

séparément.

2.1. Role du systéme nerveux central

Les canaux sodiques des neurones sont vraisemblablement la cible des GTX (5). Une
étude realisee chez le rat (100), a propos de la physiopathologie des GTX, a mis en évidence
le r6le important du SNC par rapport au systeme nerveux périphérique. En effet, de faibles
doses (50 mg de miel) administrées par voie intra-cérébro-ventriculaire ont donné les mémes
effets physiologiques (bradycardie et dépression respiratoire) que des doses plus élevées (1 et
5 g/kg) administrées par voie intrapéritonéale. Ce résultat indique que le(s) site(s) d’action des
GTX est/sont situé(s) au sein du SNC (100). D’ailleurs cette action centrale pourrait expliquer

les convulsions parfois rencontrées lors d’une intoxication (51).

D’autre part, les neurones de 1’hypothalamus ventro-médian (VMH) du SNC contrélent
I’activité du systeme nerveux autonome (SNA). lls recoivent a la fois une innervation
GABAergique et glutaminergique qui régulent leur activité. L’activation de ces neurones chez
le rat est responsable d’une diminution de la pression artérielle et de la fréquence cardiaque.
D’ailleurs, il est reconnu que les symptémes d’une intoxication au miel fou sont étroitement
liés a un dysfonctionnement du SNA. Une étude (95) a permis d’examiner les effets de GTX
III sur la libération d’acide y-aminobutyrique (GABA) et de glutamate. En résumé, il a été
démontré que GTX Il est responsable d’une libération accrue de GABA et de glutamate au
niveau des terminaisons nerveuses de I’HVM, secondaire a son action au niveau des canaux
Na'VD (cf. 4.2.1). Cette libération pourrait expliquer certains symptdmes rencontrés lors
d’une intoxication aux GTX tels que I’hyperhidrose, 1’hypersialorrhée, les vomissements et la
bradycardie (95).
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2.2. Role du systéme nerveux parasympathique et du nerf vague

Les données cliniques concernant [’intoxication aux GTX soulignent un
dysfonctionnement au sein du SNA (voie motrice du systeme nerveux périphérique) et plus
particulierement un effet stimulant sur le systéme parasympathique (49,95). C’est I’incapacité
a inactiver les canaux Na"VD qui serait responsable de cette stimulation et par conséquent des
symptébmes (5). Cette hypertonie vagale serait responsable de la vasodilatation, du

dysfonctionnement du neeud sinusal et des réflexes gastro-intestinaux (18).

Les symptdmes cardiovasculaires (hypotension et bradycardie) seraient liés a une
stimulation périphérique du nerf vague. Une étude (100) a permis de prouver que la
stimulation du nerf vague a la périphérie jouait un role dans la bradycardie induite par les
GTX. En effet, chez des rats ayant subi une vagotomie bilatérale, cette bradycardie n’a pas eu

lieu apres 1’administration de GTX.

De plus, il semblerait que les GTX déclenchent un réflexe cardio-inhibiteur appelé le
réflexe de Bezold-Jarish (BJR), par l’intermédiaire du nerf vague, responsable d’une
bradycardie, d’une hypotension et d’une vasodilatation périphérique (134). La description de
ce réflexe a été realisée pour la premiére fois en 1867 par Bezold et Hirt, en utilisant de la
vératridine qui se lie au méme site et qui a la méme action que les GTX sur les canaux
sodiques (18). Aujourd’hui, le BJR correspond au réflexe décrit par Dawes au milieu du
XXeme siecle : bradycardie, vasodilatation et hypotension résultent de la stimulation de
récepteurs cardiaques, situés dans la paroi des ventricules. La stimulation de ces récepteurs est
réalisée par I’intermédiaire du nerf vague, plus particuliérement par des fibres amyéliniques
de type C. L’activation de ce réflexe est responsable d’une inhibition des centres
vasomoteurs, d’une diminution du flux orthosympathique et d’une diminution de la résistance
vasculaire périphérique conduisant aux symptémes decrits ci-dessus (43). La reconnaissance
de ce réflexe est importante pour la gestion des patients. Dans les intoxications au miel fou, la
bradycardie et le bloc AV sont pharmacologiquement induits et ne sont pas les symptémes
d’une cardiopathie structurale. Par conséquent, ce réflexe de BJR répond rapidement a

I’atropine quelque soit la toxine (GTX ou Vératridine) (134).

Enfin, comme les récepteurs qui assurent la médiation dans la stimulation vagale du
myocarde sont des récepteurs muscariniques M2, les effets du sulfate d’atropine (antagoniste
muscarinique non spécifique bloquant a la fois le centre et la périphérie) et ceux de I’AF-

DX116 (antagoniste sélectif des récepteurs M2) ont été comparés dans une étude (70). 1l a été
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observé que le sulfate d’atropine supprime a la fois la bradycardie et la dépression
respiratoire, induites par les GTX tandis que 1’AF-DX116 supprime seulement la bradycardie
(aucun effet sur la dépression respiratoire). Ces résultats permettent de mettre en évidence que

les récepteurs muscariniques M2 sont impliqués dans la cardiotoxicité des GTX.

3. Effets des grayanotoxines au niveau cellulaire

Les GTX agissent au niveau des canaux Na'VD. Ce chapitre sera 1’occasion de faire un

rappel sur le canal sodique et de décrire 1’action des toxines sur celui-Ci.

3.1. Le canal sodique

Les canaux Na"VD sont des protéines transmembranaires responsables de 1’augmentation
voltage dépendante de la permeabilité aux ions sodium, déclenchant un potentiel d’action
(PA). Lorsqu’ils détectent un changement de potentiel dans la membrane, ils sont activés et
produisent par conséquent un afflux massif d’ions sodium. Immédiatement apres, les canaux
vont commencer a s’inactiver et le courant va diminuer. Dans I’état inactivé, le canal reste
réfractaire a de nouveaux stimuli. Ils doivent retourner a 1’état fermé pour étre sensible a une
nouvelle dépolarisation (135). Le cycle de fonctionnement du canal est le suivant : fermé —
ouvert — inactivé — fermé (Figure 30). Ces 3 états sont décrits ci-dessous :

e ouvert : le canal est perméable aux ions. Une stimulation a provoquer 1’ouverture
de ces canaux. Les ions sodiques les traversent passivement et pénétrent dans la
cellule. La phase externe de la membrane devient électronégative et la face interne
¢lectropositive. C’est la phase de dépolarisation du PA (en rouge Figure 32).

e inactivé : c'est I'étape située entre les conformations ouverte et fermée. Le canal
vient d'étre obturé, il est imperméable aux ions mais ne peut pas étre ouvert
immédiatement. Il s’agit d’une période réfractaire durant laquelle le canal ne peut
pas s'ouvrir. Les canaux sodiques sont inactivés, donc le sodium ne rentre plus.
Les canaux potassiques s’ouvrent : les ions potassiques sortent pour compenser
I’entrée des ions sodiques. La phase externe de la membrane devient
électropositive et la face interne électronégative. La membrane est a nouveau
polarisée. C’est la phase de repolarisation du PA (en bleu Figure 32). Mais les

canaux potassiques restent ouverts et les ions continuent de sortir. La phase
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externe de la membrane devient hyper positive et la face interne hyper négative.
C’est la phase d’hyperpolarisation du PA (en vert Figure 32).

e fermé : le canal est imperméable aux ions et peut étre activé immédiatement.
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Figure 32: Représentation des conformations des canaux sodiques et potassiques
suivant la phase du potentiel d’action.

3.1.1. Structure

Comme beaucoup d'autres canaux ioniques voltage-dépendants, les canaux Na"VD sont
des complexes transmembranaires constitués d'une grande protéine de base, la sous-unité a
(220 & 260 kDa, =~ 2000 acides amines), associee a une ou plusieurs sous-unités 3 régulatrices,
plus petites (22 a 36 kDa). La sous-unité o contient un pore aqueux sélectivement perméable

aux ions sodium (136).

Seule la sous-unité a est indispensable a 1’activité électrique tandis que les sous-unités 3
stabilisent le canal. En effet, d’un point de vue fonctionnel, la sous-unité a est suffisante mais

la cinétique et la tension du canal sont modifiées par les sous-unités § (128). Au moins cing
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sous-unités B (B1 a p4 et B1A) ont été identifiées a ce jour provenant de 4 génes différents
(SNC1B-4B), avec B1A comme variant d'épissage de la sous-unité 1. Les sous-unités
peuvent étre liées soit de maniére non covalente (sous-unités 1 et p4) ou de maniére
covalente (sous-unités B2 et p4) pour former un hétéromere avec la sous-unité a. Les canaux
sodiques du SNC et du cceur contiennent les sous-unités B1 et B4 tandis que ceux des muscles

squelettiques ne contiennent que la sous-unité f1 (128).

La sous-unité a se compose de 4 domaines homologues (I-1V), chacun contenant 6
segments transmembranaires (S1-S6) (128) (Figure 33). Les 4 domaines sont reliés par 3
boucles de liaisons cytoplasmiques de taille différente. Cet ensemble forme une protéine en
forme de cloche. Chaque domaine est constitué de deux modules ; le premier étant le module
de détection du voltage formé par les segments S1, S2, S3 et S4, le second étant le module
pore, formé par S5, S6 et par la boucle de connexion extracellulaire. Cette boucle se situe
entre les segments S5 et S6 des 4 domaines et plonge dans la membrane créant ainsi, un filtre

de sélectivité ionique a I’extrémité externe du pore (SS1-SS2).

Le module de détection du voltage peut ouvrir le canal grace au segment S4, appelé
senseur de potentiel. Il possede, tous les 3 résidus, des charges positives portées par des
résidus lysine ou arginine (128). Lors de la dépolarisation, le potentiel de membrane s’éléve et
les segments S4 se déplacent vers I’extérieur, ce qui provoque un changement de
conformation qui ouvre les pores et déclenche 1’activation du canal. La charge ainsi que la
structure du segment S4 sont determinantes a la fonction de senseur de potentiel. En effet, la

neutralisation de la charge positive de ces segments modifie I’activation du canal (132).

Quelques millisecondes aprés 1’ouverture du canal, ’inactivation rapide commence. La
partie du canal responsable de cette inactivation est situé dans la liaison intracellulaire reliant
les domaines Il et IV (Isoleucine, Phénylalanine et Méthionine) (5,128,130,135,136).
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Figure 33 : Organisation du canal sodique, d’apreés (136).

Les cylindres numérotés représentent les segments d’hélice a. Les lignes en gras représentent les chaines
polypeptidiques de chaque sous-unité, avec une longueur a peu prés proportionnel au nombre de résidus
d'acides aminés. P sont les sites de phosphorylation des protéines par la protéine kinase A (cercles) ou par
la protéine kinase C (losanges), la zone en rouge représente la paroi du pore des segments S5-P-S6, S4
++ sont les senseurs de potentiel, h a I'intérieur d’un cercle bleu est le lieu d’inactivation des particules
dans la boucle.

3.1.2. Nomenclature et classification

Les canaux sodiques appartiennent a la superfamille des canaux ioniques comprenant les
canaux potassiques et calciques voltage-dépendants. Cependant, a la différence des autres
canaux, les propriétés fonctionnelles des canaux sodiques connues sont relativement
similaires. Une nomenclature normalisée a été développée. Cette nomenclature est basée sur
celle des canaux potassiques voltage-dépendants. Elle utilise un systéme numérique pour
définir des sous-familles et des sous-types sur la base de similitudes entre les séquences
d’acides aminés des chaines. Dans ce systeme de nomenclature, le nom du canal est constitué
du symbole chimique du principal ion imprégné (Na) avec le principal régulateur
physiologique (tension) indiqué en indice (V). Le nombre qui suit I'indice indique la sous-
famille de génes (actuellement seulement Nay1) et le nombre d’aprés identifie 1’isoforme
spécifique du canal (par exemple, Nay1.1). Ce dernier numéro a été attribué dans l'ordre
approximatif dans lequel chaque géne a été identifié. Les variants d'épissage de chaque
membre de la famille sont identifiés par des lettres minuscules aprés les chiffres (par exemple,
Nay1.1a) (128).
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Dans les cellules de mammiféeres, 9 isoformes de sous-unités a (Nayl.1 - Nay1.9) ont été
caractérises a ce jour. Les isoformes sont distribués de maniére différentielle dans I’ensemble
des cellules excitables du corps, en corrélation avec les différentes propriétés fonctionnelles
des tissus correspondants. Nay1.1, 1.2, 1.3 et 1.6 sont principalement exprimés dans le SNC.
Nayl.7, 1.8 et 1.9, au contraire, sont fortement exprimés dans le systéeme nerveux
périphérique. Enfin, Nay1.4 et 1.5 sont les isoformes présents respectivement dans le muscle

squelettique adulte et dans le muscle cardiaque (135).

3.1.3. Pharmacologie moléculaire du canal sodique

Les canaux sodiques sont la cible moléculaire de plusieurs groupes de neurotoxines qui
altérent fortement la fonction du canal en se liant a des récepteurs specifiques, tous situés sur
les sous-unités o (128). Au moins 6 récepteurs distincts pour les neurotoxines et 1 récepteur
pour les anesthésiques locaux et les médicaments apparentés ont été identifiés et sont résumés
dans le Tableau 14 (128).

Tableau 14 : Les différents sites récepteurs des canaux sodiques et leurs ligands, d’apres
(128).

Site de fixation Toxines Domaines
Tétrodotoxine (poison du Fugu) 1S2-S6, 11S2-S6
Site 1 Saxitoxine
1 - Conotoxine 111S2-S6, 1VVS2-56
Vératridine
Site 2 Aconitine 1S6, 1IVS6

Batrachotoxines

Grayanotoxines

] Toxines a de scorpions
Site 3 IS5-1S6, IVS3-S4, IVS5-S6
Toxines d’anémones de mer

Site 4 Toxines  de scorpions 11S1-S2, 11S3-S4

Brevetoxines
Site 5 ) ] 1S6, IVS5
Ciguatoxines

Site 6 d-Conotoxines IVS3-S4

Anesthésiques locaux
Site des anesthésiques Antiarythmiques IS6, 111S6, IVS6
Antiépileptiques
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Les sites sur lesquels les neurotoxines agissent sont couplés allostériquement. Ainsi, un
changement de conformation de 1’'un d’entre eux modifie la conformation du canal
(ouvert/fermé/ inactivé) mais modifie aussi la conformation des autres sites et I’affinité des
toxines pour leurs sites. Les neurotoxines peuvent étre classées en 3 groupes : les toxines
bloquant les pores, les toxines affectant la transmission sélective des pores a partir de

récepteurs intramembranaires et les toxines affectant la transmission sélective a partir de
récepteurs extracellulaires (136).

Les GTX appartiennent a la famille des neurotoxines se liant au site 2, comprenant
également les batrachotoxines (BTX) (a partir de la peau de la grenouille colombienne
Phyllobates aurotaenia), I’aconitine (a partir d’Aconitum napellus) et la vératridine (alcaloide
extrait d’une Mélanthiacées, la cévadille Schoenocaulon officinale A. Gray). Ces
neurotoxines modifient le déclenchement du PA par liaison a des récepteurs
intramembranaires. Le site 2 correspond au segment S6 des domaines | et IV de la sous-unité

a, en violet sur la figure ci-dessous (Figure 34) (136).

Site 1 (TTX, STX)

O

Site 1 (p-conotoxin)
Site 2
Site 3
Site 4
Site 5

NEERBI

’H;N

CO;

Figure 34 : Schéma des différents sites de liaison des neurotoxines connues sur la sous-
unité a du canal sodique, d’aprés (136).
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3.2. L’action des grayanotoxines au niveau du canal
3.2.1. Mécanisme d’action

Les effets toxiques des GTX sont la conséquence de leur liaison aux canaux Na'VD,
présents dans la membrane des cellules excitables (musculaires et nerveuses) (95). Elles sont
responsables de ’activation persistante de ces canaux et interferent avec la transmission du
PA (75,95). Un certain nombre d’études a permis de clarifier le mécanisme d’action des GTX

sur ces canaux (95,130).

Les GTX se lient uniquement lorsque le canal est ouvert et le maintiennent dans cette
conformation par changement de sa configuration (5). Ce changement est responsable du
blocage de I’inactivation rapide du canal et favorise son activation a des valeurs de potentiel
plus négatives (déplacement du potentiel d’activation vers 1’hyperpolarisation) : le canal reste
ouvert plus longtemps. Etant ouvert, la perméabilité aux ions sodium est augmentée au niveau
des membranes stimulées, inhibant ainsi la repolarisation (75,77). Les ions traversent
passivement le canal et pénétrent dans la cellule. Cela provoquerait un effet chronotrope et

inotrope négatifs (77).

Par conséquent, les cellules excitables sont maintenues dans un état de depolarisation (état
activé), au cours duquel D’entrée de calcium est facilitte (18). Ainsi, le temps de
dépolarisation est allongé. GTX Ill est capable, a la jonction neuromusculaire, de dépolariser
a la fois les membranes pré- et post-synaptiques (95). Cette augmentation de 1’influx d’ions
calcium dans les terminaisons synaptiques nerveuses excitatrices et inhibitrices des neurones
de ’'HVM serait responsable de la libération de GABA et de glutamate a partir de ces

terminaisons.
L’effet des GTX peut se résumer en 3 étapes (130) :

1. Liaison au canal lorsqu’il est ouvert
2. Modification de configuration du canal empéchant son inactivation

3. Potentiel d’activation du canal modifié et déplacé vers I’hyperpolarisation

3.2.2. Site de liaison des grayanotoxines

Les GTX ont pour cible le site 2 du canal Na*VD, indiqué en violet dans la Figure 34.
Rappelons que ce site est également la cible de certains alcaloides (vératridine, aconitine) et

des BTX. Des résidus spécifiques d’acides aminés (AA) présents a I’intérieur des segments
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S6 des 4 domaines sont indispensables a ’action des toxines sur le site 2. D’autres sites
participent également a cette liaison. Ces sites sont représentés sur la figure ci-dessous (Figure
35).

DIS6 D2S6 Dise D4S6
1423 N784 Si1276

11575
F1579
Y1586

DI D4

DIS4-S5 linker

(237-252) nl IVG .-\ml Q\‘D
D454-55 linker
(1463-1477{T]JLLFALMMSLP ALFN

Figure 35 : Sites de liaison des GTX sur I’isoforme NaV1.4 d’aprés (130).

Les mutations indiquées par un carré causent une suppression modérée de I’activité des GTX. Celles
indiquées par un carré avec une bordure en gras sont responsables d’une suppression marquée de
lactivité. Les séquences d’AA de la boucle entre les segments 4 et 5 des domaines | et 1V sont décrites.
Les sites de liaison sur les segments S6 des 4 domaines sont représentes.

» Les segments S6 des domaines | et IV

Ces segments ont longtemps été considérés comme les seuls segments nécessaires a la
liaison des GTX sur le canal Na"VD. Au sein de ces domaines, un certain nombre de résidus
d’AA hydrophobes interagissent avec la face o des GTX. Cette interaction hydrophobe joue
un réle important dans la liaison des GTX a leur site (130). Rappelons que son activité a lieu

dans un environnement hydrophobe.

Les AA interagissant avec les toxines du site 2 sont présentés dans le Tableau 15.
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Tableau 15: Les acides aminés des segments S6 des domaines | et IV de I’isoforme
Nay1.4 interagissant avec les toxines du site 2.

Acides aminés Position Segments Domaines Toxines cibles
Isoleucine (1le) 433 6 l leﬁtﬁgﬁﬁee‘
Acparagine (Asn) | 434 6 | “ratidine
Leucine (Leu) 437 6 ! Serstnine
Isoleucine (lle) 1575 6 v G\;gfétﬁc-iri;(eet
Phénylalanine (Phe) 1579 6 v G\;I(-sﬁtﬁgi;(eet
Tyrosine (Tyr) 1586 6 v GTX

Les GTX partagent des résidus d’AA communs avec les BTX et la vératridine. L’affinité
de liaison de ces toxines a leurs sites est ainsi réduite par les mutations de ces résidus sur les
canaux sodiques des muscles squelettiques. 1l en est de méme pour les résidus correspondants

sur les canaux sodiques cardiaques (130).

Le résidu Tyr-1586 constitue un site de liaison spécifique aux GTX, excluant ainsi les
BTX et la vératridine. La spécificité de ce site Tyr-1586 pourrait expliquer la différence de
cinétique de liaison entre les GTX et les BTX. Les BTX se dissocient du canal lorsqu’il est
ouvert tandis que les GTX se dissocient exclusivement lorsqu’il est fermé. Ce résidu Tyr -
1586 contréle la liaison des GTX a leur récepteur : piégeage quand le canal est ouvert et
libération quand le canal est fermé. D’autre part, un milieu hydrophobe autour du site de
liaison semble important pour I’action des GTX. Ainsi, la chaine latérale aromatique
hydrophobe de ce résidu est nécessaire pour préserver la sensibilité des GTX. Une interaction
directe entre la face o de GTX et le résidu Tyr-1586 est nécessaire a ’activité normale de la

toxine. Ce résidu a un réle déterminant dans I’action des GTX (130).

Le résidu Phe-1579 contrdle 1’acces des GTX a leur récepteur. Ce résidu a plutdt une

fonction de régulation (130).

Le résidu lle-433 pourrait faire 1’objet de recherche dans le futur. Il pourrait étre 1’un des

sites les plus prometteurs, car les mutations de ce site affectent la liaison non seulement des
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GTX et d’autres toxines du site 2 mais également des pyréthrinoides. Il est intéressant de

noter les effets similaires des GTX et des pyréthrinoides sur la cinétique des canaux sodiques,

les deux prolongent le temps durant lequel le canal est ouvert et suppriment ou ralentissent le

temps durant lequel le canal est inactivé (130).

> Les segments S6 des domaines 11 et 111

Plus récemment, de nouveaux sites de liaison ont été découverts sur le segment S6 des

domaines Il et 111 par mutagenese. Les AA sont présentés dans le Tableau 16 (130).

Tableau 16 : Les nouveaux acides aminés des segments S6 des domaines Il et Il
interagissant avec les toxines du site 2.

Acides aminés Position Segments | Domaines Toxines cibles
Asparagine (Asn) 784 6 1 GTX, BTX et vératridine
Sérine (Ser) 1276 6 I GTX, BTX et vératridine

Deux sites s’ajoutent ainsi a la liste des sites de liaison communs aux toxines du site 2 :

Asn-784 et Ser-1276.
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» La boucle de liaison intracellulaire entre les segments S4 et S5 des domaines | et
v

De nouveaux sites de liaison ont été découverts sur la boucle de liaison intracellulaire

entre S4 et S5 des domaines | et IV et sont représentés sur la Figure 36 (137).

D D186 D456
1433 11575
N34 F1579
Y1586
D1 D3 D4

WAl

7/ J

D154-55 linker
u1(37-25)K|T 1V G Al Q[SVKIK[L[S]p

H1(238-25)K TIVG ALl Q SYKKL AD
M454-55 linker
p1(1463- 1477 TILLFALMMSLPALFN

rHI(1647-166 ) T LLFALMMSLPALF N

Figure 36 : Résidus d’acides aminés impliqués dans I’action des GTX sur la boucle

intracellulaire entre S4 et S5 des domaines | et IV, d’apres (137).

pl correspond a I’isoforme NaV1.5 (muscle cardiaque) et rH1correspond a I’isoforme NaV1.4 (muscle
squelettique). Les carrées bordés d’une ligne en gras mettent en évidence les mutations responsable de la
suppression d’action de GTX sur les 2 isoformes. Les carrées bordés d’une ligne mince mettent en
évidence les mutations responsables de la suppression modérée de I’action de GTX sur I’isoforme
cardiaque uniquement. On retrouve également les sites d’actions des GTX sur les segments S6 des
domaines | et IV.

Le résidu Leu-243 de l’isoforme Nayl.5 et le résidu Leu-244 de 1’isoforme Nayl.4
présents sur la boucle intracellulaire entre les segments S4 et S5 du domaine | sont
nécessaires a 1’action des GTX. Un autre résidu présent sur cette boucle constitue un élément
de liaison important pour les GTX sur I’isoforme Nay1.5 : il s’agit du résidu Ser-251 (132).
Ce résidu permet de différencier les 2 isoformes car il est présent uniqguement sur I’isoforme
Nay1.5. Le groupement OH sur ce résidu stabilise la liaison des GTX a leur site par formation

de liaison hydrogéne avec les groupements OH de la face B des GTX (132).
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» Relation structure-activité

Ces toxines sont des modulateurs allostériques de la fonction du canal. En effet, elles
favorisent I’ouverture du canal de fagon indirecte par interactions allostériques (136).
Lorsqu’elles se lient, ces toxines modifient les interactions des segments a 1’intérieur des
domaines et modifient également les interactions entre les domaines. Elles provoquent une
activation persistante des canaux Na'VD. Il a été suggéré que le blocage de 1’inactivation
rapide serait 1ié a I’interaction avec le segment S6 du domaine IV et que le changement
allostérique perturberait le fonctionnement du segment S4 du domaine IV altérant alors la
dépendance du voltage (132). En effet, cela modifierait le voltage percu par le senseur de
potentiel, et ainsi affecterait a la fois I’activation seule et le couplage activation-inactivation

(128,130,132,136,137).

3.2.3. Acces au site de liaison

Le site 2 est localisé dans la membrane sur les segments transmembranaires des sous-
unités a. Concernant I’accés des GTX au site 2, différents modéles sont discutés a ce jour,

mais il reste encore peu compris.

Un modeéle proposait, en premier lieu, une fixation des toxines sur des residus lipophiles
exposés vers I’extérieur avant ’entrée dans la membrane. Mais, il s’est avéré qu’il n’y a pas

de récepteur aux GTX sur la surface externe (5).

Un modeéle plus récent pose 1’hypothése de I’entrée des GTX par diffusion simple a
travers la membrane. En examinant la structure des GTX, il est raisonnable de supposer que la

voie empruntée a travers la membrane serait la phase lipidique (138).

Enfin, selon un dernier modeéle, les toxines rentreraient via le pore en interagissant avec
les résidus du segment S6 du domaine IV. Ce mécanisme pourrait expliquer d’une part la
diminution de la conductance sodique (le flux est ralenti par la présence de la toxine dans le
pore), mais également la diminution de la selectivité aux ions. De plus, ces toxines se lient
plus facilement au site lorsque le canal est active, ce qui va encore dans le sens de ce dernier

modele ; le pore est ouvert et plus apte a accueillir les neurotoxines (135).
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4. Le cas des intoxications aux grayanotoxines chez les animaux

4.1. Les cas d’intoxications

L’intoxication aux GTX est également fréquente chez les animaux. Elle touche
essentiellement les bovins particulierement sensibles, les moutons, les chévres (5,75) et plus
rarement les anes, les chiens, les chats et les kangourous (76,139). Les plantes tenues pour
responsables d’intoxication chez les animaux sont les Rhododendron sp., les Pieris sp. et les
lauriers du genre Kalmia. Les espéces du genre Rhododendron semblent plus toxiques que
celles du genre Kalmia. En effet, leurs doses toxiques représentent respectivement 0,2% et
0,4% du poids corporel chez les bovins (5). L’intoxication par les Rhododendron sp. a lieu
principalement en hiver et au début du printemps, saisons durant lesquelles leurs feuilles
restent vivaces, tandis que la nourriture se trouve limitée par les rigueurs du climat (76).
Certains cas d’intoxications aux Rhododendrons sp. chez les animaux sont renseignés dans le
Tableau 17.

Tableau 17: Intoxications d’animaux par des espéces appartenant au genre
Rhododendron, d’apreés (49).

Anneées Animaux intoxiqués (nombre) Espéce végétale responsable
1983 Cheévres -
1983 Moutons (65) R. ponticum
1985-1986 Moutons et agneaux -
1989 Chévres et moutons R. macrophyllum
1997 Kangourous -
2001 Cheévres (3) R. simsii
2011 Bovins et moutons R. campanulatum

Méme si la nature des molécules impliquée dans les intoxications, décrites dans le
Tableau 17, n’a pas toujours €té renseignée, ces intoxications impliquent trés probablement
les GTX.

En général, les animaux victimes d’une intoxication aux GTX, présentent des troubles
cardiaques, des tremblements, une hypersialorrhée et des troubles gastro-intestinaux avec
vomissements violents (76). Plus rarement, des convulsions, une dyspnée, de 1’atonie peuvent

survenir, voire une pneumonie par aspiration. Actuellement, aucun antidote n’est connu (76).
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Les symptdmes d’intoxication chez le bétail surviennent le plus souvent dans les 3 a 14
heures aprés I’ingestion et demeurent présents pendant 2 jours. L’animal peut survivre mais
contrairement a la plupart des cas chez I’homme, 1’intoxication est souvent mortelle. Outre
I’instabilité cardiovasculaire, la pneumonie par aspiration est une cause fréquente de déces
(5).

En géneéral, les animaux ne consomment pas les plantes de la famille des Ericacées et les
éleveurs sont conscients des effets toxiques de celles-ci. Ainsi, ils nourrissent leurs animaux
avec beaucoup de précautions. Mais, des intoxications peuvent survenir lorsque les plantes
habituellement consommées manquent, lorsque les animaux changent d’habitat ou lorsque des
plantes contaminées leurs sont proposeés (127). Ce dernier cas de figure s’est produit dans
deux séries d’intoxication. Dans la premiére, un troupeau de chévre a été intoxiqué par un
voisin qui avait jeté dans le paturage de celui-ci, des copeaux de P. japonica, apres la taille de
son bosquet (127). Dans la seconde, des chévres nubiennes du parc zoologique Riverbanks, en
Caroline du Sud, ont développé une intoxication aux GTX suite a la consommation d’une
branche de R. simsii donnée par un visiteur. Les chevres présentaient les symptémes suivants :
ballonnements, régurgitations abondantes, dépression et tremblements musculaires dans les
membres postérieurs. Une analyse de I'urine et des selles des chévres a confirmé le diagnostic
(5,49).

Les animaux domestiques, tels que les chats et les chiens, peuvent également étre exposés
aux GTX généralement par I’ingestion de Rhododendron sp. retrouvés dans le jardin ou dans
la maison. L’ Animal Poison Control Center (APCC) a regu 188 cas d’intoxication a ce genre
a travers I’Amérique entre janvier et décembre 2003 chez le chat et le chien. Les symptomes
les plus fréquents étaient les suivants : vomissements (28%), dépression (10%), diarrhée et
anorexie (5%) (5,140).

Le traitement initial lors d’une intoxication a des espéces du genre Rhododendron consiste
a provoquer des vomissements s’ils n’ont pas eu licu. On peut les déclencher avec 1,5 mL/kg
de peroxyde d’hydrogéne & 3% per os chez le chien et le chat ou avec 0,02 a 0,04 mg/kg
d’apomorphine par voie conjonctivale ou IV chez le chien. Les vomissements doivent étre
suivis par ’administration de charbon activé. Le rythme cardiaque doit étre surveillé par un
ECG et les contrOles de pression artérielle doivent étre effectués a intervalles réguliers.
L’atropine doit étre administrée (0,02 a 0,04 mg/kg par voie IV) si ’animal présente une
bradycardie. L’hypotension peut étre corrigée par I’administration de fluides isotoniques. Des

catécholamines, comme la dopamine ou la noradrénaline, peuvent étre nécessaires si la
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tension artérielle n’est pas normalisée par les fluides (140). Il est proposé également
d’administrer des laxatifs et de réaliser des injections d’ions calciques et d’antibiotiques afin

d’éviter qu’une pneumonie consécutive ne se déclare (76).

4.2. Les expérimentations

Pour comprendre I’intoxication au miel fou, des études chez le rat et la souris ont été
réalisées. Ainsi, aprés administration de miel fou chez le rat, les 3 principaux effets toxiques
¢taient la dépression respiratoire, 1’hypotension et la bradycardie sinusale ; bradycardie et
hypotension ¢étant des effets caractéristiques des GTX chez I’homme. La dépression
respiratoire chez le rat a été sévere (fréquence respiratoire de 10,05/min). Cet effet a été
rapporté également chez le chien, la souris et le cobaye. Chez ’homme, elle ne se produit que
rarement. La gravité de cette dépression respiratoire peut ainsi dépendre de la quantité ingérée
ou bien de D’espéce intoxiquée (70). De plus, aprés I’injection de GTX par voie
intrapéritonéale chez la souris (82), leurs DLsy ont été de 1.28 mg/kg pour GTX | et 0.908
mg/kg pour GTX Il (valeurs quasi identiques a celles retrouvées dans (126) décrites dans le
paragraphe 1.3 de ce chapitre qui étaient de 1,31 mg/kg et 0,84 mg/kg). Aucun effet toxique
n’a été noté pour GTX Il pour une dose maximale de 4 mg/kg. Alors que, deux autres études
(126,131), toujours chez la souris ont prouvé que les injections de 10 ou de 100 mg/kg de
GTX 1II pour I’une et de 26,10 mg/kg de GTX II pour I’autre étaient mortelles. Aucune étude

concernant la toxicité aigu€ des GTX chez le bétail n’a été réalisée.
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5. Détection des grayanotoxines

Récemment, et de plus en plus, des préoccupations concernant I’empoisonnement par les
GTX contenu dans le miel fou sont soulevées a travers le monde. C’est notamment le cas en
Allemagne, ou le BfR a appelé a un controle plus systématique des miels produit en Turquie.
Ainsi, le développement de méthodes d’analyse rapide et fiable permettant la détection des
GTX dans le miel constitue un réel besoin. Dans la littérature scientifique, trés peu d’études

ont éte publiées pour caractériser ces toxines dans le miel fou (28).

5.1. Identification

Plusieurs techniques d’identification des GTX a partir de divers échantillons ont été

rapportées.

Tout d’abord, les toxines ont pu étre identifiees par électrophorése sur papier (24).
Moins volatiles que les sesquiterpénes, elles nécessitent 1'utilisation de certaines techniques
chromatographiques pour étre identifiées (17). La chromatographie sur couche mince
(CCM) (Figure 37) et des méthodes de spectrométrie directes ont été utilisées pour analyser
la composition en GTX dans des extraits de végétaux et de miel (28). La CCM comprend une
plaque de Silicagel G (0,250 mm), comme phase stationnaire, et un mélange toluene-acétate
d’éthyle-acide formique (5:4:1, v/v), comme phase mobile. L’échantillon est ajouté au

mélange chloroforme-acétone (9:1, v/v) avant d’étre déposé sur la plaque (15,82).
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Figure 37 : Chromatogramme sur couche mince représentant les GTX I (1), 11 (2) et 111
(3) a partir d’un extrait de miel toxique en utilisant la solution réactive de Godin,
d’apres (82).

La solution réactive de Godin est préparée en mélangeant une solution de vanilline
éthanolique (1% poids/ volume) avec un volume égal d’une solution d’acide perchlorique

aqueux (3% p/v). Ce réactif prend une couleur violette au contact des GTX (141).

Une CCM a deux dimensions a été utilisée chez les animaux, pour faire 1’analyse
qualitative en GTX a partir de matiéres végétales avec une détection a 1 pg/g, et également a
partir de contenu gastro-intestinaux et de selles avec une détection a 0,2 pg/g d’extraits.
Cependant, cette méthode était qualitative et [’identification basée sur une réaction

colorimétrique non spécifique (142).

La mise en évidence des GTX dans le miel a été réalisée également, par
chromatographie en phase gazeuse (GC) avec des colonnes capillaires en acier inoxydable,
aprés dérivation avec le groupement trimethylsilyl (Si(CH3)s3) (28). En effet, ces molécules

n’étant pas suffisamment volatiles, cette étape de dérivation est nécessaire avant I’analyse par

GC (24).
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L’identification est en grande partie basée sur la résonnance magnétique nucléaire,

I’infrarouge et la spectrométrie de masse (17).

Drailleurs, les toxines peuvent étre mises en évidence par chromatographie liquide
couplée a une détection par spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS).
Récemment, la LC-MS/MS est devenue 1’outil analytique de choix pour mettre en évidence
de facon précise et fiable les différents résidus et contaminants, en raison de sa forte
spécificité, sélectivité et sensibilité (28). Cette méthode permet de fournir une analyse
quantitative rapide, ce qui constitue une amélioration par rapport a la CCM. Ce tandem a
permis d’analyser les contenus gastro-intestinaux, les selles et ’urine en GTX 1, II et III
d’animaux (123). Les limites de détection de la méthode étaient de 0,2 pg/g dans le contenu
gastro-intestinal et dans les selles et de 0,05 pg/g dans 1’urine. Une ionisation par
électronébulisation (ESI) en mode positif a été utilisée pour vaporiser les molécules et les
ioniser. Le piége ionique quadripolaire constituait I’analyseur permettant de separer les ions
en fonction de leur rapport masse/charge (m/z). La séparation chromatographique a été
réalisée par chromatographie liquide a haute performance (HPLC) en phase inverse en

utilisant un gradient eau-méthanol avec de I’acide acétique a 1%.

La LC-MS/MS, a triple quadrip6le et ESI, a permis également de mettre en évidence
simultanément les GTX | et Ill dans du miel (28) (Figure 38). La séparation

chromatographique a été réalisée de la méme facon que ci-dessus.

Enfin, récemment et pour la premiére fois, cette technique a permis d’effectuer une
analyse en GTX dans le sang chez le rat (75). La limite de détection des GTX était de 1
ng/mL. Cette sensibilité a été suffisante pour mettre en évidence des GTX dans du sang
suspect. Cette étude est la premiére rapportant les parametres toxicocinétiques des GTX | et

I11 dans le sang chez le rat.
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Figure 38 : Chromatogramme de masse de GTX | et 111 obtenu par LC-MS/MS, d’apres
(23).

Des échantillons de sol contenant des résidus de R. ponticum ont été analysés en utilisant
la chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse a temps de vol (LC-TOF-

MS) (121). Cette technique a permis de mettre en évidence les GTX I, 1l et I11.

Enfin dans une étude récente, la chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de
masse a haute résolution a été utilisée pour analyser les toxines végetales dont GTX Il
(143).

Les techniques et méthodes d’analyses sont de plus en plus perfectionnées et sensibles. Ces
évolutions devraient permettre un meilleur suivi de la présence de GTX dans le miel, I’urine

ou le sang de personnes intoxiquées pour améliorer les méthodes diagnostics.

5.2. Extraction des grayanotoxines a partir de différents échantillons

Les GTX ont souvent été extraites a partir d’échantillons suspects par des méthodes
d’extraction classiques, valables pour les terpenes naturels, utilisant le méthanol ou le
dichlorométhane (142).

En ce qui concerne I’extraction des GTX a partir du miel fou, la méthode décrite par
Scott (82) a été souvent adoptée par divers groupes de recherche avec de légeres
modifications (9,70,100). Dans ce procédé, 1’équivalent de 50 g de miel est, homogénéisé

avec 10 ou 100 mL d’un mélange eau-méthanol (3:1 ou 1:1, v/v), puis ajusté a un pH de 6,5
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avec I’addition de solution d’hydroxyde de sodium 0,1 N et enfin extrait avec un volume
variant de 5 x 30 et 3 x 100 mL de chloroforme. Les phases organiques sont combinées et
exposées a une évaporation soit sous vide en utilisant un évaporateur rotatif, soit par

décantation a 50°C.

Pour I’extraction de GTX a partir d’échantillons de feuilles, Karakaya (9) et

Constantine (9) ont adhéré a la méthode de Scott (82), avec de légéres modifications.

Dans la premiere méthode (Karakaya 1977), 5 g de feuilles séchées de R. ponticum ont
été pulvérisés et extraits dans un appareil Soxhlet avec du méthanol pendant 40 h.
L’homogeénat a été évaporé a sec sous vide. Le résidu a ensuite été dissout dans un mélange
eau-méthanol (eau-méthanol, 3:1, v/v), ajusté a un pH de 6,5 et filtré. Le filtrat a été extrait
avec 5 x 30 mL de chloroforme. Les phases organiques ont enfin été combinées et évaporées a
sec. Dans la deuxiéme méthode (Constantine 1977), 10 g de feuilles séchées de R. ponticum
ont été pulvérisés et extraits dans un appareil Soxhlet avec 150 mL d’éther de pétrole et
ensuite 200 mL d’éthanol. L’extrait éthanolique a été réduit 8 50 mL sous vide. Apres dilution
avec un volume égal d’eau, une extraction avec 100 mL de chloroforme a été effectuée.
L’extrait chloroformique a enfin été séché avec du sulfate de sodium anhydre et évaporé a sec

sous vide (9).

Le probléme est que ces solvants extraient d’autres substances en méme temps que les
GTX. L’efficacité de I’ionisation des GTX est alors affectée par ces autres substances, surtout
lorsque les analyses se font ensuite avec un spectrométre de masse avec une source ESI. Par
conséquent, pour obtenir une méthode d’analyse par LC-MS/MS solide, il est impératif
d’éliminer ou de minimiser la présence de ces impuretés avant I’analyse des extraits. Ainsi,

plusieurs méthodes ont été décrites (28).

La premiére consiste a mélanger les échantillons a analyser (miel, selles, urine ou contenu
gastro-intestinal) avec du méthanol (121). L’extrait obtenu est dilué avec de 1’eau et purifié
des composés indésirables par extraction en phase solide (SPE) inverse. Le filtrat obtenu est
ensuite analysé par LC-MS/MS (28,123). Cependant, cette méthode s’avére étre relativement
colteuse et chronophage a cause de cette étape de SPE. De plus, cette derniere est compliquée

et constitue ainsi, une source d’erreurs potentielle lors de la préparation des échantillons.
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Voici ’exemple d’une méthode de préparation d’un échantillon de miel avant 1’analyse

par LC-MS/MS puis son analyse, d’apres (23) :

- Ajouter 5 mL d’eau au 5 g du mélange contenant les échantillons de miel

- Passer le mélange au vortex pendant 60 secondes

- Centrifuger pendant 5 minutes a 3000 rpm

- Filtrer la couche supérieure

- Reéaliser ce méme procédé d’extraction 2 fois avec 25 mL d’éthanol a chaque fois

- Reéaliser une SPE des composés indésirables en utilisant I’adsorbant Oasis HLB (phase
polymérique a base de divinylbenzéne et N-vinylpyrrolidone) comme phase solide et en
utilisant le mélange, 2 x 5 mL d’éthanol et 2 x 5 mL d’eau, comme phase liquide

- Passer a travers la cartouche le mélange : échantillon de miel filtré, 5 mL d’eau et 5 ml du
mélange acétone/ eau (20/80)

- Isoler les échantillons avec 5 mL de méthanol et sécher les sous azote a 40 + 5°C

- Ajouter I mL d’éthanol a I’extrait sec

- Placer le mélange dans un bain d’eau a ultrasons pendant 1 min

- Centrifuger les échantillons & 3000 rpm pendant 1 min

- Eliminer la couche supérieure par filtration avec des filtres de 0,45 um

- Analyser les extraits par LC-MS / MS en GTX | et GTX Il en utilisant une colonne (symétrie
CI8 5 um 2,1 x 150 mm) avec une phase mobile A (eau + 0,1% d’acide acétique) et une
autre B (méthanol + 0,1% d’acide acétique), 10 ul de volume d’injection, une température de
40°C et un débit de 0,3 mL / min. Gradient de débit de la phase mobile B : 10% la lére
minute, 80% pendant 10 min, 80% pendant 30 min, 10% pendant 31 minutes et de 10%

pendant 41 min.

Elle constituait la seule méthode décrite pour mettre en évidence les GTX dans le miel.
Par conséquent, il y avait un réel besoin de développer des techniques a plus faible codt,
simples et a haute résolution pour effectuer une analyse quantitative rapide en GTX a partir
d’un miel suspect (28).

Une nouvelle méthode rapide et robuste a été decrite (28). 1l s’agit d’une méthode qui
utilise I’approche dite « dilute — and — shoot » pour préparer les échantillons. L’échantillon a
ainsi été dilué 10 fois avant 1’analyse dans un mélange méthanol — eau (1:4, v/v) contenant
0,1% d’acide acétique (extraction méthanol — eau pour préparer 1’échantillon). Afin de
maximiser la robustesse de la procédure, la quantité de miel injectée pour l'analyse a été
réduite au minimum. Une dilution du miel au 1:10 avec 10 pL de volume d’injection sont les

parameétres retenus pour d’une part, réduire le cycle de purification et d’autre part, répondre a
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la sensibilité requise. Ainsi, elle permet de mettre en évidence les GTX aprés dilution des
échantillons, a des concentrations tres faibles. Cette méthode est pleinement validée pour
analyser la composition en GTX d’un miel et le fait de s’affranchir de 1’étape de SPE avant la
chromatographie simplifie le prétraitement de 1’échantillon et réduit les cotlts. Le temps de
I’analyse globale est ainsi réduit par rapport & la méthode précédente. Cette nouvelle méthode
est simple, économique, sensible, a haut débit et adaptée a une utilisation en routine en
laboratoire (28).

Enfin, une nouvelle méthode d’analyse sensible a la détection des GTX dans le sang a été
décrite chez le rat pour la premiére fois (75). Comme il a été dit précédemment, la préparation
des échantillons est une étape critique pour que 1’analyse de LC-MS/MS soit exacte et fiable
(répétabilite). Dans cette étude, 1’extraction liquide-liquide par divers solvants organiques n’a
pas été suffisante. Une étape de SPE a été utilisée pour extraire les GTX du sang. La surface
de styrene-divinylbenzéne de la cartouche a permis d’éliminer efficacement les composés
polaires endogénes et ainsi d’avoir un rendement ¢élevé pour les GTX. La cartouche a été
lavée avec de ’ecau et de I’hexane, pour éliminer les composés polaires et les substances
lipidiques endogénes qui auraient pu interférer lors de I’analyse, et a été éluée avec du
méthanol, solvant d’élution le plus efficace. La méthode proposée permet d’extraire les GTX
des échantillons de sang avec un rendement élevé et une bonne résolution des
chromatogrammes. Cette méthode de prétraitement des échantillons est fiable et simple mais

utilise 1’étape de SPE.
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5.3. Récapitulatif des différents seuils de détection des grayanotoxines dans divers

échantillons
Les différents seuils de détection des GTX sont résumés dans le Tableau 18.

Tableau 18 : Seuils de détection des grayanotoxines suivant la technique d’analyse et le
type d’échantillon analysé, d’aprés (28,75,123).

Technique Echantillon Seuil de détection des GTX
Matiéres vegetales 1 ug/g dans les matiéres végétales
CCM a deux dimensions Contenu gastro-intestinal 0,2 ug/g dans le contenu gastro-intestinal
Selles et les selles

Contenu gastro-intestinal | 0 2 g/g dans le contenu gastro-intestinal

LC-MS/MS Selles et dans les selles
Urine 0,05 pg/g dans I’urine
17 pg/kg pour GTX |
LC-MS/MS Miel kg p
13 pg/kg pour GTX 1l
LC-MS/MS Sang 1 ng/mL

Pour rappel, un miel contenant 21,7 mg/kg de GTX | et/ ou 9,0 mg/kg de GTX Il peut
étre responsable d’intoxication chez I’homme (23). Ainsi, la technique développée dans
I’étude de juin 2014 (28) est capable de détecter ces concentrations dans le miel. Dans les
autres types d’echantillons, ces concentrations seuils, vis-a-vis de 1’intoxication, sont
inconnues. Ainsi, il est difficile de mettre en relation ces différents seuils de détection avec les
doses toxiques des GTX chez I’homme. Cependant, chez la souris, ces différentes techniques
permettraient de détecter les DLsy des GTX | et GTX Ill, respectivement de 1,31 mg/kg et
0,84 mg/kg (126).

5.4. Perspectives

Dans le futur, il serait pertinent de développer la méthode utilisant I’approche dite « dilute
— and — shoot » sur du sang chez ’homme avec peut étre des étapes simples de filtrations ou
centrifugations pour éliminer les particules (cellules, protéines, ...etc) pouvant géner les

analyses. Ceci pour améliorer/aider le diagnostic des intoxications.

L’¢tablissement de méthode d’analyse simple, précise et rapide, serait intéressant pour
réaliser en routine des analyses sur des miels suspectés contenir des GTX (miel provenant de

Turquie). Ceci permettrait de contréler ces produits avant leur mise sur le marché et ainsi
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d’éviter des problémes d’intoxication. Il serait €¢galement intéressant de pouvoir fixer des
valeurs seuils de quantité de GTX a partir desquelles le miel serait considéré comme

potentiellement nocif et donc impropre a la consommation.

De plus, en amont, le développement de méthodes pour réduire la quantité de GTX

présente dans le miel fou serait une avancée car elles n’existent pas encore.
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ISPB - FACULTE DE PHARMACIE

CONCLUSIONS

THESE SOUTENUE PAR : Melle Cindy MERMOZ

En janvier 2013, plusieurs cas d’intoxication ont été signalés a 1’Agence de Santé Océan
indien, suite a la consommation de miel, vendu a I’état brut dans ses alvéoles de cire, a la
Réunion. Le miel, produit naturel par excellence et apprécié du grand public, n’est donc pas

toujours inoffensif.

Ces articles d’actualité parus en 2013, rapportant ces cas intrigants d’intoxication au miel
furent le point de départ de ce travail de thése. Quelle en est la ou les causes ? Quels sont les
symptémes pour identifier ce type d’intoxication et la conduite a tenir ? Quelles pourraient
étre les mesures a prendre pour éviter ce type d’intoxications ? ... autant de questions

soulevées a la lecture de ces faits d’actualités.

L’objectif de mon travail a donc été de faire par une recherche bibliographique un état des
lieux des connaissances actuelles concernant ces intoxications dues a la consommation de ce

miel, appelé communément « miel fou ».

A la Réunion, ce miel est produit accidentellement en période de sécheresse a partir
d’Agauria salicifolia, espéce proche des Rhododendron sp. En 2008, la filiere apicole
réunionnaise avait déja d0 faire face a un événement sanitaire similaire. Cette synthese
bibliographique nous a permis de constater que ces intoxications ne sont pas propres a la
Réunion. En effet, la majorité des cas ont été rapportée sur la céte Est de la mer Noire en
Turquie, et ce depuis I’ Antiquité. En général, dans cette région, il est volontairement produit a
partir de Rhododendron sp. et consommeé pour ses prétendues vertus thérapeutiques. Des cas
d’intoxications ont également été rapportés dans d’autres régions du monde, mais le miel

responsable semble étre importé de Turquie.

D’apres la littérature, les premiers symptomes apparaissent rapidement apres 1’ingestion et
le tableau clinique associe une hypotension, une bradycardie et des troubles neurologiques.
Cet empoisonnement peut étre grave mais la guérison est le plus souvent rapide et sans
séquelle. De fait, la prise en charge se limite a une surveillance médicale associee a des
traitements symptomatiques. Le diagnostic d’une telle intoxication en Europe ou en Amérique
du Nord doit faire I’objet d’une déclaration obligatoire. La clinique et I’interrogatoire étroit du
patient sont généralement suffisants pour établir le diagnostic. Mais dans les cas difficiles,

I’identification microscopique du pollen ou la mise en évidence de la toxine dans I’échantillon
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présumé peut confirmer le diagnostic. La détection des toxines dans le sang des patients
permettrait de poser avec certitude le diagnostic, mais ces dosages, étudiés chez le rat, ne sont

pas encore disponibles chez I’homme.

Les toxines vegetales mises en cause sont les grayanotoxines, des diterpénes liposolubles
interagissant avec le site 2 des canaux sodiques voltage-dépendants. Les symptdmes semblent
liés a ces effets membranaires. La toxicité des nectars est trés variable et dépend de la nature
moléculaire des grayanotoxines ainsi que de leur concentration. Les plantes incriminées dans
les cas décrits ne sont pas les seules a produire des grayanotoxines. Sur les 19 especes décrites
comme produisant des grayanotoxines et appartenant toutes & la famille des Ericacées,
seulement 4 d’entre elles sont impliquées dans des cas d’intoxication au miel : Rhododendron
ponticum, R. luteum et R. simsii et A. salicifolia. La cause principale d’intoxication aux
grayanotoxines est la consommation de ces miels mais des intoxications peuvent avoir lieu

par I’ingestion directe d’une partie de ces plantes.

Face a ce constat et conscient du potentiel toxique de ce miel certains pays ont pris des
mesures pour eviter de nouveaux incidents ; 1’ile de la Réunion a notamment mis en place un
arrété préfectoral afin d’interdire la vente de miel du ler novembre au 31 mars, période de
floraison des plantes réputées toxiques. Mais en Turquie, ou I’intoxication au miel continue
de représenter un probléme de santé publique, aucune mesure n’a été mise en place. Il serait
intéressant d’employer la nouvelle méthode utilisant I’approche dite « dilute — and — shoot »
pour analyser systematiquement la composition en grayanotoxines des miels produits dans
des zones géographiques riches en Rhododendrons, avant leurs mises sur le marché.
Cependant, avant toutes choses, il est impératif de définir des valeurs seuils de concentration
en grayanotoxines, au-dessous de laquelle il n’y aurait aucun risque d’intoxication pour le

consommateur.

Cette forme inhabituelle d’intoxication alimentaire a partir de miel rappelle le potentiel
toxique de certains produits dits « naturels » qui bénéficient souvent d’une image positive et

dont I"utilisation est souvent considérée sans risque par les consommateurs.
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Annexe 1 : Concentrations en GTX | et GTX Il retrouvées dans des échantillons de

miel, d’aprés (23).

Production year

Storage time (months) 2010 2011 2012

GTX 1 1 160+1.49" 256+176° 22.3+0.66"
2 151+017* 26.0+007* 22.7+0.09°
3 182+ 1.75% 258+246* 223+267°
G 172+046" 252+132* 223+061°

GTX I 1 2534082 120+1.02° 119+1.02°
2 268+026° 1212007 11.4+035°
3 488+033" 11.8+012* 11.6+051°
G 423+042% 11.6+020° 11.4+0.26°

*Data in the same column with different superscript letters are significantly dif-

ferent for each toxin (p < 0.05).
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Annexe 2 : Arrété préfectoral réglementant la vente de miel en gaufres a la Réunion.

E!
—

Liberté » Egalité + Fraternité
REPUBLIQUE FRANGAISE

PREFET DE LA REUNION
Direction de Falimentation, de I’agriculture et de la forét
Service de I'alimentation

ARRETE PREFECTORAL n° 2013 - 1977
Réglementant [a vente de miei en gaufres a la Réunion.
Le préfet de la Réunion,

Chevalier de la Légion d'honneur
Chevalier de I'Ordre national du mérite

vu le réglement CE n°178/2002 du 28 janvier 2002 établissant les principes généraux et les prescriptions
générales de la législation alimentaire, instituant I'Autorité européenne de sécurité des aliments et fixant
des procédures relatives a la sécurité des denrées alimentaires, notamment son article 14,

vu le réglement CE n°852/2004 du 29 avril 2004 relatif & I'hygigne des denrées alimentaires,

Vu le code rural et de la p&che maritime, et notamment son livre If ;

vu l'arété préfectoral n° 0716 du 2 avril 2003 relatif & la détention, la circulation, la vente, le transport,
Fexposition dans les foires, marchés et concours des abeilles et des espéces sensibles aux maladies des
abeilles ainsi que des produits st matériels susceptibles d'étre contaminés

vu I'arrété préfectoral n° 1312 du 27 aolt 2012, portant délégation de signature & Monsieur Louis
BIANNIC, Directeur de l'alimentation, de F'agriculture et de la forat >

vu la décision du 31 mai 2013 portant sur la subdélégation de signature & M. Olivier DEGENMANN, M.
Emmanuel FOEX, M. Aymeric LECOUFFE, M. Olivier PINGUET, M. Jean-Ciaude BELOT-ARNAUD,
M. Patrick GARCIA, Mme Frédérique STEIN et M. Laurent-Xavier DELMOTTE pour signer, au nom du
Préfet, les actes du Service de I'alimentation

CONSIDERANT

CONSIDERANT

CONSIDERANT

CONSIDERANT

les toxi-infections alimentaires collectives survenues 2 la suite de fa consommation de
miel en gaufre produit & La Réunion notamment dans les années 2007, 2008, 2013,

que les toxi-infections alimentaires dues a la consommation de miel en gaufre se sont
toutes produites & la méme période, correspondant 2 la fioraison de certaines plantes
endémiques toxiques,notamment le bois de rempart (Agarista salicifolia).

Les résultats des analyses toxicologiques du 1er février 2013 concernant des
recherches polliniques et ceux du 3 avril 2013 qui concernaient la recherche de
grayanotoxine et qui ont mis en évidence la présence de grayanotoxine lil dans le miel
en gaufre suspecté d'avoir entrainé des intoxications alimentaires.

le risque manifeste pour la santé publique que représente a consommation de miel en
gaufre produit pendant la période de floraison de certaines plantes foxiques & La
Réunion.

Page 1/2
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CONSIDERANT lavis de la filiere apicole représentée par le syndicat apicole de La Réunion,
I'association de développement apicole et la Coopémiel, en date du 19 aolt 2013.

SUR proposition du directeur de l'alimentation, de I'agriculture et de la forét de La Réunion :

ARRETE:

ARTICLE 1er:

La vente de miel en gaufre (miel contenu dans ses alvéoles en cire d'origine) produit durant la période du 1er
novembre au 31 mars est interdite sur 'ensemble du territoire de La Réunion.

ARTICLE 2:

Cet arrété pourra faire I'objet de modifications au fur et & mesure de |'évolution des connaissances scientifiques
relatives aux modalités de contamination du miel par des toxines végétales.

ARTICLE 3:

le secrétaire général de la préfecture, le commandant du groupement de gendarmerie, le directeur
départemental de la police nationale, le directeur de |'alimentation, de I'agriculture et de la forétle directeur des
entreprises, de la concurrence, de la consommation, du fravail et de l'emploi sont chargés, chacun en ce qui le

concerne, de I'exécution du présent arrété, qui sera publié au recueil des actes administratifs de la Préfecture de
La Réunion. Une copie sera tenue & la.disposition du public dans les mairies de toutes les communes de I'le.

Fait 2 Saint Denis, le 2 2 DL]- 2013
Pour le préfet, et par délégation,

1l
i

sJ

|
}k diiy-p '
TR OO

Page2/2
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Annexe 3 : Communiqué de presse concernant la réglementation de la vente du miel
en gaufre a la Réunion.

[P T

FumunFoisoane

rRfm
e L AL
Ak

Communique de presse
Saint-Demnis
Le 12 novembre 2012

Reéglementation de la vente du miel en gaufre

La filiére apicole réunionnaise a di faire face a plusieurs événements sanitaires consécutifs
a la consommation de miel vendu dans ses alvéoles de cire originelles, encore appelé
= miel en gaufre =, dont le dernier a eu lieu en janvier 201 3.

La cause la plus probable de ces intoxications alimentaires est labsorption de toxines
vegetales provenant de certaines plantes telle I'Agauria, plus connue sous le nom de = bois
de rempart =. Les abeilles, en butinant le nectar de ces fleurs, transportent ces toxines qui
sont susceptibles de se retrouver dans les alvéoles de cire proposées a la vente.

Dans I'objectif de protéger la santé des consommateurs, un arrété préfectoral a €té pris
pour interdire la vente de miel en gaufre du 1er novembre au 31 mars, correspondant a
la periode de floraison des plantes réputées toxigues. La date de production doit &tre
mentionnée sur 'étiquetage et le consommateur est invité & la contrdler au moment de
lachat.

Le miel en pot nest pas concerné par cette interdiction, sachant que le procédé de
production permet de garantir 1'absence de risque pour le consommateur, et ce quelle que
soit la périnde de "année.

Contact presse
Préfecture de La Réumnion - Service régional de la communication interministérielle EE
Tél. 0262 40 74 18 / 74 19 - courriel : communication@reunion. pref gouy_fr fle
www. reunion. gouv. fr =
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Annexe 4: ECG apreés la récupération d’un patient, présentant un rythme sinusal
normal de 99 battements / minute, d’aprés (42).

Vent. rate 99 bpm
PR int. 136
ORS dur. 88
QT/QTe  int. 342/ 398 ms
P/QRS/T axis 31/ 59/ 14°*
RV5/S5V1 amp.  1.660/ 0.0 mV Unconfirsed Report
RV5+SY1 amp. 1.660 mv Reviewed by:
D wwmd 25 wa/s  Filter 350z W50 d10wwav  M0may Oy

- S y T > : x
Nt as cnman Fe ot R R I e Fe v av vaae o is e Bo v e v ineas Te e s caans D [ Th v e st aed

91108 01-32 01-00 0117

Annexe 5: ECG lors de I’admission d’un patient intoxiqué par du miel fou,
présentant un rythme nodal, d’aprés (58).

i
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Annexe 6: ECG lors de I’admission d’un patient intoxiqué par

présentant un bloc AV complet, d’apreés (55).

Name: 1D: Ma e 354 years 17, Sep 2003 12:59 5 bpm
10 mm/mV 25 mm/s Filter 35 Hz H 50 d 10 sm/nV 10 mm wV 10 om/ mV
aVR Vi Vi ' |
H
) *( “' 1 J‘ "..f .—-—-‘
| |
avL VA ol V5 I
\
[ Ty ! T = ‘. |
- — ¥ ! |
i i i e
! i
1 avF y\__\#_-_)/k V6 |
1
N ——— e Inm, “, ‘4 I [!
| l ; —
Ehythm (11110 mm/mV
demni iy A A | ) ) =
T L
...... ’9 I“H.“”””.'I““.sél."")‘l)'_f(.)l.(l.l.lll‘i‘(i]‘i)_‘!")’l’i)-"*. .

du miel fou,

Annexe 7 : Plantes sources de GTX selon Adler, d’aprés (17).

Table 4. Sources of grayanotoxin/honey
toxic to humans reported by Adler (34)

Species Family

Agauria spp. Ericaceae
Andromeda spp. Ericaceae
Kalmia spp. Ericaceae
Rhododendron flavum Ericaceae

(Rhododendron luteum)

Rhododendron ponticum Ericaceae
Kalmia latifolia Ericaceae
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Annexe 8 : Glossaire

Accrescent : Se dit d’un périanthe lorsqu’il poursuit sa croissance aprés la fécondation.

Acuminé : Se dit d'un organe dont I'extrémité se termine en une pointe fine et plus ou moins allongée.
Androcée : Ensemble des étamines, formant la partie male des fleurs des Angiospermes.

Anthére : Partie terminale de I'étamine, organe male de la fleur, qui produit et renferme le pollen.
Axile : Se dit d’une placentation lorsque les carpelles sont soudés aprés fermeture.

Caduque : Se dit de tout organe qui tombe, annuellement ou au cours de la vie.

Calice : Enveloppe protectrice la plus externe de la fleur, entourant la corolle et formée par l'ensemble des
sépales.

Campanulée : Se dit d’une corolle en forme de clochette, renversée ou dressée.
Capsule : Fruit sec déhiscent issu d’un ovaire formé de plusieurs carpelles soudés entre eux.

Carpelle : Elément constitutif du gynécée chez les angiospermes. Il présente a sa base une cavité fermée
nommeée ovaire, surmontée par le style qui constitue la partie effilée du carpelle, et terminé par le stigmate, dont
le rdle est de recevoir les grains de pollen.

Corolle : Nom donné a I'ensemble des pétales d'une fleur.

Corymbe : Type d'inflorescence ou les pédicelles, de longueur différente, partent de points variables vers le haut
pour aboutir relativement au méme niveau.

Déhiscent : Se dit des fruits ou d’un organe s’ouvrant naturellement & maturité pour libérer les graines, le pollen
ou des spores.

Dialypétale : Se dit de la corolle d’une fleur lorsque les pétales sont séparés.

Diplostémone : Se dit d’une fleur ou d’un androcée ayant leurs étamines en deux verticilles (en nombre double
des pétales ou des tépales), les externes alternent avec les piéces du verticille interne du périanthe.

Epiphyte : Plante ayant comme support une autre plante sans qu’il y ait de relation de parasitisme.
Gamopétale : Se dit de la corolle d'une fleur lorsque les pétales sont soudés entre eux.

Gynécée : Ensemble des carpelles, constituant la partie femelle de la fleur.

Hermaphrodite : Se dit d’une fleur bisexuée, c'est-a-dire portant des organes males et femelles.

Hypogyne : Terme botanique, qualifiant les fleurs dont I’androcée et le gynécée sont situés au-dessous de
I’ovaire, c'est-a-dire directement sur le pédoncule.

Infundibuliforme : Se dit d’une corolle en forme d’entonnoir.

Isocarpellé : Se dit d’un gynécée constitué d’un nombre de carpelles égal au nombre fondamental de la fleur.
Laticifére : Qui contient du latex.

Loculicide : Se dit d’une capsule dont les fentes de déhiscence sont situées au niveau des loges.

Mycorhize : Symbiose entre un champignon et une plante au niveau de sa racine.

Nervation pennée : Nervation dans laquelle une nervure principale partage le limbe en deux parties
sensiblement identiques selon I'axe de symétrie et a partir de laquelle les nervures secondaires se détachent selon
une disposition alterne ou opposée.

Nervation palmée : Nervation ou plusieurs nervures, en nombre impair, se détachent du pétiole au point de
contact avec le limbe.

Obdiplostémone : Se dit d’une fleur ou d’un androcée ayant leurs étamines en deux verticilles, les externes sont
opposees aux piéces du verticille interne du périanthe.

Orbiculaire : Se dit d'un organe dont la surface a une forme arrondie.

Ovule : Organe naissant du placenta a I’intérieur de I’ovaire, abritant I’ceuf (ou embryon) aprés fécondation et
évoluant en graine a maturité.

135

MERMOZ
(CC BY-NC-ND 2.0)


http://floranet.pagesperso-orange.fr/def/e.htm#%C3%A9tamine
http://floranet.pagesperso-orange.fr/def/f.htm#fleur
http://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89tamine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Fleur
http://fr.wikipedia.org/wiki/Pollen
http://floranet.pagesperso-orange.fr/def/f.htm#fleur
http://floranet.pagesperso-orange.fr/def/c.htm#corolle
http://floranet.pagesperso-orange.fr/def/s.htm#s%C3%A9pale
http://floranet.pagesperso-orange.fr/def/g.htm#gyn%C3%A9c%C3%A9e
http://floranet.pagesperso-orange.fr/def/s.htm#style
http://floranet.pagesperso-orange.fr/def/s.htm#stigmate
http://floranet.pagesperso-orange.fr/def/p.htm#p%C3%A9tale
http://floranet.pagesperso-orange.fr/def/f.htm#fleur
http://floranet.pagesperso-orange.fr/def/i.htm#inflorescence
http://floranet.pagesperso-orange.fr/def/p.htm#p%C3%A9dicelle
http://floranet.pagesperso-orange.fr/def/c.htm#carpelle
http://floranet.pagesperso-orange.fr/def/f.htm#fleur

Panicule : En grappe composée de grappes.

Périanthe : Ensemble des piéces florales constituant le calice et la corolle, formant la partie stérile de la fleur. Le
périanthe peut étre persistant, accrescent ou caduc.

Placentation : Organisation des ovules a I’intérieur de ’ovaire.

Polystémone : Se dit d’une fleur ou d’un androcée ayant un grand nombre d’étamines, habituellement plus de 20
disposées en verticilles ou en spirales.

Racémeux : En grappe.

Saprophyte : Se dit d’une plante se nourrissant de matiéres organiques en décomposition. C’est le cas de
nombreuses plantes épiphytes.

Septicide : Se dit d’une capsule dérivée d’un ovaire fécondé dont les fentes de déhiscence sont situées au niveau
des septums. En cas de déhiscence septicide, la placentation est ordinairement axile, avec en général, la
formation de parois ou septums.

Sempervirent : Se dit des plantes qui portent des feuilles vertes toute I'année.

Sépale : Piece florale, d’aspect semblable a une feuille, sur le pourtour de la corolle, et dont I'ensemble regroupé
en verticille constitue le calice.

Septicide : Qualifie la déhiscence d'une capsule s'effectuant au niveau des cloisons (lignes de suture latérale des
carpelles).

Style : Extrémité du pistil (voire gynécée) prolongeant l'ovaire et portant le stigmate.
Stigmate : Extrémité du style ou partie au sommet du pistil permettant la réception des grains de pollen.
Stipule : Appendice foliacé généralement a la base du pétiole de certaines feuilles.

Stomate : Orifice de petite taille présent dans I'épiderme des organes aériens des végétaux (sur la face inférieure
des feuilles le plus souvent) permettant notamment des échanges gazeux entre la plante et l'air ambiant.

Tégument : Désigne un tissu différencié formant une enveloppe autour de divers organes, notamment l'ovule et
la graine.

Tenuinucellé : Se dit de I’ovule, lorsque la cellules mére archégoniale ne subit aucune mitose préliminaire
tangentielle et donne directement la cellule mére des mégaspores, sans formation d’une calotte.

Tissu nucellaire : Tissu qui forme I’intérieur de I’ovule.

Tomenteux : Se dit d'un organe aérien (feuille, tige, fruit) dont la surface est couverte de poils cotonneux.
Unitégumenté :Se dit d’un ovule ayant une seule enveloppe autour du nucelle.

Urcéollée : En forme d’urne.

Verticille : Ensemble d'organes semblables insérés suivant un cycle concentrique a un méme niveau, et au moins
au nombre de trois, autour ou au sommet d'un axe qui les porte.

Zygomorphe : Qualifie une plante dont les différentes parties de chaque cycle (sépales, pétales, étamines) sont
disposées symétriquement par rapport au plan axe/bractée ou ne présentent éventuellement aucune symétrie.
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http://floranet.pagesperso-orange.fr/def/f.htm#feuille
http://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89piderme_%28botanique%29
http://fr.wikipedia.org/wiki/Organe
http://fr.wikipedia.org/wiki/V%C3%A9g%C3%A9tal
http://fr.wikipedia.org/wiki/Feuille
http://fr.wikipedia.org/wiki/Gaz
http://fr.wikipedia.org/wiki/Plante
http://fr.wikipedia.org/wiki/Air
http://fr.wikipedia.org/wiki/Tissu_v%C3%A9g%C3%A9tal
http://fr.wikipedia.org/wiki/Organe
http://fr.wikipedia.org/wiki/Ovule_%28botanique%29
http://fr.wikipedia.org/wiki/Graine
http://floranet.pagesperso-orange.fr/def/f.htm#feuille
http://floranet.pagesperso-orange.fr/def/t.htm#tige
http://floranet.pagesperso-orange.fr/def/f.htm#fruit
http://floranet.pagesperso-orange.fr/def/p.htm#poil
http://floranet.pagesperso-orange.fr/def/s.htm#s%C3%A9pale
http://floranet.pagesperso-orange.fr/def/p.htm#p%C3%A9tale
http://floranet.pagesperso-orange.fr/def/e.htm#%C3%A9tamine
http://floranet.pagesperso-orange.fr/def/b.htm#bract%C3%A9e

La Faculté de Pharmacie de Lyon n’entend donner aucune approbation ni improbation aux
opinions émises dans les theses; ces opinions sont considérées comme propres a leurs

auteurs.
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INTOXICATION AU MIEL FOU : ETAT DES LIEUX DES CONNAISSANCES ACTUELLES
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RESUME

En janvier 2013, plusieurs cas d'intoxication ont été signalés sur I'ile de la Réunion, suite a la
consommation de miel, vendu a I'état brut dans ses alvéoles de cire. Le miel produit naturel et
apprécié du grand public, n’est donc pas toujours inoffensif. L’objectif de mon travail a donc été de
faire un état des lieux des connaissances actuelles concernant ces intoxications dues a la
consommation de ce miel, appelé « miel fou ».

Cette intoxication décrite sur I'lle de la Réunion n’était pas la premiére en date. Cependant, la
plupart des cas contemporains ont lieu en Turquie sur la céte Est de la Mer Noire. Les premiers
symptdmes apparaissent rapidement apres l'ingestion et le tableau clinique associe une hypotension,
une bradycardie et des troubles neurologiques. Cet empoisonnement peut étre grave mais la
guérison est le plus souvent rapide et sans séquelle. De fait, la prise en charge se limite a une
surveillance médicale associée a des traitements symptomatiques, comprenant si nécessaire de
I'atropine et un remplissage vasculaire.

Ce miel est produit a partir du nectar récolté sur les fleurs de certaines plantes, appartenant
toutes a la famille des Ericacées. D’apres les cas d’intoxications au miel fou décrits dans la littérature
les especes responsables sont Rhododendron ponticum, R. luteum, R. simsii et Agauria salicifolia.
Toutes ces plantes contiennent des grayanotoxines (GTX) qui ne sont pas toxiques pour les abeilles
qui les butinent.

Ces GTX sont des diterpenes liposolubles interagissant avec le site 2 des canaux sodiques voltage-
dépendants. Les symptomes semblent liés a ces effets membranaires qui sont observés dans les
muscles squelettiques et cardiaques, ainsi que dans les cellules nerveuses périphériques et centrales.
Les GTX I, Il et IIl sont les principales GTX retrouvées dans les intoxications.

Pouvant devenir un réel probleme de santé publique, de plus en plus de recherches sont
effectuées sur ce miel. Des mesures sont également prises par certains pays pour éviter de nouveaux |

_incidents.
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