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I. Introduction



En 1995, en France et selon I’enquéte ICSII réalisée par I’ADF sous I’égide de I’OMS,
plus de 80 % des adultes entre 35 et 44 ans souffraient de maladies parodontales.
Des études récentes mettent en évidence les rapports entre maladie parodontale et état général.
Ainsi, les femmes enceintes qui présentent une parodontite sévére ont un risque accru
d’accoucher prématurément d’un enfant a faible poids (Huck et al 2011).

De méme, les patients atteints de parodontite ont un risque d’atteinte cardiovasculaire
augmenté (Amano et Inaba 2012).

En 2016, un lien entre la maladie parodontale et le déclin cognitif dans la maladie
d’Alzheimer est mis en lumiere (Ide et al. 2016).

De nombreux spécialistes préconisent le dépistage de ces pathologies lors des consultations
chez les médecins généralistes afin d’évaluer la gravité et pouvoir en référer a un dentiste
pour une prise en charge rapide (Laudenbach et Simon 2014).

L’enjeu parodontal n’est pas limité a la seule sphére orale, c’est une discipline en plein essor
au vu des pathologies systémiques graves qui peuvent y étre associées.

Les parodontites représentent donc un probleéme de santé publique majeur du fait de leurs
effets sur la santé générale, et constituent la premicre cause mondiale de perte dentaire
(Pihlstrom et al. 2005).

Si le role majeur des bactéries dans la maladie parodontale est indiscutable, il n’est pas
absolu, et depuis quelques années se développe une approche étiopathogénique davantage
virologique, avec un nouveau concept de synergie viro-bactérienne. Les virus humains
pourraient donc jouer un role fondamental dans la pathogénicité de la maladie parodontale du
fait de leur capacité intrinseéque a interférer avec le systéme immunitaire de 1’hdte. Un
nouveau modele physiopathologique de synergie viro-bactérienne de la maladie parodontale a
récemment été proposé (Vincent-Bugnas, 2013).

Les travaux récents de 1’équipe du Dr Doglio (Laboratoire Micoralis EA 7354, faculté
d’odontologie de Nice), établissent une corrélation directe entre inflammation parodontale et
présence de virus épithéliaux, tout particuliecrement du groupe des Herpesvirus
Cytomégalovirus (CMV), Epstein-Barr Virus (EBV) et Herpés simplex (HSV). Les sites
infectés par EBV, pourraient donc étre donc le siége de perturbations de 1’équilibre
immunitaire local au sein de la poche parodontale. Mais qu’en est-il de la salive en tant que
réservoir viral ?

Ce travail de theése a donc pour but d’analyser dans la salive et I’épithélia de poche, la charge
virale EBV chez des patients atteints de parodontite chronique, avant et apres traitement
conventionnel de la pathologie par un détartrage associé a un surfagage radiculaire. Il repose
sur un projet de recherche clinique prospectif mené au sein du département de parodontologie
de I’hopital Saint Roch, ou le CHU de Nice est promoteur.



1. Maladie Parodontale

1.1. Définition

Ce sont des maladies infectieuses multifactorielles, initiées par 1’accumulation du
biofilm bactérien sur les surfaces dentaires et provoquant une réaction inflammatoire sur les
tissus de soutien dentaire, induisant au fur et a mesure des mois et des années leur destruction.
Les parodontopathogeénes accumulés dans la plaque dentaire, une inflammation chronique de
I’héte, et une réponse immune contre les structures parodontales déterminent la survenue de la
maladie. (Repeke et al. 2012).

La pathologie parodontale regroupe plusieurs maladies, dont la classification actuelle, en
vigueur depuis 1999 est celle d’ Armitage (Annexe 1)

Le signe principal de la parodontite est la formation de poches parodontale autour de la dent
atteinte du fait de la perte osseuse et tissulaire (Figure 1).
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Figure 1 : La maladie parodontale
http://www.studiodentaire.com/conditions/fr/parodontite.php

2 Parodontite Chronique :

C’est la forme la plus répandue de la maladie parodontale, elle touche la population
adulte essentiellement, agée majoritairement (J. M. Albandar 2005).
Elle survient chez les patients de plus de 35 ans et est caractérisée par des phases d’activité
destructrices et des phases de rémission et de latence. (Peyret-Lacombe 2007).
Elle progresse donc lentement et par épisodes.
La perte osseuse qui y est associée est radiographiquement identifiée comme étant
principalement horizontale avec quelques zones de Iésions angulaires.
Cette forme clinique peut étre associée a des facteurs locaux (tartre, malpositions,
inadaptations des prothéses), a des facteurs systémiques (diabétes, VIH) et des facteurs
environnementaux (stress, tabac).

2 Parodontite Agressive :

La parodontite agressive est une maladie destructrice moins répandue, caractérisée par :
I’engagement de plusieurs dents dans un systeme de perte tissulaire parodontale ; une forte

progression de la maladie ; un jeune age, et I’absence de maladie systémique (J. Albandar
2016).



L’évaluation radiographique du niveau osseux montre que la progression est plus rapide dans
les cas de parodontite agressive par rapport a la parodontite chronique (Onabolu et al. 2015),
de plus on objective des alvéolyses angulaires beaucoup plus marquées dans cette forme
agressive.

1.2.  Epidémiologie

Au sein de la population mondiale, 11% des patients seraient atteints d’une
parodontite sévere (Richards 2014). En France, plus de 50% des adultes souffrent d’une perte
d’attache importante, celle-ci étant répartie de la fagon suivante : 78% légere, 18% modérée,
4% sévere. (Bourgeois et al 2007). La répartition géographique de ces pathologies n’est pas
¢égale, les patients d’origine africaine sont plus sujets aux parodontites que les sujets d’origine
caucasienne. De plus, les atteintes parodontales different selon les ages, les parodontites
agressives seront plus fréquentes dans la population juvénile tandis que les formes modérées
et avancées atteignent dans certaines populations pres de 70% des personnes agées.

Il existe de nombreux facteurs de risque permettant a chaque individu de réagir différemment
face a cette attaque bactérienne. A coté des facteurs de I’environnement comme le stress et le

tabac, et des facteurs génétiques, les maladies générales occupent une place trés importante.
Les parodontites représentent la premicre cause mondiale de perte dentaire (Pihlstrom et al
2005) et constituent un probléme de santé publique majeur du fait de leurs effets sur la santé
générale.

La parodontite est en effet considérée comme la 6" complication du diabéte et la réponse
inflammatoire induite par la parodontite créerait un état insulino-résistant faisant de la
parodontite un facteur de risque du mauvais controle de la glycémie.

Le risque cardiovasculaire a fait I’objet d’une analyse spécifique en collaboration avec
I’Hopital européen George Pompidou. Le risque de déces dii a une maladie cardio-vasculaire
augmente au fur et a mesure de I’augmentation de la gravité de la parodontite (« UFSBD
Prévalence des maladies parodontales et des facteurs de risque associés », 2005). Nous savons
¢galement que les pathologies parodontales ont une implication certaine dans les grossesses
prématurées, ou encore certaines infections respiratoires.

1.3. Etiopathogénie
1.3.1. Facteur étiologique majeur bactérien

On estime que 75% des infections survenant chez ’homme proviennent du biofilm.
Il s’agit d’une unit¢é de microcolonies bactériennes incorporées dans une matrice
exopolymérique et un adhérent a une surface inerte ou vivante (Simain, et al 2010).
Plus de 500 especes bactériennes peuvent étre identifiées dans les poches parodontales, mais
relativement peu d’espéces sont légitimement considérées comme parodontopathogenes.
(Paster et al. 2001).
Les sites parodontalement sains présentent une flore prédominante en bactéries Gram positif,
tandis qu’au niveau des sites atteints la flore est majoritairement constituée de bactéries
anaérobies Gram négatif. La maladie parodontale proviendrait d’un changement microbien :
la dysbiose. En effet ce changement correspond & une diminution du nombre de symbiotes
protecteurs (bactéries aérobies a gram positif) et/ ou une augmentation du nombre de
pathogenes (bactéries anaérobies gram négatif).
Ces bactéries responsables de la maladie parodontale sont capables de libérer des facteurs de
virulence et de stimuler des réactions immunologiques et inflammatoires de 1’hote,
aboutissant a la destruction du parodonte.



Les bactéries pathogenes les plus étudiées sont Porphyromonas gingivalis (Pg),
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (4a), Tannerella forsythensis (7f), Campylobacter
rectus (Cr), Eikenella corrodens (Ec), ce sont celles qui produisent le plus de facteurs de
virulence parmi les bactéries retrouvées dans la cavité orale (Ma et al. 2015).

1.3.2. Réponse de I’hdte

Le facteur bactérien n’est pas le seul impliqué dans ces maladies, 1’hdte et sa réponse

le sont aussi. En réponse au biofilm, pour faire face aux agressions, 1’hote se munie d’une
série de mécanismes de défense innée, non spécifiques, dans le but de maintenir une
homéostasie parodontale. Lorsque I’hdte ne peut contenir une invasion bactérienne par une
réponse immédiate, il met en place d’autres mécanismes de défense, c’est I'immunité acquise.
Ainsi, ’hote augmente la réponse inflammatoire et recrute des cellules de I’'immunité innée et
acquise sur les lieux de I’infection (Teng 2003).
Concernant I’immunité innée, les cellules recrutées sont les polymorphonucléaires
neutrophiles (PMNs5), les macrophages et les cellules dendritiques. Les PMNs synthétisent et
libérent des substances comme des enzymes lysosomales incluant des protéases impliquées
dans la destruction des tissus parodontaux. L’activation des macrophages et des cellules
dendritiques par des métabolites bactériens comme les lipopolysaccharides (LPS), induit la
libération de chimiokines et de cytokines pro-inflammatoires, capables d’attirer localement
d’autres cellules de I’'immunité (Madianos, Bobetsis, et Kinane 2005). De plus, ils sécrétent
des métalloprotéinases matricielles (MMP) détruisant les composés de la matrice
extracellulaire.

La réponse immunitaire acquise, dont les lymphocytes B et T sont les cellules clés, en
particulier les lymphocytes T CD4 +, joue un role central dans le contrdle de l'infection en
cours, des réponses immunitaires et de la destruction tissulaire ultérieure de 1'hote

Dans les 1ésions précoces, on retrouve des cellules infiltrées comme les macrophages et les
LT alors que dans les 1ésions plus avancées, sont surtout retrouvés des LB et des plasmocytes.
Ces cellules libérent des médiateurs de 1’inflammation et des espéces réactives de I’oxygene
qui sont également impliqués dans la destruction tissulaire. Les poches parodontales étant
caractérisées par une hypoxie, I’absence de mécanisme de mort oxydative est un facteur
important de la progression de la maladie parodontale.

Ces maladies inflammatoires d’origine infectieuse sont dues a la rupture de I’homéostasie
entre le biofilm et ’hdte. L’ensemble des moyens de défense de I’hote permet de maitriser
I’agressivité des microorganismes vis-a-vis du parodonte. Une faiblesse transitoire ou
permanente sera a 1’origine de manifestations cliniques dont I’importance sera fonction de la
gravité du déséquilibre.

Ainsi nous avons vu que la colonisation par des microbes spécifiques pathogénes et la
synergie microbienne, la réponse de I’hote, et les différents facteurs de risques sont des
déterminants majeurs du développement de la maladie destructive parodontale (Slots 2002).

1.4. Diagnostic
Tous les patients devraient étre soumis a une évaluation parodontale dans le cadre de
I’examen oral basique. Le dépistage parodontal utilisant des méthodes comme I’examen

parodontal basique, devrait étre exécuté pour tous les nouveaux patients et aussi sur une base
réguliere dans le cadre des services médicaux oraux en cours. (Preshaw 2015).
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La parodontite est une infection indolore le plus souvent, les signes ressentis peuvent étre :
des saignements au brossage, les hypersensibilités au froid, des récessions gingivales,
I’apparition d’espaces entre les dents avec d’éventuels tassements alimentaires, des mobilités
et/ou migrations dentaires, une mauvaise haleine persistante (halitose liée a une «
surpopulation » bactérienne sous gingivale).

Afin de mesurer I’activité de la maladie parodontale, les marqueurs les plus fiables sont la
profondeur de poche (PPS) et le saignement gingival (BOP).

La sévérité quant a elle sera mise en lumicre par la mesure du niveau d’attache clinique
(CAL) et la perte d’os alvéolaire. La radiographie permet d'évaluer les pertes de substance
osseuses et leurs formes.

L’indice de plaque (IP) évalué a 1’aide d’un produit appelé révélateur de plaque mettra en
¢vidence I’hygie¢ne bucco dentaire du patient.

Tous ces critéres permettant le diagnostic parodontal seront relevés sur un charting parodontal

(Figure 2) qui permet un recueil de toutes les données et une comparaison fiable lors de la
réévaluation apres traitement parodontal.
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Figure 2 : Charting parodontal
https://www.idweblogs.com/parodontologie/2015/12/06/criteres-diagnostiques-parodontologie-1/

1.5. Traitement

Une étude récente (Ribeiro et al. 2011) a montré que les thérapeutiques actuelles non
chirurgicales ou chirurgicales obtiennent des indices de satisfaction élevés.
La base du traitement consiste a éliminer les facteurs étiologies et donc en premier lieu
réaliser un nettoyage approfondi en associant détartrage supra-gingival et surfacage
radiculaire, dans le but d’éliminer le tartre et le biofilm. Une adjonction d’antibiotiques est
préconisée dans le cas des parodontites agressives. Une étape importante consiste également a
motiver le patient a I’hygiéne bucco-dentaire afin de rendre le traitement pérenne.
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Apres réévaluation 6 a 8 semaines apres le traitement, si le contréle de plaque est optimal et
que les signes cliniques ont disparu, le patient passera en phase de maintenance. Cependant si
les signes persistent, un traitement chirurgical sera nécessaire.

Chez un patient qui présente des lésions osseuses séveres associées a des poches parodontales
profondes, le traitement chirurgical va permettre I’acces direct et visuel aux Iésions, la
réduction des poches et dans certains cas le remodelage ou le comblement osseux (Jourde
2014).

Parall¢lement, la lutte contre les facteurs environnementaux tels que le tabagisme, le stress ou
la recherche d’un diabéte non traité est au premier plan de la lutte contre les parodontopathies.
Les traitements visent a 1’assainissement local mais aussi a une restitution des fonctions
bucco-dentaires optimales sans oublier la correction des préjudices esthétiques. Une thérapie
parodontale simple et non invasive peut améliorer les résultats de santé pendant la grossesse
et d'autres affections systémiques (Jeffcoat et al. 2014).

Cependant, des cas de récidive et de parodontites réfractaires sont parfois observés, et
I’hypothése bactérienne ne semble pas suffisante a expliquer le développement et la
persistance d’une maladie parodontale : certains auteurs se sont tournés vers une
hypothése de synergie viro-bactérienne.

2. Le Virus Epstein Barr

Le virus Epstein-Barr (EBV) résulte d’une découverte fortuite ; dans les années 50,
Denis Burkitt, chirurgien anglais, décrit en Afrique une tumeur de ’enfant africain: le
lymphome de Burkitt. La mise en culture de cellules de cette tumeur par Epstein, Achong et
Barr permet la description d’un nouveau virus ayant les caractéristiques d’un herpes virus et
qui va étre nomme¢ : le virus Epstein Barr (Fleury 2009).

2.1. Epidémiologie

EBYV est un virus ubiquitaire dont la séroprévalence dépasse 95% chez 1’adulte, quelle
que soit la zone géographique concernée, ce qui fait de lui I’'un des virus les plus prévalent de
la planete. Le réservoir de EBV est strictement humain, et sa transmission se fait donc par
contact étroit, essentiellement par la salive et les relations sexuelles.

L'age de l'infection primaire est variable, et I'exposition a EBV est probablement due a des
facteurs socio-économiques. Dans les pays en voie de développement, presque tous les
enfants ont rencontré le virus trés précocement contrairement aux enfants des classes
privilégiées avec un bon niveau d’hygieéne, moins de la moitié¢ des enfants ont des anticorps de
ce virus entre 5 et 10 ans. Les jeunes enfants acquierent une infection primaire par EBV en
raison d'un contact étroit qui implique 1'échange de sécrétions orales via des objets partagés
tels que des jouets, des bouteilles et des ustensiles. Cependant, la primo-infection au cours de
la petite enfance est le plus souvent asymptomatique (Chabay et al 2015). Plus le contage est
tardif, plus I’individu risque de développer des signes cliniques au cours de la primo-infection
sous la forme d’un syndrome communément appelée la mononucléose infectieuse (MNI), ou
« maladie du baiser ». En effet, en 1966, des études épidémiologiques confirment qu’EBV est
I’agent étiologique des MNI (Fleury 2009). La sévérité de 1'infection primitive par EBV chez
les adultes augmente avec l'dge et les patients de plus de 40 ans sont particulierement
vulnérables.
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La séroprévalence EBV varie considérablement selon I'emplacement géographique.
L’infection d’un individu en Amérique du Nord et en Europe reléve en général du seul sous-
type 1. Dans les pays occidentaux, le sous-type 2 de EBV concerne seulement 5 a 8% des
personnes, tandis qu’en Afrique, et surtout dans les zones de lymphome de Burkitt
endémique, plus de 20% de la population saine est porteuse de EBV-2.

Il est également connu que les situations d’immunodépression et notamment 1’infection par le
VIH se caractérisent par une augmentation de la prévalence EBV-2 et par la fréquence des co-
infections EBV-1/ EBV-2.

2.2.  Caractéristiques du virus

2.2.1. Structure de EBV

EBYV fait partie d’'une famille de virus trés importante en clinique humaine, la famille

des Herpes viridae. 11 en existe 8 types (HSV1, HSV2, VZV, EBV ou HHV4, CMV, HHV6-7
et HHVS ou Virus du Sarcome de Kaposi). La morphologie de EBV est identique a celle des
autres herpes virus. Chaque type est composé d’un ADN bicaténaire, de symétrie cubique, et
possede une enveloppe virale.
La caractéristique commune aux virus herpétiques est la capacité de provoquer des infections
persistantes au sein de I’hdte, avec une alternance de phases quasi-silencieuses dites de
latence et de phases de réplication intense, dites phases productives, aboutissant a la
production de nouveaux virions infectieux.

EBV est donc un herpes virus de type 4 (HerpesHuman Virus 4 : HHV4), et présente une
forme sphérique et une taille de 150 nm environ.

membrane
glycoproteins

protein of the
tegument

Packaged RNAs
in EBV virions

viral DNA genome
o capsid

Figure 3 : Structure de EBV
https://www.helmholtz-muenchen.de/agv/forschung/arbeitsgruppen/research-group-prevention-and-
immunomodulation/projects/index.html
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Figure 4 : Représentation schématique simplifiée du génome EBV ; illustration réalisée a partir de
http://www.nature.com/nrc/journal/v4/nl0/fig_tab/nrc1452 F1.html

Il est composé d’une nucléocapside formée par un génome viral linéaire et une capside
icosaédrique entourée d’une enveloppe dérivée des membranes cellulaires dans laquelle sont
insérées des glycoprotéines virales, principalement la protéine gp350/220. Entre la
nucléocapside et I’enveloppe se trouve un tégument. La structure externe, une enveloppe
phospholipidique, rend ce virus fragile dans le milieu extérieur (Figure 3).

2.2.2. Le génome EBV

Complétement séquencé en 1984, le génome du virus EBV est constitué¢ par une

molécule d’ADN double brin de plus de 172 000 paires de bases. Il a une capacité de codage
de 100 a 150 protéines. A I'intérieur du virion, la molécule d’ADN se présente toujours sous
forme linéaire (Figure 4).
Le génome comporte plusieurs domaines uniques : un domaine long (UL : Long Unique
region) et un domaine court (US : Short Unique region), séparés par des répétitions internes
(IR : Internal Repeat). UL est divisé en quatre domaines uniques U2, U3, U4, U5, séparés par
trois autres séquences répétées internes IR2, IR3, IR4 (Young, Arrand, et Murray 2007).

Chaque extrémité comporte des répétitions terminales (TR : Terminal Repeat) permettant la
circularisation par la réplication de I’ADN, c’est sous cette forme épisomale que le virus
persiste dans la cellule de maniére latente et que la réplication du génome peut s’opérer
(Figure 5).

Pendant la phase de latence, le génome EBV est répliqué de fagon synchrone avec la cellule
infectée. La région Ori-P utilisée lors de la phase de latente, et les régions homologues DL et
DR composées de séquences répétitives utilisées lors de la phase lytique sont les origines
permettant le mécanisme de réplication du génome.
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Figure 5 : Génome EBV sous forme Episomale
http://www.nature.com/onc/journal/v22/n33/fig_tab/1206556f1.html

2.2.3. Les protéines virales

Le virus EBV peut exécuter deux programmes distincts d’expression génique. Le

premier, lytique ou productif, correspond a 1’expression en cascade des différentes protéines
virales permettant la fabrication de nouveaux virions. Le second, appelé¢ latence, n’aboutit pas
a la production de virus mais permet la persistance virale dans les lymphocytes B avec une
expression d’antigéne viraux réduite.
Les premicres a étre exprimées sont les protéines de latence, ce sont elles qui assurent
principalement la persistance du virus au sein de la cellule et dans I’organisme en 1’absence
de syntheése de nouvelles particules virales. Les protéines lytiques sont quant a elles
principalement structurales, ce sont des enzymes de transcription et de réplication virale.

- Protéines de latence :

L’expression des protéines de latence n’aboutit pas forcément a I’immortalisation des
Lymphocytes B, en effet, cette transformation nécessite la survenue d’événements
additionnels (génétiques, immunitaires). L’expression du programme de latence permet
principalement d’aboutir a la « prise de contrdle » de la physiologie cellulaire par le virus.
Lors de I’infection latente, différents profils de transcription de génes viraux sont exprimés
dans les LB.

Les lymphocytes B infectés par EBV peuvent donner lieu a une excroissance spontanée de
lignées cellulaires immortalisées transformées par EBV, connues sous le nom de lignées
cellulaires lymphoblastoides (LCL)

L’infection latente dans les cellules B immortalisées par EBV est associée avec 1’expression
de :

- 6 antigénes nucléaires ([Epstein Barr Nuclear Antigen] EBNA1, EBNA2, EBNA3A,
EBNA3B, EBNA3C et EBNA-LP [leader protein])

- 3 protéines de membrane ([latent membrane protein] LMP1, LMP2A et LMP2B)

- 2 petits ARN non codés par EBV (EBERI et EBER2)
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- Des transcrits de la région BamHI A (BARTS)
Le role de ces différentes protéines, transcrits et mi-RNA est résumé dans le Tableau 1 (Larrat

2010).

Protéines
de latence

Fonctions principales

EBNA1

- Relie le génome d’EBV aux chromosomes permettant ainsi le maintien de
I’épisome viral par sa liaison a oriP (Lee, Diamond, et Yates 1999);(Lindner et
al. 2008).

- Pourrait inhiber 1’apoptose dans les lymphomes de Burkitt (Yin et
Flemington 2006).

- Influence la transcription d’un certain nombre de génes cellulaires, favorisant
ainsi la tumorogéneése.

EBNA2

- Transactivateur de plusieurs génes viraux (LMP1/LMP2A) et cellulaires
(CD21/cFGR/c-myc/CD23) essentiels pour la transformation cellulaire
(Boccellato et al. 2007).

- Interagit avec le facteur de transcription RBP-JK pour promouvoir la
conversion des lymphocytes B en LCL (Pegman 2006).

EBNA3A,
3B, 3C

- EBNA3A et 3C ont un rdle important dans la croissance des LCL et leur
survie. Elles interagissent avec RBP-JK (Maruo et al. 2009).

- EBNA3B ne semble pas essentielle pour I’infection latente mais aurait peut-
étre un role dans la réponse immunitaire (Gottschalk et al. 2001).

EBNA-
LP

- Rdle clé dans la régulation positive de 1’expression des génes cellulaires
importante pour la croissance des LCL (Allan et al. 1992).
- Augmente la capacité de EBNA?2 a transactiver LMP1 (Peng et al. 2005).

LMP1

- Transformation cellulaire

- Mime le signal transmis par le CD40 (récepteur d’activation et de
différenciation des cellules B) et active ainsi les voies NFkB qui favorisent la
survie de la cellule

- Rdle cytotoxique en induisant une activation de CD95/Fas indépendante du
ligand aboutissant a une apoptose (ambiguité de LMPI1 : survie cellulaire +
mort programmée)(Le Clorennec et al. 2008).

- Favorise la formation de lymphomes B chez la souris transgénique.

LMP2

- Régulation de la réactivation via un effet négatif sur les protéines Tyrosine
kinases : diminue I’entrée en cycle lytique lors d’une stimulation antigénique
en bloquant la transduction du signal (Rechsteiner et al. 2008).

- Favorise la survie des cellules B qui n’expriment pas via 1’activation des
mémes tyrosines kinases et ce méme en l’absence de signal a travers le
récepteur cellulaire (Merchant et al. 2001).

EBER 1,2

- Petits ARN non polyadénylés représentant les ARN les plus abondants dans
les cellules avec une infection latente.

- Ils sont trés conservés parmi les différentes souches virales.

- Dans le lymphome de Burkitt ils conférent une résistance a 1’apoptose

- Ils stimulent la croissance cellulaire en induisant la production d’un certain
nombre de cytokines (Samanta et al 2008).

Tableau 1 : Fonctions principales des protéines de latence EBV

Quant a eux, les mi-BART sont impliqués dans le controle de la régulation du cycle viral




Le programme de latence se caractérise par quatre différents types, définis en fonction du
profil d’expression des genes de latence EBV (Tableau 2). L’expression du répertoire complet
est définie comme étant la latence de type 3.

Programme de latence | Génes exprimés

0 EBERs, EBNA1 (intermittent)

1 EBERs, EBNAI, BARTs

2 EBERs, EBNA1, LMP2A, LMPI, BARTs

3 EBERs, EBNAIL, LMP2A, LMP1,EBNA2, EBNA3C, EBNA-LP, BARTs

Tableau 2 : Différents programmes de latence
- Protéines du cycle lytique :

La cascade d'événements dans la phase lytique du cycle de vie d'EBV est divisée en
trois phases d'expression de geéne régulée : immédiate, précoce et tardive.
L’expression des geénes du cycle lytique est séquentielle : les produits des geénes trés précoces
activent 1’expression des genes précoces qui induisent la réplication du génome viral
nécessaire a la transcription des génes tardifs. Les produits des génes tardifs sont essentiels a
I’assemblage et a la maturation des particules virales infectieuses.

- Protéines immédiates (ou trés précoces) : « Immediate Early : IE »

Les produits de geéne immédiat-précoce sont des protéines transactivatrices qui
déclenchent I'expression des génes précoces, dont les produits comprennent des enzymes qui
sont nécessaires a la réplication de I'ADN viral.

Les protéines Zebra (BamH1 Z EBV Replication Activator, également appelé Zta, Z ou
EBI) et Rta (également appelée R) codées respectivement par les génes BZLF1 et BRLF1
induisent I’expression de plusieurs génes viraux précoces.

Zebra peut se lier a ’origine de réplication OriLyt, et suffit a elle seule pour lever la latence
du virus dans les lymphocytes B et le faire entrer dans le cycle lytique. Cette protéine altere
¢galement le cycle cellulaire. Cette inhibition de la réplication de ’ADN cellulaire permet
certainement de diminuer la compétition pour les substrats nécessaires a la réplication
génomique entre le virus et son hote.

Ainsi Zebra apparait comme le facteur transcriptionnel clé qui contrdle le passage de la phase
de latence a la phase lytique.

De plus Zebra active 1’expression de Rta qui ainsi apparait trés tot durant le cycle lytique.
Rta se lie également a ’orilLyt bien que semblant ne pas étre indispensable a la réplication
génomique. Elle joue aussi un role dans la commutation entre les cycles latent et lytique.
Dans les cellules épithéliales, Rta peut rompre a elle seule la latence virale.

De facon intéressante, Rta ainsi que la protéine précoce Na (codée par le gene BRRFIsitué
sur le brin opposé au premier intron de Rta) peuvent étre activées par Zebra via la
méthylation de leur promoteur puis induire a leur tour la transcription de Zebra dans un
phénomene de boucle positive (Dickerson et al. 2009).

- Protéines précoces : « Early Antigens : EA »

Les protéines de cette phase sont induites par les transactivateurs Zebra et Rta. Au
moins deux protéines précoces sont également des facteurs de transcription, il s’agit du
produit des genes BMRF1 et de BRRFI1. Depuis longtemps, sur des images
d’immunofluorescence, les antigénes précoces ont été divisés en deux catégories, EA-R
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(restricted) présents dans le cytoplasme, et EA-D (diffuse) situés dans le noyau et dans le
cytoplasme.

Les produits des génes précoces comprennent des protéines régulant le transport des ARNs et
assurant leur stabilité car la plupart des genes lytiques d’EBV sont dépourvus d’introns et les
ARNmMm non épissés sont souvent instables dans les cellules.

A ce titre on distingue : la protéine EB2, codée par BMRF1, trés abondante dans le noyau qui
se lie aux ARN non épissés, améliore leur stabilité (Batisse et al. 2005), entraine leur transport
du noyau vers le cytoplasme (Juillard et al. 2009) et favorise leur traduction (Ricci et al.
2009). D’autre part, la protéine codée par le cadre de lecture BHRF1 localisée dans le noyau
et dans le cytoplasme, posseéde des homologies avec bel2 y compris son pouvoir protecteur
sur ’apoptose. Elle permet ainsi une meilleure réplication virale en prévenant la mort de la
cellule hote.

Dans les protéines précoces on trouve ¢galement de nombreuses protéines impliquées dans la
réplication de I’ADN viral.

- Protéines tardives

Pendant la phase tardive du cycle, les protéines structurales virales sont exprimées et
assemblées en particules virales dans lesquelles I'ADN est conditionné avant la libération de
virions infectieux.

Les protéines tardives sont des protéines de structure comprenant des antigénes de capside
(VCA) et des antigénes de membrane (MA), composant I’enveloppe virale.

D’autres protéines jouent un réle important dans la protection du virus face a la réponse
immunitaire, notamment la protéines vIL-10 codée par le géne BCLF1 (Salek-Ardakani,
Arrand, et Mackett 2002). Lors de la phase de réplication virale le virus met en jeu différents
mécanismes pour prévenir de I’apoptose cellulaire.

2.3.  Cycle Viral EBV

Le virus EBV infecte différents types cellulaires. Chez I’individu sain, les principales
cellules cibles sont les lymphocytes B et les cellules épithéliales. Il ne peut se multiplier in
vitro que dans les lymphocytes B, dont il induit la transformation lymphoblastique et
I’immortalisation. L'immunosuppression est la caractéristique essentielle des infections a
virus herpétiques (Slots 2002).

2.3.1. Entrée du virus dans la cellule hote

EBV se transmet par la salive et se multiplie majoritairement dans les tissus
lymphoépithéliaux de I’anneau de Waldeyer, notamment dans les amygdales. Le virus pénétre
dans I’épithélium oropharyngé ou il commence a se multiplier, puis gagne les lymphocytes B
lympho-épithéliaux, qui sont activés. La prolifération lymphocytaire est habituellement
controlée par le systéme immunitaire.

La prédilection de EBV pour les LB est due a la présence importante du récepteur de ce virus
a la surface des lymphocytes B, la protéine CD21.

Comme les autres virus herpétiques, il possede trois glycoprotéines, la glycoprotéine B (gB),
la gH et la gL, qui forment la mécanique de fusion membranaire de cceur, médiatisant la
pénétration virale dans la cellule. Les protéines gH et gL s'associent pour former un complexe
hétérodimérique, nécessaire pour une fusion efficace de la membrane et impliqué également
dans la liaison directe aux récepteurs des cellules épithéliales nécessaires a 1'entrée virale.
(Matsuura et al. 2010).
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L’entrée de ’EBV dans les cellules épithéliales, qui n’expriment pas le CMH, ni le CD21,
pourrait également étre le fruit d’une interaction avec des cellules B portant le virus a leur
surface (Shannon-Lowe et Rowe 2011). Il semblerait que les cellules épithéliales soient
davantage impliquées dans la dissémination virale que dans la primo-infection. En effet, le
virus pénetre dans ces cellules par les faces baso-latérales. Il pourrait étre amené des
capillaires sanguins vers 1’épithélium muqueux par les LB sous épithéliaux, particuli¢rement
par les monocytes devenus macrophages et cellules de Langerhans en arrivant au niveau des
couches supérieures de I’épithélium, comme cela a ét¢ démontré chez des patients VIH
positifs atteints de leucoplasie orale chevelue (Tugizov et al. 2007). Ainsi, EBV pourrait
efficacement accéder a 1’épithélium par son transport a la surface des LB qui agiraient comme
des véhicules « EBV-coated B Lymphocytes ».

EBYV se réactive au niveau des lymphocytes B et le virus fabriqué alors va a son tour infecter
des monocytes. Ceux-ci vont ensuite se différencier en macrophages et cellules de
Langerhans qui vont migrer dans I’épithélium muqueux et transmettre ainsi le virus aux
cellules épithéliales différenciées des couches supérieures. Ces cellules vont alors multiplier
le virus en grande quantité et produire ainsi de nombreux virions infectieux (Figure 6).

Transmission salivaire

VIRIONS EBV
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LB INFECTES PAR EBV
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Figure 6 : Primo infection EBV, illustration issue d’'un document du Dr Samira Fafi-Kremer

2.3.2. Etablissement d’une infection latente

La latence virale est permise par les lymphocytes B, qui sont donc les cellules clés de
ce mécanisme. En effet, les patients manquant de LB, car atteints d’une hypogamma
globulinémie liée a I’X, ne présentent pas d’infection EBV persistante (Faulkner et al. 1999).
C’est en fait I’expression des protéines virales de latence III qui permet le phénomene
d’activation et de prolifération des LB naifs infectés par EBV mimant ainsi une stimulation
naturelle.

La cellule stimulée va migrer ensuite vers le ganglion lymphatique ou le programme
d’expression virale change. Trois protéines virales EBNA1, LMP1 et LMP2 sont exprimées.

- EBNA1 maintient le génome viral sous forme d’épisome et permet sa réplication par I’ADN
polymérase cellulaire. Le génome viral est ainsi également réparti entre les cellules filles
lorsqu’une cellule infectée par EBV se divise.

- LMP2 entraine la formation d’un centre germinal par la cellule.
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- LMP1 réprime in vitro 1’expression du facteur de transcription régulateur du centre germinal
: bel-6 (Panagopoulos et al. 2004), favorisant ainsi la transformation en cellule B mémoire et
le départ de ces cellules du centre germinal.

Afin d’expliquer I’absence de marqueurs phénotypiques du centre germinal sur les cellules
infectées par EBV, une hypothese selon laquelle les cellules subiraient une expansion clonale
dirigée par le programme de croissance virale a été émise (Kurth et al. 2003).

Par ailleurs, il a été montré que le programme de latence II (dit «de défaut») est compatible
avec le maintien de la fonctionnalité du centre germinal (CG) et offre ainsi un argument de
poids pour penser que le centre germinal est un nceud crucial pour le développement de
pathologies lymphoides associ¢ées a EBV comme les lymphomes de Hodgkin et de Burkitt
(Roughan et Thorley-Lawson 2009) (Figure 7)
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Figure 7 : Schématisation de l'utilisation de la biologie des LB par EBV et phases de latence
http://www.jle.com/fr/revues/abc/e-
docs/maladie _de hodgkin_et virus depstein_barr physiopathologe et perspectives therapeutiques
263924/article.phtml?tab=images

2.3.3. Persistance virale

Les cellules B mémoires se situant en périphérie ne produisent pas de protéines
virales, il s’agit de la latence de type 1 ou 0. Cependant, lorsque la cellule mémoire se divise,
EBNA 1 est produite ce qui permet ainsi une multiplication du génome viral et sa présence
dans les cellules filles. EBNA 1 étant trés peu immunogéne, elle ne déclenche pas de réaction
contre ces cellules mémoires en division.

Le Virus persiste donc dans le compartiment B mémoire a 1’abri du systéme immunitaire
(Figure 7).

Le portage chronique du virus est donc assuré par une faible fraction des lymphocytes B
circulants qui sont infectés par EBV de manicre latente. La stimulation antigénique de ces
lymphocytes dans les amygdales provoque I’induction d’un cycle lytique qui permet la
production de particules infectieuses (Figure 8). La production salivaire de ces particules est
massive et ne peut étre expliquée uniquement par la production lymphocytaire ; le modele le
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plus probable est que les cellules épithéliales de I’amygdale sont infectées a leur tour et jouent
un rdle amplificateur majeur au cours des étapes productives.
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Figure 8 : Schématisation de ['utilisation de la biologie des LB mémoires par EBV et cycle lytique, a
partir de http://'www.jle.com/fr/revues/abc/e-
docs/maladie de hodgkin et virus depstein_barr physiopathologe et perspectives_therapeutiques
263924/article.phtml?tab=images

2.3.4. Réplication virale

Dans le but d’atteindre de nouveaux hotes et d’avoir un stock plus large de cellules B
mémoires B porteuses EBV, le virus doit pouvoir étre excrété (Figure 8). Ce sont 1a encore
des mécanismes naturels, notamment a 1’origine de la différenciation des cellules B mémoires
en plasmocytes sécréteurs qui vont permettre la réactivation du virus (Al Tabaa et al. 2009).
Le cycle lytique aboutit la plupart du temps a la mort de la cellule hote.

Lors de son cycle réplicatif, le virus, dont le génome est alors linéaire et extrachromosomique,
utilise la machinerie enzymatique virale et celle de la cellule infectée pour exprimer les
protéines du cycle lytique, se répliquer et produire de nouveaux virions. L’expression des
genes du cycle lytique se fait de maniére séquentielle. Les produits des génes trés précoces
activent 1’expression des geénes précoces, qui induisent la réplication du génome viral
nécessaire a la transcription des genes tardifs. Les produits de ces génes tardifs sont essentiels
a ’assemblage et a la maturation des particules virales infectieuses.

La réactivation virale est le fruit d’une rupture de I’équilibre entre la prolifération des LB
infectés par EBV et la réponse immunitaire (Figure 9).

Pour conclure, les herpés virus et ici EBV surviennent dans un état prolongé de latence et
dans un état actif. La réactivation a partir de la latence entraine une nouvelle expression du
gene viral. Les herpés virus dépendent des mécanismes d'activation immunitaire pour la
réactivation de la latence virale et ainsi la production d'une nouvelle descendance virale. La
réactivation peut se produire spontanément ou a la suite d'une infection concomitante, de
fievre, de médicaments, de traumatisme tissulaire, de stress émotionnel, d'exposition a la
lumic¢re ultraviolette ou d'autres facteurs affectant la défense immunitaire de I'hote (Slots
2002).
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Figure 9 : Schéma récapitulatif du cycle viral de EBV
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2.4. Maladies associées au virus Epstein Barr

Ce virus est retrouvé dans de nombreux cancers humains, des lymphomes, et des
carcinomes dont le Carcinome du Naso-pharynx (NPC) ou des carcinomes gastriques.
EBV est l'agent causal de la mononucléose infectieuse et est impliqué dans 1'étiologie des
lymphomes infectieux chroniques de 1'EBV, de la maladie de Hodgkin, du carcinome
nasopharyngé et du carcinome gastrique. Il a également récemment été impliqué dans
l'amygdalite récurrente et l'hypertrophie amygdalienne. EBV est également associé¢ a la
leucoplasie chevelue orale et peut montrer une certaine relation avec la polyarthrite
rhumatoide et le syndrome de fatigue chronique (Slots 2002).

2.4.1. La Mononucléose infecticuse

La mononucléose virale, ou mononucléose infectieuse, est une maladie contagieuse

due dans la grande majorité des cas au virus d'Epstein-Barr (EBV). Cette pathologie virale est
contagieuse, notamment par la salive, d'ou son surnom de « maladie du baiser ».
Souvent, le premier contact avec le virus a lieu dés le plus jeune age et passe inapergu :
I’enfant atteint ne présente pas de symptomes. Par la suite, il est immunisé contre la
mononucléose infectieuse sans avoir déclaré la maladie. En effet, son organisme développe
des anticorps qui le protégent contre ce virus. Cependant, avec le développement des mesures
d’hygiéne, le nombre d’enfants touchés et immunisés diminue dans les pays développés.

22



La contamination survient alors plus tard dans la vie, le plus souvent pendant 1’adolescence
ou au début de 1’age adulte. Cela s’explique notamment par le fait que les contacts avec les
autres a cette période de la vie sont plus intimes. Le syndrome se produit donc le plus souvent
entre 15 et 24 ans. Il doit étre suspecté chez les patients présentant des maux de gorge, fievre,
agrandissement des amygdales, fatigue, lymphadénopathie, inflammation pharyngée et
pétéchies palatines.

Les enfants courent une risque plus élevé d'obstruction des voies aériennes, qui est la cause la
plus fréquente d'hospitalisation de la MNI. Les patients immunodéprimés sont plus
susceptibles d'étre touchés par cette infection virale (Womack et Jimenez 2015).

Au cours de la période d'incubation d'environ 6 semaines, la réplication virale se produit tout
d'abord dans 'oropharynx, suivie par la virémie dés 2 semaines avant le début de la maladie.
La maladie aigué€ est marquée par des charges virales ¢levées dans la cavité buccale et le sang,
accompagnée de la production d'anticorps de I'immunoglobuline M contre l'antigéne de la
capside virale de I'EBV et d'une expansion extraordinaire des lymphocytes T CD8 + dirigés
contre les cellules B infectées par EBV. Pendant la convalescence, les lymphocytes T CDS8
(+) reviennent a des niveaux normaux et les anticorps se développent contre l'antigeéne-1
nucléaire d'EBV (Balfour et al 2015)

Une fois le syndrome disparu, le virus est toujours présent dans la salive en petites quantités,
pendant une période allant jusqu’a six mois, sa transmission reste alors possible.

Il n’existe pas de traitement curatif de la MNI, cependant, le traitement symptomatique,
comprend une hydratation adéquate, des analgésiques, des antipyrétiques et un repos adéquat.
Les corticostéroides, l'acyclovir et les antihistaminiques ne sont pas recommandés pour le
traitement de routine de la mononucléose infectieuse, bien que les corticostéroides puissent
bénéficier aux patients présentant un compromis respiratoire ou un cedéme pharyngé sévere.
La fatigue, les myalgies et le besoin de sommeil peuvent persister pendant plusieurs mois
apres la fin de l'infection aigué (Ebell 2004)

Lorsque le malade est guéri, le virus reste toute sa vie dans ses ganglions, sans provoquer de
récidive.

2.4.2. La Leucoplasie orale chevelue

La leucoplasie orale chevelue est une infection EBV courante, bénigne et opportuniste
de la cavité buccale particulicrement rencontrée chez les patients atteints du VIH Elle sicge
sur les bords de la langue, sous la forme de 1ésions leucoplasiques en stries verticales blanches
asymptomatiques, mal limitées et irrégulicres. (Figure 10)

Figure 10 : Leucoplasie orale chevelue :
http://healthh.com/wp-content/uploads/2014/05/hairy-leukoplakia-pictures-2.jpg
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Cette maladie présente une histopathologie caractéristique, incluant une hyperparakératose
épithéliale, une acanthose et une faiblesse de la réaction inflammatoire. Le EBV est présent
comme un nombre énorme de virions complets complétement réplicatifs (forme lytique de
EBV) et est considéré comme l'agent étiologique (Greenspan et al 2016).

Cette leucoplasie mérite rarement le traitement, mais si les patients se plaignent de
l'apparence ou un léger inconfort, elle répond a l'acyclovir et valacyclovir, mais pas
complétement éliminée. La thérapie est efficace a court terme, non curative et la récidive
apres 'arrét du traitement est habituellement observée.

2.4.3. Le Lymphome de Burkitt

I1 existe trois formes cliniques de lymphome de Burkitt : endémiques, sporadiques et
celles liées a I’'immunodéficience. La forme endémique est présente en Afrique équatoriale et
Nouvelle Guinée-Papouasie, touche principalement les enfants. EBV est retrouvé dans 98 %
des cellules tumorales de la forme endémique. La forme sporadique est retrouvée dans les
pays occidentaux (Etats-Unis et Europe) mais de manic¢re beaucoup plus rare. Dans cette
forme EBV n’est détectable que dans 15 a 20 % des cas et dans 30 a 60 % si le sujet est atteint
du SIDA (Syndrome de I’immunodéficience acquise).

Le lien entre les cellules B infectées par EBV et I’apparition des tumeurs malignes n’est pas
encore connu, mais la détection d’EBNA-1 et des EBERs (latence de type I) dans les cellules
malignes suggere I’importance d’EBV pour le développement de ces lymphomes.
Cliniquement, il présente des manifestations extra-ganglionnaires, avec une atteinte de la
machoire fréquente dans les formes endémiques et une atteinte digestive avec un
envahissement médullaire dans les formes sporadiques.

Les lymphomes de Burkitt peuvent étre traités par chimiothérapie avec un taux de guérison de
90% pour les enfants et 70% pour les adultes (Todeschini et al. 2012).

2.4.4. Le carcinome du Nasopharynx : NPC

Il est considéré comme le cancer le plus fréquent chez ’homme adulte, avec une
prévalence particulierement élevée en Chine du Sud et a Taiwan (30 a 80 cas pour 100 000
habitants). Il se développe au dépend de 1’épithélium de la cavité rétro-nasale (cavum) et est
caractérisé par des manifestations neurologiques tel qu’une diminution de 1’audition et encore
une obstruction nasale.

Le génome EBV est détect¢ dans 100% des biopsies de cellules tumorales, c’est donc le
cancer le plus fréquemment associé a ce virus. Les protéines caractéristiques de 1’état de la
latence II de EBV sont retrouvées dans le NPC ce qui illustre que EBV peut persister in vivo
dans les cellules épithéliales a un stade latent, contrairement au cas des leucoplasies orales
chevelues.

La premiere étape du processus de malignité serait due a des anomalies génétiques qui
permettraient la pénétration et la persistance de EBV dans les cellules.

Le traitement de ce cancer repose principalement sur de la radiothérapie avec ou sans
chimiothérapie, tout en considérant que 1’espérance de vie reste faible, notamment lorsque la
tumeur a dépassé 2cm.

2.4.5. Le Lymphome de Hodgkin
La maladie de Hodgkin est due a une prolifération des lymphocytes B, elle est associée a

EBYV dans pres 40 % des cas, 100% chez les VIH positifs. Cette pathologie peut étre définie
par la destruction partielle ou totale de I’architecture des ganglions, induite par la prolifération
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anormale de la cellule de Reed-Sternberg n’exprimant pas les récepteurs de surface habituels
sur les LB. Les facteurs EBNA-1, LMP-1 et LMP-2 sont détectés dans les cellules HRS
caractérisant une latence de type II. EBV est détecté¢ dans 30 a 50% des cellules HRS dans les
pays occidentaux et dans 90% des cas dans les pays en développement. Cette maladie se
déclenche le plus souvent chez le jeune adulte et présente un second pic d’incidence autour de
45 ans. Sa survenue est 3 a 6 fois supérieure chez les patients VIH.

Les lymphomes de Hodgkin sont traités par chimio et radiothérapie ; le taux de guérison est
de 65 4 90% en fonction du stade d’avancement de la maladie

2.5. Implication des cellules épithéliales dans la transmission EBV

Les cellules épithéliales orales (CE) auraient un role amplificateur de EBV dans
I’excrétion orale du virus.
Ces cellules sont souvent infectées par EBV et peuvent servir d’important réservoir oral de
cellules infectées EBV latentes.
Trois modeles différents ont été proposés pour expliquer comment 'EBV entre dans les
cellules épithéliales: (1) "transfert d'infection", médié par des lymphocytes B ou des cellules
de Langerhans ; (2) EBV utilise ses propres protéines pendant le processus de fusion avec la
membrane cellulaire; Et (3) des virions de progéniture issus de cellules épithéliales infectées
par EBV traversent des membranes latérales dans des cellules épithéliales adjacentes (Zuo et
al. 2014).
Le niveau d’infection par EBV est corrélé a la sévérité de la maladie. Dans les tissus
enflammés, les cellules épithéliales infectées par EBV apparaissent comme apoptotiques. La
présence de EBV semble aggraver la situation inflammatoire locale en activant la production
de chimiokines inflammatoires, dont CCL20, qui controle [Dinfiltration tissulaire de
nombreuses cellules immunitaires.
D’apres une étude récente, le virus EBV serait excrété continuellement dans la salive a un
taux ¢élevé et remplacé dans les 2 minutes, cela montre donc que la production de LB infectés
n’est pas suffisante pour expliquer les niveaux trés importants de charge virale salivaire
(Hadinoto et al. 2009).
Le virus relargué par les plasmocytes lors de cycle lytique infecte les CE de 1’anneau de
Waldeyer qui forment alors une plaque de cellules infectées, ce qui amplifie considérablement
la quantité de virus excrété.
Une pathologie liée a EBV pourrait impliquer Dinfection massive des cellules
épithéliales, établissant un premier modéle de réplication épithéliale EBV in vivo, chez
des individus en bon état de santé (Vincent-Bugnas et al. 2013).
Ainsi les cellules épithéliales joueraient un role important dans la production et la
biologie de EBV dans I’organisme.

2.6. Les traitements actuels anti-EBV

A I’heure actuelle il n’existe pas de traitement anti-EBV.
Cependant des drogues sont utilisées pour lutter contre les infections herpétiques, agissant sur
I’ADN polymérase virale et ciblant donc le cycle lytique. Il s’agit d’analogues des
nucléosides comme 1’aciclovir (inhibiteur de 1’élongation de la chaine d’ADN), d’analogues
des nucléotides comme le cidofovir (inhibiteur compétitif ou substrat alternatif au niveau des
ADN polymérase des herpes virus), ou encore des analogues des pyrophosphates comme le
foscarnet (inhibiteur non compétitif avec les substrats naturels de I’ADN polymérase virale).
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Dans le cas de la MNI, les symptomes apparaissant qu’apres réplication virale, le bénéfice du
traitement par ’aciclovir est nul car il faudrait idéalement agir en amont du développement
des signes de la pathologie.

Concernant les cas de leucoplasie orale chevelue, on observe généralement une bonne réponse
au traitement par aciclovir ou valacyclovir, mais également des rechutes fréquentes a I’arrét
du traitement (Walling 2000).

Il a également été observé qu’un traitement prophylactique de 30 jours par ganciclovir
diminue de 38% le risque d’apparition d’un syndrome lymphoprolifératif (du au virus EBV)
post-transplantation dans la premiére année suivant la greffe.

Les antiviraux actuellement connus ont tous une activité inhibitrice de la réplication de EBV,
mais aucun d’entre eux n’est connu pour traiter cliniquement 1’infection par le virus, en
particulier lors de la primo-infection.

Sur le plan vaccinal, deux approches de vaccins indépendants sont en cours de développement
pour prévenir ou contrdler les maladies associées a I'EBV. La premicre approche, qui a été
largement couronnée de succes contre d'autres infections virales, vise a induire une réponse
d'anticorps de neutralisation virale pour empécher une infection primaire. La deuxi¢me
approche se concentre sur l'induction de I'immunité a médiation cellulaire pour controler les
cellules infectées latentes chez les individus infectés de maniére persistante (Smith et Khanna
2015).

Il existe également la lymphothérapie adaptative anti-EBV, qui a pour objectif d’améliorer
I’immunité cellulaire anti-tumorale du patient en utilisant la réinjection de lymphocytes
autologues cytotoxiques (CD4+ et CD8+) contre certains antigénes spécifiques de EBV.

3. Implication du virus Epstein Barr dans la maladie parodontale

3.1. EBV et la maladie parodontale

Des ¢études récentes ont été réalisées dans le but de mettre en évidence 1’implication
des virus herpétiques et plus particulieérement de virus EBV dans la survenue et la gravité des
maladies parodontales.

La haute prévalence de HSV-1 et EBV dans le fluide gingival des patients atteints de
gingivite et parodontite chronique suggere une forte association entre ces virus et les maladies
parodontales et que le traitement parodontal peut conduire a une réduction de ces virus dans
les sites infectés (Shah et Mehta 2016).

HSV-1 et EBV sont significativement associés a la destruction osseuse dans les maladies
parodontales (chroniques et agressives). De plus, HSV-1 serait associ¢ a la sévérité et la
progression de la maladie parodontale (DAS 2012).

En 2015, une étude met en évidence que ’association entre patients atteints de parodontite
chronique et HSV-1, HSV-2, EBV et CMV est respectivement de 28% ; 32% ; 30,66% et
37,33%. EBV a été détecté dans tous les types de parodontite chronique et bien que ce virus
ne soit pas significativement associ¢ a la parodontite, il y a une hausse significative de celui-ci
dans les parodontites séveres. Donc, ces virus herpétiques ont été significativement associés
aux maladies parodontales, d’autant plus que celles-ci sont séveres.

Ils sont donc soupgonnés de jouer un réle dans 1’augmentation de la sévérité de la maladie
(Kazi et al. 2015).

Les résultats d’une récente méta-analyse, suggerent que EBV et CMV sont significativement

associés aux parodontites chroniques (Zhu 2016).
De plus, la combinaison de ces deux virus jouerait un role pathogeéne important dans le cas
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des parodontites. En effet, un grand nombre de patients CMV + sont également EBV +
(28.3%) et seulement 9.1% des patients CMV - sont EBV + chez les patients atteints de
parodontite chronique. Les patients atteints de parodontite chronique étant positif au virus
EBV ont une profondeur de poche et une perte d’attache plus importante. Ces résultats
suggerent que le virus peut étre précurseur de la maladie et que la combinaison de 2 virus
pourrait jouer un role pathogene (Joshi et al. 2015).

Dans une autre étude, sur 60 échantillons de tissu sous-gingival prélevé sur des patients
atteints de parodontite chronique, la quantit¢ EBV est plus élevée dans les échantillons de
poches parodontales de plus de 6mm. Egalement, le plus haut niveau de charge virale CMV
est retrouvé dans la salive de patients présentant des poches parodontales supérieures a 6mm.
Ainsi, selon les résultats de cette étude, la quantification de EBV et CMV est plus élevée dans
les échantillons de tissu parodontal issus de patients atteints de parodontites chroniques
séveres (Khosropanah et al. 2015).

Des études ont visé a détecter si la présence du virus est plus significative dans le cas des
parodontites chroniques ou agressives. On note une prévalence de 45% de CMV et EBV1
dans les cas de parodontite agressive. La prévalence de CMV dans les cas de parodontite
chronique et chez les patients sains était de 20% et 10% respectivement, tandis que pour
EBV1 elle était de 25% et 0% respectivement. En terme de comparaison entre les parameétres
cliniques et la présence du virus, tous les sites positifs a EBV 1 et CMV montrent une plus
grande profondeur de poche par rapport aux sites négatifs. Cette étude met en évidence que la
prévalence de EBV1 était plus importante dans les cas de parodontite chronique et agressive
comparé au groupe contrdle (patients sains) et la prévalence de CMV était plus importante
chez les patients atteints de parodontite agressive. Les sites positifs au virus montrent une plus
grande profondeur de poche par rapport aux sites négatifs (R. Sharma 2012).

Les études s’accordent donc sur une prédominance virale de EBV dans les sites
parodontalement atteints, et sur une corrélation de la présence du virus avec la gravité
de ’atteinte parodontale.

Des preuves importantes suggérent que la présence de plusieurs souches de virus dans
I’environnement parodontal, et des mécanismes possibles ont été suggérés. La maladie
parodontale comme facteur de risque dans des maladies systémiques peut aussi étre mieux
expliquée par cette étiologie virale. Les preuves d’un role causal des virus herpétiques dans la
parodontite peuvent révolutionner les stratégies diagnostiques existantes, la prévention et le
traitement de ces maladies (Ambili et al. 2014).

De plus, la présence de EBV est retrouvée dans des cas de pathologies implantaires. En effet,
les 1ésions péri-implantaires seraient jusqu’a 3 fois plus porteuses de EBV que 1’espace péri-
implantaire sain et la salive. EBV serait donc un candidat potentiel a 1’étiopathogénicité des
péri-implantites. La synergie entre herpes-virus et bactéries peut favoriser les micro-bactéries
dans la maladie péri-implantaire et exacerber leur progression. L’infection EBV pourrait
expliquer le manque de réponse au traitement des péri-implantites, et suggérer 1’éventuel
recours a une thérapie antivirale (Verdugo et al. 2015).

Des interventions thérapeutiques et prophylactiques planifiées contre ces virus pourraient
diminuer la perte dentaire associée a cette maladie (Kazi et al. 2015).

Le traitement au laser Nd-Y AG, des poches parodontales, a produit de réels bénéfices chez les
patients infectés par EBV : 78,2% des poches EBV + sont devenues EBV - apres le
traitement. : les résultats de cette étude préliminaire surlignent que EBV est plus fréquemment
présents dans les poches parodontales des patients atteints de parodontite que HSV1 et
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supporte la théorie que EBV pourrait avoir un rdle dans la progression des maladies
parodontales. De plus, les données ont montré que le traitement parodontal au laser Nd-YAG
est également efficace dans les cas d’infection virale, ce qui valide le fait qu’il serait une
approche alternative a la thérapeutique parodontale conventionnelle (Martelli et al. 2015).

3.2. Association viro-bactérienne

La présence virale pourrait promouvoir I’initiation et la progression de certains cas de

parodontite, en co-infection avec des bactéries, notamment les bactéries parodontopathogénes
connues (Pg et Aa).
Chez des patients atteints de parodontite chronique, la coexistence de EBV et P. gingivalis est
significativement plus importante dans les sites ayant une grande profondeur de poche (Kato
et al. 2015). La synergie viro-bactérienne entre Pg, Tf, EBV-1 et CMV dans la pathogéneése
de la parodontite chronique a également été soulignée par Chalabi et corrobore d’anciennes
conclusions d’études précédentes (Chalabi et al. 2010), (Figure 11).

Detection frequency Significance (P-value)
Microorganisms HC CP (=3 mm) CP(=5mm) HCvs.CP(=3mm) HC vs. CP (=5 mm) CP(<3 mm) vs. CP(=5 mm)
EBV 18 (45%) 41(48%) 56 (66%) 0.44 0.022* 0.015*
P, gingivalis 16 (40%) 34 (40%) 55(65%) 058 0.008** 0.001%*
EBV + P, gingivalis 5(13%) 12 (14%) 34 (40%)  0.52 0.0013** 0.0001**

Statistically significant; P<0.01**, P<0.05*; HC, healthy controls; CP, chronic periodontitis.

Figure 11: Présence d'ADN de I'EBV et de bactéries parodontopathogeénes dans les échantillons sous-
gingivaux de patients sains et de patients atteints de parodontite chronique.
D’apres l'article de Chalabi, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3753341/

Les virus peuvent exacerber les effets parodontopathogénes en causant une suppression
immune locale, donnant un avantage aux bactéries parodontales pour coloniser la zone sous-
gingivale et se multiplier. Effectivement, ’interaction de CMV et EBV dans 1’établissement
des bactéries parodontales (Pg et Aa) a été évaluée dans la pathogénicité des parodontites,
notamment agressives, a 1’aide de la PCR. La co-infection viro-bactérienne a été retrouvée a
77,78% (P =0,0002) avec Aa et CMV (S. Sharma et al. 2015).
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1. Introduction

Selon des études précédemment menées et publiées par I’équipe du Dr Doglio, laboratoire
Micoralis, EA7354, il a ét¢ démontré que les cellules épithéliales parodontales infectées par
EBYV seraient statistiquement beaucoup plus sensibles a I’apoptose et produiraient des facteurs
inflammatoires comme la chimiokine CCL20 (Vincent-Bugnas et al. 2013). Il est admis que
I’inflammation parodontale et la présence de virus épithéliaux est directement corrélée, et
particulierement pour la famille de virus herpétiques (CMV, EBV...). Il est propos¢ dans la
littérature que les maladies parodontales résultent principalement d’un mécanisme synergique
qui associe virus et bactéries.

En 2011, cette méme équipe avait publié¢ une étude démontrant que la présence de cellules
infectées par EBV (lymphocytes B ou cellules épithéliales) provoquait le recrutement massif
de cellules dendritiques au contact des cellules infectées (Braz-Silva et al. 2011).

Les sites infectés par EBV seraient donc le siége de perturbation de I’équilibre
immunitaire local.

Suite a ces travaux mettant en avant la synergie viro-bactérienne dans la survenue et la gravité
des pathologies parodontales, le but de cette étude est d’évaluer I’'impact du traitement
parodontal sur le virus Epstein Barr.

En effet, il est pour nous intéressant de voir si 1’élimination de la plaque, du tartre sous
gingival et la motivation a I’hygi¢ne des patients, a des fins thérapeutiques pour stopper la
progression de la parodontite, permettraient de diminuer la quantit¢ d’ADN EBV dans les
sites concerneés.

Une thérapeutique initiale parodontale conventionnelle pourrait-elle diminuer la prévalence
du virus que ce soit dans la salive ou dans les épithélia de poche des patients atteints de
parodontite chronique ?

Tel est I'objectif de cette étude clinique préliminaire, réalisée au sein du département de
parodontologie de I’Hopital Saint Roch a Nice, dont le CHU s’est port¢é promoteur et
enregistrée sous le numéro : N°ID RCB : 2014-400229-38 - N°: 13-GIRCI-01

2. Objectif

Le but de cette étude est de corréler 1’action du traitement parodontal avec I’évolution de
la charge virale EBV au sein de la salive du patient et des poches parodontales.

3. Matériel et méthode

3.1.  Me¢éthode de recrutement et de prélévement

3.1.1. Recrutement des patients :

Les patients recrutés pour cette étude 1’ont été selon des criteéres d’inclusion et de non
inclusions précis décrits ci-dessous. (Annexe 2).

Criteres d’inclusion des sujets :
]

o Patients > 18 ans
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o Pas de traitement en cours radio ou chimiothérapeutique pour cancer
o Patients suivis et traités pour parodontopathie
o Patients affiliés ou bénéficiaires d’un régime de sécurité sociale

o Patients ayant donné son consentement éclairé par écrit

Criteres de non inclusion
o Patients traités par chimiothérapie néo-adjuvante, adjuvante ou concomitante
o Patients sous immunosuppresseurs apres greffe d’organe

o Prise d’anticoagulants incompatible avec les prélevements odontologiques
(saignements éventuels)

o Patient présentant ou ayant présenté un cancer des voies aéro-digestives supérieures
traité par radiothérapie.

o Patients édentés et/ou dont [’état bucco-dentaire est incompatible avec les
prélévements odontologiques

3.1.2. Méthodologie des prélévements

e Préléevement de la Salive :

Un prélévement salivaire (1 a 2 ml) a été réalis€¢ pour I’extraction a suivre des ADN
nucléiques viraux. Le patient n’a rien mangé, ni bu, 30 minutes avant le prélévement. Un
ringage buccal a I’eau a lieu 15min avant le prélévement.

Chaque tube de salive collecté est congelé a -20° avant la préparation des acides nucléiques.

* Prélévement de 1’épithélium de poche

Pour chaque patient, 2 prélévements ont été réalisés: un prélévement lors du
surfacage, un lors de la réévaluation (un a deux mois apres le premier prélevement). Le site de
prélevement est choisi avec précision et sera le méme les deux fois, a savoir le site ou la
profondeur de poche est la plus importante. Ceci afin de réduire les biais et d’augmenter la
précision de 1’étude, le but étant d’évaluer la prévalence du virus avant et aprés
traitement.

Les cellules présentes dans la poche parodontale ont été collectées de maniere non invasive
par grattage a I’aide d’une curette de Gracey adaptée au site de prélévement et stérile.

Chaque prélevement est déposé dans 2 ml de tampon de lyse de P-Mercaptoéthanol, et
conserve a -20°.

3.2. Méthode d’extraction des prélévements

3.2.1. Protocole d’extraction d’ADN a partir des échantillons de salive

L’extraction d’ADN a partir des échantillons de salive des patients a été réalisée a
I’aide du kit : QlIAamp DNA Mini Kit (Cat. No. : 51304), selon le protocole suivant :
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- Etape 1 : Transfert des échantillons de salive

Décongélation des échantillons dans la glace puis a température ambiante (30 a 60min)
Agitation des échantillons afin de solubiliser les mucides, et transfert dans des tubes
Eppendorfs avant stockage a -20°C

-> Extraction avec le QIAamp DNA Mini Kit et les contréles des Kits R-Gene
Prélever 20uL de protéinase K dans un tube de 1,5mL :

- Ajouter 200uL d’échantillon au tube de 1,5ml

- Ajouter 10uL d’IC2 (R-Gene Kit) a I’échantillon

- Ajouter 200uL de tampon AL a I’échantillon

Agiter le mélange obtenu durant 15s

Laisser incuber pendant 10min a 56°C

Centrifuger le tube de 1,5mL

Ajouter 200uL d’Et-OH (96-100%) a 1’échantillon et agiter durant 15s, puis centrifuger.
Transférer le contenu du tube dans la QIAamp Mini Spin Column, centrifuger Imin a
8000rpm. Placer la colonne dans un nouveau tube de 2mL et se débarrasser du contenu filtré.
Ajouter 500pL de tampon AW .et centrifuger 1min a 8000 rpm

Placer la colonne dans un nouveau tube de 2mL et se débarrasser du contenu filtré.
Ajouter 500pL de tampon AW2.et centrifuger 3min a vitesse maximale.

Placer la colonne dans un nouveau tube de 2mL et se débarrasser du contenu filtré.
Centrifuger 1 min a vitesse maximale.

Placer la QIAamp Mini Spin Column dans un tube neuf de 1,5mL et jeter le contenu
précédemment filtré. Ajouter 100pL de tampon AE.

Laisser incuber pendant 5 min a température ambiante (15-25°C).

Centrifuger 1min a 8000 rpm. Conserver 1’¢luat a -20°C.

3.2.2. Protocole d’extraction d’ADN a partir des échantillons d’épithélium
de poche

L’extraction d’ADN a partir des échantillons d’épithélium de poche des patients a été
effectuée a I’aide du kit AllPrep DNA/RNA Mini (Cat. N°80204):

-> Etape 1 : Préparation des échantillons et du matériel
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- Décongélation des échantillons :

Les décongeler a -20°C pendant 5min puis a 4°C pendant 10min et enfin a la température
ambiante (15-25°C) pendant 15min.

- Préparation du RLT Plus Buffer

Préparer 3ml de RLT Plus Buffer + 1% B-ME (30ul de 3-ME + 2970uL de RLT Buffer)

- Préparation du Buffer RLT + IC2 et des Echantillons + IC2

Préparer I’Eppendorf Buffer RLT + IC2 avec : 350ul de Buffer RLT + 1% B-ME et 10ul
d’I1C2

Puis préparer les Eppendorfs Echantillons + IC2 avec : 110ul d’Echantillon, 240ul de de
Buffer RLT + 1% B-ME et 10ul d’IC2

- Etape 2 : Dissociation et Homogénéisation des échantillons

Dissocier les prélévements et I’IC2 en agitant au moins Imin et laisser incuber pendant
15min a température ambiante.
Prélever le lysant dans colonne (QIAShredder Spin), le transférer dans un tube de 2ml

Transférer le Lysat homogénéisé dans une colonne (AllPrep DNA Spin Column) avec un
tube de collection de 2ml
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Centrifuger pendant 60s a > 8000g ou > 10000rpm

Placer la AllPrep DNA Spin Column dans un nouveau tube de 2ml

-> Etape 3 : Purification de ’ADNg

Ajouter 500pl de AW1 Buffer a la AllPrep DNA Spin Column

Centrifuger ﬁendant 15s a = 8000g ou > 10000rpm et jeter le Flow-Through et ajouter
500ul de AW2 Buffer a la AllPrep DNA Spin Column

Centrifuger pendant 2min a vitesse maximale (13200rpm) et placer la AllPrep DNA Spin

Column dans un nouveau tube de 1.5ml
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Note : Eviter le contact entre la colonne et
le Flow-Through.

Ajouter 50ul de EB Buffer (pré-chauffé a 70°C) directement sur la Spin Column
Membrane

Incuber pendant 2min a température ambiante, puis centrifuger pendant Imin a > 8000g ou
> 10000rpm pour éluer I’ADN
Conserver I’Extraction d’ADN a -20°C

4. Méthode d’analyse des prélévements

4.1. Nanodrop = quantification et pureté¢ de I’ADN extrait

Le dosage d’acides nucléiques est un point fondamental : c’est le premier
« monitoring » important d’une expérience de biologie moléculaire.
Les spectrophotometres NanoDrop™ permettent de réaliser des spectres d’absorbance pour
micro-volume sans cuvette ni capillaire. Ils permettent des mesures sur une large gamme de
longueurs d'onde pour 1’analyse des spectres dans le visible et ’'UV (Figure 12). La
concentration, le plus souvent en ng.uL”, est déduite. La méthode spectrophotométrique
(comparée a la méthode fluorométrique, plus sensible) fournie des informations que 1’on tire
des ratios suivants :

Ratio A260/A280 : un ratio de 1,80 (+/- 0,1) permet de qualifier une extraction d’ADN
comme pure, ce ratio se situe autour de 2,0 pour une extraction d’ARN (+/- 0,1). Si ce ratio
est inférieur cela signifie que 1’extraction est polluée par des protéines et/ou des composés
phénoliques
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Ratio A260/A230 : la valeur attendue de ce ratio se situe entre 2,0 et 2,20. Si ce ratio est plus
faible cela indique nécessairement qu’un compos¢ absorbe a 230 nm. Ces composés peuvent
le plus souvent étre de ’EDTA, des sucres, et encore une fois le phénol et particulicrement le
TRIzol reagent.

Ces valeurs de ratios donnent une indication quant a la présence d’éventuels inhibiteurs qui

viendraient perturber le devenir des acides nucléiques (« NanoDrop-Spectrophotometers-
Nucleic-Acid-Purity-Ratios » 2017).
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Figure 12 : Spectre d'absorption caractéristique d'’ADN pur
http://www.ozyme.fr/ressources/cyberlettres/techozyme/techozyme3 1 -quantification-acides-
nucleiques.asp

4.2.  g-PCR = détection des virus dans I’ADN extrait

La PCR quantitative (ou g-PCR), ou PCR en temps réel, est une méthode
particuliere de réaction en chalne par polymérase permettant d'obtenir, a partir d'un
échantillon complexe et peu abondant, d'importantes quantités d'un fragment d'ADN
spécifique et de longueur définie. Elle mesure le nombre d'amplicon (portion d'ADN définie
par un couple d'amorces). Il s'agit de réaliser une succession de réactions de réplication d'une
matrice double brin d'ADN.

Chaque cycle de PCR comprend trois étapes : une dénaturation par chauffage de I'ADN pour
séparer les deux brins le composant, une hybridation des amorces aux extrémités de la
séquence recherchée, puis une élongation grace a une ADN polymérase. Ce cycle est répété
de nombreuses fois pour obtenir une multiplication exponentielle de la séquence d'ADN cible
(la durée d'un cycle est de 1'ordre de la minute), (Figure 13).
Tagq polymérase
§ ﬁé?:lr\\laﬁillon (polymérase active a des

N températures élevées)
a tester /

v S Nombreux
Un couple d'

spécifiques de la séquence
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Figure 13 : Schématisation de la PCR
http://bibliomer.ifremer.fr/documents/fiches/fiche ensavoirplus lien PCR vf.pdf

Les principaux marqueurs viraux EBV et CMV et I’expression des marqueurs cellulaires
seront quantifiés par qRT-PCR a partir des ADN extraits in vivo ou in vitro. Ces méthodes et
techniques ont déja été largement validées par 1’équipe du laboratoire Micoralis. L utilisation
de kits standardisés commerciaux (PCR EBV, CMV) permet de quantifier simplement les

charges virales salivaires, dans le cadre de notre étude, le kit utilisé est : EBV R-gene®des
laboratoires Argene.
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I11. Resultats



1. La salive : reflet de la situation buccale globale

1.1.  Qualité des extractions de salive

Lors des analyses des résultats obtenus a partir des extractions de salive, nous avons
observé de nombreux facteurs, dont la variabilité des concentrations et les ratios énoncés dans
la partie sur le nano-drop, permettant de dire si I’extraction est polluée par d’éventuels
inhibiteurs.

Nous avons mis en lumicre que :

- Les concentrations sont trés variables d’un patient a I’autre

- Les concentrations sont trés variables d’une visite a I’autre pour un méme patient

- Les ratios A260/A280 sont corrects pour 1I’ensemble des extractions, ce qui indique que la
qualité de I’extraction est correcte.

- Les ratios A260/A230 sont trés variables et peu cohérents, nous pouvons ainsi nous
demander si d’éventuels nutriments ont pu dégrader la pureté de I’ADN extrait.

De fagon générale, les extractions sont correctes (malgré les Ratios A260/A230) et les ADN
ont pu étre utilisés pour de la g-PCR avec les Kits R-Gene.

1.2. Bilan salivaire aprés q-PCR

1.2.1. Evolution clinique

Parmi les 23 patients retenus (aprés exclusion de 2 patients pour des raisons
administratives), 8 sont atteints de parodontite qualifiée d’avancée ou sévere, les 15 restants
étant atteints de parodontite débutante ou modérée.

Trois indices parodontaux ont été utilisés, afin d’évaluer la gravité de la parodontite et

¢galement pour mesurer 1’évolution de la pathologie (Tableau 3) :

- Profondeur de poche : nous observons une diminution de la profondeur moyenne de
poche chez 22 patients sur 23, de plus, cette diminution s’avere importante chez 10
patients sur 23, soit prés de la moitié de notre échantillon.

- Indice de plaque : dans notre panel, 5 patients présentaient initialement un indice de
plaque moyen supérieur ou égal a 2, leur hygiéne buccale n’était pas satisfaisante. A la
réévaluation et aprés une motivation a I’hygieéne, I’indice de plaque a diminué et
seulement un patient présente un indice supérieur a 1.

- Niveau d’attache : dans le cas de 12 patients, nous remarquons un gain d’attache
supérieur ou égal a 1, ce qui est un résultat clinique trés encourageant dans le traitement
de la parodontite.

Ainsi nous pouvons dire que cliniquement, les résultats obtenus par la thérapeutique initiale
non chirurgicale (détartrage + surfacage et polissage radiculaire) sont satisfaisants, tant au
point de vue de la diminution de la profondeur de poche, du gain d’attache mais également de
I’hygi¢ne globale du patient.

A I’issue de I’étude, on note donc une bonne réponse clinique au traitement parodontal, ce qui
nous permettra une mise en relation pertinente de la clinique et de la biologie.
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Patient [Initiales| Sexe | tabac| Age Données cliniques intiales
Indice Indice niveau |profondeur
de d'attache| de poche | atteinte
gingival |~ "
plaque moy clinique |au sondage| paro
moy moy moy

4 sC F x 62 0 0 3 3 débutante 0 3 2

22 FR F x 78 1 1 5 4 modéree 1 3 | o |

24 FR H x 28 1 0 4 4 modérée 1 3 ]

2 cM F x 67 1 2 5 4 modérée 1 2 | o |

3 MM H x 63 0 1 4 4 modérée 0 3 ]

5 LN F x 54 0 0 4,5 4 modéree 0 2 [ 1,5

9 v F x 72 3 1 4 4 modérée 1 3 ] 1
10 LC F x 65 0 2 4 4 modérée 0 3 ] 1
11 BJ F x 65 0 2 4 4 modérée 0 3 ] 1
1 BS F X 38 1 2 6 5 modérée 1 4 0 1
12 DR F oui | 43 1 2 4 5 modéree 1 3 0

14 GG H oui | 49 2 2 4 5 modérée 2 4 0 1
16 MP H oui | 44 1 1 5 5 modérée 1 4 0 1
19 PG H Oui | 36 1 2 [3 5 modérée 1 4 0 1
21 LG F x 87 0 1 6 5 modérée 0 3 [

25 VE F x 51 0 0 5 5 avancée 0 4 | o |

8 CN F oui | 47 1 0 5 6 avancée 1 4 [ 1

13 VM F oui | 65 1 0 5 6 avancée 1 4 | o |

18 LT H x 53 1 2 6 6 avancée 1 3 I

6 cc F x 63 3 3 4 7 sévere 1 4 [ 2

7 PG H Oui | 49 2 0 5 7 sévére 0 4 [

15 MM F x 71 1 2 6 7 sévre 1 6 0 1
23 TB F x 50 2 1 8 7 sévre 0 4 0

Tableau 3 : Synthese des résultats cliniques

1.2.2. Analyse du bilan salivaire

Suite a la qPCR, nous avons pu établir un tableau afin de définir la quantité de copies
d’ADN EBYV par ml de salive a la premicre visite (lors du surfagage) et a la seconde visite
(lors de la réévaluation, c’est a dire 2 mois apres le surfacage) pour chaque patient et en tirer
des conclusions en terme d’augmentation, stabilisation ou diminution de la charge virale EBV
(Tableau 4).

Par abus de langage, mais pour des raisons didactiques, nous utilisons dans notre
analyse des résultats les termes de :
- patient « EBV+ », c’est a dire que le virus EBV est retrouvé dans la salive
- patient « EBV-» , c’est a dire, que le virus n’est pas retrouvé dans la salive
En effet, pour des raisons éthiques, nous n’avons pas réalisé de prise de sang a nos patients,
dont la majorité doivent étre porteur sain du virus (90% des patients EBV+ au niveau
général).
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Patient [Initiales Sexe | tabac | Age Bilan salives qPCR EBV
Quantité Quantité
(Copies/ml | (Copies/ml
de Salive) de Salive)
Visite 1 Visite 2
4 SC F X 62 0 0 EBV-a V1 /EBV-aVv2
[ 22 FR F x 78 553026 26785 | Patient EBV+ / Diminution 4 V2

24 FR H X 28 38984 5355 Patient EBV+ / Diminution a V2

2 CM F X 67 1194550 0 EBV+aV1/EBV-aVv2

3 MM H X 63 4399865 82734112  [patient EBV+ / Augmentation a V2

5 LN F X 54 379 4515 Patient EBV+ / Augmentation 3 V2

9 TV F X 72 309890 85248 Patient EBV+ / Diminution a V2
10 LC F X 65 0 0 EBV- 4 V1 / EBV- 3 V2
11 BJ F X 65 25708 4366 Patient EBV+ / Diminution a V2

1 BS F X 38 0 2389 EBV-aV1/EBV+aV2
12 DR F Oui 43 7106859 3549434  |patient EBV+ / Diminution a V2
14 GG H Oui 49 148357 6688752  |Patient EBV+ / Augmentation a V2
16 MP H Oui 44 69718 13346 Patient EBV+ / Diminution a V2
19 PG H Oui 36 21556254 2127 Patient EBV+ / Diminution a V2
21 LG F X 87 907898 2138 Patient EBV+ / Diminution a V2
25 VE F X 51 11805 0 EBV+a V1 /EBV-aVv2

8 CN F Oui 47 168 1017433  [Patient EBV+ / Augmentation a V2
13 VM F Oui 65 0 0 EBV-a V1 /EBV-aVv2
18 LT H X 53 2054238 0 EBV+aV1/EBV-aVv2

6 CcC F X 63 1181392 68883 Patient EBV+ / Diminution a V2

7 PG H Oui 49 28281 5713 Patient EBV+ / Diminution a V2
15 MM F X 71 3602 96178 Patient EBV+ / Augmentation a V2
23 TB F X 50 1878681 81 Patient EBV+ / Diminution a V2

Tableau 4 : Bilan Salivaire

Les résultats obtenus sont les suivants : (Tableau 5 et Figure 14)

Tableau 5 : Evolution charge virale salivaire des patients

Proportion (%) de I'évolution de la

. Nombre | Nombre Poroportion contamination salivaire a I'échelle
S.ynthese.chehlrge de . Tot?ll de | (%) des patients
virale salivaire Patients | Patients
3 23 13,0 B Patient EBV+a V1
43 puis EBV-a V2
Pa}tiént EBV+ avec 11 23 47,8 Patient EBV+ avec
Diminution Diminution
Patient EBV -a V1 3 23 13,0 21,7
& V2 Patient EBV -a V1 &
Patient EBV+avec | 5 23 21,7 13,0 V2
Augm Sl A Patient EBV+ avec
1 23 4,3 Augmentation

¥ Patient EBV-a V1
puis EBV+a V2

Figure 14 : Graphique de l'évolution de la charge
virale salivaire
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Sur les 23 patients :
- 3 d’entre eux présentaient une salive EBV négative (appelés patients EBV -) a la premiere
visite et le sont restés a la réévaluation : ces patients ne nous apportent donc pas d’information
particuliere quant a I’évolution de la charge virale.
- Parmi les 20 autres patients présentant une salive EBV positive (appelés patients EBV +),
70% présentent une diminution de la charge EBV apres traitement parodontal, et 30% une
augmentation (Tableau 6 et Figure 15).
Des pistes de réflexion concernant ces augmentations seront évoquées plus tard dans la

discussion.

\ Nombre )
Synthese charge de Nombre total de | Proportion
virale salivaire . patients (%)

patients
Diminution de la
charge virale 14 20 70
EBV
Augmentation de
la charge virale |6 20 30

EBV

Tableau 6 : Tableau synthétique de l'évolution de la charge
salivaire EBV

Diminution de la

Charge Virale
30

Augmentation
de la Charge
Virale

70

Figure 15 : Diminution et évolution de la
charge EBV salivaire

2. Les épithélia de poche, reflet d’une situation in situ

2.1.

Qualité des extractions d’épithélium de poche

Afin de savoir si les extractions des épithélia de poche ont pu étre polluées, nous avons a

nouveau analysé les ratios obtenus :

- Les ratios A260/A280 sont corrects (de 1’ordre de 1,8 a 2) pour I’ensemble des
extractions, ce qui indique que la qualité de I’extraction est bonne.

- Les ratios A260/A230 sont assez faibles et peu cohérents, nous pouvons ainsi nous
demander si d’éventuels nutriments ont pu dégrader la pureté¢ de I’ADN extrait. En effet,
la faiblesse du ratio indique nécessairement qu’un composé absorbe a 230 nm. Ces
composés, nous I’avons vu, peuvent le plus souvent étre de ’EDTA, des sucres, le phénol
et particulierement le TRIzol reagent. Cependant, des sucres, des phénols (type tanins)
peuvent étre retrouvés naturellement en bouche, ce qui laisserait a penser que I’ADN
extrait, étant un composé prélevé en bouche, contient forcément des éléments faisant
baisser ce ratio.

De fagon générale, les extractions sont correctes (malgré les Ratios A260/A230) et les ADN

ont pu étre utilisés pour de la qPCR avec les Kits R-Gene.

2.2.

Bilan apres q-PCR

Le kit utilisé nous permettait également de détecter d’autres virus tels que HSV-1 et CMV :

- Concernant HSV-1 la majorité des patients est HSV-1 négatif aux visites 1 et 2, seuls 2
patients sortent du lot :
- GG H49 qui est négatif a V1 puis positif a V2 (0,24copies/ul d’ADN extrait soit
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0,01copies/ng d’ADN)

- PG H49 qui est positif a V1 (0,19copies/ul d’ADN extrait soit 0,007copies/ng
d’ADN) puis négatifa V2.

Ces résultats ne sont pas treés représentatifs car les quantités de copies détectées sont tres
faibles, nous les citons donc a titre indicatif.

Concernant CMV, I’ensemble des patients est CMV négatif a V1 & V2.

Les résultats qui nous intéressent sont ceux qui concernent le virus EBV, donc I’analyse
est plus complexe (Tableau 7) :

—> 3 Patients EBV négatifs a la premiére visite sont positifs lors de la réévaluation

—> 3 Patients sont EBV positifs a V1 et V2 mais présentent une augmentation d’un
facteur 10 minimum, soit une augmentation que 1’on peut qualifiée de significative.

—> 6 Patients sont également EBV positifs a V1 et V2 mais cette fois 1’augmentation est
qualifiée de faible car nettement inférieur au facteur 10.

—> 5 Patients EBV négatifs tout au long de 1’étude.

- 2 Patients sont EBV positifs a V1 et V2 et présentent une diminution de charge
inférieure a un facteur 10.

—> 1 Patient EBV positif a V1 et V2 présente également une diminution de charge, cette
fois supérieure a un facteur 10.

—> 3 Patients EBV positifs a V1 puis EBV négatifs a V2.

Bilan poches qPCR EBV
Quantité Quantité
Initiales| Age Diminution | Prélévement |Prélévement| (copies/ul | (copies/pl
des pps moy | (dent, pps) | (dent, pps) D'ADN D'ADN Conclusion
Visite 1 Visite 2 extrait) extrait)
Visite 1 Visite 2
SC 62 0 37 (ppsa9) |37 (ppsa?7) 0 0 EBV-aV1/EBV-aV2
FR 78 1 26 (pps a 7) |26 (pps a 4) | 24258,40039 0 EBV+a V1/EBV-a\V2
FR 28 1 26 (pps a5) | 26 (pps a 2)| 340,4876099 | 1,07769227 |Patient EBV+ / Diminution a V2
CM 67 25 (pps a 5) | 21 (pps a 3)| 0,921248555 | 1550564647 |Patient EBV+ / Augmentation a V2
MM 63 22 (pps a 10) (22 (pps a 8) | 0,381311089 | 436,7167053 |Patient EBV+ / Augmentation a V2
LN 54 26(ppsa 7) |26 (pps a5)| 033090359 | 0849656582 |Patient EBV+ / Augmentation a V2
TV 72 1 27 (ppsa8) |27 (ppsa7) 0 2042250395 |EBV-aV1/EBV+aV2
LC 65 1 47 (pps a 6) |26 (pps a 4) 0 0 EBV-aV1/EBV-aVv2
B) 65 1 47 (pps a 7) |47 (pps a 6) | 5940976143 | 2382302475 |Patient EBV+ / Augmentation a V2
BS 38 1 26 (pps a7) |26 (ppsa5) 0 8,138422966 |EBV-aV1/EBV+a\V2
DR 43 22 (pps a7) |32 (pps & 4) | 3428714752 | 15,73376846 |Patient EBV+ / Augmentation a V2
GG 49 1 46 (pps a9) | 46(pps a 7) | 2603492737 | 2656,662109 |Patient EBV+ / Augmentation a V2
MP 44 1 14 (pps a 5) |14 (pps a 8) | 0,704492509 0,687895 |Patient EBV+ / Diminution a V2
PG 36 1 32 (ppsa5) |43 (pps a 4) 0 0,326286137 |EBV-a V1 /EBV+a\V2
LG 87 43 (pps a 8) |43 (pps a 6) | 2,122500181 | 4,380105019 [Patient EBV+ / Augmentation a V2
VE 51 1 11 (ppsa7) |11 (pps a 6) 0 0 EBV-aV1/EBV-aV2
CN 47 43 (ppsa7) |43 (pps a 6) 0 0 EBV-aV1/EBV-aV2
VM 65 33 (ppsa9) |33 (ppsas8) 0 0 EBV-aV1i/EBV-aV2
LT 53 46 (pps a 10) | 23 (pps a 4)| 2,815060139 | 4,600505829 |Patient EBV+/ Augmentation a V2
CcC 63 27 (pps 2 9) | 27 (pps & 7)| 4,725069046 | 1,763676643 |Patient EBV+/ Diminution a V2
PG 49 46 (pps a 8) |46 (pps a 5) | 1915,22522 0 EBV+aV1/EBV-a\V2
MM 71 1 37 (pps 2 9) |16 (pps & 5) | 0,574470162 | 44,21218491 |Patient EBV+/ Augmentation a V2
TB 50 36 (pps a 10) |36 (pps a 7) | 20,09087753 0 EBV+ 3 V1/EBV-a\V2

Tableau 7 : Bilan des épithélia de poche

43



Concernant le bilan des résultats des épithélia de poche, nous observons des résultats plus
contradictoires de notre étude.

Les 5 patients négatifs lors des deux visites ne nous permettent pas de tirer de conclusion,
cependant sur les 18 patients restants, seuls 6 patients présentent des résultats que nous
pouvons qualifier de satisfaisants a la suite du traitement parodontal, soit un tiers des patients.

Une observation peut étre faite concernant les diminutions de poches :

- Pour les 6 patients présentant une diminution ou disparition de charge, les poches
diminuent de 2 2 3mm en moyenne

- Pour les patients présentant une augmentation ou apparition de la charge virale, les
poches diminuent de 1 & 2mm en moyenne.

Nous pouvons ainsi conjecturer ici encore un lien entre les parameétres cliniques et la charge
virale.

Quant aux augmentations, différents facteurs peuvent les expliquer et seront mis en lumiére
dans la partie discussion.

3. Analyse générale des résultats

Nous n’avons pas corrélé les résultats du bilan salivaire avec les résultats du bilan de
poche car il n’y avait pas de cohérence a cela.
En effet, le bilan salivaire nous informe sur une situation de la cavité buccale globale, tandis
que le bilan de poche est plus précis car il s’intéresse a un site, les deux n’étant pas
nécessairement liés.

Le bilan salivaire est encourageant, avec 70% de patients montrant soit une diminution,
soit une disparition de la charge virale EBV apres thérapeutique parodontale initiale.

De plus, ces résultats semblent étre fortement liés & une nette amélioration des facteurs
cliniques parodontaux

Nous pouvons également noter que les meilleurs résultats ont été rencontrés majoritairement
chez les patients présentant une atteinte parodontale qualifiée de « sévere ».

Les résultats obtenus a partir des prélévements de poche sont plus discutables. En effet, nous
n’obtenons qu’un tiers de résultats satisfaisants pour notre étude.
Nous pouvons voir que les résultats cliniques corroborent les analyses de biologie moléculaire
: nous observons que les diminutions de profondeur de poches sont plus importantes au
niveau des sites présentant une diminution de la charge EBV.

44



IV. Discussion



1. Relation entre résultats cliniques et bilan salivaire

De facon générale nous avons observé une nette amélioration des paramétres cliniques
parodontaux et une diminution de la charge virale EBV.
Sur I’échantillon total (n = 23 patients), 6 patients présentent une augmentation de la charge
virale EBV (cases coloriées en rouge dans le tableau 4), il nous reste & quantifier cette
augmentation.

- le patient n°14 est ’'unique patient présentant un indice de plaque supérieur a 2, suite a la
réévaluation : on peut s’interroger sur un possible lien entre le manque d’hygi¢ne dentaire et
I’augmentation de la charge virale chez ce patient.

- dans le cas des patients n°1, 3 et 15, leur réponse clinique au traitement est relativement
faible, ce qui pourrait €tre 1i¢ a une augmentation de la charge virale trouvée chez ces patients.

- dans le cas du patient n°5 : les résultats cliniques sont encourageants, il faudra corréler les
résultats bruts aux résultats obtenus en tenant compte des seuils de risque et de détection
(tableau 7).

- concernant le patient n°8: la charge virale constatée a la deuxiéme visite semble
anormalement ¢élevée, deux hypothéses peuvent étre €émises: il pourrait s’agir d’une
contamination lors de manipulations réalisées au cours des procédures d’extractions, ou d’une
contamination externe inhérente au patient, 1 a 3 mois séparant les deux visites.

D’apres ces premiers résultats obtenus aprés q-PCR et la mise en relation avec la clinique,
nous pouvons initier I’hypothése selon laquelle le traitement parodontal, non seulement
permet une amélioration des paramétres cliniques, mais pourrait également induire une
diminution de la charge virale EBV dans la majorité des cas.

2. La parodontite, une maladie de site

La maladie parodontale est une maladie de site, ainsi lorsque nous réalisons un
prélévement au sein d’une poche, le résultat obtenu ne sera pas représentatif d’une situation
globale buccale, mais spécifique a cette poche.

Au cours de notre étude, nous avons réalis¢ les deux prélévements au niveau de la méme dent
a la premiere visite et a la réévaluation.

Cependant, pour 6 patients, des aléas cliniques ne nous ont pas permis de réaliser le
prélévement au méme endroit (Tableau 9) : dent prélevée extraite entre la premiere et la
seconde visite, ou dent prélevée en V1 devenue infectée lors de la réévaluation, nous
obligeant alors de choisir une dent voisine.

De plus, la quantité de matériau prélevé est différente selon les visites pour un méme patient
et entre les différents patients : ceci pourrait créer un biais dans I’analyse des résultats.
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Sur les 6 patients qui n’ont pas été prélevés au niveau du méme site en V1 et V2, 5 présentent
une augmentation de la charge virale : cette augmentation n’est donc pas représentative car la
charge virale EBV est variable d’un site a I’autre.

3. Les seuils de risque et de détection

La courbe (Figure 16) représente 1’analyse de probabilité du kit utilisé : elle montre
que la probabilité de détecter un échantillon de 3,64 copies/PCR (c’est a dire 182 copies/mL
de liquide biologique) est de 95 %. Cette valeur est plus de 25 fois inférieure au seuil de
risque de 5000 copies/mL de liquide biologique (Notice Argene R-EBV).

Sensibilité EBV R-gene®

o

La valeur 0,561 correspond a 3,64 copies EBV /PCR

o
co
L1

Probabilite
de détection
o
o
(&)

o

o
L1

N

04

oL LN Cw
O M= L
1 1 I:I 1

O »
o
N
o
o
w
o
\l
w
—
—
N
o

Nb copies/PCR (log)

Figure 16 : Sensibilité du Test utilisé pour la quantification de I'ADN

Ainsi nous devons prendre en compte dans notre analyse des résultats 2 seuils importants :
- Seuil de détection (180copies / ml de liquide biologique), il nous indique le moment
a partir duquel nous pouvons étre siir que le virus a été vraiment détecté.
- Seuil de risque (5000 copies / ml de liquide biologique), il nous indique quand nous
pouvons parler d’une réelle séropositivité au virus, c’est a dire a quel moment la
présence du virus est suffisamment important pour déclarer le patient EBV positif.

3.1.  Bilan salivaire avec seuils de détection et de risque

Tenant compte de ces seuils, nous avons réalisé un nouveau tableau de synthése pour
le bilan salivaire (Tableau &)
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Le seuil qui nous a paru le plus pertinent dans le cadre de notre étude est le seuil de risque,
en effet c’est lui qui nous permet de mettre en évidence la vraie charge EBV +.

Nous remarquons que des patients que nous avions initialement classés comme EBV + n’ont
pas un nombre de copies / ml suffisamment élevé pour étre classés comme tels et sont donc
d’apres ce nouveau tableau considérés EBV- a la premiére visite comme a la seconde.

Nous avons donc a présent 7 patients sur 23 EBV - (initialement ils étaient 3), étant négatifs
aux 2 visites : ils ne nous permettent donc pas d’émettre de conclusion sur 1’évolution de la
charge virale.

Sur les 16 patients restants considérés EBV+ a la premiére visite, 14 présentent une
diminution de leur charge virale, et sur ces 14, 7 seraient EBV- aprés réévaluation, en
tenant compte du seuil de risque.

De plus, les 2 patients présentant une augmentation de la charge sont les patients n°® 3 et 14,
n’ayant pas montré¢ une bonne évolution des parameétres cliniques (indice de plaque, hygiéne

orale, profondeur moyenne de poche).

Patient Bilan salives gPCR EBV
Quantité | seuilde | seuilde | Quantité seuil de
(Copies/ml | risque: |détection | (Copies/ml seuil d? détection
desalive) | 5000 | :182 | desalive) | "5%U® | 187
5000/ml
Visite 1 |copies/ml|copies /ml| Visite 2 copies /ml

q 0 X X 0 X X EBV-aVietV2 EBV-aVietV2 EBV-aVietV2
22 553026 x X 26785 X X EBV+ / Diminution EBV+ / Diminution EBV+ / Diminution
24 38984 X X 5355 X X EBV+ / Diminution  |EBV+/ Diminution  |EBV+ / Diminution

2 1194550 X X 0 X X EBV+aV1/EBV-aVv2 |EBV+aVl/EBV-aV2|EBV+aVl/EBV-aVv2

3 4399865 X X 82734112 X X EBV+ Augmentation |EBV+ Augmentation |EBV+ Augmentation

5 379 EBV+7? |pasdetecté 4515 EBV +? détécté |EBV+ Augmentation |EBV-aVietV2 EBV+ Augmentation

9 309890 X X 85248 X X EBV+ / Diminution EBV+ / Diminution EBV+ / Diminution
10 0 X X 0 X X EBV-aVietV2 EBV-avietV2 EBV-aVvietV2
11 25708 x X 4366 EBV +? detecté |EBV+ / Diminution EBV+ a V1 / EBV- 3 V2 |[EBV+ / Diminution

1 0 X X 2389 EBV +? detecté |EBV+ Augmentation |EBV-aVietV2 EBV+ Augmentation
12 7106859 X X 3549434 X X EBV+ / Diminution EBV+ / Diminution EBV+ / Diminution
14 148357 X X 6688752 X X EBV+ Augmentation |EBV+ Augmentation |EBV+ Augmentation
16 69718 X X 13346 X X EBV+ / Diminution EBV+ / Diminution [EBV+ / Diminution
19 21556254 X X 2127 EBV +? detecté |EBV+ / Diminution EBV+ a V1 / EBV- a V2 |EBV+ / Diminution
21 907898 X X 2138 EBV +? detecté |EBV+ / Diminution EBV+ a V1 / EBV- a V2 |EBV+ / Diminution
25 11805 X X 0 X X EBV+aV1/EBV-aVv2 |EBV+aVl/EBV-aV2|EBV+aVl/EBV-aVv2

8 168 EBV+? |Pasdetecté| 1017433 X X EBV+ Augmentation |EBV-aVietV2 EBV-aVietV2
13 0 X X 0 X X EBV-aVietV2 EBV-aVvietV2 EBV-aVietV2
18 2054238 X X 0 X X EBV+aV1/EBV-aVv2 |EBV+aVl/EBV-aV2|EBV+aVl/EBV-aVv2

6 1181392 X X 68883 X X EBV+ / Diminution EBV+ / Diminution EBV+ / Diminution

7 28281 X X 5713 X X EBV+ / Diminution EBV+ / Diminution EBV+ / Diminution
15 3602 EBV +? detecté 96178 X X EBV+ Augmentation |[EBV-aVietV2 EBV+ Augmentation
23 1878681 X X 81 EBV +? | pas détécté |[EBV+/ Diminution  |EBV+a V1 /EBV- & V2 [EBV+ / Diminution

Tableau 8 : Bilan salivaire avec seuils de risque et de détection

Avec ces nouveaux résultats, nous pouvons conjecturer le fait que le traitement
parodontal induirait une diminution notable de la charge virale EBV, corrélée a une
amélioration des indices cliniques parodontaux.
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En effet, nous avions auparavant, avec les résultats bruts, 70% de patients présentant une
diminution de charge ou une disparition de celle-ci, et a présent, en tenant compte du seuil
de risque ce nombre s’éleve a 87,5% de patients.

3.2.  Bilan des poches avec prise en compte des seuils

Le seuil de détection permet de mettre en évidence le niveau a partir duquel nous
pouvons réellement noter la présence du virus. On voit ici que les conclusions en tenant
compte de ce seuil sont tres proches des conclusions brutes. Effectivement, seuls 2 patients
présentant initialement une augmentation de charge ont été révélés négatifs car possédant des
résultats inférieurs au seuil de détection.

En tenant compte du seuil de risque, permettant de mettre en évidence la vraie charge EBV
+, c’est a dire le seuil qui identifie la séropositivité¢ avérée a EBV, nous observons que pour la
majorité des patients, le virus EBV n’est détecté ni a la premicre visite, ni a la réévaluation et
ce pour 14 patients (ils étaient 4 au premier bilan de poche), aucune conclusion ne peut étre
tirée a partir de ces résultats (Tableau 9)

Il reste alors 9 patients et sur ce faible échantillon nous pouvons noter que :

- 5 présentent une apparition de charge EBV +, mais 2 d’entre eux ont été prélevés sur
des sites différents, ce qui laisse 3 patients devenus EBV séropositifs.
- 4 patients présentent une disparition de la charge EBV apres traitement parodontal.

Suite a ces nouveaux résultats, nous pouvons dire qu’il y a prés de la moitié des patients pour
lesquels le traitement parodontal a agi positivement sur la diminution de la charge.

Cependant, le nombre ¢levé de patients pour lesquels aucune conclusion ne peut étre apportée
(plus de la moiti¢ de I’échantillon total de départ) nous laisse penser que les différents
facteurs tels que le site prélevé et la quantité¢ de matiere qui fluctue, n’a pas permis d’obtenir
un résultat satisfaisant.

Nous pouvons également nous poser la question de 1’adaptabilité du kit d’extraction a la
maticre prélevée : celui-ci était adapté aux salives car mis au point pour des liquides
biologiques tels que le sang, or nous sommes ici en présence d’'une matiére plus complexe,
comprenant du sang mais également du tissu, certes dissocié par le tampon de lyse mais
néanmoins plus dense.

De plus, lors de la procédure d’extraction nous pipetons une partie de I’échantillon présent
dans le lysant et non son intégralité, nous pouvons ainsi nous demander si la partie prélevée
contient suffisamment de tissu ou si nous laissons une partie qui pourrait nous intéresser dans
le tube initial.
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4. Autres facteurs de discussion

D’autres facteurs peuvent €tre pris en compte dans la discussion des résultats obtenus
au cours de notre étude

4.1. L’absence de regard sur I’identification de porteurs sains

Pour des raisons éthiques, comme nous l’avons déja €noncé, nous n’avons pas
’autorisation de réaliser des prises de sang afin de tester la séropositivit¢é EBV du patient en
début d’étude.

L’incertitude sur ce point laisse planer le doute sur la présence locale du virus, c’est a dire un
foyer uniquement bucco-dentaire, ou si le virus est présent a 1’échelle systémique.

4.2. L’absence de suivi entre les deux visites

Une période de un a trois mois peut séparer la premiere visite et la réévaluation.
Durant ce laps de temps, nous n’avons pas de contrdle sur le patient.
Malgré les consignes d’hygiene données dés le premier rendez-vous, il arrive que certains
patients ne les mettent pas en pratique, rendant ainsi le maintien parodontal difficile.
De plus, une contamination externe, dépendante du patient, liée a sa vie privée peut survenir
lors de cette période, le virus se transmettant par la salive.

Nous n’avons donc pas une transparence totale concernant la survenue du virus que ce soit
aussi bien avant I’inclusion, que pendant la durée de 1’étude.
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V. Conclusion



Aprés 2 années de travail sur cette étude, nous avons mis en lumiére des éléments
permettant d’avancer dans la mise en relation de 1’action du traitement parodontal avec
I’évolution de la charge virale EBV.

Le résultat le plus probant est celui du bilan salivaire, il est le plus cohérent et celui qui
présente le plus de corrélation avec 1’évolution des paramétres cliniques.

Ce résultat montre que 70% de patients présentent soit une diminution, soit une
disparition de la charge virale EBV aprés thérapeutique parodontale initiale.

En tenant compte du seuil de risque, ce nombre s’éléve a 87,5% de patients

De plus, sur le plan clinique, c’est au niveau des sites présentant une diminution de la
charge EBV que les diminutions de profondeur de poches sont plus importantes.

Les résultats obtenus a partir du bilan des épithélia de poche ne sont pas représentatifs d’une
situation parodontale globale, ils sont plutdt le reflet d’une situation ponctuelle.

Nous avons recueilli, sur les 16 patients restants considérés EBV+ a la premiére visite,
14 diminutions de charge virale, dont 7 disparitions de charge EBV- aprés réévaluation,
en tenant compte du seuil de risque.

Cela nous a permis d’émettre I’hypothése que le traitement parodontal induirait une
diminution notable de la charge virale EBV, et que cette diminution serait corrélée a une
amélioration des indices cliniques parodontaux.

La maladie parodontale étant une maladie de site, ce résultat nous intéresse notamment en ce
qui concerne le traitement des sites réfractaires.

Dans nos récentes études nous avons montré que le virus EBV potentialise la maladie
parodontale, les conclusions apportées par cette thése, c’est a dire une diminution
globale de la charge virale liée a une amélioration des parametres cliniques, apportent
une nouvelle donnée importante pour améliorer la prise en charge des patients atteints
de maladie parodontale.
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Annexes :



Annexe 1 :

CLASSIFICATION DES MALADIES PARODONTALES (ARMITAGE 1999)
MISE A JOUR PAR LACADEMIE AMERICAINE DE PARODONTOLOGIE (2002)

|- Maladies gingivales

A - Maladies gingivales induites par la plaque dentaire
1- Gingwites associées avec la plaque dentaire uniquement
a- Sans facteurs locaux contributifs
b- Avec facteurs locaux contribufifs (cf. VIILA)
2- Maladies gingivales associées a des facteurs
sysémiques
a- Associées a des modificafions endocriniennes
1- Gingivife de la puberté
2- Gingivite assodée aux cycles menstruels
3- Gingivite au cours de la grossesse
a) Gingivite
b) Granulome pyogénique
4- Gingivite assodée au diabéte sucré
b- Associées aux dyscrasies hématologiques
1- Gingivite assodée a la leucémie
2- Autres froubles
3- Maladies gingivales bées a des médicaments
1- Hypertrophie gingivale induite par les médicaments
2- Gingwites induites parles médicaments
a- Gingwites Bées aux contracepfifs oraux
b- Autres médicaments
4- Gingiites et malnutrition
a Gingivite et carence en vitamine C
b- Autres

B- Lésions gingivales non induiles par la plaque dentaire
1- Maladies gingivales d'origine bacténienne spécifique
2- Maladies gingivales d'onigine virale

a Infection a Herpes virus
1- Gingivostomafile herpétique primitive
2- Herpés buccal réadivant
3- Infecfons a varicelle- zona
b- Autres
3- Maladies gingivales d'origine fongique
a Infections 8 Candida
1- Candidose gingivale généralisée
b- Erythéme gingival indaire
c- Histoplasmose
d- Autres
4- Lésions gingivales d'origine génétique
a- Fibromatose gingvale héréditaire
b- Autres
5- Gingiites au cours de maladies systémiques
a Aftteintes cutanéo-muqueuses
b- Réactions allergiques
6- Lésions traumatiques (facfices, iatrogéniques,
accidentelles)
a) Lésionchimique
b) Lésion physique
c) Lésion thermique
7- Réacfons aufo-immunes
8-__Non spécifiques

IV — Parodontites en tant que manifestations de
maladies systémiques

A- Associées a une hamopathie
B- Associées a des anomalies généfiques
C- Non spaafiees

V- Maladies parodontales ulcéro-nécrotiques

A- Gingwite ulcéro-nécrotique (GUN)
B- Parodontite ulcéro-nécrotique (PUN)

V- Abcés parodontaux

A- Abcés gingival
B- Abcés parodontal
C- Abcés péricoronaire

VIl Parodontites associées a des lésions
endodontiques

A- Lésions combinéas endo-parodontales

VIil- Déformations et affections acquises ou du
développement

ll- Parodontites chroniques

A- Localisées
B- Généralisées

lll- Parodontites agmadvea

A- Locaksées
B- Généralisées

A- Facteurs locaux Bés a la dent, modifiant ou
prédisposant aux gingivites ou aux parodontiles
induites parla plaque
1- Facteurs liés a lanatomie dentaire
2- Obturafion et restauration dentaire
3- Fractures radiculaires
4- Résorptions de la racne cervicale et fissurafions

du cément

B- Malformations mucogingivales au voisinage des dents
1- Récessions gingivales et des tissus mous

a- Surfaces linguales ou vesfibulaires

b- Interproximales (papillaires)

Défaut de kérafinisation de la gencive

Réduction de la profondeur vestibulaire

Frein aberrant/anomalie de lMNnsertion musculaire
Excés de gencive

a- Pseudo-poche

b- Gencive marginale inconsistanie

c- Excésde gencive visible

d- Hypertrophie gingivale (cf. |LA.3 et |.B.4)

6- Anomabe de la coloration

C- Malformations mucogingivales et affections des
barges édentées
1- Déficit vertical ou horizontal de la créfe alvéolaire
2- Deéficit de kératinisation de la gencive
3- Hypertrophie gingivale ou des tissus mous
4- Frein aberrant/anomalie de lNnsertion musculaire
5- Réduction de la profondeur vestibulaire
6- Anomabe de la coloration

D- Traumatisme occlusal

1- Traumafisme occlusal primaire
2- Traumafisme occlusal secondaire

PEEp
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Annexe 2 : Dossier étude Girci

Département de la
Recherche Clinique et de
Flnnovation
Vers une virale des p en relation avec le traitement
radiothérapeutique des cancers ORL ?
Code Interne : 13-GIRCI-01
CAHIER D’OBSERVATION
TEMOIN
Initiales du patient: | _|-|_|
(2" lettre du nom - 1 lettre du prénom)
N* de centre: |__|
N* du patient: |__|__|
Promoteur : CHU de Nice

DRCI - Hopital de Cimiez

4, avenue Reine Victoria - 87 1179
06003 Nice

% ;0492034011 £:0452034075
@ : drc@chu-nice.fr

Dr Séverine VINCENT-BUGNAS
Service d'Odontologie

Hapital Saint Roch

5 Rue Pierre Dévoluy

06000 Nice

Tel :04.92.03.32.70 - Fax:04.92.03.32.71
e-mail: severine.vincent @unice.fr

Investigateur coordonnateur :

Dr Juliette THARIAT
Service de Radiothérapie

Centre Antoine-Lacassagne

33, avenue de Valombrose

06189 Nice Cedex 2

Tel:04.92.03.32.70 - Fax:04.92.03.32.71
e-mail: jthariat@hotmail.com@chu-nice.fr

Investigateur associé :

Code interne
Visite dinclusion

13-GIRCIO1 L) L=

VISITE D’INCLUSION

Date [u/vw/asas)

JE N 7

RECUEIL DU CONSENTEMENT
—————

Je certifie avoir recueilli le consentement libre et éclairé du patient le | __| _1/1_|_I/I_I_|
avant toute procédure.

Nom de i H

Signature de l'investigateur :

DEMOGRAPHIE
e

Date de naissance (MM/AAAA): | __|__I/1 || I _I Age:|__|__|ans

sexe: [IMasculin [ Féminin

HISTOIRE DE LA MALADIE

ICHE D'INSTRUCTION |
POUR REMPLIR LE CAHIER D'OBSERVATIONS |

1-GENERALITES :
Ecrivez dans F'espace réservé,

= Ecrivez les noms en majuscules,

= Utilisez un stylo 3 bille noir,

= Nutlisez pas d'abréviations,

= Complétez I'en-téte sur chaque page.

2-CASES :

Cases ouvertes {riteaux | _|__|_| ): ninscrivez qu'1 seul caractére par case.

Cases fermées : cochez la réponse correspondante

= Valeurs numériques
- cadrezles valeurs numériques 3 droite

- nelaissez pas de cases vides, mettez 2éro

- n'ajoutez pas de virgules, elles sont précodées si nécessaire, appliquer i besoin la régle d'arrondi.

Ex:lincorrect: | 2_| 1| __|  Correct:| 0

Dates : indiquez les dates sous | forme Jour/Mois/Année (ji/mm/aaaa), excepté pour 13 date de naissance qui dot
dtre recueillie en Mois/Année (mm/aaaa).

3-ERREURS :

Vous devez, en cas d'erreur, barrer information erronde par un simple trait afin qu'elle reste visible, noter 1a correction
cdté, signer et dater.

Vous ne devez pas utiliser de correcteur.

4-FIN D’ETUDE :
Quand la participation du patient se termine, que cela soit au terme de I'étude ou de maniére prématurée, vous devez
remplir la fiche de fin d"étude qui se trouve 4 la fin du cahier.

*  Ladate de fin détude :
= date de derniére information recueillie dans le cadre de I'étude : aucun examen lié & I'étude, ni administration du
traitement & I'étude, ni recueil de données ne sera fait aprés cette date.
Par exemple, dans le cas ¢'un patient perdu de vue, sa date de fin d'étude sera la date de derniére information recueilie
qui peut étre la date de sa derniére visite effectuée ou bien I date 'un €l déclaré etc...
* At prématuré :
Sile patient sort de Fétude avant le terme de I'étude, veuillez préciser e motif de cet arrét prématuré.
En cas de doute, n'hésitez pas 3 contacter PARC promoteur.
Arrét prématuré par la volonté du patient:
Le patient peut, en effet, décider 3 tout moment d'interrompre sa participation & Iétude.
- Refus de poursulvre : le patient souhaite arréter 'étude mais il autorise I'explottation des données recueilies
jusqu'a sa sortie d'étude.
- Retralt de consentement : le patient souhaite arréter I'étude mais il n'autorise pas I'exploitation des données
déja recueillies, aucune donnée concernant ce patient ne sera anaysée.

5-DONNEES MANQUANTES :
NI

NA: Non Applicable

6-CONTACT: En cas de problémes lors du remplissage du CRF, veullez contacter le promoteur (coordonnées
mentionnées en page 1).

Code Interne | Necentre N* de patient
Visite d'inclusion
13-GIRCI01 | 1
ANTECEDENTS MEDICAUX
> Antécédents médicaux Ooui [(non
Antécédents médicaux Date de début Date de fin En cours
(MM/AAAA) (MM/AAAA)
1 NS RS PR Y P Y T 7 G O G J{ o o
Ll G by i m i ety O
JES N [ O O S 1 f O TN 7, RN, O OO IO | O i |
[FRTU 7, T N ORE U W (RO 1) R i O | I |
S ST/ T N A 8 O NN 7, S N Ol 1 M o |
NS A O O s Y O 7/ A O o 0 . N 5 |
[ FOAS FR ST Y Y O Y 7/ O 1N 0 M 1 O 2
» Tabagisme: Ooui [Jnen
Sioui:
- Tabacsevré Ooui Clnon
Date sevrage : | _|_|_| bre di tl_l_l_I_lIPa°
- Tabac actif Ooui [Jnen
nombre de paquet/année : | _|__|_|_| PA*

N8: calcul PA = nombre de paquets consommés par jour *le nombre d'années ol la personne a fumé
cette quantité de paquets.
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T

[ | v [rim] —

[ wemss | o | | [ weeo | o [ o | |
VISITE DE SUIVI 1

CRITERES DE SELECTION Date wwwiasan: |1 /111 /1.

CRITERES D'INCLUSIONS.
Age>18ans
Suivi et traitement pour parodontopathie

EVENEMENTI(S) INDESIRABLE(S) GRAVE(S) SURVENU(S) DEPUIS LA DERNIERE VISITE
Oour O Non
*Siou, i

1
dons le classeur investigateur.

Signature d'un consentement éclairé.
Affilia a sécurité sociale.
ION.

DDDDDE

Tout événement ou effet ingési
+ entraine e dict
met n danger 4 vie de s personne ul s préte 4 recherche,

provoque une Incapacité ou un handicap important o duratle,

CRITERES DE NON-INCLUSION

Patients sous Immunosuppresseurs aprés greffe d'organe

Prise &
(saignements éventuels

o|olofo|?
o|olool?

prélvements odontologiques
i our

Le patient est-il inclus dans I'étude ? Ooui ONon

i non, pourquoi ? :

[ semea ]

1/ Profondeur de poche au sandage parodantal (PPS)

2/ Indice de Plaque (Indice d'hygitne) : IP
0: absence de plaque

1: Film de plaque, invisible 3 I'eeil nu

2: Plaque visible 3 Feeil nu

3: Dépdts importants de plaque

3/ Indice gingival (Indice d’inflammation) : IG
0: absence d'inflammation

lége
+ inflammation modérée, saignement au sondage

3: tendance au
4/ Relevé des niveaux dattache (NA)
[ codememe [ wcenwe [ e depatent | :
| 13.6IRCLOL | [ |
VISITE DE SUIVI 2
Date wpevianaaz ||/ 111/ 1_1_1_1_I

EVENEMENT(S) INDESIRABLE(S) GRAVE(S) SURVENU(S) DEPUIS LA DERNIERE VISITE

Oour CInon
* Si oul, veullez faxer au promoteur le formulaire de déclaration d'événements indésirables

18 117136 115 114 113 112 11 121 122 125 124 |25 26 |77 128 présent dans le classeur investigateur.
48 |47 |46 |45 |44 |43 |42 41 |31 32 |33 34 |35 [36 |37 |38
PPS | Evinement o effet indésitadle aui -
—= oo ees — o entrane e dics,
16 | :
"» | 5
NA | CHARTING PARODONTAL
Moyenne des 1P : |_| 1/ Profondeur de poche au sandage parodontal (PPS)
Moyenne des IG: | _|_|
2/ Indice de Plaque (Indice d'hygiéne) : IP
0: absence de plaque
PRELEVEMENTS 1: Film de plaque, invisible 3 Faeil nu
2: Plaque visible d Feeil nu
d del; OJoui CNon* 3: Dépdts importants de plaque
*sinan, pourquoi ?:
3/ Indice gingival (Indice d'inflammation) : IG
0: absence d'inflammation
- Extraction dentaire : Ooui O Non OO 1
2
- Surfagage radiculaire : [ oui (JNon 3
4/ Relevé des niveaux d'attache (NA)
‘ Code Interne | wcenwe ‘ ° de patent | m
T N [ o [
[ 1BoRO01 |
NA |
» | FICHE DE FIN D’ETUDE
16
LNCNENENENENEN CNCNENCNEN Date de fin d'étude vmrasa ¢ [
S
18 [17 [16 (15 (14 [13 [12 [11 [21 [22 [23 [24 [25 [26 (27 |28 b -
48 |47 |46 |45 |44 |43 |42 |41 |31 |32 |33 |34 |35 |36 |37 38
Ll Etude suivie jusqu'a son terme : Oour  [Inon
6 | SleNON:
Motif darrét prématuré :
» | i
NA | o
0 )
Moyenne des IP: |__|_| DD patient perdu de vue
Moyenne des G : | __|_| [0 Violation au protocole (4 préciser ci-dessous)
] 0delson de Powestigatens orkc B
Dloéess:date |_1_1/1_1_1/1_]_|
[ Autre (a préciser ci-dessous)
Précision du motif d'arrét prématuré :
X i . Dow Cien® sion du arrét prématur
*Si non, pourquoi ?:
- Extraction dentaire : Ooui OINon OINA Date de derniére visite réalisée v - [__I__1/1_I_I/1_I_I_I_I
- Surfagage radiculair Ooui CINon CINA Commentaire général :
Signature de linvestigateur
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Liste des
abreéviations



Aa : Actinomyces actinomycetemcomitans
ADF : Association Dentaire Francaise
ADN : Acide DésoxyriboNucléique

BOP : Bleeding On Probing (Saignement au sondage)
CAL : Clinical Attachment Level (Niveau d’Attache Clinique)
CE : Cellule Epithéliale

CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité
CMYV : Cytomégalovirus

CPP : Comité de Protection des Personnes
Cr : Campylobacter rectus

EBER : Epstein-Barr Encoded Small RNA
EBNA : Epstein-Barr Nuclear Antigen
EBV : Virus Epstein Barr

Ec : Eikenella Corrodens

EJ : Epithélium de jonction

GI : Gingival Index

HHYV : Human HerpesVirus

HSV : Herpes simplex virus

IR : Internal Repeat

LB : Lymphocyte B

LCL : Lignée Cellulaire Lymphoblastique
LMP : Latent Membrane Protein

LPS : Lipopolysaccharide

LT : Lymphocyte T

MMP : Métalloprotéinase Matricielle
MNI : Mononucléose Infectieuse

OMS : Organisation Mondiale de la Santé
PCR : Polymerase Chain Reaction

Pg : Porphyromonas gingivalis

PMN : Polymorphonucléaire

PPS : Profondeur de Poche au Sondage

S : Sulcus

Tf : Tannerella forsythia

TR : Terminal Repeat

VZV : Virus Varicelle Zoster



Approbation — Improbation

Les opinions émises par les dissertations présentées, doivent étre considérées comme
propres a leurs auteurs, sans aucune approbation ou improbation de la Faculté de Chirurgie
dentaire (1).

Lu et approuvé, Vu,
Nice, le
Le Président du jury, Le Doyen de la Faculté de

Chirurgie Dentaire de 'UNS

Professeur Professeur Armelle MANIERE

(1) Les exemplaires destinés a la bibliothéque doivent étre obligatoirement signés par le
Doyen et par le Président du Jury.
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-

Serment d’Hippocrate

En présence des Maitres de cette Faculté, de mes chers
condisciples, devant l'effigie d’Hippocrate,

Je promets et je jure, au nom de I’Etre Supréme, d’étre fidele aux
lois

de I'Honneur et de la probité dans lexercice de La Médecine
Dentaire.

Je donnerai mes soins gratuits a lindigent et n’exigeral jamais
un salaire au-dessus de mon travail, je ne participeral a aucun
partage clandestin d’honoraires.

Admis dans l'intérieur des maisons, mes yeux ne verront pas ce
qui se passe, ma langue taira les secrets qui me seront confiés et
mon état ne servira pas a corrompre les meceurs ni a favoriser le
crime.

Je ne permettrai pas que des considérations de religion, de
nation, de race, de parti ou de classe sociale viennent s’interposer
entre mon Devoir et mon patient.

Je garderai le respect absolu de la vie humaine dés sa conception.

Méme sous la menace, je n’admettrai pas de faire usage de mes
connaissances médicales contre les lois de ’Humanité.

Respectueux et reconnaissant envers les Maitres, je rendrai a
leurs enfants I'instruction que jai regue de leurs péres.

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidele a mes
promesses,

Que je sois couvert dopprobre et méprisé de mes confréres si jy

manaque.
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Sarah ABID

ANALYSE DE LA CHARGE VIRALE EPSTEIN
BARR CHEZ LES PATIENTS ATTEINTS DE
PARODONTITE CHRONIQUE : TRAITEMENT
PARODONTAL ET REPONSE VIRALE

Thése : Chirurgie Dentaire, Nice, 2017, n°42.57.17.17

Directeur de thése : Docteur Séverine Vincent- Bugnas

Mots-clés : Parodontite, Etude, Analyses, Virus Epstein Barr, Traitement
Résumé :

La parodontite est la principale pathologie responsable de la perte des dents. Il s’agit
d’une maladie atteignant un tres grand nombre de personnes, pouvant avoir des
conséquences graves sur I’état de santé général des individus atteints. Cette pathologie a
jusqu’a présent été mise en avant comme étant principalement d’origine bactérienne.
Cependant, de récentes études ont montré qu’une étiologie viro-bactérienne, notamment
avec ’implication des virus herpétiques et plus particuliérement du virus Epstein Barr
(EBYV), était a envisager.

Notre étude a eu pour but d’analyser ’effet du traitement parodontal classique sur la
charge virale Epstein Barr. Pour cela nous avons, réalisé sur un échantillon de patients
atteints de parodontite chronique, des prélevements de salive et d’épithélium de poche,
avant le traitement conventionnel initial, puis lors de la visite de réévaluation. Des
données cliniques ont été prises en compte et mises en relation avec les données
biologiques obtenues lors des manipulations au laboratoire.

Les résultats suggérent que le traitement parodontal induirait une diminution notable
de la charge virale EBV, et que cette diminution serait corrélée a une amélioration des
indices cliniques parodontaux.

En conclusion, la diminution globale de la charge virale EBV liée a I’amélioration des
parametres cliniques, apporterait une nouvelle donnée importante pour améliorer la
prise en charge des patients atteints de maladie parodontale.
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