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INTRODUCTION

Le Syndrome d’Apnées-Hypopnées Obstructives du Sommeil (SAHOS) a d’abord été décrit
dans la littérature médicale comme un trouble affectant les hommes adultes souffrant
d’obésité. Il a fallu attendre 1976 pour que le premier cas de SAHOS chez I'enfant soit

publié dans la littérature (1).

Malheureusement, le SAHOS est sous-diagnostiqué et insuffisamment pris en charge dans
la population pédiatrique (2). Du fait de ses conséquences séveres sur le développement
et la santé de I'enfant, il représente un probléme de santé publique avec un enjeu sanitaire,
économique et social (3). C’est pourquoi de nombreuses sociétés savantes frangaises
(Fédération Francaise d’Orthodontie (FFO), Société Francaise d’Oto-Rhino-Laryngologie
(SFORL)) ainsi que des associations internationales (American Academy of Pediatrics
(AAP), American Academy of Pediatric Dentistry (AAPD), American Association of
Orthodontists (AAO), American Academy of Otolaryngology—Head and Neck Surgery
(AAO-HNS)) ont publié récemment des recommandations concernant le diagnostic et la

prise en charge thérapeutique du SAHOS (4-8).

Parmi les étiologies connues, la plus fréquente chez I'enfant sain est I'hypertrophie des
amygdales palatines (AP) (5,9). Ces derniéres font partie du cercle de Waldeyer situé aux
interfaces épithéliales de I'organisme avec I'environnement et représentent la premiere
ligne de défense contre les agents infectieux notamment les virus (10). Les AP voient leur
taille varier au cours de la croissance mais aussi en cas d’infection (3). Leur hypertrophie
risque d’entrainer une diminution du flux respiratoire lors du sommeil, activité primordiale
pour le développement physiologique de I'enfant qui passe entre la moitié et le tiers de son

temps a dormir (11).

En premier lieu nous décrirons les connaissances actuelles concernant la physiopathologie
et la prise en charge du SAHOS pédiatrique. Par la suite une revue narrative de la littérature
sera effectuée en ciblant les infections virales qui auraient un impact sur le développement
du SAHOS chez I'enfant. Ce qui nous aménera a proposer un protocole de recherche
expérimentale dont I'objectif sera de rechercher la présence de virus de la famille des
herpés dans les AP d’enfants atteints de SAHOS au sein du laboratoire MICORALIS.



PARTIE |: LE SYNDROME D’APNEES-HYPOPNEES
OBSTRUCTIVES DU SOMMEIL DE L’ENFANT : LE POINT EN
2021

1. Définitions

Le SAHOS fait partie des troubles respiratoires obstructifs du sommeil (TROS) les plus
courants dans la population pédiatrique (12). La classification internationale des troubles
du sommeil définit une apnée comme une cessation du flux aérien (réduit de 90 % ou plus)

pendant au moins deux cycles respiratoires (13).

Deux types d’apnée se distinguent : celle dite d’origine centrale définie par une absence
de mouvements respiratoires ; et celle dite d’origine obstructive durant laquelle des
mouvements respiratoires sont persistants. Tandis que I’hypopnée se caractérise par une

diminution du flux aérien entre 30 et 90 %.

Le SAHOS est défini par des respirations anormales ou des arréts de la respiration avec
une ventilation insuffisante lors du sommeil. L'index d’apnées-hypopnées (IAH)
correspond au nombre d’apnées obstructives et/ou d’hypopnées par tranche horaire
obtenues par un enregistrement polysomnographique (4). L’'index est considéré comme
anormal lorsqu’il est supérieur a 1,5. Classiquement le SAHOS est dit modéré a sévere

lorsque I'lAH est supérieur a 5, mais des variations existent entre les auteurs (Tableau I).

Tableau | : sévérité du SAHOS en fonction de 'lAH (14,15)

_ Selon Mitchell et Kelly Selon Moraleda-Cibrian et al.
Sévérité du SAHOS
en 2007 (14) en 2015 (15)
Léger 2<IAH<5 1<IAH<5
Modéré 5<IAH < 15 5<IAH <10
Sévere IAH > 15 IAH > 10

IAH (index d’apnées-hypopnées) ; SAHOS (syndrome d’apnées-hypopnées obstructives du sommeil)

La sévérité du SAHOS tient compte de I'lAH, mais surtout des comorbidités (notamment

les malformations et 'obésité) ce qui explique cette absence de consensus (5).



En 2008, Capdevila et Gozal proposaient une classification du SAHOS pédiatrique en trois
types (16) :

- Type | : hypertrophie adéno-amygdalienne obstructive ou anomalie orthodontique ;

- Type ll: obésité, syndrome métabolique (hypertension artérielle, résistance a l'insuline,

syndrome inflammatoire biologique) ;

- Type lll : pathologie malformative de la téte et du cou, maladies génétiques entrainant
des anomalies des voies aériennes supérieures (trisomie 21, syndrome de Prader-Willi,

syndrome de Pierre Robin, achondroplasie, craniosténoses, etc.).
2. Epidémiologie

La prévalence pédiatrique du SAHOS se situe entre 1,2 et 5,7 % et reste a peu pres stable
durant les différentes périodes de I'’enfance (12). Toutefois, il existe un pic de fréquence
entre 2 et 8 ans, ce qui coincide avec 'accroissement du volume des tissus lymphoides

associé a une faible croissance osseuse concomitante (4).

Les études épidémiologiques évaluant la prévalence du SAHOS chez I’adolescent (17—
22) utilisent des méthodologies et des criteres diagnostics différents (absence d'utilisation
de I'enregistrement polysomnographique en milieu hospitalier) ou sont réalisées dans des
pays distincts ou sur des populations particulieres, expliquant la grande variabilité des

résultats obtenus qui se situent entre 0,5 et 6 % (23).

Avant la puberté le SAHOS touche autant les filles que les gar¢cons mais a I'age adulte les
hommes seraient plus touchés. Cela débuterait juste aprés le pic pubertaire, moment ou
la croissance de la langue est plus importante chez les garcons que chez les filles et qui

peut constituer un obstacle respiratoire (3,12,23).

Des cas familiaux de SAHOS ont été mis en évidence (13). L’origine génétique ou
environnementale n’est pas clairement mise en cause mais les deux seraient probablement

contributrices (13).



3. Physiopathologie du SAHOS

Pour comprendre la physiopathologie du SAHOS pédiatrique il est important de
comprendre la physiologie de la respiration et du sommeil.

3.1. Anatomie

Les voies aériennes supérieures (VAS) (figure 1) présentent une structure complexe. Elles
s’étendent des fosses nasales a la trachée cervicale. Le segment impliqué dans la

pathogénie du SAHOS est le pharynx.

L’obstruction lors du SAHOS peut siéger au niveau d’un ou plusieurs sites du pharynx :
- le voile du palais : obstacle nasopharyngé ou vélopharyngé (Figure 1C) ;
- enarriere de la base de la langue : obstacle oropharyngé ou rétro-lingual (Figure 1D);

- I'hypopharynx : obstacle hypopharyngé (Figure 1E) (24-26).

Figure 1 : schéma des voies aériennes supérieures et des différents sites d’obstructions

(27)
% e
Voies aériennes supérieures

P
L L p
Palais osseux Fosses nasales
E E
Langueet Cavité buccale
génioglosse
Palais mou (voile) - —~
: (B) Pharynx ouvert (C) Obstruction
Mandibule Pharynx = = nasopharyngée
Epiglotte
m
Os hyoide Larynx

Cordes vocales Trachée

(A) Pharynx normal

(D) Obstruction (E) Obstruction
~ oropharyngée ~ hypopharyngée

VP : voile du palais ; L : langue ; P : pharynx ; E : épiglotte

Le pharynx n’est pas circonscrit pas une armature rigide osseuse ou cartilagineuse
maintenant son ouverture au repos pour la respiration. Son ouverture dépend
essentiellement de la contraction coordonnée des muscles dilatateurs du pharynx. Ces

derniers ont une activité tonique permanente et une activité phasique inspiratoire qui lutte
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contre la pression inspiratoire générée par le diaphragme et qui tend a fermer la lumiére
du pharynx (28).

Pour rappel, chaque muscle est capable de fournir une activité tonique : permet le maintien
d’'une position d’un segment osseux (ex : garder le bras tendu vers l'avant) en ne
nécessitant pas beaucoup de force et peu d’ énergie et une activité phasique : permet la

mobilisation de segments osseux (ex : faire des tractions) en nécessitant de la force et plus
d’énergie (29).

3.2.Durant I’éveil

Les activités toniques et phasiques sont coordonnées pour assurer un diameétre suffisant
des VAS et une mobilisation du volume pulmonaire adapté aux besoins ventilatoires que
ce soit chez les patients sains ou les patients atteints de SAHOS. Ces derniers ont peu ou
pas de troubles des VAS pendant I'éveil, cela est d0 notamment a une activité phasique

des muscles dilatateurs du pharynx augmentée pour compenser I'obstruction (28,30).
3.3.Durant le sommeil

L’activité musculaire tonique et phasique des muscles dilatateurs du pharynx diminue
progressivement de I'état de veille au sommeil non paradoxal, puis au sommeil paradoxal

ou I'activité tonique atteint seulement 20 a 30 % de I'activité de I'éveil (31).

Cette diminution du tonus dilatateur des VAS est accompagnée d'une diminution de
I'activité du diaphragme et des muscles intercostaux, avec une pression inspiratoire qui

décroit, permettant le maintien d'une permeéabilité des VAS (4).

Chez les patients atteints de SAHOS le pharynx se collapse entrainant des apnées. Gold
et Schwartz en 1996 (32) proposaient de modéliser le pharynx par un tube souple de
section variable permettant a I'aide de plusieurs lois physiques d’expliquer comment ce

collapsus peut se créer :

- Laloi de Poiseuille dit que le débit d'un liquide ou d'un gaz en flux laminaire a travers
un tube dépend de :

- la difféerence de la pression entre les deux extrémités rigides du tube ;

- durayon (r* : une petite diminution du rayon entraine une grosse diminution
débit) ;

- delalongueur du tube;

- delaviscosité.



Figure 2 :illustration du modéle de Starling qui peut s’appliquer pour modéliser le pharynx
au cours du sommeil (composition personnelle)

Boite scellée :
le cou

A\

Tube rigide : la
trachée

Paval

- Si le calibre n'est pas réqulier comme dans le cas d’'une obstruction, I'effet Venturi
s'applique :

Tube rigide : les

) fosses nasales

Pamont

Tube flaccide : le pharynx

Pendoluminale

- vitesse du flux augmentée au niveau du rétrécissement et le régime
d’écoulement n’est plus laminaire mais turbulent ;

- Orlethéoréme de Bernoulli dit que la pression diminue lorsque le flux est
accélére, cela facilite le collapsus des parois du tube si celles-ci sont
souples.

= C'est le premier élément responsable de la fermeture du pharynx (4).

Figure 3 : modélisation d’une hypertrophie conduisant au collapsus du pharynx via
'augmentation de la vitesse et donc de la baisse de la pression endoluminale (composition

personnelle)

[\

Hypertrophie
amygdalienne

B\
\J =\

V : vitesse de l'air inspiré. P : pression endoluminale.




3.4.Causes de I’obstruction dans le SAHOS pédiatrique
3.4.1. Obésité

L’obésité apparait comme le principal facteur de risque de SAHOS (5). Sa fréquence est
estimée entre 19 et 61 % chez I'enfant (3). De plus, la sévérité du SAHOS serait

proportionnelle au degré d’obésité (33).

Chez l'adolescent obese le risque de survenue de SAHOS est multiplié par un facteur de
4a5 (34,35).

L’obésité contribuerait de plusieurs manieres a la réduction du calibre des VAS :

- En induisant des dépo6ts excessifs de graisse dans les parois latérales du pharynx,

mais aussi sous la mandibule, dans la langue, dans le palais mou et dans la luette (36) ;

- En entrainant une augmentation tissulaire non graisseuse qui tend a épaissir les
parois des VAS. Son effet sur le thorax agit indirectement sur les VAS : 'ensemble des
structures intrathoraciques est refoulé vers le haut par la masse graisseuse abdominale,
surtout en décubitus. La trachée n’exercant plus sa traction des VAS vers le bas, cela

induit un épaississement de leurs parois par un effet accordéon (37).

3.4.2. L’hypertrophie amygdalienne

Figure 4 : hypertrophie amygdalienne de
grade Ill chez un enfant de 4 ans (Centre
Hospitalier Universitaire de Nice (CHUN))

La physiopathologie du SAHOS chez l'enfant reste encore mal comprise mais pour les
enfants non obéses I’hypertrophie amygdalienne (Figure 4) est de loin la cause majeure
(9,38,39).

Le systéeme immunitaire est composé d'organes et de tissus dits lymphoides dévolus a la
production de lymphocytes et aux fonctions immunitaires. Les organes lymphoides
primaires servent a la différentiation et a la maturation des lymphocytes B et T. Les



organes lymphoides secondaires sont peuplés de ces cellules et sont le lieu des

coopérations cellulaires aboutissant a la réponse immunitaire adaptative.

Ces organes lymphoides secondaires ou périphériques sont classés en organes
systémiques et muqueux. Ces derniers regroupent sous le nom de tissu lymphoide
associé aux muqueuses ou MALT (Mucosae Associated Lymphoid Tissue), des entités
organiques nombreuses et variées comme la mugueuse respiratoire, digestive ou encore

'anneau de Waldeyer (Figure 5)(40).

L’anneau de Waldeyer est le nom donné a 'ensemble du tissu lymphatique entourant de
facon circulaire le pharynx. Il comprend les amygdales pharyngées (aussi appelées
végétations adénoides), palatines, tubaires et linguales (Figure 5)(41). En cas d'infection,
les amygdales pharyngées peuvent présenter une modification de leur aspect, une

augmentation de leur volume et étre douloureuses.

Figure 5 : anneau de Waldeyer (composition personnelle)

\

Végeétations adénoides

\

L’anneau de Waldeyer est le plus développé entre 'age de 3 et 6 ans, cela est di aux
infections virales récurrentes chez I'enfant de cet age (42). Or entre 2 et 8 ans
'augmentation du volume adéno-amygdalien est plus rapide que la croissance du naso-
pharynx (23). Il peut donc se produire une hypertrophie relative au contenant. Les
organes lymphoides croissent pour causes infectieuses mais a cause du contenant trop

petit, des anomalies de la respiration peuvent se produire due a la réduction trop importante



de la lumiere pharyngée. C’est ainsi que le pic de croissance de I'anneau de Waldeyer
concorde avec celui d’incidence du SAHOS (43,44). Ce phénoméne physiologique est
présent chez tous les enfants mais de maniere plus marquée chez les patients atteints de

SAHOS pour cause d’hypertrophie.

Puis le diametre des VAS croit proportionnellement aux tissus mous jusqu’a I'age de 11
ans. Apres cet age, le diametre des VAS augmente plus vite que les tissus adéno-
amygdaliens expliquant la baisse du réle étiologique de [I'hypertrophie adéno-

amygdalienne dans la genése du SAHOS chez I'adolescent (43).

L’hypertrophie des AP est évaluée a l'aide des grades de Friedman et al. (Figure 6) ou a
I'aide du score de Brodsky (45).

Figure 6 : classification de I'hypertrophie amygdalienne selon les grades de Friedman et
al. (45)

A B C D E

A. Grade 0 : la luette et les piliers de la loge amygdalienne sont visibles

B. Amygdales Grade | : les amygdales sont cachées dans la loge

C. Amygdales Grade Il : les amygdales dépassent la loge

D. Amygdales Grade Ill : les amygdales dépassent largement la loge sans dépasser le milieu
E. Amygdales Grade IV : les amygdales sont jointives au niveau de la luette

Les enfants présentant un grade IV (Figure 6E) ont beaucoup plus de risques de
développer des TROS a cause du rétrécissement oropharyngé et du collapsus latéral (46).

Cependant les études n’ont pas réussi a mettre en évidence une corrélation entre la

sévérité du SAHOS et le degré d’hypertrophie amygdalienne (23).

De plus une étude de Guilleminault et al. prouvait que le SAHOS peut se reproduire des

années aprés I'amygdalectomie (47).



3.4.4. Rhinites allergiques

Les rhinites allergiques peuvent affecter le sommeil par différents mécanismes. En effet, la
congestion nasale secondaire a linflammation de la muqueuse nasale induit une
augmentation de la résistance des voies respiratoires, une augmentation de la pression
dans les fosses nasales et donc en conséquence un collapsus possible du pharynx
entrainant un SAHOS (48).

De plus, les médiateurs inflammatoires lors du processus allergique tels que I'histamine
et certaines cytokines, peuvent agir directement sur le systéme nerveux central en
modifiant le rythme du sommeil (49) mais aussi entrainer I’hypertrophie amygdalienne
(50,51).

3.4.5. Langue

A I'adolescence survient une croissance de la langue plus importante chez les garcons

gue chez les filles pouvant étre responsable d’'un obstacle respiratoire (47,52).

La langue peut étre aussi hypertrophique a cause d’'un désordre génétique (syndrome de
Beckwith-Widemann, trisomie 21), d’'une tumeur bénigne ou maligne ou d’une
malformation veino-lymphatique et donc conduire a un rétrécissement des VAS

susceptible de se majorer en inspiration lors du sommeil (4).

3.4.6. Anomalies des bases osseuses

Les structures osseuses peuvent entrainer un rétrécissement des VAS. Parmi 400 enfants

et adolescents atteints de SAHOS et non obéses, Kim et Guilleminault ont mis en évidence

des troubles anatomiques (rétrognatisme, hypomandibulie, et palais ogival) dans 87 %
des cas, alors que I'hypertrophie amygdalienne avec un grade supérieur a Il du score de

Friedman n’existaient que chez 72 % d’entre eux (53).

Les anomalies des bases osseuses peuvent s’intégrer dans un cadre génétique malformatif

présent des la naissance ou alors s’exprimer lors de la croissance.
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Dés la naissance :

C’est le cas des malformations craniofaciales (Crouzon, Apert, autres craniosténoses).

Moraleda-Cibrian et al. décrivaient la présence de SAHOS chez 58 % d’enfants atteints de

malformation craniofaciale (87 sur 151)(15).

La mandibule peut également étre responsable d’un rétrécissement des VAS
essentiellement par glossoptose (langue qui chute en arriere dans la gorge) dans le cas

de syndromes tels que Pierre Robin (Figure 7), Goldenhar (4).

Figure 7 : nouveau-né diagnostiqué avec
le syndrome de Pierre Robin (48), une
rétrognathie mandibulaire et  une
glossoptose sont présents

Lors de la croissance :

Le syndrome de Marfan ou d’Ehlers-Danlos dans lesquels on retrouve une anomalie de

croissance du maxillaire se traduisent par un palais anormalement haut et étroit (Figure

8)(4).

Figure 8 : palais haut et étroit chez un
enfant de 9 ans (CHUN)

La croissance du maxillaire va étre influencée par des forces musculaires appliquées
essentiellement par la langue avant I'age de 6 ans. Cette derniére ne s'appuie pas sur le
palais chez les enfants respirateurs buccaux exclusifs (déglutition primaire) entrainant une

largeur maxillaire diminuée (54).
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Les patients présentant un frein lingual court sont plus frequemment atteints du SAHOS
contrairement aux enfants possédant un frein lingual de taille normale (35% d’enfants avec
SAHOS avaient un frein lingual court alors que la fréquence de celui-ci est de 2 & 10%

dans la population pédiatrique (4)) :

- Frein labial maxillaire (Figure 9) limitant 'expansion antérieure du maxillaire (4) ;

- Frein lingual entrainant une ankyloglossie (Figure 10) et donc une largeur maxillaire
diminuée.

Figure 9 : frein labial maxillaire a insertion Figure 10: brieveté du frein lingual
papillaire (CHUN) (CHUN)

3.4.6.1. Tonus dilatateur du pharynx diminué

Certains états neurologiques (infirmité cérébrale), musculaires (myopathies, trisomie 21)
(55) ou la prise de certains médicaments (benzodiazépines) ou de toxiques (alcool) (56)

diminuent le tonus des muscles dilatateurs du pharynx.

3.4.6.2. Autres anomalies

L’abaissement de 'os hyoide et I'allongement du conduit aérien (du palais dur a la base de

I'épiglotte) est parfois aussi retrouvé comme cause de SAHOS (57,58).

3.5.Autres facteurs de risques

On retrouve d’autres facteurs de risque tels que I'exposition au tabac, la prématurité,

I’asthme ainsi que le reflux gastro-cesophagien (4).

L'hypertrophie amygdalienne est ainsi peu susceptible d'étre suffisante a elle seule pour
entrainer un SAHOS chez I'enfant. Cette hypertrophie semble plutot précipiter un SAHOS
chez les enfants possédant des anomalies sous-jacentes des VAS (52).
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4. Conséquences cliniques du SAHOS

Les complications potentielles du SAHOS chez [I'enfant sont essentiellement

neurocognitives, comportementales, cardiovasculaires et métaboliques.

Il existe une augmentation de la prévalence des troubles neurocognitifs. Le manque
d’oxygénation lié au SAHOS associé a la fatigue chronique peut affecter les capacités
intellectuelles et cognitives de I'enfant (21). Des troubles de l'attention, du langage, des
apprentissages (écriture, calcul), troubles de la mémoire, anomalies des fonctions
exécutives ont été mis en évidence (59). Les enfants sont plus endormis durant la journée,
sont moins capables de se concentrer a I'école et plus irritables (60). Par ailleurs le SAHOS
est parfois décrit comme facteur favorisant I’hyperactivité¢ (4). Si les troubles
comportementaux s’améliorent aprés la prise en charge du SAHOS, les troubles cognitifs

semblent irréversibles (61).

Le SAHOS chez l'enfant peut conduire a des perturbations autonomiques et
cardiovasculaires : insuffisance cardiaque droite et gauche (62) et une hypertension
artérielle. Cette hypertension serait favorisée par l'activation du systéme nerveux
autonome, les épisodes d’hypoxie répétés et la fragmentation du sommeil (63). Un retard
de croissance staturo-pondérale peut étre retrouvé. En effet, un trouble respiratoire du
sommeil non traité peut générer une diminution de la sécrétion des hormones de

croissance (5).

Chez les enfants obéses, des perturbations métaboliques telles qu’'une augmentation de
la protéine C réactive (CRP), du facteur de croissance de I'endothélium vasculaire (VEGF),
du facteur de nécrose tumorale (TNFa), de l'interleukine 6 (IL6) ont été rapportées. Celles-
ci se normaliseraient aprés adéno-amygdalectomie (64—66). Indépendamment de I'obésité,
le SAHOS peut étre a I'origine d’'une cascade de réactions inflammatoires conduisant a
une dysfonction endothéliale qui favoriserait la formation des plaques d’athéromes (67).
D’autres répercussions ont été aussi rapportées : risque d’obésité majoré, vieillissement

prématuré et diminution du systeme immunitaire (68).

Chez 'adolescent le SAHOS favorise les mémes complications que chez I'enfant mais peut
conduire en plus a des syndromes dépressifs avec parfois des tendances suicidaires

associées a des conduites a risque (69,70).
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5. ROle de I’'odontologiste pédiatrique dans la démarche diagnostique

Le chirurgien-dentiste (CD) joue un rdle déterminant dans la prise en charge

pluridisciplinaire du SAHOS de I'enfant en permettant son dépistage précoce.
5.1.Interrogatoire et anamneése

Lors du questionnaire médical préalable a toute consultation, le CD doit rechercher des
signes évocateurs d’'un SAHOS chez I'enfant, notamment via un interrogatoire précis des

parents. Les symptdmes du SAHOS varient durant la journée (71).

Les symptdmes nocturnes incluent ronflement, apnée ou pauses respiratoires

constatées, sueurs nocturnes, interruptions du sommeil (cauchemars, agitation durant le

sommeil), énurésie secondaire.

Les symptomes diurnes incluent I'obstruction nasale, la respiration buccale, les

problémes de comportement (hyperactivité ou hypoactivité), la somnolence diurne

excessive, la réapparition de siestes.

L'interrogatoire recherche des facteurs sociaux, environnementaux (pollution,
allergénes, tabagisme passif, sommeil des parents et de la fratrie) et pharmacologiques
(antihistaminiques). Parfois, on pourra s'aider de films ou d'enregistrements sonores

réalisés par les parents avec un smartphone (4).

5.2.Examen clinique

L'examen clinique recherche les facteurs prédisposant au SAHOS, notamment (72,73) :

- Obstruction nasale (rhinite, sinusite, déviation septale...) ;

- Obstruction oropharyngée (amygdale, voile du palais, macroglossie, micrognathie et
rétrognathie) ;

- Obstruction laryngée ;

- Le type de respiration spontanée (respirateur buccal prédominant) ;
- L'équilibre facial (faciés adénoidien)(Figure 11) ;

- Lataille des AP évaluée avec le score de Friedman (Figure 6)(45) ;

- Laclasse d'Angle (classe 2 prédominante avec une tendance a la rétrognathie).
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Figure 11 : faciés adénoidiens de face et de profil (CHUN)

Différents modéles de questionnaires sont disponibles et aucun ne fait réellement
consensus. Toutefois le questionnaire proposé par Franco et al. en 2000 est fréequemment
utilisé comme référence pour évaluer la qualité de vie de I'enfant souffrant de SAHOS
(Annexe 1)(71).

5.3.Examens complémentaires

L’enregistrement nocturne par polysomnographie (PSG) en laboratoire de sommeil
constitue le gold standard (Figure 12)(3,8). Elle permet de mesurer des valeurs objectives
du sommeil. Néanmoins, il existe un probléme d'accessibilité a cet examen, puisque le
nombre de laboratoires du sommeil en mesure d'enregistrer le sommeil chez 'enfant en

France est estimé a une centaine uniguement (74).

Figure 12 : enfant avec les capteurs de polysomnographie au laboratoire de sommeil (4)




Méme en se limitant strictement aux indications d'enregistrement définies par la Haute
Autorité de Santé (HAS) en 2012 (74), l'inadéquation entre les besoins de PSG et I'offre de
soins méne a des délais allant de 3 & 6 mois, préjudiciables pour les patients et leur famille.
En raison de cet obstacle logistique, des méthodes d'enregistrement simplifiées ont été

proposeées telles que la PSG a domicile (Figure 13)(4).

Figure 13 : enfant de 8 ans bénéficiant
d’'une polygraphie ventilatoire a domicile (2)

En cas d’obstruction ORL sévére associée a un tableau clinique évident de SAHOS et sans
comorbidité associée, la polysomnographie avant la chirurgie n’est pas nécessaire compte
tenu du caractere urgent de la prise en charge thérapeutique (Figure 14), en pratique elle

n’est réalisée que chez 10% des patients subissant une chirurgie (8,75).

Figure 14 : proposition de diagramme décisionnel par Aubertin et al. pour la réalisation
d’'un examen du sommeil chez I'enfant de 3 a 8 ans suspecté de syndrome d’apnées
obstructives du sommeil sans comorbidité associée (75)

‘ Questionnaire médical ‘

|

Présence de critéres majeurs nocturnes :
- Ronflements plus de 3 nuits par semaine, sonores depuis plus de 3 mois
- Irrégularités respiratoires ou apnées
- Inquiétude des parents (ont fait un film, ont secoué leur enfant)

Avec ou sans critére diurne majeur : trouble du comportement, de I'attention, de la
croissance

Oui Non
A l'examen clinique présence de critéres majeurs ORL : Non Examen du sommeil
- Hypertrophie des végétations / amygdales -_— indispensable avant traitement
- Face longue, adénoidienne

Oui

Examen du sommeil non indispensable
avant chirurgie ORL
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L'examen fibroscopique, réalisé par un ORL, sert a préciser la taille des végétations

adénoides, la position du voile, la mobilité laryngée, ainsi que la taille de la base de langue

(4).
6. Prise en charge thérapeutique du SAHOS

A ce jour, il n’existe pas de consensus concernant la prise en charge thérapeutique du
SAHOS. Cependant, elle se doit d’étre nécessairement pluridisciplinaire (médecine du

sommeil, ORL, pneumo-allergologue, orthodontiste, chirurgien-dentiste...)(76).
6.1.Prise en charge chirurgicale

L’hypertrophie des végétations adénoides et/ou des amygdales est la principale cause du
SAHOS (77). Méme si cette hypertrophie est modérée la prise en charge chirurgicale est
le traitement de choix. L'amygdalectomie par chirurgie subtotale intracapsulaire par
radiofréquence (Figure 16) consiste a retirer la partie obstructive des deux amygdales
palatines (uniquement le tissu hypertrophique qui dépasse du plan des piliers, en
respectant une lame de tissu amygdalien pour protéger la capsule), sous anesthésie
générale associée a une adénoidectomie (exérese des végétations adénoides).
L’hémostase est soigneusement contrélée car des risques hémorragiques existent
(responsables d’un décés par an en moyenne soit 1/100 000) (4). Cette opération est
efficace dans 80% des cas chez les enfants de poids normal sans comorbidité associée
(78).

L’amygdalectomie intracapsulaire est désormais la technique chirurgicale la plus fréquente
par rapport a I’amygdalectomie totale (Figure 15), durant laquelle la totalité des deux AP
est retirée, car les suites opératoires sont plus simples : moins de saignements (1,8% de
saignements  primaires lors d’amygdalectomies totales contre 0,3% lors
d’amygdalectomies subtotales)(79), moins de douleurs et retour a la vie sociale normale
plus rapide (80,81).

Mais une revue Cochrane publiée en 2020 a conclu que le chirurgien ORL pédiatrique
devrait choisir la technique chirurgicale de son choix car il existe un risque encore trop peu
étudié de récidives de I'hypertrophie amygdalienne dans le cas de I'amygdalectomie
subtotale avant de pouvoir statuer sur un gold standard (82).
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Figure 15 : amygdalectomie totale par dissection a la lame froide (vue opératoire inversée)

A, B : Exposition de 'oropharynx : la traction médiale de 'amygdale laisse deviner sous le pilier antérieur la
région capsulaire et la localisation des points d’injection de la solution d’anesthésie locale. C : Incision de la
mugueuse le long du bord libre du pilier antérieur. D : Recherche et décollement du plan capsulaire. E, F :
Libération de 'amygdale dont il ne reste plus qu’a dégager le pdle inférieur par une coagulation bipolaire et
une section avec ciseaux.

Figure 16 : amygdalectomie subtotale
intracapsulaire

Un appareil de radiofréquence incisera
au niveau de la ligne rouge pour retirer
toute la partie en bleu et laisser la partie

en rose de I'amygdale en place.
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6.2.Prise en charge médicale

Pour un SAHOS léger (IAH < 5) ou résiduel apres une prise en charge chirurgicale, un
traitement médicamenteux d’au moins 3 mois associant une corticothérapie par voie
nasale (budésonide ; fluticasone) et des antileucotrienes par voie orale (montélukast) peut
étre proposé (84,85). La disparition du SAHOS sera alors vérifiee par un controle de

’examen du sommeil.

Si l'enfant présente des allergies, un traitement local par corticoides nasaux
(béclométasone, budésonide), parfois associé aux antihistaminiques oraux (desloratadine,

loratadine, cétérizine) peut étre mis en place (77,86).

Chez un enfant en surpoids, la mise en place de mesures hygiéno-diététiques est

indispensable.
6.3.Prise en charge orthodontique

Lorsque la croissance oro-faciale est perturbée par une ventilation incorrecte, le risque de
collapsus des VAS durant le sommeil est augmenté. Il est important de les repérer le plus
rapidement possible afin de pouvoir y remédier et de prévenir les conséquences déléteres

sur la croissance oro-faciale (87).

En présence d’anomalie cranio-faciale le traitement orthodontigue peut étre
recommandé comme traitement de premiére intention ou le plus souvent comme traitement
complémentaire d’un traitement de premiere intention (ORL, médicamenteux ou

chirurgical...).

Les deux dispositifs les plus utilisés sont I’expansion maxillaire rapide (Figure 17) et
I’orthese d’avancée mandibulaire. Une rééducation musculaire oro-faciale peut étre

aussi associee en paralléle au traitement global (3).
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Figure 17 : matériel d’expansion rapide
du maxillaire par disjonction (CHUN)

6.4.Prise en charge ventilatoire

L’assistance ventilatoire est le traitement de choix des SAHOS sans hypertrophie et des

SAHOS persistants aprés traitement chirurgical. Elle permet une diminution des

résistances des VAS en faisant une attelle pneumatique augmentant le calibre des VAS.
Un ventilateur simple qui délivre une pression positive continue (PPC) est généralement

utilisé via un masque nasal ou une enveloppe narinaire (Figure 18) (77).

Figure 18 : enveloppe narinaire de ventilation non invasive, a fuites (77)
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Figure 19 : schéma résumant la prise en charge pluridisciplinaire du SAHOS chez I'enfant

(2)
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7. Conclusion

Du fait de sa physiopathologie, le SAHOS pédiatrique nécessite une prise en charge
pluridisciplinaire (Figure 19). En tant que chirurgien-dentiste exercant en odontologie
pédiatrique, notre position privilégiée nous permet de dépister (prévention primaire) les
patients les plus a risque de SAHOS (4) et de poser un diagnostic présomptif (prévention
secondaire). Dans le but de le confirmer ou de I'infirmer, notre patient sera adressé a un
ORL pédiatrique (Annexe 2) afin qu’'une polysomnographie (enregistrement nocturne du
sommeil et de la respiration), gold standard pour le diagnostic positif du SAHOS, soit
réalisée (5). La littérature scientifigue a mis en évidence chez la plupart des enfants en
bonne santé, que le rétrécissement des VAS est principalement di a une hypertrophie
adéeno-amygdalienne (72). En effet c’est entre 2 et 8 ans que les infections ORL sont les
plus fréquentes faisant augmenter le volume des amygdales palatines. C’est pourquoi, les
académies et sociétés savantes nationales et internationales recommandent

'adénotonsillectomie comme traitement de premiére intention (4-8).
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PARTIE Il : REVUE NARRATIVE DE LA LITTERATURE

La liste des virus respiratoires causant la majorité des infections ORL et des VAS est longue
et comprend des agents infectieux courants comme les adénovirus (AdV), le virus Boca,
les coronavirus (CoV), les entérovirus (EV), I'Epstein-Barr Virus (EBV), I'hnuman
métapneumovirus (hMPV), les virus influenza (InfV), les virus parainfluenza (VPI), le virus

respiratoire syncytial (VRS) et les rhinovirus (RV)(88).

D’autres virus sont aussi frequemment détectés dans les AP ayant été ablatées notamment
le cytomégalovirus (CMV), les human herpeés virus (HHV) 6-8, les virus de I'herpés simplex
(HSV), 'humain papillomavirus (HPV), le parvovirus humain B19 et le polyomavirus
(PoV)(88).

Existe-t-il un lien entre infection virale et SAHOS pédiatrique et lequel serait-il ?
1. Revue narrative de la littérature
1.1.Identification des articles

Une recherche électronique a été effectuée sur les bases de données PubMed [MEDLINE]
et The Cochrane Library, le 2 avril 2021, en utilisant les mots-clés suivants : (Child OR
Children OR (Child [MeSH Terms]) OR Infant OR Infants OR (Infant [MeSH Terms]) OR
Adolescent OR Adolescents OR (Adolescent [MeSH Terms])) AND (virus OR (Viruses
[MeSH Terms])) AND ((Sleep apnea, obstructive [MeSH Terms]) OR (Sleep apnea
obstructive syndrome) OR (sleep apnea) OR (OSA) OR (tonsillar hypertrophy) OR (palatine
tonsil [MeSH Terms]) OR (palatine tonsil)).

La recherche électronique a été mise a jour sur les bases de données PubMed [MEDLINE]
et The Cochrane Library le 15 septembre 2021 mettant en évidence seize nouvelles

références. Apres lecture des titres et résumeés aucune n’a pu étre incluse.
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Tableau Il : résultats de la recherche électronique effectuée sur les bases de données
PubMed et The Cochrane Library

Numéro Terme PubMed e (_Zochrane
Library
#1 Child 2 800 542 171 034
#2 Children 2 800 542 171 032
#3 Child [MeSH Terms] 1957 163 56 872
#4 Infant 1281 096 52 088
#5 Infants 1281096 35015
#6 Infant [MeSH Terms] 1162982 32519
#7 Adolescent 2193 320 133 877
#8 Adolescents 2193 320 23 016
#9 Adolescent [MeSH Terms] 2 081 620 105 120
#1 OR #2 OR #3 OR #4 OR #5 OR #6 OR
#10 #7 OR #8 OR #9 4 356 423 281 176
#11 virus 1211 380 33819
#12 Viruses [MeSH Terms] 850 850 9 400
#13 #11 OR #12 1211 380 36 996
#14 Sleep apnea, obstructive [MeSH Terms] 22137 1999
#15 Sleep apnea obstructive syndrome 34 743 1707
#16 Sleep apnea 50 284 7471
#17 OSA 16 017 3375
#18 Tonsillar hypertrophy 1460 113
#19 Palatine tonsil [MeSH Terms] 10 291 138
#20 Palatine tonsil 10751 177
#14 OR #15 OR #16 OR #17 OR #18 OR
#21 #19 OR #20 9170 8 059
#22 #10 AND #13 AND #21 387 15

1.2.Sélection des articles

Les études étaient incluses si elles répondaient aux critéres d’inclusion suivants :

- Etudes cas-témoins ;
- Etudes de cohorte (prospectives et rétrospectives) ;
- Etudes descriptives ;

- Enfants ayant eu une infection virale symptomatique ou chez lesquels des virus ont été
identifiés dans les AP aprées amygdalectomie ;

- Etudes portant sur les AP d’enfants et d’adolescents ;
- Articles rédigés en francais ou en anglais.
Les critéres de non inclusion étaient :

- Cas cliniques ou séries de cas ;

- Etudes in vitro ;

- Revue narrative de la littérature ;

- Etudes portant sur les AP d’adultes ;

- Etudes portant uniguement sur les végétations adénoides.
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1.2.1. Présélection et inclusion des articles

Apres la recherche électronique (Tableau Il) sur les bases de données PubMed et The
Cochrane Library et, aprés élimination des doublons, 402 références ont été identifiées.
Aprés lecture des titres et des résumés 326 références ont été éliminées. Apres lecture

compléte des 76 articles présélectionnés, sept articles (89—95) ont été inclus.

Figure 20 : diagramme de flux des références d’apres Page et al. (96)
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1.2.2. Résultats

Les résultats de cette recherche sont présentés par catégories de virus (Annexe 3)

retrouvés dans les AP. Deux réferences (92,93) étaient de grade B (présomption
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scientifique) et cinq références (89-91,94,95) de grade C (faible niveau de preuve

scientifique) selon les recommandations de la HAS (Tableau I11)(97).

Tableau Il : niveau de preuve et grade des recommandations des sept études incluses,
selon la HAS (97)
Aute,u'rs, annee Type d’étude Niveau de preuve Cligle deg
(référence) recommandations
Goldbart et al., 2007 Cas-temoins Niveau 3 C
(89)
Snow et al., 2009 Cohorte :
. . Niveau 4 C
(90) rétrospective
Yeshuroon et al., L .
2015 (91) Cas-téemoins Niveau 3 C
FERET gg" Ae Cohorte prospective Niveau 2 B
Elnst e(tggl) AU Cohorte prospective Niveau 2 B
Kaurietetal.; 2019 Descriptive Niveau 4 C
(94)
Proenca-Modena et _ .
al., 2019 (95) Descriptive Niveau 4 C

Grade A : preuve scientifique établie. Grade B : présomption scientifique. Grade C : faible niveau de preuve
scientifique.

2. Adénovirus, rhinovirus, hMPV

Yeshuroon et al. (91) dans leur étude cas-témoin s’étaient intéressés a la présence de
génome viral (VRS, InfV A et B, hMPV, AdV, VPI3, RV, CoV NL63) dans les AP d’enfants,
enlevées soient pour cause de SAHOS (n=34) soit pour cause d’amygdalite chronique (AC)
(groupe controle)(n=22). Les auteurs avaient mis en évidence la présence de génome viral
chez 17 patients (50%) du groupe SAHOS contrairement au groupe contréle ou aucun
génome viral n'a été retrouvé (p<0,0001). Les virus détectés de maniére significative
étaient le RV (33,3% (p=0,013)), 'AdV (29,2% (p=0,024)) et 'hMPV (25,0% (p=0,041)).
Ces résultats indiqueraient que les virus respiratoires auraient tendance a rester pendant
une longue période de temps dans les AP des patients atteints de SAHOS contrairement
a ceux ayant une amygdalite chronique. La théorie proposée par les auteurs était que les

infections virales déclencheraient une cascade moléculaire qui amplifierait la prolifération
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des tissus lymphoides induisant un rétrécissement des VAS entrainant un SAHOS chez

I'enfant.

Ces résultats sont a nuancer du fait de I'absence d’information concernant le calcul du
nombre de sujets nécessaires. En effet, le fait qu’aucun virus n’ait été retrouvé dans le
groupe contréle (n=22) peut étre dd a un nombre insuffisant de sujets inclus. Cette étude
peut étre mise en paralléle avec I'étude transversale de Silvoniemi et al. en 2020 (98) qui
avaient étudié la prévalence de 27 virus (dont ceux étudiés par Yeshuroon et al.) dans des
AP réséquées pour causes diverses dont d’amygdalite chronique (le SAHOS n’a pas été
mentionné). Les auteurs (98) montraient qu’un virus ou plus étaient retrouvés dans les AP
de 94,6% (p=0,009) des patients de moins de 16 ans (n=37), résultats différant de ceux

retrouvés dans I'étude de Yeshuroon et al. (91).

Pour rappel : I'amygdalite chronique est une infection chronique des AP se manifestant par
des angines a répétition avec des adénopathies importantes et une asthénie durable. Elle
est secondaire a une perturbation immunologique locale au cours des premieres années
de vie et peut étre favorisée par une antibiothérapie abusive. Le traitement préconisé est
I'amygdalectomie (80). Les amygdales retirées dans le cadre de cette pathologie peuvent
donc servir de groupe contréle lors d’études comparant les différentes causes
d’amygdalectomie.

En 2019, Proenca-Modena et al. (95) dans leur étude transversale avaient conclu que la
détection de I'AdV n’était pas significativement (p<0,05) corrélée avec la sévérité de
I'hypertrophie amygdalienne chez I'enfant (n=180). Cependant une plus grande charge
virale d’AdV (nombre de copies par gramme) était associée de maniere significative au

SAHOS (p=0,03).
3. Le virus d’Epstein-Barr

Faden et al. (92) avaient étudié la frequence de neuf virus respiratoires (EBV, RSV, InfvV A
et B, hMPV, AdV, VPI, RV, CoV NL63, EV) dans les tissus amygdaliens aprés exérése
pour causes diverses chez des enfants (n=59) dans le but de déterminer I'effet d’infections
asymptomatiques sur le degré d’obstruction respiratoire. Dans les AP 'EBV était le plus
souvent retrouvé (40,0%) et c’était le seul associé avec un score de Broadsky plus élevé
(3 ou 4)(p=0,03). Cependant les causes d’hypertrophies n’étaient pas individualisées dans
les résultats. De plus 62,7% (n=38) des enfants inclus présentaient un TROS sans préciser
parmi ceux-ci lesquels étaient atteints de SAHOS.
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Dans leur étude de 2019 Kourieh et al. (94) étudiaient la prévalence des virus de la famille
des herpés en écouvillonnant des AP non tumorales d’enfants (n=133) de moins de 15 ans,
réséquées pour causes bénignes (27,1% de SAHOS). Il en résultait que 'EBV était présent
dans 40,6% des AP et HHV6B dans 66,1% des cas (p<0,05). Malheureusement les
résultats présentaient la prévalence de ces virus selon le sexe et non selon de la cause de

I'amygdalectomie.
4. Le virus respiratoire syncytial

Avant quatre ans tous les enfants ont été infecté au moins une fois par le VRS, dont plus

de la moitié durant leur premiere année de vie (99,100).

Goldbart et al. (89) dans leur étude de 2007 avaient trouvé une surexpression significative
(p<0,001) du taux d’acide ribonucléique messager (ARNm) du facteur de croissance
nerveuse (NGF) et de son récepteur de haute affinité tyrosine kinase (trkA) dans des
échantillons de végétations et d’AP d’enfants extraites pour cause de SAHOS (n=34)
comparé au taux du groupe témoin souffrant de d’amygdalite chronique (n=25). Par ailleurs
’ARNm du récepteur neurokinine-1 (NK1) a la substance P ainsi que cette derniere avaient
une concentration significativement plus élevée (p<0,01) dans le groupe SAHOS.

Les auteurs postulaient que ces surexpressions entrainent trés probablement des
réponses neuro-immuno-modulatrices qui prédisposent & une augmentation du processus
inflammatoire des tissus amygdaliens conduisant a leur hypertrophie, celle-ci méme

favorisant le SAHOS chez I'enfant.

Il est a noter que ces résultats sont trés similaires aux changements constatés dans les
tissus lymphoides des bronches pulmonaires de rats infectés par le VRS (101-103) ainsi
que dans des échantillons de sécrétions broncho-alvéolaires d’enfants intubés au cours

d'une infection sévere par le VRS (104).

En 2009, Snow et al. (90) avaient mis en évidence que les enfants (n=21) ayant eu une
bronchiolite & VRS durant leur premiere année de vie avait un IAH significativement plus
élevé (p<0,05) que dans le groupe controle (n=63). Cela suggeére le rdle des infections

virales précoces dans le développement d’'un SAHOS chez I'enfant.
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5. Les entérovirus

Chen et al. (93) dans leur une étude de cohorte prospective a I'échelle de la population
taiwanaise avaient pour objectif de déterminer s'il existait une association entre I'infection
a entérovirus et I'incidence des TROS dans la population pédiatrique. Ills démontraient que
les enfants ayant eu une hospitalisation due a une infection sévére a entérovirus (n=47859)
avaient un risque significativement plus élevé (p=0,003) de développer un SAHOS, surtout

chez ceux faisant des rhinites allergiques par rapport au groupe contréle (n=47859).

6. Conclusion

De nombreux virus respiratoires tels que 'AdV, 'EBV, le VRS et I'EV contractés pendant
les premiéres années de vie semblent étre responsables de mécanismes moléculaires
prédisposant aux TROS, et encore plus particulierement lorsque les infections ont été
séveres (89-95).

Dans la littérature scientifique, il existe un manque d’information concernant les indications
des amygdalectomies dans la partie matériel et méthode ou alors quand elles sont
évoquées les résultats ne sont pas individualisés selon le type d’indication (SAHOS ou

autre).

C’est pourquoi afin d’améliorer les connaissances sur la physiopathologie du SAHOS, |l
serait intéressant d’étudier la présence de virus respiratoires dans les AP en faisant la
dichotomie entre amygdalectomie pour cause de SAHOS diagnostiqué au moins
cliniguement versus amygdalectomie pour une autre cause telle que I'amygdalite

chronique.

28



PARTIE Il : PROPOSITION D’UN PROTOCOLE DE RECHERCHE
EXPERIMENTALE

1. Justification scientifique

Les différents éléments, détaillés dans les parties | et II, justifient la réalisation d’'une étude
cas-témoins dans le but de détecter et quantifier le nombre de copies d’ADN (Acide
DésoxyriboNucléique) d’Herpésvirus (notamment de 'EBV) dans des AP reséquées chez
des enfants atteints de SAHOS versus celles réséquées pour cause d’amygdalite
chronique. Le but étant d’améliorer nos connaissances dans la physiopathologie du
SAHOS pédiatrique.

2. Qualification de larecherche

Il s’agit d’'une recherche dans le domaine de la santé, hors recherche impliquant la
personne humaine étant donné que le prélevement d’AP, considéré comme un résidu

opératoire, est réalisé strictement dans le cadre du soin.

Le protocole a été enregistré dans le registre d’activités de traitements du Centre
Hospitalier Universitaire de Nice (CHUN, R04-020) ainsi que dans le registre public de
I'Institut national des données de santé (INDS, MR1913210220).

3. Hypothese de recherche

L’hypothése d'un mécanisme synergique combinant infection a Herpeésvirus, plus
particulierement 'EBV, et inflammation des AP a été proposée pour le SAHOS pédiatrique.
Selon ce modéle, I'action complémentaire de cette famille virale sur le microenvironnement

immunitaire des AP favoriserait I'apparition de SAHOS chez les enfants.
4. Lieu d’étude

Le projet de recherche est mené au sein du laboratoire de Microbiologie Orale,
Immunothérapie et Santé (MICORALIS) UPR7354 situé au quatrieme étage de la Faculté
de Chirurgie Dentaire au sein du Pdle Universitaire de St Jean d’Angély, appartenant a
I'Université Céte d’Azur. L’équipe de recherche transdisciplinaire, dirigé par le Docteur
Alain Doglio, est constituée de chirurgiens-dentistes et de scientifiques. La mission

principale de MICORALIS est d’établir de nouvelles connaissances a partir d’études
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fondamentales et cliniques portant sur la cavité orale et d’en assurer le transfert vers des
applications cliniques et la proposition de traitements innovants. L’axe scientifique majeur
concerne la microbiologie orale (virus, bactéries, champignons). De plus, MICORALIS a
développé une expertise dans la manipulation des AP (105) et des Herpesvirus, plus
particulierement de 'EBV (106).

5. Population et méthodes
5.1.Schéma d’étude

Etant donné que notre hypothése de recherche a pour objet de comparer des groupes d’AP
d’enfants atteints et non atteints de SAHOS pédiatrique, une étude analytique
observationnelle rétrospective de type cas-témoins est réalisée.

5.2.Population étudiée

5.2.1. Critéres d’inclusion et d’exclusion

Les enfants sont inclus s’ils répondent aux critéres d’inclusion suivants :

- Enfantagé de 2 a 8 ans;

- Enfant &gé de 2 a 8 ans ayant eu un diagnostic clinique de SAHOS ou d’amygdalite
chronique par un des praticiens du service d’'ORL et de chirurgie cervico-faciale des
Hopitaux Pédiatriques  de Nice CHU-LENVAL (HPNCL) et dont [lindication
d’amygdalectomie est posée ;

- Enfants ne présentant pas de malformations craniofaciales ;

- Enfant dont les parents ou représentants Iégaux ont donné leur consentement éclairé
pour participer a I'étude (Annexe 4).

Les enfants seront exclus s’ils répondent aux critéres d’exclusion suivants :

- Opposition des parents ou des représentants légaux a la participation de I'étude.

5.2.2. Le nombre de sujets nécessaires

Le calcul du nombre de sujets nécessaires a été effectué a I'aide du logiciel BiostatTGV
(107) en partant des données de la littérature scientifique. Avec une puissance de 80 %,
un risque alpha de 5 % (test bilatéral), un odds ratio de 8 en faveur du groupe SAHOS, et
une proportion attendue de témoins exposés d’environ 40% avec un témoin par cas, le
nombre de sujets nécessaires a la vérification de I'hypothése a tester devrait étre de 44,

soit 22 dans chaque groupe.
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6. Protocole de recherche

6.1.Récupération et préparation des AP

6.1.1. Hopitaux Pédiatriques de Nice CHU-LENVAL

Les AP réséquées sont enveloppées d'une compresse stérile imbibée de sérum
physiologique afin d’éviter leur dessiccation. Puis elles sont placées immédiatement dans
un falcon de 50 ml, sur lequel uniguement les initiales en majuscule du nom et du prénom,
la date de naissance du patient ainsi que I'indication de 'amygdalectomie (SAHOS versus
AC) sont mentionnées. Le falcon est ensuite placé dans un sachet stérile et conservé dans

un réfrigérateur a 4°C au sein du bloc opératoire, situé au 1" étage des HPNCL.

Le prélevement est récupéré directement a I'entrée du bloc opératoire et transporté
immédiatement au laboratoire MICORALIS dans une boite réfrigérée, afin de le protéger
des ARNases.

6.1.2. Laboratoire MICORALIS (UPR7354)

Tout d’abord, une analyse macroscopique (mesure du poids et de la taille) des AP est
effectuée. Puis, une des deux AP est congelée a -80°C alors que l'autre est découpée en
tres petits morceaux avec un bistouri stérile lame 15 afin d’obtenir 25 mg dans chacun des
deux tubes eppendorfs de 0,5 ml marqués a l'aide d’'un marqueur indélébile (groupe cas
versus témoins et numéro du patient). Ces deux eppendorfs placés dans le congélateur a
-80°C sont utilisés pour I'extraction et la purification des acides nucléiques (Acide
Ribonucléique (ARN) / ADN).

La détection du génome viral repose sur des techniques de biologique moléculaire. Nous
détaillerons uniquement le protocole d’extraction et de purification de 'ADN contenu dans
les AP.
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6.2. Extraction et purification de ’ADN

L’extraction d’ADN a pour objectif d’isoler les molécules d’ADN présentes dans les AP. Elle
est réalisée, sous hotte, a I'aide du QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN) comportant quatre
étapes illustrées Figure 21 : la lyse cellulaire (étapes 1 a 6), la fixation de I’ADN (étapes
7 a 15), le lavage (étapes 16 a 22), et I'élution de ’ADN, (étapes 23 a 26).

Cette technique d’immobilisation réversible en phase solide utilise des colonnes
contenant un support solide : une matrice de silice. Les molécules d’ADN chargées
négativement en solution vont se lier a la matrice de silice chargée positivement alors que
les protéines ne seront pas retenues par la colonne et seront éliminées par centrifugation
et lavage de la colonne avec un tampon de lavage. A I'étape d’élution, les molécules d’ADN
sont décrochées de la matrice de silice par inactivation de la charge de la silice en passant

de I'eau distillée ne contenant pas de sel sur la colonne (Figure 22).
6.2.1. Destruction des AP et lyse cellulaire (Figure 21.1)

La premiére étape permet de lyser les AP tout en préservant lintégrité des molécules
d’ADN. Le but étant de disperser les bicouches lipidiques des membranes et de dénaturer

les histones qui sont les protéines autour desquelles s’enroule '’ADN.

1. Afin d’éviter que les morceaux du prélevement d’AP soient trop importants et entrainent
un colmatage du filtre dans la suite du protocole, une étape de broyage a été rajoutée
(Figure 21.0). Celle-ci est effectuée en placant le préléevement dans un tube M stérile
gentleMACS™ avec 500 pl de tampon ATL (tampon de lyse tissulaire) et 1 pl d’Anti-
Foam Reagent afin d’éviter I'apparition de mousse. Le tube M est ensuite placé dans le
genteMACS™ Dissociator, sur lequel est sélectionné le programme m-intestine-01 puis
le programme RNA-02-01. Centrifuger au maximum 5 minutes en mettant le RCF

(relative centrifugal force) au maximum ;

2. Préléver 50 pl du tube M gentleMACS™ pour le mettre en suspension dans un
eppendord 1,5 ml contenant 130 pl de tampon ATL dans le but de détruire les bicouches

lipidiques ; sonifier pendant 1 minute ;
3. Ajouter 40 pl de protéinase K pour détruire les histones, ADNases et nucléases ;
4. Mélanger au vortex pendant 5 secondes ;

5. Incuber a 56°C pendant 1 heure environ ;
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6. Centrifuger brievement le tube afin d’éliminer les gouttes présentes dans le bouchon.

6.2.2. Fixation de I’ADN (Figure 21.2)

Le but de cette étape est de retenir TADN sur la membrane et d’évacuer les contaminants.

7. Ajouter 400 ul de tampon AL (tampon de lyse qui contient du chlorhydrate de guanidine,

de I'acide maléique et du sel) (Figure 22B) ;
8. Mélanger au vortex pendant 15 secondes ;
9. Incuber a 70°C pendant 10 minutes ;
10. Centrifuger brievement le tube afin d’éliminer les gouttes présentes dans le bouchon ;

11.Ajouter 400 pl d’éthanol (96 a 100%) et mélanger au vortex pendant 15 secondes. Un
précipité blanc peut se former (Figure 22C) ;

12.Centrifuger brievement le tube afin d’éliminer les gouttes présentes dans le bouchon ;

13.Déposer avec précaution le mélange obtenu a I'étape 11 dans la colonne QlAamp Mini
spin* (placée dans un tube collecteur de 2 ml) sans en mouiller le bord puis fermer le
bouchon (Figure 22D) ;

14.Centrifuger a 6000G (8 000 rpm = revolutions per minute) pendant 1 minute ;

15. Transférer la colonne QlAamp Mini spin dans un tube de microcentrifugation propre de

2 ml (fourni avec le kit) jeter le tube collecteur contenant I'effluent.

* les colonnes QIAamp Mini spin présentent une capacité maximale de 700 pl.
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Figure 21 : procédure illustrée du QlAamp DNA Mini Kit (composition personnelle)
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6.2.3. Lavage (Figure 21.3)

Les contaminants résiduels sont éliminés par lavage. L’éthanol étant un solvant moins
polaire que I'eau, il ne casse pas les liaisons hydrogenes ADN - silice, '’ADN ne repasse

pas en solution.

16.Ajouter 500 pl de tampon AW1 reconstitué (additionné d’éthanol a 95-100%) dans la

colonne QlAamp Mini spin column, sans en mouiller le bord (Figure 22E) ;
17.Centrifuger a 6 000 G (8 000 rpm) pendant 1 minute ;

18. Transférer la colonne QlAamp Mini spin column dans un tube de microcentrifugation

propre de 2 ml (fourni avec le kit) et jeter le tube collecteur contenant I'effluent ;

19. Ajouter 500 pl de tampon AW2 reconstitué (additionné d’éthanol a 95-100%) dans la

colonne QlAamp Mini spin column, sans en mouiller le bord (Figure 22E) ;

20. Centrifuger a vitesse maximale (environ 20 000 G ; 14 000 rpm) pendant 3 minutes pour

sécher la membrane ;

21.Transférer la colonne QIAamp Mini spin column dans un nouveau tube de
microcentrifugation propre de 2 ml (non fourni avec le kit) et jeter le tube collecteur

contenant l'effluent ;

22.Centrifuger a vitesse maximale (environ 20 000 G ; 14 000 rpm) pendant 1 minute pour

sécher la membrane.
6.2.4. Elution de I’ADN (Figure 21.4)

L’ADN pur et concentré est élué de la membrane.

23.Transférer la colonne QIAamp Mini spin dans un nouveau tube de microcentrifugation

propre de 1,5 ml (non fourni avec le kit) et jeter le tube collecteur contenant I'effluent ;
24. Ajouter 100 ul d’eau distillée (Figure 22F) ;
25.Incuber a température ambiante pendant 1 minute ;

26.Centrifuger a 6 000 G (8 000 rpm) pendant 1 minute.

En rajoutant de I'eau pure les liaisons hydrogénes ADN — eau se recréent, 'ADN s’hydrate
et repasse en solution. Cette étape d’élution peut étre répétée pour augmenter le

rendement de la quantité d’ADN obtenue.
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Figure 22 : extraction d’ADN par adsorption sur colonne de silice (composition personnelle)
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6.3. Quantification des acides nucléiques

Rappel : Il existe trois bases pyrimidiques : l'uracile (ARN), la cytosine (ADN et ARN) et la
thymine (ADN) ainsi que deux bases puriques : I'adénine (ADN et ARN) et la guanine (ADN
et ARN).

Les bases purines et pyrimidines constituant ’ADN et 'ARN absorbent fortement a la
longueur d’'onde de 260 nm, la qualité et la quantité (ng/pl) des ADN peuvent étre

évaluées a la fin de I'extraction par dosage d’absorbance au spectrophotométre (108).

La mesure de I'absorbance (appelée aussi densité optique (DO)) au spectrophotometre
permet un dosage de 'ADN a condition que celui-ci soit pur et en quantité suffisante.
L’absorbance a 260 nm permet de quantifier ’ADN : une unité d’absorbance correspond a
une solution d’ADN double brin de 50 pyg/ml ou a une solution d’ARN de 40 ug/ml (109).

La DO a 280 nm permet d’estimer la présence de contaminants protéiques ; la mesure de

I'absorbance a 230 nm permet d’estimer la présence de contaminants phénoliques. Les
deux ratios Az2sonm/Azsonm et Azeonm/A230nm permettent donc d’estimer la qualité et la pureté

de I'’échantillon d’ADN obtenu. Une solution pure d’ADN doit avoir :

- un ratio de Azeonm/Az2sonm compris entre 1,8 et 2 (un ratio inférieur & 1,7 indique une
contamination protéique) ;

- un ratio Azsonm/A2zonm compris entre 2 et 2,2 (un ratio inférieur a 2 indique une
contamination par des sucres, du phénol ou des sels).

La quantification des acides nucléiques a été effectuée a l'aide du spectrophotométre

microvolume SimpliNano, Biochrom™, avec imprimante.
1. Allumer le spectrophotometre et sélectionner le programme DNA ;

2. Appuyer sur le bouton OA/100%T pour réaliser un blanc en utilisant 2 ul d’eau distillée ;

la valeur obtenue doit étre O ;
3. Nettoyer délicatement le capteur entre chaque solution ;
4. Pipetter 2 ul de la solution obtenue a la fin de I'étape d’élution de 'ADN ;

5. Garder précieusement le ticket imprimé par le spectrophotométre et analyser les

valeurs obtenues (Figure 23) ;

6. Stocker le tube dans un congélateur entre -80°C et -20°C.
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Figure 23: exemple de ticket obtenu a

Product SimpliNano
y . . ™ Version 4585 V3.0.1
l'aide du spectrophotometre Biochrom PR
1 1 Date 11 Febr ry 2021
SimpliNano Time 14:18:38

Instrument Calibration Pass
11 February 2021 14:16:57

Pathlength 0.5 mm
Dilution Factor 1.000
Background On
Factor 50.0
Units ngspl

Ticket présentant les valeurs obtenues
_ Sénpl leference! Q Si g
pour deux de nos 15 échantillons, des G . A

Sample 1
. 7. -y , , Concentration 647.1 ng-pl
acides nucléiques (ADN) ont été détectés FPETS AZ60] T RZBO] TRIZ0 )
5.73 13.01 6.83]  0.07

en grande quantité (de 465,2 a 647,1 ng/pl)

. . Ly . . ; N A260,A2B0 {AZ60/A230
et la purification était satisfaisante d’aprés Tl
les rapports Az2sonm/A2sonm €t A26onm/A230 nm.. o 3 =
>any b
Concentration 465.2 ng/ptl
RZ30 R260 AZB0O R320
3.92 9.27 4.72 -0.63

AZ60/AZBO {AZ60,RZ30
1.957 2.353

6.4.Identification de PEBV dans les AP par PCR quantitative (QPCR)

La PCR est la technique de choix pour détecter et quantifier le nombre de copies d’ADN
de 'EBV (110).

6.4.1.1. Principe de la PCR

La Polymerase Chain Reaction (PCR) est une technique utilisant une ADN polymérase afin
d’ampilifier in vitro des séquences d’ADN, étape indispensable pour pouvoir analyser les

acides nucléigues extraits qui initialement sont en quantité extrémement faible.

L’amplification est faite par répétition de réactions d’élongation en présence d’un couple
d’amorces de quelques dizaines de nucléotides (aussi appelées oligonucléotides ou
primers forward et reverse). L'ADN polymérase utilisée est celle d’une eubactérie
thermophile : Thermus aquaticus ayant la particularité d’étre stable jusqu'a des

températures proches de 100°C.
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Le principe de I'amplification in vitro repose sur la répétition d’un cycle constitué de trois

étapes :

1. la dénaturation des deux brins de la molécule d’ADN réalisée a 95°C qui permet

d’obtenir des molécules d’ADN simple brin ;

2. I’hybridation des amorces oligonucléotidiques complémentaires d’'une séquence de
I’ADN simple brin cible est réalisée a une température comprise entre 40°C et 65°C. La

température est calculée en fonction du couple d’amorces choisi ;

3. la polymérisation par une ADN polymérase thermostable : la Taq polymérase dont la

température optimale de fonctionnement est de 72°C (108).

L’ensemble de ce cycle est répété plusieurs fois. A chaque cycle, le nombre de copies du
fragment d’ADN est doublé : 2" molécules sont ainsi obtenues apres n cycles, soit plus d’'un
million de molécules aprés 20 cycles. Ainsi, ces étapes sont automatisées dans des robots
de PCR appelés thermocycleurs.

6.4.1.2. Principe de la PCR quantitative

Aussi appelée PCR en temps réel, la PCR guantitative est une technique basée sur la PCR
classique qui permet de suivre en temps réel les produits PCR au fur et & mesure de leur
synthese et de les quantifier grace a [lincorporation d’'une molécule fluorescente
intercalante de 'ADN. A I'état libre cet agent intercalent n’émet pas de fluorescence donc
I'’émission d’un signal fluorescent signifie que cette molécule a été incorporée lors de la
PCR. Dans notre protocole, une sonde fluorescente, SYBR Green (Power SYBR® Green
PCR Master Mix, Applied Biosystems™), qui se fixe sur TADN double brin a été utilisée
(Figure 24).

La quantité de SYBR Green intercalée dans 'ADN étant proportionnelle a la quantité et a
la longueur d'ADN présentes dans la solution, une mesure de fluorescence permet de

connaitre la quantité d’ADN cible présente en solution (Figure 24).
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Figure 24 : procédé de la sonde fluorescente SYBR Green (composition personnelle)
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6.4.1.3. Protocole de gPCR

Toutes les étapes suivantes doivent étre réalisées sous une hotte a irradiation UV congue
spécialement pour les applications de PCR. En effet, il existe un risque de contamination
de la PCR en introduisant involontairement de 'ADN dans les microtubes lors de leur

ouverture.

Pour la détection et quantification de 'EBV, les génes EBNA-1 (Epstein-Barr Nuclear
Antigen-1) et L MP-1 (protéine membranaire latente 1) ont été ciblés. En effet, I'identification
de I'EBV repose sur l'utilisation de couples d’amorces (primer forward et reverse)

spécifiques a une séquence de ces genes de la phase de latence. Le couple d’amorces,

40



spécifiques de la séquence d’ADN de I'EBV recherchée, était disponible au sein du
laboratoire MICORALIS. Le géne RPLPO est considéré comme le contréle endogéne, c’est-

a-dire qu’il ne varie pas entre les échantillons.

Le Dr Iris Grosjean nous a aidées a vérifier a I'aide du logiciel Primer-BLAST du NCBI
(116), la position et la spécificité des couples d’amorces. Ces derniers ont été validés pour
notre protocole. Avant de préparer la plaque 96 puits de gPCR, un plan de plaque a été

réalisé a I'aide du logiciel Microsoft Excel v16.53 (Figure 25).

Figure 25 : plan de plaque pour la gPCR contenant les 15 échantillons ainsi que le contréle
négatif (H20)

1. Préparer dans trois eppendorfs de 1,5 ml annotés (EBNA-1, LMP1 et RPLPO) un mix
de 8 pl contenant 5 pl de Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems™),
2 yl d’'H20 distillée, 0,5 pl de primer forward et 0,5 pl de primer reverse. Attention de
bien manipuler le Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems™) avec

des gants et de le remettre des la fin de son utilisation dans le congélateur a -20°C ;

2. Mettre le mix de 8 ul dans son puits respectif en respectant bien le plan de plaque de
la qPCR (Figure 25) ; par exemple le mix contenu dans I'eppendorf EBNA-1 sera mis
dans les 32 puits allant de C/D5 a E/F8 ;

3. Ajouter 2 ul de I'ADN extrait a I'étape 26, c'est-a-dire I'ADN extrait de chaque
échantillon, dans chaque puits en respectant le plan de plaque pour la gPCR (Figure
25) ; par exemple I'’ADN extrait de notre échantillon n°1 sera mis dans les puits A/B1,
C/D5 et E/F9 ;

4. Pour le controle négatif (H20) situé dans les puits C/D4, E/F8 et G/H12, ajouter 10 pl

d’eau distillée ;
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5. Sceller la plaque 96 puits (MicroAmp™ EnduraPlate™ Optical 96-Well Clear Reaction
Plates with Barcode, Applied Biosystems®) avec un film adhésif (MicroAmp™ Optical
Adhesive Film) ;

Figure 26 : plaque 96 puits (MicroAmp™ EnduraPlate™ Optical 96-Well Clear Reaction
Plates with Barcode, Applied Biosystems®) scellée avec un film adhésif

"

gy g 9 10 11542
:

6. Centrifuger la plaque pendant 10 secondes afin de bien homogénéiser les puits ;

7. Mettre la plaque au congélateur a -20°C le temps de rentrer les données sur le logiciel.
Elle peut y étre conservée pendant 24 heures. Les données suivantes ont été rentrées

sur le logiciel QuantStudio™ Design & Analysis 2.5.0 :

- Experiment type : Comparative Ct (AACt)
- Chemistry : SYBR Green Reagents
- Method : volume 10 p
- Plan de plaque (Figure 27) ;
8. Transférer a l'aide d’une clé USB le fichier créé sur le thermocycleur SensoQuest
Labcycler ;

9. Insérer la plaque dans le thermocycleur SensoQuest Labcycler et mettre en route le
programme adapté.

42



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12

~» 09000000 [

B 00 00O0GOO o

‘9000 900006000

Figure 27: plan de plaque, des 15 ° o000 000000
échantillons et du contréle négatif H20, * 0000 00
rentré sur le logiciel QuantStudio™ * 060 : 00 : ° : : :

: . A

Design & Analysis 2.5.0 " 000 ® 000060

Chaque couleur représente un échantillon. La couleur
bordeaux représente le contrdle négatif H20

6.4.1.4. Analyse delagPCR

Lorsque le programme a été terminé (au bout d’'une heure et 30 minutes environ), la clé
USB a été récupérée pour I'analyse des données a I'aide du logiciel QuantStudio™ Design
& Analysis 2.5.0.

L’interprétation de I’Amplification Plot (Figure 28)(Tableau IV) a pour objet de déterminer le
cycle seuil Ct (threshold cycle), celui-ci correspond a la valeur - prise dans la phase
exponentielle, la ou la pente est linéaire - a laquelle la courbe PCR croise le seuil. Plus le
Ct est élevé (30-35), moins ’TARNm détecté est présent, car il faut plus de cycles PCR pour
pouvoir détecter I'amplification fluorescente. Si le Ct a une petite valeur (10-15), le géne
est fortement exprimé. Le seuil est différent pour chaque géne testé, et il est le méme pour

tous les échantillons testés avec ce gene spécifique (Tableau 1V)(111).

Figure 28 : interprétation de I’Amplification Plot situé I'onglet Quality check du logiciel
QuantStudio™ Design & Analysis 2.5.0

Amplification Plot
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Nombre de cycles d’amplification
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R
o
8

@ EBNA1 ® LMP1 @ RPLPO

Ct : cycle seuil : valeur a laquelle la courbe PCR croise le seuil (ligne horizontale)
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Tableau IV : résultats du Ct et seuil pour les trois genes étudiés par gPCR

Ct Seuil

LMP1 19 0,237
EBNA-1 24 0,050
RPLPO 32 0,243

L’interprétation de I'amplification plot ainsi que des autres valeurs, non présentées dans ce

travail, permettent d’améliorer notre protocole de recherche.
7. Conclusion

Afin de pouvoir répondre a notre hypothése de recherche, notre protocole, détaillé dans ce
travail, doit étre complété par I'extraction et la purification des ARN présents dans nos
échantillons suivi d'une RT-PCR. De plus, des marqueurs de l'inflammation tels que I'lL-6
et le TNF-a ainsi que d’autres virus issus de famille Herpésvirus (CMV, HSV-1) doivent étre
recherchés par gPCR dans nos échantillons d’AP. Des techniques d’immunohistochimie
(IHC) et dimmunofluorescence (IF) complémentaires des techniques de biologie
moléculaire sont nécessaires. Ces derniéres impliquent I'utilisation d’anticorps pour cerner
des protéines spécifiques (antigénes) dans les cellules d’'une coupe tissulaire. Les
protéines sont visualisées soit au moyen de la détection chromogénique avec un substrat
d’enzyme coloré (IHC) soit au moyen de la détection par fluorescence au moyen de

colorants fluorescents (IF).
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CONCLUSION

Le SAHOS chez I'enfant est un syndrome fréquent encore trop peu diagnostiqué et pris en
charge par les professionnels de santé notamment les chirurgiens-dentistes exergant en
odontologie pédiatrique. Sa cause principale, I'hypertrophie adéno-amygdalienne ne doit
pas étre considérée comme seule responsable car d’autres facteurs variés rentrent aussi

en compte d’ou la nécessité d’'une prise en charge pluridisciplinaire.

De nombreuses études lient les infections respiratoires virales aux TROS. Elles semblent

en effet avoir une incidence sur la survenue du SAHOS surtout lorsqu’elles ont été séveres.

Ce protocole de détection et de quantification d’Herpésvirus (EBV) et de marqueurs de
I'inflammation (1I-6, TNF-alpha) présents dans les AP d’enfants atteints de SAHOS versus
ceux atteints d’AC a pour objectif d’apporter des connaissances sur la physiopathologie du

SAHOS pédiatrique et de participer a une meilleure compréhension de la latence virale.
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ANNEXES

Annexe 1 : questionnaire d’aprés Franco et al. sur la qualité de vie de I'enfant atteint de
SAHOS (71)

Troubles du sommeil
Durant les 4 derniéres semaines, votre enfant...

Avait des ronflements intenses ?
Avait des épisodes pendant lesquels il retient son souffle ou arréte de respirer pendant la nuit ?
S'étouffait ou haletait (respiration pénible) et avait de la difficulté & inspirer pendant qu'il dort ?

Avait un sommeil agité et/ou des réveils fréquents ?

Symptémes physiques

Durant les 4 derniéres semaines, votre enfant...

Respirait par la bouche a cause de congestion nasale ?

Avait des rhumes et des infections fréquentes de I'appareil respiratoire ?
Avait de la congestion nasale ou le nez qui coule ?

Avait de la difficulté a avaler des aliments ?

Détresse émotionnelle

Durant les 4 derniéres semaines, votre enfant...
Avait une humeur changeante et/ou des crises de colére ?
Avait un comportement agressif ou hyperactif ?

Avait des problémes avec la discipline ?

Fonctions diurnes

Durant les 4 derniéres semaines, votre enfant...

Avait une fatigue excessive pendant la journée ?

Avait peu de concentration et/ou des déficits de l'attention ?

S'étouffait ou haletait (respiration pénible) pendant un épisode de somnolence ?

Avait de la difficulté a se lever le matin ?

Préoccupations du soignant

Durant les 4 dernieres semaines, a quelle fréquence les problémes décrits ci-dessus...
Ont créé une inquiétude sur |'état de santé général de votre enfant ?

Vous ont fait craindre que votre enfant ne recoive pas assez d'air ?

Ont affecté votre habileté & accomplir vos activités quotidiennes ?

Vous ont-ils frustrés ?
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Annexe 2 : liste des ORL pédiatriques exercant dans les Alpes-Maritimes (06) en France

Ville d’exercice Praticien Numéro de téléphone

Cagnes-sur-Mer Dr Pierre-Marie JOUBERT 04 97 10 29 90

Dr Dominique ABRAM-

Cannes AMOROS 04 933949 10
Grasse Dr Dominiqgue COSTAMAGNA 04 93 36 36 07
Mandelieu-La-Napoule Dr Jean-Claude BELTRANDO 04 92 97 50 00
Mougins Dr Olivier VELLA 04 93 75 82 40

Dr Sonanda BAILLEUX

Hopital Pédiatrique Nice | Dr Ana GIORDANO

CHU Lenval Dr Claire GRECH 04 92 03 03 00
57 Avenue de la Californie Dr Brigitte LEHNER

Dr Mélodie ROUX

i Dr Benjamin PESCETTO 04 92 47 23 87
ice

Dr Benoit DARBAS 04 93 88 00 15

Dr Gilles LE GOFF 04 92 27 55 62
Saint-Laurent-du-Var

Dr Jean-Pierre DAUBE 04 92 27 55 62
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Annexe 3 : caractéristiques des principaux virus retrouvés dans la littérature scientifique
en lien avec le SAHOS pédiatrique (40,112,113)

Non enveloppé

Nom Famille Morphologie Caractéristiques
ADN bicaténaire Responsable d’infections
Adénovirus Adenoviridae Symétrie cubique respiratoires trés fréquentes

chez les enfants

Epstein Barr
Virus (Human
Herpes Virus 4)

Herpesviridae

Sous-famille des
gammaherpesvirinae

ADN bicaténaire
Symétrie cubique
Enveloppé

Etablit une latence dans les
lymphocytes B

Responsable notamment de
la mononucléose infectieuse

Entérovirus

Picornaviridae

ARN monocaténaire
Symétrie cubique
Non enveloppé

Regroupent les poliovirus,
coxsackievirus et échovirus

Provoque des infections chez
l'adulte et chez I'enfant, la
plus commune étant le
syndrome pied-main-bouche

Human meta-
pneumovirus

Paramyxoviridae

ARN monocaténaire
Symeétrie hélicoidale

Responsable d’infections

respiratoires graves

(hMPV) Enveloppé
ARN monocaténaire Premiére cause de rhumes et
Rhinovirus Picornaviridae Symétrie cubique d’otites avec atteintes
Non enveloppé respiratoires trés fréquentes
Virus ARN monocaténaire Provoque infections
Respiratoire Paramyxoviridae Symeétrie hélicoidale respiratoires chez les jeunes
Syncytial Enveloppé enfants
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Annexe 4 : note d’'information des parents ou des représentants parentaux et formulaire

de consentement

Microbiologie Orale, Immunothérapie et Santé (MICORALIS)
Responsable : Dr DOGLIO Alain
UFR d’Odontologie, P6le St Jean d’Angély - 24 avenue des Diables Bleus - 06357 Nice Cedex 4
Téléphone : 04 92 03 76 38

NOTE D’INFORMATION A L’ INTENTION DES PARENTS OU DES REPRESENTANTS PARENTAUX

Madame, Monsieur,

Votre enfant doit bénéficier d’'une intervention chirurgicale dans le service de Chirurgie ORL du Dr BAILLEUX (Centre
Hospitalier Universitaire de Nice — Hopital Lenval). Les informations concernant cette prise en charge vous ont été
données dans le livret d’accueil qui vous a été remis des la prise en charge de votre enfant dans le service et votre
consentement a été recueilli comme le prévoit l'article L1111-2 du code de la santé publique, I'article 35 du code de
déontologie médicale ainsi que la Chartre du patient hospitalisé de 1995.

Le laboratoire de Microbiologie Orale, Immunothérapie et Santé (MICORALIS), dirigé par le Dr DOGLIO, est spécialisé
dans I'étude des maladies de la bouche et de la flore microbienne orale. Ce laboratoire est affilié & I'Université de la Cote
d’Azur et il est localisé dans les locaux de la Faculté de Chirurgie Dentaire au sein du P6le Universitaire de St Jean
d’Angély. MICORALIS développe de nombreux projets de recherche clinique et/ou fondamentale en collaboration étroite
avec les Praticiens Hospitaliers du Centre Hospitalier Universitaire de Nice, du Centre Antoine Lacassagne, des équipes
de recherche de I'ensemble du territoire national, des équipes internationales et éventuellement par des industriels.

Dans le cadre de la mise au point d’un projet de Recherche Clinique piloté par le Laboratoire MICORALIS et destiné a
mieux comprendre comment I'organisme se défend pour détruire les cellules de la sphére ORL infectées par des virus,
nous souhaitons conserver par congélation des échantillons tissulaires qui seront obtenus a partir des
prélévements chirurgicaux prélevés lors de I’opération de votre enfant. Il est bien établi que ce prélévement ne
modifie en aucune maniére la technique chirurgicale habituellement utilisée et la quantité de tissu prélevé. De
plus, I'utilisation de ces prélevements, dans cette finalité, n’aura aucune conséquence sur les soins qui seront
prodigués a votre enfant.

L’étude qui est réalisée est une étude de recherche clinique réalisée pour mieux comprendre les mécanismes qui sont
responsables de la maladie ; dans ce contexte, cette étude n'aura pas de bénéfice immédiat pour votre enfant, mais elle
contribuera grandement & améliorer dans le futur les soins de cette maladie.

Cette participation a ce projet de recherche est libre et ne donnera lieu a aucune indemnité.

Vous avez le droit de refuser de donner votre accord ou de retirer votre autorisation a tout moment, sans avoir a en
expliquer les raisons et sans que votre décision influence en quoi que ce soit la qualité des soins que recevra votre enfant,
et sans encourir aucune responsabilité ; vous devrez alors en informer le Dr DOGLIO qui est responsable de la mise en
place de cette étude au 04 92 03 76 38. Les échantillons tissulaires seront alors détruits.

Traitement des données personnelles

Pour réaliser cette étude, il est en outre nécessaire de pouvoir disposer de données cliniques concernant votre enfant.
Comme vous le savez, celles-ci sont conservées dans votre dossier médical et gérées informatiquement, le traitement
de ces données est conforme a la loi Informatique et Libertés n°78-17 du 6 Janvier 1978 modifiée et ainsi qu’au réglement
(UE) 2016/679 du Parlement européen et du Conseil du 27 avril 2016 applicable a compter du 25 mai 2018 (réglement
général sur la protection des données). Le responsable du traitement informatique est le Directeur Général du CHU de
Nice. Le CHU de Nice a désigné un Délégué a la Protection des Données (DPQ) que vous pouvez joindre au dpo@chu-
nice.fr et qui pourra répondre a toutes vos questions concernant la protection des données personnelles.

Ces données médicales fournissent des renseignements indispensables pour mener a bien ces travaux ; en effet, les
nouvelles connaissances sur les maladies sont produites grace au rapprochement des résultats de la recherche
scientifique avec des données cliniques des maladies et de leur évolution. Les données concernant votre enfant (la
premiére lettre du nom patronymique et du prénom, age, données cliniques, histologiques et de congélation) sont
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conservées dans une base de données pendant une durée de deux ans aprés la derniére publication des résultats. La
licéité de ce traitement informatique est l'intérét Iégitime poursuivi par le CHU de Nice a des fins d’amélioration du suivi
de certaines pathologies, a des fins de recherche scientifique et de publications.

Vous pouvez exercer votre droit d’acceés et de rectification aux informations qui vous concernent, une limitation du
traitement relatif a votre personne, retirer votre consentement ou exercer votre droit a la portabilité en écrivant au Délégué
a la Protection des Données (DPO) du CHU de NICE (Mail a dpo@chu-nice.fr ou Courrier a A I'attention du Délégué a la
Protection des données (DPO), Hopital de Cimiez, 4 avenue de la Reine Victoria — CS 91179 — 06003 Nice Cedex.) De
méme, Vous pouvez vous opposer a votre participation a un traitement des données vous concernant pour des motifs
Iégitimes, sans que cela ne modifie en aucune fagon la prise en charge médicale réalisée par votre médecin.

Dans I'hypothése ou vous estimez que vos données ne sont pas traitées conformément a la réglementation relative aux
données personnelles, vous pouvez adresser une réclamation aupres de la Commission Nationale Informatique et
Libertés.

Votre accord de participation

Conformément a I’article L1211-2 du code de la santé publique (loi 2004-800 du 06 aolt 2004), votre accord
d’autorisation est nécessaire pour que :
- des échantillons tissulaires issus du matériel de résection chirurgicale qui a été retiré a votre enfant lors de son
opération soient prélevés et conservés par congélation dans le cadre de la mise en place d’une tissuthéque ;
- ces échantillons biologiques soient utilisés dans le futur a des fins de recherche scientifique, avec
éventuellement un examen des caractéristiques génétiques constitutionnelles (étude de I’ADN de votre enfant)
; dans ce dernier cas ou ses caractéristiques génétiques constitutionnelles devraient étre utilisées dans des
projets spécifiques, vous serez sollicité pour un nouveau consentement dédié a cette étude ;
- un prélevement sanguin soit prélevé lors de I'opération de votre enfant en vue de sérologies virales (Epstein-
Barr Virus (EBV), Cytomégalovirus (CMV), Herpes Simplex Virus 1 (HSV1) a des fins de recherche scientifique,
avec diffusion des résultats & votre demande.

Cet accord est révocable a tout moment. Afin d’exprimer votre souhait, nous vous demandons de bien vouloir lire et
signer le consentement éclairé qui se trouve a la suite de cette note d'information.

Quelque soit votre décision, nous tenons a vous remercier de I'attention que vous avez portée a la lecture de ce document.

Si vous souhaitez obtenir des informations complémentaires, vous pouvez contacter le Dr DOGLIO responsable de la
mise en place de cette étude au 04 92 03 76 38.
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Microbiologie Orale, Inmunothérapie et Santé (MICORALIS)
Responsable : Dr DOGLIO Alain
UFR d’Odontologie, Péle St Jean d’Angély - 24 avenue des Diables Bleus - 06357 Nice Cedex 4
Téléphone : 04 92 03 76 38

Autorisation (parents ou représentants parentaux) de prélévements, de congélation, d’échantillons biologigues humains et
d’utilisation des données

Nous, soussigné(e),

M. (NOM €1 PIENOM) ..ottt eee et [ Pere [ Représentant légal

Mme, (NOM €t PrENOM) ........ooviiiiieiiiiii e [ mere [ Représentant légal

Parents ou représentants parentaux de I'enfant (NOM €t PrénomM) ....... ..ot e

Suite a la lecture ce jour, des informations présentes dans la note ci-jointe et aux explications données par le médecin, notamment sur

- la réalisation de prélevements tissulaires a partir du matériel de résection chirurgicale qui lui sera retiré lors de son opération,
dans le service de Chirurgie ORL du Dr BAILLEUX (Centre Hospitalier Universitaire de Nice — Hopital Lenval) et leurs
congélations ou conservation dans des blocs de paraffine pour « archivage » dans le cadre de la création d’une biobanque au
Centre Hospitalier Universitaire de Nice, et leurs congélations pour « archivage » dans le cadre de la réalisation d’une étude
sur la recherche d’une étiopathologie virale dans le syndrome d’apnées-hypopnées obstructives du sommeil (SAHOS) chez
I'enfant réalisée a 'UFR d’Odontologie, P6le St Jean d’Angély ;

- la constitution d’une base de données médicales comprenant certaines des données cliniques concernant notre enfant
rendues non nominatives ;

- la réalisation d’'un prélévement sanguin en vue de sérologies virales (Virus de I’ Epstein-Barr (EBV), cytomégalovirus (CMV),
Herpés Simplex Virus 1 (HSV1)) a des fins de recherche scientifique, avec diffusion des résultats a votre demande.

D’autre part, nous avons compris que I'escompte de cette démarche est collectif et que la balance bénéfice/risque est positive pour notre
enfant.
Nous avons été informé :
. de la nature des informations transmises : la premiére lettre de son nom patronymique et de son prénom, age, données
cliniques, histologiques et de conservation des tissus congelés ;

. de la finalité du traitement des données;
. de notre droit d’acces et de rectification a ces données ;

e de notre droit de nous opposer au traitement automatisé des données nominatives concernant notre enfant.

Des réponses ont été apportées a toutes nos questions. Nous avons disposé d’un délai de réflexion avant de prendre notre décision.
Notre autorisation ne décharge pas les responsables de la tissutheque de leur responsabilité.

[J NOUS AUTORISONS LE PRELEVEMENT, LA CONGELATION ET L’UTILISATION A DES FINS DE RECHERCHES
SCIENTIFIQUES ET DE DIAGNOSTIC, D’ECHANTILLONS BIOLOGIQUES ET NOUS ACCEPTONS EGALEMENT QUE LES
DONNEES MEDICALES DE NOTRE ENFANT RENDUES NON NOMINATIVES RECUEILLIES PENDANT SES SOINS ET
ASSOCIEES AU PRELEVEMENT SOIENT L’OBJET D’UN TRAITEMENT INFORMATISE.

[J NOUS REFUSONS DE DONNER NOTRE CONSENTEMENT POUR LE PRELEVEMENT, LA CONGELATION ET L’UTILISATION
D’ECHANTILLONS BIOLOGIQUES.

Je sais que ma décision est révocable, et qu’en cas de changement de décision de ma part, je pourrai demander la destruction
des échantillons provenant de la personne de mon enfant et qui sont conservés uniquement pour des raisons scientifiques
ainsi que les données médicales associées.

Fait en double exemplaire dont un remis aux parents ou titulaire de I'autorité parentale.

Faita................, le............... Faita................, le.............. Faita................, le..........
Signature du médecin : Signature : [J Pére [ Représentant légal Signature : [J Mére [J Représentant Iégal
Précédée de la mention « Lu et approuvé »  Précédée de la mention « Lu et approuvé » Précédée de la mention « Lu et approuvé »
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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, détre fidele aux
lois de I'Honneur et de la probité dans l'exercice de La Médecine
Dentarire.

Je donnerai mes soins gratuits a lindigent et n'exigerai jamais un
salaire au-dessus de mon travail, je ne participeral 4 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 meeurs ni a favoriser le
crime.

Je ne permettrail 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 I'Humanité.

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

Que les hommes maccordent leur estime si je suis fidele 4 mes
promesses,

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

_ /
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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 I’'UNS

Professeur Professeur Laurence LUPI

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

EVALUATION D’UNE ETIOPATHOLOGIE VIRALE
CHEZ L’ENFANT ATTEINT DE SYNDROME
D’APNEES-HYPOPNEES OBSTRUCTIVES DU
SOMMEIL

Protocole de recherche expérimentale

Thése : Chirurgie Dentaire, Nice, 2021, n°42-57-21-31

Directeur de thése : Elody Aiem Tort-Alvarez

Mots-clés : SAHOS, enfants, protocole expérimental, amygdales palatines, virus
Résume :

Le Syndrome d’Apnées-Hypopnées Obstructives du Sommeil (SAHOS) est une entité clinique des troubles
respiratoires obstructifs du sommeil se caractérisant par la survenue, pendant le sommeil, d’épisodes
anormalement fréquents d’interruptions de la ventilation (apnées), ou de réductions significatives de la
ventilation (hypopnées). Depuis 1976, le SAHOS chez les enfants a fait I'objet de beaucoup d’attention et de
recherches. De nos jours, il est largement reconnu comme une pathologie fréquente avec une prévalence
entre 1,2 a 5,7% et causant une importante morbidité dans I'enfance.

Du fait de sa physiopathologie, le SAHOS pédiatrique nécessite une prise en charge pluridisciplinaire. En
tant que chirurgien-dentiste exergant en odontologie pédiatrique, notre position privilégiée nous permet de
dépister (prévention primaire) les patients les plus a risque de SAHOS et de poser un diagnostic présomptif
(prévention secondaire).

La littérature scientifique a mis en évidence que le rétrécissement des voies aériennes supérieures, chez la
plupart des enfants en bonne santé, est principalement di a une hypertrophie adéno-amygdalienne. En effet,
les amygdales palatines font partie de I'anneau de Waldeyer dans la région de I'oropharynx et présentent
une augmentation de leur volume entre I'age de 2 et 8 ans, période ou les infections ORL sont les plus
fréquentes. C’est pourquoi des académies et sociétés savantes nationales et internationales recommandent
I'adénotonsillectomie comme traitement de premiére intention.

Notre travail présentera en premiére partie, I'état actuel des connaissances concernant la physiopathologie
et la prise en charge du SAHOS pédiatrique. La deuxiéeme partie proposera une revue narrative de la
littérature ayant pour objet le réle des infections virales dans I'étiopathogénie du SAHOS chez les enfants.
La troisieme partie détaillera notre protocole de recherche expérimentale réalisée au sein du laboratoire
Microbiologie Orale, Immunité et Santé (UPR7354) situé au sein de la Faculté de Chirurgie Dentaire de

I'Université Cote d’Azur.
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