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Résume

Les papillomavirus humains jouent un role étiologique dans le développement des
Iésions précancéreuses et cancéreuses du col utérin .En Algérie, ce cancre est a 1’heure

actuelle le deuxiéme cancer féminin .C’est un véritable probléme de santé publique.

L’objectif de notre étude prospective est de rechercher les papillomavirus a haut risque

oncogeéne dans les Iésions cervicales précancéreuses chez les femmes.

Un total de 603 frottis en milieu liquide ont été recu dans le laboratoire de cytologie du
Centre Pierre et Marie Curie d’Alger entre Novembre 2014 et Juillet 2015, avec plus de 80%
de ces frottis appartiennent a des femmes agées de 35 a 65ans. Les Iésions de bas grade
représentent 52% et les atypies des cellules malpigiennes de signification indéterminée (ASC-
US) 19%, alors que les Iésions de haut grade ne sont que dans 3% de I'ensemble de la
population. Les résultats enregistrés ont montré une participation de 89% des fe mmes agées
de plus de 35ans durant cette année, mais il reste des objectifs visés par le programme

national, lancé depuis I’an 2001, a adhérer les femmes de moins 35ans au dépistage.

Par ailleurs, notre étude réalisée pour la détection de HPV a haut risque (HPV-HR) par
la technique Hybride Capture (HC2) , a révélé 54/603 échantillons HPV-HR positifs, qui
appartiennent a des femmes ,dont la majorité ont un age de 35 a 65ans, ayant des lésions de
bas grade et ASC-US .Pour une meilleur prise en charge , ces patientes doivent étre suivies

d’une maniére stricte .

L’introduction du test HPV permet une meilleure identification des I€sions a risque, et
compense les fautes de lecture des frottis cervico-utérin (FCU) en écartant du processus de

prise en charge les femmes présentant des pseudos Iésions a HPV négatif.

A travers notre ¢tude, aucune association n’a ét¢ montrée entre les charges virales des

prélevements testés et le stade Iésionnel.

La réduction de la mortalité liée a cette pathologie devra passer par : la lutte contre les

facteurs favorisants, la détection précoce et un traitement adapte.

Mots clés: Papillomavirus, col de I'utérus, lésions bas grade, Iésions haut grade



Abstract

The human papillomavirus plays an etiological role in the development of cancerous
and cancerous lesions of uterin collar in Algeria, this type of cancer is the second feminin
cancer, it causes important problem for the public health.

The goal of our prospective study is to find the high papillomavirus oncogenic risk in

the cervicals precancerous lesions among women.

A total of 603 smear in a liquid media have been received on cytology's laboratory of
the center Pierre Marie Curie in Algiers, between november 2014 and july 2015 with more
than 80% smear which belong to women aged between 35 and 65 years age, a low grad
lesions can increase 52% with 19% of ASC-US but the high grade lesion were only in 3% of
population.

The enregistred results have shown the participation of 89% of women in the 35 of age
during this year, but other objectifs are covered by the national programme, launched since
2001 to add the woman less than 35 years at the screening.

Besides, our study realised to detect the high risk HPV by the hybrid capture technique
(HC2), demonstrate that 54/603 sample HPV-HR positive, which belong to women aged
between 35 and 65, having a low grade lesionand ASC-US for a better support, these patients
must be followed strictly the 549 prelevements remaining were negative on HPV-HR, the
thing which is reassuring these patients who the risk of cancer development in the coming
years is almost impossible.

The introduction of HPV test let a better identification of risk lesions and
compenciates the fault of FCU reading by spreading by the processus of support the woman

presenting a pseudo lesions on HPV negative.

By this study, any association have demonstrated between the virals load of tested

prelevements and the lesional stage.

The reduction of mortality related to this pathologie must pass by a fight against the

factors favorating the earlier detection and an adequate treatment.

Keywords: Papillomavirus , uterin collar , high grade lesion, low grade lesion
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Introduction

Introduction :

Le papillomavirus humains (Human Papillomavirus HPV) est un petit virus a ADN
ayant un effet cytopathogéne caractéristique avec une transformation cellulaire, il est transmis
par voie sexuelle et responsable de lésions généralement bénignes qui peuvent étre a l'origine

de lesions malignes, en particulier le cancer du col de I'utérus (Baldauf et al, 2007).

Selon leur risque a développer un cancer, les HPV sont classés en deux grands groupes
; des HPV a bas risque et d'autres a haut risque oncogene [(Mufioz et al, 2006) ; (Monsonego,
2006). lexistence d'une infection persistante par un HPV a haut risque oncogéne est

considérée comme la cause principale du cancer du col utérin (Baldauf et al, 2007).

Ce type de cancer est un véritable probléme de santé publique (Duport, 2008). En effet
en Algérie, il occupe le deuxieme rang des cancers feminins apres le cancer du sein en termes

d'incidence (Fritinhetal. ,2010) et en premier rang en termes de mortalité (OMS, 2013)

L’¢évolution naturelle du cancer du col utérin, la possibilit¢ d'effectuer des
prélevements réguliers et l'existence de traitements efficaces des lésions précancéreuses font
de ce cancer un idéal candidat pour le dépistage (HAS, 2010) .Dans les pays développés un
dépistage régulier a permit de réduire de plus de 90% lincidence du cancer du col (HAS,
2010). tandis que dans les pays en développement, ou vivent 95% des femmes touchées dans
le monde [(IVS, 2008) ;(OMS, 2013)], le dépistage est inexistant ou bien ne touche qu'un
faible pourcentage des femmes (Monsonego, 2006) .En Algérie un programme national du
dépistage organise a été lancé depuis 2001(SAPVH, 2010).

D'apres I'OMS siaucune action de prévention n'est programmeée, les déces a cause d'un
cancer du col utérin vont augmenter de 25% dans ces pays au cours des dix prochaines années
(OMS, 2007)

A la lumiére de ces données , nous avons entrepris cette étude qui est la recherche des
papillomavirus a haut risque oncogene dans les Iésions cervicales précancéreuses afin de
d’évaluer lactivité du dépistage du cancer du cul utérin .Ainsi connaitre la prévalence de
I’infection a HPV a haut risque oncogene en Algérie et étudier I'impact des principaux

facteurs de risque sur ces infections.
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1 Biologie des papillomavirus humains

1.1 Définition:

Le terme papillomavirus est formé de la contraction du latin papilloma dérivé de
"papula” et signifiant bouton et du suffixe grec _ome qui désigne son caractére tumoral
(Baseman et Koutsky, 2005).

Les papillomavirus sont spécifiques de leur héte et constituent une classe de virus
ubiquitaires résistants, treés anciens, stables sur le plan génetique, et qui ont réussi a évoluer

avec leurs hotes respectifs (De villiers et al, 2004).

1.2 Historique :

En 1920, Shope a découvert le papillomavirus comme étant le premier model de virus
a ADN agent de tumeur (Monsonego, 1988). Durant les années 1960 et 1970, les
papillomavirus humains (HPV) ont été découverts a l'origine de tumeurs épithéliales bénignes
(Monsonego, 1988) .En 1983 et 1984, Zur Hausen et ses collegues ont isolé pour la premiére
fois un papillomavirus (HPV-16, HPV-18) directement a partir d'une biopsie du cancer du col
de T'utérus, démontrant ainsi lassociation entre les HPV et le cancer du col utérin (Zur
Hansen, 2009).

1.3 Classification:

Les papillomavirus ont été classés en 1962 par Melinick sous la famille des
Papillomaviridae (Clertant et Seif, 1984).

La taxonomie actuelle propose plusieurs classifications pour les papillomavirus humains :

1.3.1 Classification phylogénique :

Devant le nombre de papillomavirus recensés, plus de 200 actuellement dont environ
100 humains, il était important d'établir les moyens de les ordonner. L'arbre phylogénique des
papillomavirus (Figure 01) repose sur 'homologie de la phase ouverte de lecture du L1 qui
est le gene codant d'une protéine de capside L1 .Ce géne est en particulier utilisé car tres

conservé entre les différents types d'HPV .Un minimum de 43 a 60% d'identité de séquence
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permet de distinguer un genre , entre 60 a 70 % une espece et entre 71 a 89 % un type
(Bernard, 2006).

Genus
Alpha-papillomavirus

Beta-
papillomavirus

Delta-
papillomavirus
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< Kappa-papillomavirus Nu-papillomavirus
lota-papillomavirus

Figure 01 : Arbre phylogénétique de 118 types de papillomavirus construit par
lanalyse de séquences partielles du géne L1 (De villiers et a, 2004)

Légende : Les types viraux représentés seulement par un numéro a la fin de chagque branche,
correspondent aux papillomavirus humains (ex:18 HPV 18) les types viraux sont regroupés en
espéces désignées par le numéro de son type de virus principale (ex: 16 ou existe HPV 16) et
les espéces sont regroupées en 05 genres d’HPV, désignés par une lettre grec: alpha (o).

Beta(B), gamma(d), mu(p), et nu (v).
1.3.2 Classification selon le pouvoir oncogene:

Les données épidémiologiques et cliniques cumulées depuis 1930 ont permis
l'établissement d'un classement des HPV muqueux selon leur risque de développer un cancer

en deux grands groupes :

* HPV a haut risque oncogéne (HPV-HR) : parmi les 45 génotypes pouvant infecter la sphére
anogeénitales, 18 peuvent étre considérés comme a haut risque oncogene pour le col de

I’utérus, dont 12 sont clairement établies (Mufioz et al, 2003).
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* HPV a bas risque oncogéne (HPV-BR) : sont responsables de Iésions bénignes (Mufioz et
al., 2006), le tableau (01) résume les principales caractéeristiques des HPV selon le groupe au
quel ils appartiennent. (Tableau 01: Annexe N°01).

Les papillomavirus humains sont aussi classés en HPV a tropisme muqueux et d’autres a

tropisme cutang, selon leur tropisme tissulaire (Monsonégo, 2007).

1.4 Structure de papillomavirus :

1.4.1 Particule virale:

L'HPV est un virus nu, de petite taille (entre 52 et 55 nm), trés resistant, dont la
capside est composée de 72 capsomeres disposés selon une symétrie icosaédrique (figure 02)
(Zherg et Baker, 2006). Cette capside est constituée d'une protéine majeure L1 et d'une
protéine mineure L2 [(Denis, 1999) ; (Monsonego, 2007)].

7 T e Doy
E i
I - -

Figure 02 : Représentation d'une particule virale de HPV model atomique de la capside (a

I Capsomére

gauche) et modele schématique (& droite) (Bousarghin, 2009).
1.4.2 Génome:

Le génome du papillomavirus est une molécule d'ADN circulaire bicaténaire d'environ
8000 paires de bases qui code pour 8 a 10 protéines, une dizaine de phases de lecture (POL)
sont groupées en région E (early) codant des protéines non structurales et une région L (late)
codant les protéines de capside (Sobhani,2000) , la région non codante LCR (Long Control
Région ) est impliquée dans le contrdle de la réplication de IADN et dans le contrdle de la
transcription des genes viraux (Denis, 1999) ; (Monsonégo, 2006;2007) (Figure 03).
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Transformation

Réplication
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Figure 03: Représentation schématique du génome d'HPV 16 (Pretet et al, 2007)

Une curiosité du génome des papillomavirus est que les genes sont exprimés a partir du méme
brin d’ADN. Grace a l'utilisation des promoteurs et signaux de polyadénylation alternatifs,
différents transcrits peuvent étre générés, de sorte que malgré sa petite taille, le génome viral

peut coder jusqu' une dizaine de protéines.

Les promoteurs de transcription sont régulés de facon a ce que les protéines virales soient
exprimées en deux phases (précoce et tardive) les protéines précoces sont appelées E1,
E2,.....(E pour early), les protéines tardives sont nommées L1, L2 (L pour late) (Howley et
Lowy, 2007) (Figure 04).

Promoteur précoce
1

Promoteur inductible
par la différenciation

Fromoteur
tardif

Figure 04: Carte génétique de HPV 18 [l'utilisation de plusieurs promoteurs de transcription
(Howley et Lowy, 2007)
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1.4.3 Protéines virales:

a) Protéines précoces:

La majorité des protéines (6a8 protéines) qui sont exprimées de maniére précoce ,
possedent des fonctions régulatrices et interagissent avec les facteurs de la cellule
prépondérantes au pouvoir transformant des virus , en interagissant respectivement avec les
protéines cellulaires p53 et p105Rb .Ces derniéres sont des protéines suppresseurs de tumeurs

en participant au contr6le négatif du cycle cellulaire (Howley et Lowy , 2007).
b) Protéines tardives :

Deux protéines, L1 et L2 sont exprimées de maniere tardive et correspondent aux
protéines de la capside ; L1 est une protéine de 55KDa et représente 80% des protéines du
virion, L2 est une protéine de 70KDa moins abondante, elle participe a la sélectivité de
l'encapsidation de 'ADN viral (Howley et Lowy, 2007) .Le tableau 02 résume les principaux

proprietés des protéines virales des HPV (Annexe 02)

1.5 Pouvoir pathogene :

1.5.1 Epidémiologie des infections & HPV:

En 2014, le nombre de femmes dans le monde porteuses d’HPV sous la forme de
lésions visibles ou invisibles est a 325 millions, L'infection par HPV est considérée comme

infection sexuellement transmissible (IST) la plus répandue dans le monde (Nelly, 2009).

Selon Mufioz et al. (2003), des HPV sont retrouvés, sur une série de femmes atteintes
du cancer du col de l'utérus et provenant de différents pays dans le monde. Dans prés de 100%
des cancers du col utérin, les génotypes d'HPV a haut risque oncogéne impliqués dans le
développement du cancer du col sont les type 16, 18, 31,33 et 45 présents dans 83% des cas
au niveau mondial .La prévalence de I'HPV 16 et prédominant (50a60%) suivie de celle de
I'HPV 18 (10-12%°), de I'HPV 31 et 45 (5% chacun) (Figure 05)
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Figure 05 : Prévalence mondiale des différents types dHPV (Mufioz et al, 2003)

Des HPV ont été identifiés dans pratiguement tous les organes contenant des
épithéliums muqueux. Ces virus sont impliqués dans le développement d'autres cancers des
muqueuses génitales (anus, vulve, et pénis) et de la cavité buccale (Goffard, 2012)
(Tableau03:Annexe N° 03).

e Modes de transmission :

L'infection par un HPV peut se transmettre, via différents contacts, a travers les micros
abrasions de I'épiderme ou des mugueuses. La transmission se fait par contact direct avec des
revétements cutanés ou muqueux lésés du sujet lui-méme ou d'une personne atteinte (Akom
et Venne, 2002).

La transmission peut également étre indirecte, par contact avec des objets (vétement,
serviettes de toilettes, draps...) et surfaces contaminées (piscine et douches). La transmission
via les lésions anogénitales se fait, quant a elle, principalement par voie sexuelle, placant les
infections a HPV parmi, les trois plus frequentes infections sexuellement transmissibles (IST)
avec I’herpés génitale et les infections & Chlamydia trachomatis (DGS, 2008). La

transmission uro-génitale est également démontree (Kjaer et al, 2001).
15.2 Infectiona HPV :

Trois types d'infections peuvent étre définis principalement selon lexpression des

genes viraux dans les cellules infectées :
e Une infection productive :

Caractérisée par une production contr6lée en petites quantités des protéines E6-E7, ce

sont surtout les génes viraux impliqués dans la synthese de la capside qui sont exprimés. Les
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HPV arrivent a maturation et leur génome est toujours extra chromosomique .Lors d'une

infection productive les sujets développent des tumeurs bénignes appelées condylomes plans.

e Une infection abortive (transformante) :

Caractérisée par une surexpression de E6-E7 et l'intégration de I'ADN viral des HPV
dits a risque au génome de la cellule héte ainsi que labsence de production de particules

virales et ce phénoméne est toujours associé a la cancérisation.

e Une infection latente :

L'ADN viral ne se réplique pas, ne s'intégre pas, il persiste sous forme épisomale. C'est
une infection asymptomatique qui ne conduit a aucune anomalie cytologique ou

colposcopique.

Ces infections latentes constituent des réservoirs viraux a partir desquels les HPV peuvent
reprendre leur cycle de réplication suite a un événement extérieur (immunodéppression par
exemple), s'integrent et provoquent des lésions du col utérin (Mougin et al, 1997)
;(Steenbergen et al.,2005).

1.5.3 Cycle de multiplication:

Les papillomavirus sont remarquables par le fait qu'ils infectent de facon spécifique les
cellules basales de I'épithélium stratifiés squameux, qui sont en différentiation constante, les
conséquences de cette spécialisation est qu'il n'est pas possible d'étudier le cycle viral dans les

cultures cellulaires classiques, in vitro (Howley et Lowly ,2007).
Le cycle viral correspondant a une infection productive se déroule selon les étapes suivantes:
1. Entrée et décapsidation:

les HPV se fixent tout d'abord sur des récepteurs cellulaires des kératinocytes .Les
particules virales sont adsorbées puis internalisées par endocytose (Shafti Ketemal et al,
2003).Les vésicules formées fusionnent en suite avec des endosomes a PH acide (Bousarghin
et al, 2003) .Les virions plus ou moins dégradés sont relachés dans le cytosol ou ils utilisent
un processus actif impliquant le cytosquelette pour rejoindre le noyau. L’incapacité physique
du HPV a pénétrer dans le noyau, suggere que le désassemblage de la capside en capsomere

est nécessaire avant I'entrée du génome viral dans le noyau (Li et al, 1998).
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2. Phase d'amplification:

Au niveau de la couche basale de I'épithélium et apreés I'entrée du génome viral dans le
noyau de la cellule hote, celui-ci subit une phase d’amplification, sous le controle des
protéines précoces E1 et E2, jusqua atteindre un nombre de 50 a 100 copies par cellule.
Jusque 13, le cycle de multiplication est dit non productif car il n'ya pas de production de

virions.
3. Phase de maintenance:

Elle correspond au maintien d'un nombre constant de génomes d'HPV au fur et a
mesure des divisions cellulaires. Elle est observée dans les couches basales et supra basales de
I’épithélium. Les génomes d'HPV épisomales nouvellement synthétisés se répartissent comme
I'ADN cellulaire dans chaque cellule fille, sans intégration dans le génome sous le contrdle

des protéines virales précoces E1 et E2 (Doorbar, 2006) ;(Monsonego, 2007).
4. Phase de prolifération :

Les cellules infectées par un HPV subissent une phase de prolifération intense, induite
par les protéines virales E6 et E7, lors de leur migration vers les couches supra basales de
I'épithélium et le processus de différenciation est ainsiretardé. Les protéines E6 et E7 sont des
oncogenes viraux qui stimulent la progression en phase S du cycle cellulaire (Madison,
2003).

5. Synthése de la particule virale :

Pendant que les cellules épithéliales se différencient, deux processus viraux sont
enclenches, lamplification du génome viral et l'induction de la transcription des genes tardifs
L1 et L2 .Une fois synthétisées dans le cytoplasme, ces protéines rejoignent le noyau ou de
nouveaux virions infectieux vont se formés par encapsidation du génome. Les HPV n'étant
pas des virus lytiques, la sortie des particules virales se fait via la zone de desquamation. La
muqueuse est alors tres infectante et le risque de transmission des HPV est trés important
(Madison, 2003) (Figure 06).
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Figure 06:  Devenir des virus HPV dans les cellules basales de I'épithélium du col utérin
(Sheila, 2010).

2 Cancer ducol de l'utérus :

2.1 Définition :

Le cancer du col utérin est une affection maligne des cellules du col de I’utérus. On
peut caractériser cette affection selon le degré d'atteinte dans I'épaisseur de I'épithélium utérin
(Nelly, 2009).

2.2 Rappel anatomique et histologique du col utérin :

2.2.1 Anatomie du col de I'utérus :

Le col constitue la partie inferieure de I'utérus, il est percé dans sa partie vaginale par
lorifice externe du col, cet orifice se prolonge pour former le canal cervical qui aboutit a un
second orifice, l'orifice interne du col (Figure 07). La portion du col s'étendant & I'extérieur de
lorifice externe est appelée exocol et la portion du col située au dessus de I'orifice externe est

appelée endocol (Pisaneschi, 2009).
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Figure 07 : schéma descriptifde 1’utérus (Rolling, 2014).

2.2.2 Histologie du col:
Le col est une portion fibromusculaire tapissée par deux types d'épithélium :
I’épithélium non kératinisé (ou malpighien) et I'épithélium cylindrique, ceux-ci sont séparés

par une zone de jonction pavimento- cylindrique (JPC).
2.2.3 Epithélium malpighien :

Il est de type pavimenteux et non kératinisé, il tapisse la partie du vagin et de I'exocol ,
et se caracterise par un renouvellement permanent des cellules de la partie basale vers la partie

superficielle .
2.2.4 Epithelium cylindrique :

Il est également appelé épithélium glandulaire, il tapisse le canal endocervical et il est
constitué d'une seule couche de cellules hautes aux noyaux sombres a la coloration et proches
de la membrane basale (CIRC ,2015).

2.2.5 La zone de jonction pavimento-cylindrique:

Elle est aussi appelée zone de transformation. Elle résulte de la rencontre entre
I'épithélium exocervical et endocervical qui a une importance capitale, car théoriquement
cette jonction se fait de facon brutale, avec un passage instantané du revétement malpighien
au revétement cylindrique, cette région représente une zone de fragilité a la fois mécanique et

immunitaire (Pisaneschi, 2009) (Figure 08).
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Figure 08: Epithélium pavimento-cylindrique (Sellors et Sankaranarayanan 2004).

2.3 Epidémiologie du cancer du col de I'utérus :

Dans le monde, le cancer du col de I'utérus fait encore prés d'un quart de million de
victimes par an (OMS, 2013), c'est le deuxiéme cancer le plus fréequent chez la femme dans le
monde avec prés de 500000 nouveaux cas estimé en 2005 et plus de 528000 en 2012 . Le
cancer du col utérin a provoqué en2012 plus de 266000 déces dont prés de 95 % dans les
pays en développement ou le cancer est la premiére cause de mortalité par cancer dans la
population féminine (IVS.2008) ; (OMS, 2013).

En Algérie, I'incidence du cancer du col de l'utérus se situe aux alentours de 10-
12/100000 femmes selon les registres du cancer d’ Alger, de Sétif et d’Oran. Ainsi, le cancer
du col est tres fréquent avec 1600 nouveaux cas par an, présenté dans trois quart des cas , un
diagnostic a un stade localement avance ou métastasique, et provoquerait 1300 déces par an
(Belhadef, 2010) .

Cette maladie occupe la deuxieme place des cancers qui touchent la femme apres le
cancer du sein (Frithih et al, 2010) .a Oran par exemples, il présente 20% des cancers
féminins (Fouatif et al., 2008) et a Sétif 19% (Hamdi et al., 2010).

Dans les pays industrialises, I'incidence du cancer du col est trés basse et en régression
depuis plus de 30 ans. En France le cancer du col de l'utérus été le deuxiéme cancer féminin

au nombre de nouveaux cas, avec 3068 cas estimés en 2005 et 1067 déces (Duport, 2008).

Le taux d'incidence de ce cancer na cessé de diminuer en France entre 1978 et 2005
avec un taux annuel moyen de décroissance de 2.9 % (Duport, 2008).Ces baisses constantes

sont tres vraisemblablement expliquées par la pratique largement répondue du dépistage par le
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frottis cervicale utérin. La diffusion des pratiques vaccinales contre I’HPV devrait contribuer

a 'amélioration de la situation au niveau international (Nelly, 2009).

Tandis que, dans les pays en développement le dépistage est inexistant ou bien ne

touche qu'un faible pourcentage des femmes.

2.4 Pathologies du col de lI'utérus :

L'exposition des cellules épithéliales du col de l'utérus aux HPV est suivie d'une
incubation qui dure environ 6 semaines a 8 mois. Cependant, la grande majorité des infections
reste occulte ou latente .C'est a loccasion d'une altération immunitaire que des lésions
macroscopigques et microscopiques apparaitront suggérant ainsi l'intervention de cofacteurs
dans le développement de Iésions précancéreuses (Boccardo et al .,2010).

2.4.1 Dysplasies cervicales (Iésions précancéreuses):
Une dysplasie se definit par la présence d'anomalies cellulaires et architecturales de
Iépithélium pavimenteux, généralement au niveau de la zone de jonction du colde I'utérus, il

s'agit d'un état précancéreux.
La classification de Bethesda centrale propose deux types de dysplasies (Annexe N° 4) :

e Lésions intra-épithéliales de bas grade (LSIL) :

Elles regroupent les condylomes et les CIN1. Les CIN1 correspondent aux dysplasies légéres.
On observe dans se cas la présence de cellules basales et parabasales a noyau hyper

chromatique, et ce jusqu’au tiers inferieur de I'épithélium (Pisanschi, 2009).

e Lésions intra-épithéliales de haut grade HSIL :

Elles regroupent aux CIN2 et les CIN 3. Les CIN2 correspondent a la présence de cellules
basales et parabasales avec des anomalies cytonucléaires plus marquées et des mitoses
anormales, jusqu'aux deux tiers inferieurs de I'épithélium. Alors que, Le CIN3 correspondent
aux dysplasies séveres associant une hyperplasie des cellules basales, une désorganisation de
la stratification, d'importantes anomalies cyto-nucléaires et des mitoses anormales des cellules
parabasales pouvant atteindre le tiers supérieurs de 1’épithélium. On observe aussi dans ce cas

une disparition de la maturation de surface.
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Nous pouvons retrouver des signes histologiques témoignant d'une infection a HPV, surtout
dans le cas de dysplasies légeres ou persiste une certaine maturation épithéliale de la surface.
En effet, 'HPV ne se multiplie que dans les cellules malpighiennes matures, causant un effet
cytopathogene qui se traduit par la présence de koilocytes (cellules superficielles ou
intermédiaires dont le cytoplasme contient une vacuole a contour irrégulier) (Pisaneschi,
2009) (Figure 09).
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Figure 09: Histoire naturelle du carcinome épidermoide du col de I'utérus (Duport, 2007).
e Evolution des lésions précancéreuses cervicales :

Lorsqu’on met en évidence une lésion précancéreuse, celle-ci peut avoir des évolutions
différentes : la progression, la régression ou la persistance. Toutefois, la majorité des Ilésions

ont une évolution bénigne, avec des taux de régression allant de 32 a 57 % en fonction de la
gravité de la Iésion (Ostor, 1993).

2.4.2 Cancer invasifs ducol :

Lorsgqu'une lésion précancereuse persiste et quelle n'est pas dépistee, elle va

progresser graduellement pendant un grand nombre d'années et arrive au stade cancer (Nelly,
2009) .

Les tumeurs malignes du col utérin sont en majorité d'origine épithéliale et se partagent entre

carcinomes épidermoides et adénocarcinomes (Pisaneschi, 2009).
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e Carcinomes épidermoides :

Ils naissent de la jonction pavimento-cylindrique et qui sont le plus souvent exocervicales. Ils

représentent environ 80 a 90 % des Iésions invasives (Aubin, 2003).

e Adénocarcinomes:

Histologiquement l'adénocarcinome est d'origine endocervicale mais peut avoir une apparence
macroscopique endo ou exocervicale. lls représentent ainsi 10 a 20 % des lésions invasives
(Aubin ,2003).

2.5 Facteurs de risque :

Les études statistiques sont difficiles a mettre en place car de nombreux facteurs

entrent en jeux rendant difficile l'appréciation du réle isolé d'un facteur :
I.  Les facteurs viraux :

*11 est démontré que les femmes qui ont acquis des papillomavirus a risque (16 ou 18) ont un
risque accru de développement de néoplasies cervicales, comparées a celles qui ont été en

contact avec d’autres types viraux (Aubin, 2003).

*Le risque de développer une lésion de haut grade est corrélé a la persistance de l'infection a
HPV a Haut risque (Monsonego, 2007).

*Une charge virale élevée est associée a une diminution de la probabilité de clairance de
l'infection a HPV et un indicateur de CIN sous-jacent (Monsonego, 2007); (Duport, 2007).

ii. Les facteurs liés a I'hote :

*Les rapports sexuels non protégés avec des partenaires multiples ou des rapports sexuels
avec un homme qui a plusieurs partenaires sexuels (ESMO, 2012) représentent un risque de
développer un cancer du col .En effet ce cancer est trois fois plus important chez les femmes
ayant des partenaires différents, par apport a celle ayant un seul partenaire (Monsonego,
2006).

*La perturbation des défenses immunitaires locales et générales est considérée comme l'un
des cofacteurs endogenes majeurs impliqués dans la carcinogénése cervicale. Chez des

femmes infectées par le virus de l'immunodéficience humain HIV, la prévalence des
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infections a HPV est accrue et ce par défaut de clairance virale qui favorise la persistance de

I’infection.

*I1semble que le statue hormonal liée aux grossesses ou a la ménopause soit impliqué dans le
risque carcinogéne tout comme les défenses immunitaires propres a chaque individu (IARC,
2005).

*Le nombre de grossesses du fait des modifications hormonales immunologiques et des
traumatismes a ’accouchement, augmenteraient le risque d'un cancer cervical (Monsonego,
2007).

iii. Facteurs environnementaux :

*La contraception entraine une augmentation des ostéogenes et une éversion de la jonction.
L'utilisation au long cours (>5ans) des oestroprogestatifs par des femmes, présentant une
infection a HPV persistante constitue un facteur favorisant l'apparition d'un cancer du col
(Green, 2003).

*Le tabagisme en diminuant la réponse immunitaire augmente le risque d'infection
persistante. En effet, les CIN et le cancer du col sont plus fréquents chez les femmes fumeuses
(Blanc , 2008) (Duport, 2008).

*Les marqueurs d'exposition aux autres IST ont été retrouves associés au cancer du col de
l'utérus de fagon répétée. Le contexte de poly IST dans lequel s'intégre I'infection HPV donne

aux virus une virulence et une réplication accrue. (Gallois et al., 2007).

3 Roble de I'HPV dans le cancer du col utérin :

Le concept du cancer viro-induit fut confirmé depuis 1911. Et Depuis 1983, de
multiples travaux fondamentaux et épidémiologiques ont démontré le role majeur des HPV 16
et 18 dans la carcinogénése du col utérin .Cependant une faible proportion des femmes
infectées par HPV développera une tumeur et l'apparition des cancers invasifs survient le plus

souvent plusieurs années apres le départ de l'infection virale. (Mougin et al., 1999)

Au cours de cette période, des modifications génétiques de la cellule infectée conditionnent

foncogenese (Mougin et al, 1999).

Page 16



Partie bibliographique

3.1 Carcinogénese:

3.1.1 Meécanisme de carcinogene:
A) Intégration du génome viral dans IADN cellulaire :

L'intégration de I'ADN viral dans le matériel chromosomique de la cellule infectée est
genéralement observée dans les cancers invasifs. Elle est rare au stade de dysplasie Iégere et
elle concerne les HPV a haut risque (type 16 et 18). Elle implique la linéarisation du génome,
par rupture des phases ouvertes de lecture E1/E2 accompagnée de délétions- mutations de
séquences E1/E2 et réarrangement du génome viral, c'est un événement important de la
déregulation de lexpression des génes E6-E7 .La transcription de ces genes n'étant plus

réprimée par la protéine E2, est augmentée (Diirst et al, 1985).

Quant aux transcrits L1 et L2, ils disparaissent en général au décours de la progression
tumorale (Fuchs et Pfister, 1994) (Figure 10) .
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Figure 10: Mécanisme de I’infection par HPV et réplication dans les cellules épithéliales
(Durst et al, 1985)

B) Mutations du génome viral:

Certains travaux (Ferlay et al, 2004) montrent que l'intégration de I'ADN viral n'est pas

toujours observée, des mutations et des délétions au niveau de séquences de régulation
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négatives peuvent conduire a une dérégulation de l'activité des promoteurs p97 d'HPV 16 .Des

mutations dans le géne E2 seraient aussi responsables de l'expression accrue des genes E6,
E7.

3.2 Transformation cellulaire liée aux HPV :

Les protéines E6 et E7 agissent en synergie et contribuent aux differents stades de
progression vers la phase de cancer invasif (Figure 11) .Ces protéines, suite a des interactions
complexes avec des protéines cellulaire, vont conduire a la transformation et a
Iimmortalisation des cellules infectées.
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Figure 11 : Modéle de la progression en « multi-step » des cancers liés a une infection par un
HPV a haut risque

321 Rodlede pRbet p53:

» La protéine pRb:
Elle a la capacité de réguler la transition de la phase G1/S et la progression des cycles

cellulaires en modulant I’activité du facteur de transcription E2F (Boulade , 2009).
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» La protéine p53 :
Empéche la prolifération des cellules susceptibles de devenir cancéreuses, elle entraine I’arrét
transitoire du cycle cellulaire en G1 et la mort des cellules par apoptose quand elle est active
(Monsenego, 2006).

3.2.2 Inhibition de I'activité des protéines suppresseurs de tumeurs p53 et
pRb :

En condition de stress physiologique, l'activation post-traductionnelle de la p53, lui
permet de stimuler la transcription du géne Cipl, a l'origine de la protéine p21 qui inhibe la

cdK?2/ cycline E impliquée dans le passage de la transition G1/S.

La protéine E6 des HPV oncogénes interagit avec la protéine cellulaire E6GAP, une E3
ubiquitine ligase, cette interaction permet & E6AP d'ubiquitiner la p53, ciblant sa degradation

par le protéasome.

Ainsi, laltération de p53 induit une instabilité chromosomique et génétique transmise aux
cellules filles, d’ou une implication majeure dans lapparition de populations clonales
malignes, ceci est amplifié par labsence d'activation de l'apoptose des cellules dont ' ADN est

lésé.

De plus, la dégradation de p53 empéche l'activation transcriptionnelle du gene Cipl, ce qui
stimule la progression du cycle cellulaire en supprimant le point contréle G1/S (Figure 12)
(Talis et al.,1998).

EG

: .f%
E EGAP | P53 P93 _

Phase G1 Phase S5

Reéeparation ADN -—
Apotose «—

Cip1

Figure 12: Influence de I’oncoprotéine virale E6 sur la protéine p53 et voie de réponse aux

lésions de I’ ADN (Talis et al ,1998)
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3.2.3 Interaction de la protéine virale E7 avec les protéines pRb :

La Principale activité de E7 est la dégradation de pRb et aussi les protéines p107 et
pl30 (Cary et al, 2010). De plus, la protéine E7 a pour effet la dérégulation du cycle
cellulaire en induisant la transactivation des promoteurs des cyclines E etA et neutralisant des
inhibiteurs CDK (Cycline Dedendant Kinase), p21 et p27 (Munoz et al ,2004) (Figure 13).

Figure 13: Influence de I’oncoprotéine E7 sur les protéines pRb et p107 (Talis et al ,1998)

Les oncoproteines E6 et E7, sont des protéines multifonctionnelles majeurs des HPV a
haut risque, elles induisent d’autres changements au sein de la cellule hote tels que ;
accélération de la progression du cycle cellulaire et inhibition de la différenciation cellulaire,
’immortalisation apres une inhibition de la sénescence cellulaire et de I'apoptose, instabilité
génomique avec des défauts mitotiques et des aneuploidies (Duensing et al, 2000). Ainsi, des
tumeurs a 1’origine de la perte d’adhésion cellulaire et I'induction d’un métabolisme cellulaire

caractéristiques des cellules tumorales (Zwe rscke et al, 2000).

4 Immunité et papillomavirus:

L’infection génitale préférentiellement Ilocalisée aux cellules du col utérin

s’accompagne d’une réponse immunitaire locale (muqueuse), puis systémique, On distingue :

4.1 Immunité a mediation humorale:
La réponse humorale se traduit par la prolifération et la différenciation des

lymphocytes B et donc par la synthése des anticorps de classe IgA et IgG respectivement
dirigés contre les épitropes conformationelles portés par les protéines de capside L1 et L2 du
virus HPV (Alain et al., 2010).
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4.2 Immunité a médiation cellulaire:

La composante cellulaire de I’immunité cervicale joue un rdle dans le controle et
I’élimination des 1ésions précancéreuses.
La stimulation du systeme immunitaire lymphocytaire T, initialement naif vis-a-vis des HPV,
passe obligatoirement par une présentation de l'antigéne viral aux lymphocytes T, par des
cellules présentatrices de 1’antigéne (CPA), a la fois : aux lymphocytes T CD4 auxiliaires qui
jouent un réle important dans la clairance du virus qui sont initialement dirigés contre les
protéines précoces E2 et E6 , ou aux lymphocytes T CD8 dites cytotoxiques (CTL), qui sont
dirigés contre les protéines E6 et E7 (Leggatt et al., 2002).

5 Prophylaxie des infections associées aux papillomavirus humains :

Les stratégies de prévention ciblent essentiellement le cancer du col. Elles reposent

essentiellement sur le dépistage et la vaccination (Segondy, 2013).

5.1 Dépistage des lésions gynécologiques dues a ’HPV :

Le dépistage du cancer du col de I'utérus est I’utilisation systématique d’un test pour
déceler les anomalies du col de I’utérus dans une population asymptomatiques. Les femmes
ciblees par ce dépistage peuvent se sentir en parfaite santé et ne voient aucune raison de se

rendre dans une structure de soins (OMS, 2013).
5.1.1 Différents examens de dépistage:

A) Examen cytologique (Le frottis cervico-utérin FCU) :

Le frottis cervical est l'outil de dépistage utilis€ pour détecter les IEsions
précancéreuses du col utérin et qui a réduit ’incidence et la mortalité du cancer du col de
I’utérus .Les recommandations nationales proposent un dépistage entre 25 et 65ans ,en
laissant un intervalle de 3ans entre chaque frottis apres deux frottis annuels normaux .Le
frottis conventionnel et le frottis en milieu liquide ont des performances de diagnostic
équivalentes .Le frottis en milieu liquide permet en plus de faire des analyses de biologie
moléculaire (Doris et al.,2014)( Figurel4:Annexe 05);(Figure 15: Annexe 06).

Inte rprétation du FCU: Se base actuellement sur le systeme de Bethesda 2001 (Figure 16:
Annexe N:4) (Solomonn et al., 2001) Selon ce systéme, le compte rendu précise le type de

cytologie réalisée (frottis conventionnel ou en milieu liquide), la qualité de I’échantillon, les
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catégories générales (frottis négatif ou présences d’anomalies). Les anomalies cytologiques
réparties en anomalies des cellules malpighiennes (par ordre de gravité croissante : ASC-US,
ASC-H, LSIL, HSIL, carcinome épidermoide) et/ou glandulaires (AGC, AIS,
adénocarcinome invasif) sont hiérarchisées (Duport, 2008). La decouverte de cellules
suspectes, dysplasiques, ou de cellules tumorales doit étre confirmée par lexamen

histologique d'un prélevement Biopsique.

B) Examens histologiques :

La colposcopie et la biopsie sont seules utilisées. La colposcopie a pour but de repérer des
anomalies au niveau de la muqueuse du col utérin et d’en préciser la topographie. En tant que
telle, elle est peu performante lorsqu’ elle est utilisée comme outil diagnostique. En revanche,
sa réalisation est indispensable pour diriger les biopsies et par conséquent aboutir au
diagnostique histologique (OMS ,2007).

C) Le test HPV :

L’apport du test HPV dans le dépistage primaire ouvre une perspective prometteuse
de protection optimale (Monsonego, 2007). Les techniques de biologie moléculaire ont
comme principe, de détecter ’ADN viral soit sur suspension cellulaire ou coupe histologique

sans extraction de I’ ADN contenu dans le prélévement : hybridation in vitro.

Plusieurs méthodes ont été proposées, Southern Blot tres specifique et pour longtemps une
méthode de référence.

L’évolution actuelle est a 1’utilisation de :

*La PCR, méthode d’amplification génique, est la technique de détection de 'HPV la
plus récente .elle consiste a amplifier préalablement une séquence spécifique de I’ADN viral
cible. Le produit d’amplification est ensuite hybridé avec une oligosonde marquée .La tres
grande sensibilité et la spéecificité de la PCR en font une méthode de choix pour le diagnostic
des infections a HPV.

*L’hybridation en phase liquide, Hybride Capture (HC), méthode de réalisation simple,
rapide, reproductible et applicable en routine a de grandes séries. Elle permet la détection en
microplaque d’ADN viral en utilisant des sondes ARN (HAS, 2012) .Avec la version actuelle

Page 22



Partie bibliographique

HC2 , on peut rechercher tout types d’HPV mais la majorité des équipes , pour des problemes

de cout, se contentent de chercher les HPV a haut risque .

Hybride capture n’est pas réellement une méthode quantitative mais il est possible d’apprécier
la charge virale en comparant le résultat individuel d’un test mesuré sur un luminométre a la

valeur seuil .Elle s’exprime en RLU (Relative Light Unit) (Sevestre et Boulanger, 2005) .
5.2 Prophylaxie vaccinale :

Le fait que le cancer du col utérin soit la conséquence ultime de I’infection chronique a
HPV procure I’extraordinaire opportunité de les prévenir par la vaccination. Le vaccin anti-
HPV est le premier vaccin présenté comme une immunisation anti cancer (Mougin et al.,
2000). Pour lutter contre I'infection HPV et /ou ses conséquences, deux approches vaccinales

différentes ont été développées :
5.2.1 Vaccination prophylactiques :

La vaccination prophylactique a pour but de prévenir I’infection par I'induction

d’anticorps neutralisants contre les protéines L1 de la capside virale des virus HPV.
5.2.2 Vaccination thérapeutique :

Le but de la vaccination thérapeutique est de sensibiliser les cellules
immunocompétentes pour neutraliser 1’infection HPV déja installée et faire régresser les
Iésions précancéreuses, voire les cancres du col. Elle peut étre formée a partir de protéines
recombinantes de virus ou de bactéries recombinants associées a des génes codant pour
certains types d’HPV, a partir de fragments de plasmide ou ADN. Tous stimulent
I’immunité T cellulaire en présentant les antigénes vaccinaux a la surface des cellules qui les
ont intégrés en association avec les molécules HLA de classe 1 ou 2 afin de stimuler
respectivement les lymphocytes T CD8+ et CD4+ (Brun et Riethmuller, 2007 ).(Figure
17;Annexe N° 07

5.3 Prophylaxie curative :

Le traitement des Iésions précancéreuses dépend du degré des anomalies histologiques car le
potentiel évolutif est différent selon qu’il s’agit d’une CIN de bas grade ou d’une CIN de haut
grade (Cartier, 2008).

e Prise encharge d’une CIN 1 :
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Selon les recommandations de I'agence nationale d’accréditation et d’évaluation en santé

(ANAES, 2002), deux options sont envisageables :

*Surveillance sans traitement si la lésion est bien vue et que la garantie d’une surveillance

réguliére sur deux ans est obtenue.

*Traitement destructeur de la Iésion : la vaporisation de CO2 au laser est la méthode la plus

souvent employée .cette méthode est efficace dans 95% des cas.

e Traitement d’une lésion CIN 2/3 :

Ici, aucune hésitation n’est permise : une Iésion de haut grade est directement pré-invasive et
on doit absolument la détruire (ANAES) :

*On peut recourir a la vaporisation de CO2 au laser si la surface I¢sionnelle n’excede pas 2
cme, si la lésion est entierement exocervicale et si la jonction squamo-cylindrigue est bien vue

en colposcopie.

*Le plus souvent, on préfere 'exérése totale de la Iésion par conisation : on enleve un petit
cone de col, d’environ 1cm sur 2cm, autour de 1’orifice externe. La résection peut se faire au
bistouri mais la méthode de choix aujourd’hui I’electrorésection a ’anase diathermique La

encore le pronostic est excellent : 95 a 98% des guérisons sont définitives.
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1 Cadred'étude:

Le laboratoire de biologie cellulaire du Centre Pierre et Marie Curie [CPMC],
¢tablissement spécialisé¢ en cancérologie, a ét¢ le lieu de notre stage de fin d’étude, qui s'est
déroulé du 10 février au 16 juillet 2015, dans l'objectif de déterminer la fréquence de
linfections a HPV chez des femmes ayant des Iésions cervicales précancéreuses, par une
étude prospective.

2 Matériels et méthodes:
2.1 Matériels:
2.1.1 Matériel biologique :

Le matériel biologique est constitué d'un prélevement cytologique cervical, obtenu a
l’aide d’un frottis cervico- utérin (FCU) effectué au niveau de différents services de

gynécologie du territoire national sur 603 femmes agées de 20 a 80 ans

A) Intérét du frottis cervico-utérin :

Le frottis cervico utérin est un prélevement de dépistage, il permet de mettre en évidence
de facon précoce des lésions précancéreuses et donne également la possibilité de rechercher le
virus HPV.

B) Principe :

Le gynécologue préleve des cellules superficielles du col de l'utérus au niveau des trois

zones, jonction, endocol et exocol, qui sont ensuite analysées dans le laboratoire de cytologie
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a. Transport et traitement des échantillons :

Les échantillons cervicaux peuvent étre conservés pendant une période maximale de 2
semaines a température ambiante et expédiés sans réfrigération au site qui effectuera le test
diagnostique. Au laboratoire , on recoit des enveloppes contenant a la fois la fiche des
renseignements (voir annexe N°8 ) et les dispositifs de prelevement qu’on doit les enregistrer

et les garder au réfrigérateur(-20°C) jusqu’a la manipulation

Le CPMC est le seul centre hospitalier qui effectue le test HPV (hybride capture 2). En effet
des échantillons de prélevements arrivent de plusieurs wilayas d'Algérie telle que les wilayas ;
Alger , Blida , Tizi Ouzou , Oran, Sidi Bel Abbes , Sétif , Biskra , Tlemcen , Bejaia ,
Médéa...etc.

2.1.2 Matériel non biologique :

Le matériel non biologique est représente en Annexe 09.

A) Matériel du frottis cervical utérin [FCUJ:

e Speculum a deux valves
e Spatule en plastique (spatule d'Ayre)
e Brosse endocervicale (type cytobrush), écouvillon
e Lameset lamelles
e Fixateur (cytospray) pour le frottis sur lame
e Flacon contenant un milieu de conservation
e Pince et coton
B) Test HPV hybride capture 2 [HC2] de Digere :

» Kit HybridCature2-test HPV DNA Haut risque :

o Réactif de dénaturation

o Calibrateurs et contrbles (négatif calibrator NC-hight risque calibrator HC- low quality
control LQC-hight quality control HQC)

o Réactifs de détection : CDP-  Star® (conjugué-substrat)

e Tamponde lavage

e Microplaque de 96 puits
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Accessoires :

Portoir pour micro tube et Micro tubes
Extra long Embouts

Portoir pour tubes de prélévement
Feuilles adhésives

Micropipette (20,200n1000)

Embouts

Instrumentation :

Agitateur rotatif
Bain marie
Luminométre DML 2000 lié avec un logiciel DMS 2.0
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2.2 Hybride capture 2 Digére :

2.2.1 Objectif :

Le test Hybride Capture2 (HC2) est une hybridation en phase liquide , elle permet la
détection de 13 types d'HPV-HR (16,18,31,33,35,39,45,51,52,56,58,59,68) retrouves dans la

quasi-totalité des cancers du col utérin .
2.2.2 Principe :
Le principe est le suivant : (Figure 19)

e [|ADN de I'HPV estdénaturé et hybridé avec une sonde ARN spécifique de 13 HPV-
HR,

e [I'hybride ADN-ARN est capturé par un anticorps anti-hybride fixé au fond d'un micro
puit,

e la présence de l'hybride est révélée par un anticorps anti hybride secondaire a une
molécule de phosphatase alcaline, en présence d'ADN d'HPV. Le substrat de la

phosphatase alcaline est clivé en molécule luminescente qui pourra alors étre détectée.

Dréenaturation —
—
Sonmde ARN — — —

ADN HPV HEHR Y Y

Capiture par anticorps anti-hyvbride

Anticorps anti-hybride conjugné
i la phosphatase alealine

IS
] PP
.‘E:;E. Substrat de

Ia phosphatase alcaline
hd A . hd hd

Substrat clivé en
molécule luminescente

Figure 19: Les différentes étapes du Test Hybride Capture II® (Segondy, 2007)
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Cette technique permet de détecter environ 1pg/ml d'’ADN d'HPV soit environ 5000
copies /ml quantifiées en RLU (relative light unit) supérieur ou égale a la valeur seuil calculé
a partir de standards présents a chaque série , une valeur inférieur au seuil est considérée

négative , des contrdles positifs et négatifs sont incorporés a chaque série .
2.2.3 Mode opératoire :

Le test HC2 de la gamme Digene repose sur cing étapes :

1. Dénaturation :(Figure 20)

v' Ajouter aux tubes des prélevements, calibrateurs et contrdles 500ul de dénaturant
additionné a 5 gouttes d'indicateur coloré (le NC demande 1000 pl),

v" incuber ces tubes, placés dans un portoir, au bain marie a 65°C pendant 45 min

(lapparition d'une couleur violette indique le début de la dénaturation).

Ajout de la solution dénaturante Incubation des tubes a 65°C
(NAOH)

Apparition de la coleur violette

Figure 20 : Etapes de la dénaturation
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N

Hybridation : (Figure 21)

v Transférer 75 pl de chaque échantillon dénaturé dans un micro tube,

v ajouter 25 pl de la sonde ARN diluée des HPV-HR dans les micros tubes et couvrir
d'une feuille adhésive,

v"incuber a température ambiante pendant 10 minutes sous agitation rotative a 1100 rpm

pendant 3 minutes (I’apparition de la couleur jaune signifie qu’il ya eu hybridation de

la sonde a ’ADN cible),

v" incuber au bain marie a 65°C pendant 60 minutes.

1) 2)

b) Ajout de la sonde diluée au 1/25 ¢) Incubaion sous agitation pendant 3min

d) Incubation au bain marie a 65°C
Figure 21 : Etapes de [l'hybridation
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Capture des hybrides :(Figure 22)

Transférer tout le contenu de chaque micro tube dans une cupule d'une microplaque
recouverte d'anticorps anti hybride ARN/ADN spécifique,

couvrir la microplaque d'une feuille adhésive et incuber 60 minutes sous agitateur
rotatif a 1100 rpm,

la microplaque est ensuite vidée et décantée sur papier absorbant.

Détection des hybrides :(Figure 23)

Ajouter a chaque cupule le réactif de détection (1) contenant les anticorps anti hybride
(ADN/ARN) spécifiques conjugués a la phosphatase alcaline,

incuber a tempeérature ambiante pendant 30 a 45 minutes,

la plaque est ensuite vidée et lavee 6 fois,

ajouter 75 I du réactif de détection (2) composé du substrat CDP-Star ®,

la microplaque est ainsi incubée a température ambiante 15 a 30 minutes a I'obscurité.

Incubation de la microplaque sur l'agitateur rotatif

Figure 22 : Etapes de capture des hybride
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Ajout du réactif de détection (1) 06 Cycles de lavage

Ajout du réactif de détection (2)
Figure 23 : Etapes de détection et révelation

5. Mesure dusignal :

Le produit de la réaction est mesuré par un luminométre (DML 2000). Les résultats
obtenus seront interprétés a laide du logiciel DMS 2.0 en comparant le résultat individuel

d’un test mesuré a la valeur seuil.
> Controle de qualité :

Le logiciel interpréte les résultats des patientes si I’ensemble des critéres de qualité cité ci-

dessous est validé :

10 < NC < 250 (RLU)
2 < HRC/NC < 15
0.001 <QCI-LR <1

2 < QC2-HR < 8
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Matériel et méthodes

Les échantillons révélés HPV-HR positifs par le logiciel sont ceux quiont unratio supérieur

a la valeur 1 (le ratio (R) = RLU/moy calibrateur HR)

Dépdts de la microplaque dans le luminométre Mesure du signal

Figure 24 : Lecture des résultats
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Résultats

Résultats :

Au cours de notre étude menée de fevrier a juillet 2015, auservice de cytologie, au CPMC,
603 femmes étaient incluses.

1.  Caractéristique des femmes :

Nous avons fait appel dans notre étude aux fiches des malades, ce qui nous a permis

de relever les paramétres suivants:

. L'age des patientes

. La parité

. Les résultats du Frottis Cervico-Utérin (FCU)
. L'age du premier rapport sexuel

. Le niveau d'enseignement

. Le type de contraception

Pour cela les résultats seront exprimés en fonction :
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Résultats

1.1-I

age :

Avec un nombre total de 603 femmes, nos patientes étaient agées de 20 a 80 ans, dont

la majorité 49 % (n=295) avait un age de 35 a 50 ans. Trente quatre pour cent des femmes

étaient agées entre 50 et 65 ans. Cependant, le pourcentage des femmes agées de plus de 65

ans ne dépasse pas les 4 % (Figure 25).

50%
45%
40%
35%
30%
25%
20%
15%
10%

5%

0%

Répartition des femmes selon les tranche d'age

49%

| 1 I

34%

0%

2%

S q . 5 g
Qo)

W [20-35ans][

M [35-50ansans [
[50-65ans]

B [65-80ans]

B [80-95ANS[

inconnu

Figure 25: Répartition des femmes par tranche d'age
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1-2 Répartition des femmes selon la réalisation ou non d'un FCU:

La plupart des femmes (92 %) ont fait un FCU ou le test HPV a été réalisé en
dépistage secondaire, alors que seulement 8 % (1r=46) n’ont pas accédé a la cytologie, elles se
sont présentées directement pour un test HPV dans le cadre d’un dépistage primaire (figure
26).

Répartition des femmesselon le frottis réalisé

0%

M Oui
W Non

M inconnu

Figure 26 : Répartition des femmes selon le frottis réalisé
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Résultats

1-3 Résultats de la cytologie:

Les résultats cytologique de la majorité des femmes ayant subit un test HPV ont
presenté des lésions de bas grade (52 % soit n=315) de la totalité des patientes, quand 19 %
(r=112) d’entre elles avaient une ASC-US et seulement 3 % (n=21) avec des lésions de haut
grade (Figure 27).

Répartition des femmes en fonction des
résultats de la cytologie

[v) - 20
60% 52% B Normal

50% Inflamatoire

40% B ASC-US

30% ® ASC-H

| ]

20% AGUS
M Bas grade
10%
W Carcinome

0% . .
adénocarcinome

W Haut grade

inconnu

Figure 27 : Répartition des femmes en fonction des résultats cytologiques
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Résultats

1-4 L'age du ler rapport :

La majorité des patientes ont eu leurs premiers rapports sexuels entre 19 et 30 ans avec
une proportion de 64 % (5N+386) et 18 % (n=108) d’entre elles avant 19ans, alors que 9 %

seulement ’ont eu aprés 30 ans (Figure 28).

Répartitiondes femme selon I'age du 1ler rapport

64%

70% 1
60%
50% <18
40% - H19-30
H>31
30% 18%
9% M inconnu

20% ? 9%
% P =
0% _,"' . . I I//

<18 19-30 >31 inconnu

Figure 28: Répartition des femmes selon I'age du ler rapport sexuel
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Résultats

1.5La parité :

En considérant la parité des femmes (Figure 29), il est & noter :
*La majorité des femmes soit 46 % (n=276) ont eu 4 enfants ou plus,
*Seulement 7 % des femmes n’avait pas d’enfants,

*6 % des femmes étudi€ées n’ont pas mentionné combien elles ont d’enfants.

Répartition des femmes selon la parité

M 0 enfant
M 1enfant
H 2 enfants
H 3 enfants
B > 4 enfants

M inconnu

Figure 29: Répartition des femmes selon la parité
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Résultats

1-6 Niveau d'enseignement :

Les femmes de notre étude sont de divers niveaux d’enseignement : 24 % de femmes

sont a un niveau secondaire, 22 % a un niveau moyen et 17 % a un niveau supérieur. Alors

que 17 % d’entre elles n’ont aucun niveau (Figure 30).

25%

20%

15%

10%

5%

0%

Répartition des femmes selon le niveau

l L3
d'enseignement
24%
. 22%
- 17% 17%
- 13%
' ]
= T T T T T T
Aucun Primaire Moyen Secondaire  Supérieur Inconnu

Aucun
B Primaire
H Moyen
B Secondaire
B Supérieur

M Inconnu

Figure 30: Répartition des femmes selon le niveau d'enseignement
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Résultats

1-7 La profession :

Une proportion tres éleve (78 %) des femmes de notre études sont des femmes sans emploi
(Figure 31).

Répartition des femmes selon la profession

1%

M Oui
B Non

= Inconnu

Figure 31 : Répartition des femmes selon la profession
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Résultats

2- La prévalence des résultats du test HPV dans les prélevements cervicaux
2-1 Prévalence des résultats du test HPV :
Sur la totalité des test HPV effectués (n=603) , la prévalence du portage d’HPV-HR

est évaluée a 9 % (n=54) sans tenir compte de 1’dge ni du cas cytologique indiqué , alors que
le reste 91 % (n=549) présentaient un test a HPV négatif (Figure 32) .

Prévalence des résultats du test HPV

B HPV +
M HPV -

Figure 32 : Prévalence des résultats du test HPV
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Résultats

2.2- Prévalence des femmes HPV positif selon les tranches d'age:

La prévalence du portage HPV & haut risque oncogene est trés élevée chez les femmes
ayant de 35 a 65 ans avec un pic de 52 % au niveau de la tranche d’age de 35 a 50 ans, alors

que celle de moins 35 ans n’a représenté que 2 % seulement (Figure 33).

Prévalence des femmes HPV positif selon I'age

60% 1

50% -

41%

[20-35ans]
40% - M [35-50ans[
30% - B [50-65ans]
M [65-80ans]|
20%
y B Inconnu
4%
10% A 2% 1%
0% + . . . . v
[20-35ans] [35-50ans] [50-65ans] [65-80ans] Inconnu

Figure 33 : Prévalence des femmes HPV positif selon les tranches d'age
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Résultats

2.3 Résultats de la cytologie :

Chez les femmes avec un test HPV-HR positif, 41 % avaient des lésions de bas
grade, et 19 % avec des ASC-US .Cependant, 22 % de ces resultats HPV-HR positifs n’avait

aucune lésion associée (Figure 34).

Prévalence des femmes HPV positifs en fonction
des résultats cytologique
41%
0, -
45% B Normal
40% -
359 - B Inflamatoire
30% - 22% ASC-US
19%
25% 1 ASC-H
20% - o AGUS
o A AGU
15% 6% 7% 7%
10% - ° M Bas grade
o | 0% 0% 2% 0%
>% = — - — - a— e W Carcinome
0% = T T T T T T T T T T B a2dé A
adenocarcinome
> .& 3 > 5 W e e e >
p C & & O &
oé0 'z‘,@\ e v ¥ DS &L & &£ Haut grade
< Q& v > ¢ S < &
K\'b Q}fb b’bﬂ (:é \2\'8) N
NS O Hinconnu
b@
>

Figure 34: Prévalence des résultats positifs du test HPV en fonction des résultats

cytologiques
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2.4 ler rapport sexuel :

Des femmes HPV-HR positif avec 54 % (n=22) ont eu leurs lier rapport sexuel entre
19 et 30 ans ,28 % avant 19 ans et seulement 7 % apres 1’age de 30 ans (Figure 35).

Prévalence des femmes HPV positif selon I'age du
ler rapport

m<18
H19-30
m=z31

M inconnu

Figure 35: Prévalence des femmes HPV positif selon I'dge du ler rapport sexuel
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Résultats

2.5 Parité :

Nous avons constaté que le risque du portage d’HPV-HR augmente en fonction du
nombre d’enfants de la femme jusqu’a atteindre 44 % chez les femmes ayant 4 enfants ou

plus (Figure 36).

Prévalence des femmes HPV positif selon la parité

44%

45% 7
40% -
35% - 0 enfant
30% - 22% lenfant
25% - 2 enfants
20% - 15% B 3 enfants
15% - M >4 enfants
10% - 4% 6% 9% M inconnu
- =0 B
0% 4 : - - - -

0 enfant 1enfant 2enfants 3enfants 24enfants inconnu

Figure 36: Prévalence des femmes HPV positif selon la parité.
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Résultats

2.6 Contraception orale:

Nous ne pouvons pas estimer la prévalence de contraceptifs oraux, vue le manque

d’informations (dans 39 %) sur les fiches de renseignements des patientes (figure 37)

Prévalence des femmes HPV positifs selon la prise
de contraception orale

M Oui
H Non

& Inconnu

Figure 37: Prévalence des femmes HPV positifs selon la prise de contraception orale
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Résultats

2.7 Niveau d'enseignement :

Il ya une prévalence du niveau d’enseignement moyen chez les patientes HPV-HR
positif avec 28 %. Aussi une égalité entre les femmes ayant le niveau primaire et celles

d’aucun niveau de 22 %, alors que le niveau supérieur n’est que pour 17 % de ces femmes
HPV-HR positif (Figure 38)

Répartition des femmes HPV positif selon le
niveau d'enseignement

B Aucun
M primaire
= moyen

M secondaire

M superieur

Figure 38: Répartition des femmes HPV positif selon le niveau d'enseignement
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Résultats

2.8 Provenance:

Dans notre étude, 35 % (n=19) des femmes HPV-HR positifs habitent dans la capitale

et 22 % (n=12) a Sidi Bel abbes, alors que des proportions, qui varient de 2 a 9 %, sont

réparties sur les autres wilayas de I’ Algérie (Figure 39).
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Figure 39 : Répartition des femmes positives selon les wilayas

Page 51




Résultats

3. Evaluation de la charge virale :

Le mesure du signal par chimioluminescence nous a permit d’obtenir une semi —
quantification sous forme de ratio (R). De ’ADN d’HPV dans les prélevements cervicaux
(Tableau 04)

Tableau 04: Classification des patientes selon la charge virale exprimée en valeurs des ratios
de la technique HC2 (Digéne).

Charge viral (R) Nombre de patiente
Inférieural 549
1a10 29
10420 4
Supeérieur a 20 21
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Discussion

L'étude que nous avons menée cette année 2015 pendant six mois, a concerné 603
prélevements cervicaux de femmes agées de 20 a 80 ans, dont la plupart ont présentés des
atypies cytologiques révélées par FCU. Cette étude a consisté en la recherche des HPV a haut
risque oncogene [HPV-HR] dans les lésions précancéreuses chez les femmes en Algérie afin

de determiner la prévalence de I'infection HPV et sa corrélation avec le grade lésionnel.

Notre population d'étude sont des femmes majoritairement , agées de 35 a 65ans avec
un pic de 49% (295 femmes) a la tranche d'age de 35 a 50 ans , alors que les femmes de
moins de 35 ans ne représentaient que 11% (66 femmes) de cette population cela est dd du
fait que le dépistage cible les femmes de plus de 35 ans quiont tendance a avoir une infection
persistante a HPV. Contrairement aux femmes de moins de 35 ans, qui ne sont pas concerné

par ce dépistage car elles éliminent généralement de fagon spontanée I'infectiona HPV.

Toute fois, la plus faible proportion qui est de 4% est celle des femmes agées de plus
de 65 ans pour la simple raison que ces femmes soit ; se sont présentées au dépistage a un
stade tardif et leurs FCU ont révélé des Iésions de haut grade, ce qui incite le gynécologue a
commencer en urgence le traitement .Ou bien, elles avaient besoins d'un test HPV pour un

contréle médicale dans le cadre de la prise en charge d'une autre pathologie.

Dans la quasi-totalité des cas (92%), le test HPV a été réalisé dans le contexte d'un
dépistage secondaire, c'est a dire, aprées un FCU conventionnel. Le reste des femmes ,8%
seulement, ont participé a un dépistage, primaire comme il est conseillé pour les femmes de
25 a 65 ans et sexuellement actives devront le faire régulierement dans le but d'un dépistage
du cancer du col de I'utérus (ESMO, 2012).

En effet, le test HPV est reéalisé a l'initiative des gynécologues, exceptionnellement a la
demande des femmes. Le dépistage se fait en grande partie a l'occasion d'une consultation
médicale, dans le cadre d'un suivi de contraception, d'une grossesse ou de ménopause (Diouri,
2008)

La détection des génomes virales d'HPV-HR par Hybride Capture 2 dans les
prélevements cervico-utérins de notre population d'étude (n=603) a marqué une prévalence de
l'infection a HPV-HR de 9% (54 femmes, sans tenir compte de lage ou du stade Iésionnel),

alors que 91% des femmes étaient & HPV-HR négatif.
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Discussion

Ces résultats sont en accord avec ceux trouvés dans la littérature, qui indique que le
taux de détection des HPV chez les femmes varie entre 1 et 48% selon les populations
(Melkert et al., 1993). Ainsi, notre résultat est comparatif avec celui retrouvé par Hammouda
et al (2010) (qui est de 8%) et proche de la proportion 5% obtenue par Dr Kraiba et Zoubir ,
Oudafal et Benkherroubien 2011 .

Les patientes de moins de 30 ans sont moins représentées dans notre étude avec une
prévalence de portage des HPV-HR trés faible de 2% seulement .Cela nous semble évident
puisque les femmes au dela de 35ans étaient au préalable la fraction dominante et qui sont
considérées comme reel groupe a risque du cancer du col de I'utérus (Monsonego, 2007)
Ainsi, ¢a confirme que ces infections sont transitoires avant 30 ans et plus que la moitié des

Iésions régressent spontanément (5% seulement qui évolue vers un cancer ) (Gillian, 2014) .

En effet, la clairance virale (élimination de l'infection virale) HPV est assez rapide et
fréquente, en moyenne 70% des infections disparaissent en un an et 90% en 2 ans (Baseman
et koutsky, 2005)

Nos résultats ne sont pas en accord, ni avec ceux trouveés par les étudiantes Oudafal et
Benkherroubi de I'université Saad Dahlab a Blida en 2011, niavec ceux trouvés par d'autres
études menées dans d'autre pays, et qui ont montré que le portage tres élevée des HPV était
chez les femmes de moins de 30 ans avec un pic situé entre 20 a 25 ans (Oudafal et
Benkherroubi, 2011) ;(Yanofsky et al., 2012).

La prévalence de cette infection est trés hétérogene, elle est présente en Europe et en
Amérique du Nord, continents libérés sexuellement, ou l'activité sexuelle commence a
ladolescence (Eduardo, 2005). En effet, aux Etats Units, bien que sa prévalence soit élevée
(prés de 25% de la population pubere), elle est particulierement importante chez les jeunes

femmes de moins 20 ans (Eilleen, 2007).

Dans les pays occidentaux, une femme sur 4 est infectée par HPV vers l'age de 20 ans
puis ce taux diminue. A 40 ans, seule 10% des femmes montre une telle infection. Dans les
pays Arabes et musulmans, au contraire, la prévalence et faible telle que celle de I'Algérie qui
est d'environ 4% seulement (Hmmouda et al, 2010) ;(Kraiba et Zoubir, 2011) ou les

femmes jeunes y seront moins exposées.
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Discussion

L'explication possible, selon ces arguments est que les facteurs, religion, coutumes et
éducation qui déterminent le comportement sexuel des populations arabes et musulmanes,
comme celle que nous avons étudié, rendent la comparaison de la prévalence des infections a

HPV en fonction de lage trés difficile avec d'autres populations.

Quant aux résultats de 1’étude réalisée par Oudafal et Benkherroubi, (2011), une
incompatibilité est marquée dans la portage tres élevé des HPV-HR chez les femmes de moins

30ans, malgré qu’elle n’a représenté que 1% de leur population d’étude.

Il est tres probable que lincidence trés faible de ces infections dans les pays
musulmans, a une relation avec la circoncision, puisque cette infection sexuellement
transmissible a une prévalence élevée chez les hommes non circoncisés a tout age (Guiliano
etal., 2011).

Dans la littérature, il est rapporté que I'age entre 30 et 49 ans, le statut marital et I'age
du ler rapport sexuel sont des facteurs déterminants de I'infection génitale a HPV
(Monsonego, 2007) .Les femmes de notre population d'étude sont presque toutes mariées, et
il est vraisemblable que plus de 50% des femmes en activité sexuelle ont été exposées aux

HPV oncogénes (Monsonego, 2007).

De plus, une majorité de 64% des femmes de notre étude ont eu leur premier rapport
sexuel a lage de 19 a 30 ans, tendis que les femmes qui se sont mariées avant 19ans ne
représentent que 18% de cette population.

D'apres Collins, le taux d'infection par HPV oncogéne est de 46% apres 3ans du ler
rapport sexuel et peut atteindre presque 60% apres 5 ans cela explique pourquoi on a obtenu
54% de femmes a HPV-HR positif quand que leur premiers rapports sexuels étaient entre 19-

30ans et 28% chez les femmes quiont eu leur ler rapport avant méme 18 ans.

Dans notre étude, nous constatons que le risque d'infection par HPV augmente avec le
nombre d'enfants jusqua atteindre 66% chez les multipares (3enfants ou +) avec un pic de

44% chez les femmes ayant 4 enfants ou plus de 44%.

D'une maniére générale, le niveau d'enseignement, le statut socio-économique, lI'age du
mariage, l'accessibilité a un emploi, sont des facteurs ayant une influence sur I'habilité de la
femme d'avoir plusieurs enfants (HAS, 2010).
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En effet, une multiparité remarquable a caractérisé notre population féminine (67%
des femmes ont 3enfants ou plus) avec 46% d'entre elles ayant plus de 3 naissances. Cela est
du en grande partie a l'age précoce du mariage avec 82% de femmes mariées avant 30ans et

plus d'un quart d'entre elles (23%) avant méme 19 ans .

Nos observations rejoignent celles de Bayo et al,(2002) , Kraiba et Zoubir (multiparité
de 43.7%) ,Oudafal et Benkherroubi ( 50% ) en 2011 .L'explication probable de la prévalence
élevée de linfection a HPV-HR chez les femmes multipares est donnée par ( Monnier-
Benoit,2007) et (Monsonego,2007) qui pensent que les nombreuses grossesses, du fait des
modifications hormonales , immunologiques et des traumatismes a I’accouchement ,

augmenterait le risque de persistance ou de progression de I'infection .

De plus, lorsque la plupart des femmes sont aux foyer (avec une proportion de 78%),
malgré que leur niveau d’enseignement dans 43% des cas leur permet de travailler surtout
celles qui ont un niveau supérieur (17% de I’ensemble de la population), cela leur convoquent

d’avoir plusieurs enfants

L'étude du role de la contraception orale dans l'infection @ HPV et sa progression vers
un cancer, n'était pas accessible dans notre population a cause du manque des informations
qui était sur 20% des fiches de renseignement des patientes, concernant la prise des
contraceptifs oraux et sa durée ce qui a créé, dans nos résultats, une balance entre la prise et

le refus de la contraception oral.

Cependant, I'impacte de la prise des ces contraceptifs reste controversé. Selon les
résultats d’Oudafal et Benkherroubi en 2011, 50% des femmes a HPV-HR positifs étaient

sous contraception orale dont 38% parmi elles I'on pris sur une longue période.

La plupart des résultats confirment que I'emploi des contraceptifs oraux a longue terme
pourrait augmenter le risque de développer un cancer du col chez les femmes HPV positifs ,
comme le montre les résultats de Jane Green et al,2007 , portés sur 24 études réalisées partout

dans le monde .

Dans notre population, nous avons recu un prelevement cervicale d'une femme VIH
positifs a atypie cytologique inconnue mais le test HC2 a révele un portage élevé des HPV-
HR (149.50 pg/ml) .Cela confirme que I'immunodéficience de la femme est un autre cofacteur

de l'infectiona HPV oncogene (Monnier Benoit, 2007).
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L'origine des femmes est trés hétérogéne dans notre population, des prélevements
arrivent de plusieurs wilayas d'Algérie, la majorité des cas HPV-HR positifs étaient de la
wilaya d'Alger, avec un pourcentage de 35% ce qui est évident devant l'accessibilité du FCU
et la facilité du transport au CPMC des prélevements des patientes habitants dans la capitale.
Mais ce qui est intéressant, est le pourcentage trés éleve par rapport aux autre wilayas des
femmes a HPV-HR positif au niveau de Sidi Bel abbes . 1l est probable qu’un facteur de
risque ou une contribution de plusieurs facteurs qui a joué un role dans l'incidence assez

fréquente des HPV a haut risque oncogene chez les femmes de Sidi Bel abbes .

La présence des HPV-HR dans les Iésions précancéreuses a été depuis longtemps
prouvée, et la probabilité de les trouver dans les atypies cellulaires décrites est ainsi forte.
Cela est clairement observé a travers nos résultats ou la répartition des femmes HPV positifs
entre les différents cas cytologiques était hetérogéne avec une prédominance de 41% au

niveau des lésions de bas grade, suivie par 19% des ASC-US.

D’aprés nos résultats, nous constatons une prédominance de 71%, de la totalité des
femmes étudiées, des comptes rendus de frottis type ASC-US et SIL de bas grade .Alors que
les SIL de haut grade n’a représenté que 3% des femmes étudiées. En effet, en pratique, ce

sont surtout ces types de Iésions qui posent un probleme fréquent (Monsonego et al., 1999).

Dans la littérature, la recherche des HPV-HR dans les lésions de bas grade est positive
dans plus de 80%, ce quia conduit les recommandations européennes a ne pas la considérer
comme premiére intention dans la prise en charge de ces atypies cellulaires. Cependant, le test
HPV était positif dans seulement 7% (22 /315) des nos prélevements a SIL de bas grade, au

lieu qu’il le soit dans en moins 252 prélevements de ce type de lésion.

Ces résultats ne concordent pas avec la littérature , ce la est expliqué par I’incertitude
au niveau de I'évaluation diagnostique a 1’origine du manque des criteres morphologigques
servant a différencier les SIL de bas grade de leurs homologues dysplasiques dans le systeme
Bathésda (Davey et al,1994) et donc I’existence de pseudolésions révélant des résultats HP V-
HR négatifs ,ce qui est probablement le cas de la plupart des Iésions SIL de bas grades a

résultats négatifs .

En effet, un nombre important de frottis de type ASC-US a été classé dans le SIL de
bas grade (Davey et al, 1994) et environ 8% des patientes avec un frottis ASC-US présentant

en réalité une SIL de haut grade (Montz et al, 1992).
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En conseéquent, I’introduction du test HPV a été proposé pour optimiser le triage des
lésions a risque (ASC-US et LSIL) chez les patientes HPV positif .Alors, le dépistage de
I’ADN des HPV , a l'aide de la technique HC2 , semble constituer une approche de sélection
performante avec son taux de réussite supérieur a 90% dans la sélection des SIL de haut grade
chez les patientes ayant un frottis ASC-US (Wright et al.,1998) ;(Hatch et al.,1995) , et la
moins codteuse en invitant seulement 10% des femmes a HPV positif a adapter un rythme de

dépistage plus rapproché .

Par ailleurs, ce test a révélé I'absence d’HPV-HR chez 81% des patientes présentant
des SIL de haut grade (le test devrait étre positif dans plus de 80% (Boulanger et al. ; 2004) .
Ces résultats n’excluent pas la présence d’HPV-HR et peuvent étre une conséquence d’un
manque de sensibilité du test. En effet, ceci aurait pour explications : I’absence de détection
de certains types d’HPV-HR comme le 69 ou le 73, la présence d’un nouveau type d’HPV-
HR non encore identifié ou alors une intégration totale de I’ADN du HPV-HR au sein du
génome cellulaire de I’h6te dans les stades les plus avancés (HSIL, cancer invasif). (Aguis et
Beby-Defaux ,2003).

A travers notre étude, nous avons essayé d’étudier la variation de la charge virale selon
le grade d’évolution des Iésions cervicales .En conséquent, nos résultats n’ont pas montré une
association entre la charge virale élevée des prélevements testés et leur stade Iésionnel. La
charge virale la plus élevee (Ratio=2312.66) était d’une femme ayant une lésion de type bas
grade, suivie par la charge R=985.11 d’une Iésion de bas grade. Alors qu’une ésion de haut

grade a révélé une charge virale faible ou le ratio était de 2.07 seulement.

Tres peu d’études ont évalué I’impact de la charge virale en HPV sur le devenir et le
pronostic des cancer du col (Warnam,2009).Les données concernant la signification de la
charge virale sont controversées :certaines études suggerent que cette charge est le reflet de la
persistance de I’infection HPV (Monnier et al,2006) et que les charges virales élevées sont
lié¢es a un risque plus important d’évolution vers la carcinogénése , d’autres études ne
retrouvent pas d’association et d’autres encore trouvent des charges virales plus élevées a un

stade peu avancé des Iésions cervicales (Heard et al.,2000),(Lillo et al.,2005) .

Page 58



Conclusion

Selon les estimations, environ 2.3 millions de femmes dans le monde seraient atteintes
d’un cancer invasif du col de I'utérus .Il existe un grand nombre d’HPV a haut risque
oncogene sont responsables de 70 % des cancers du col. Dans les pays en développement, il
est le cancer le plus répondu chez les femmes. Le diagnostic se fait encore le plus souvent a
des stades évolués, ce qui rend les résultats thérapeutiques modestes et le colt de prise en

charge élevé.

L’introduction du frottis cervico-utérin, il y a une cinquantaine d’années a réduit
considérablement I’incidence et la mortalité due a ce type de cancer dans les pays développés.

Cependant, il reste encore une large proportion de femmes ne se faisant pas dépister dans ces

pays.

L’évaluation des activités de dépistage dans notre étude, a montré une faible
participation de femmes agées de moins 35ans et que le dépistage est réalisé a un age tardif ou
plus de 89 % des femmes I’ont réalisé aprés 35 ans. Cela est du en grande partie, selon nos
résultats, a la faible incidence de I’infection a HPV-HR avant les trentaines en Algérie, et au
facteur age du premier rapport sexuel qui est le plus souvent dans les vingtaines. Cependant,
la négligence et la méconnaissance du test sont les principaux freins a I'adhésion des femmes

au dépistage.

Par ailleurs, nous avons réalisé une méthode de détection moléculaire de ’'HPV-HR
par la technique Hybride Capture 2, ce qui a révélé positif en HPV-HR 9 % des échantillons
analysés. Cette technique permet une meilleure identification des Iésions précancéreuses
HPV-HR positif et écarte de la prise en charge les femmes présentant des pseudo-Iésions a

HPV-HR négatif causées par une mauvaise lecture du FCU de ces patientes.

L’association du test HPV au frottis de dépistage permettrait une approche plus ciblée,
si les perspectives de moduler le rythme du dépistage cytologique en fonction du risque HPV
seront prises en considération, surtout apres plusieurs essais cliniques effectués dans les pays
industrialisés, qui ont utilisé le test HPV avec ou sans frottis de contrdles ou il a été rapporté
que le triage des ASC-US et les SIL de bas grade avec le test HPV est plus performant et
moins co(teux.



Conclusion

Ces perspectives, devraient inciter I’ANAES a reconsidérer les recommandations
proposés depuis Septembre 2002, et dans lesquelles le test HPV est reconnu comme troisieme
options, apres un FCU et une colposcopie, en prenant compte les conséquences en terme de

colt bénéfice quidoivent étre évaluées.

En Algérie, une politique de prévention consistant a réduire son incidence doit étre

instaurée, et cela par :

* la génération du FCU du dépistage et I’'amélioration de la qualité du prélévement ainside la

lecture de ces frottis,
* la communication en termes de prévention du cancer du col,

* associer les médecins des centres de santé et les gynécologues dans la sensibilisation pour

améliorer le recours au dépistage,
* I’introduction du test HPV dans les grands centres de santé algériens,
* préparer le terrain pour la réussite de I’introduction du vaccin anti-papillomavirus oncogene

En conclusion, la réduction des mortalités liée au cancer du col de l'utérus devra

passer par la lutte contre les facteurs favorisants, la détection précoce et un traitement adapté.
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Annexes

Annexe N°2 :

Tableau 02: Principales propriétés biologiques des protéines des HPV (Monsonego, 2006)

Protéine HPV a bas risque HPV a haut risque

El Activation de la réplication de I’ADN viral

E2 Localisation nucléaire :

activation de la réplication de I’ADN viral en synergie avec El
Répression de la transcription de E6 et E7

Localisation cytoplasmique : induction
d’apoptose, d’instabilités génomiques

E3 Pas de fonction connue

E4 Maturation des virions

E5 Stimulation de la prolifération cellulaire :
recyclage des récepteurs a 'EGF et au PDGF
Inhibition de 1’expression membranaire du CMH
de classe |

E6 Liaison a p53 : répression de son activité transcriptionnelle
Protéine oncogene, favorise la dégradation de
p53 par le protéasome

E7 Liaisona p130 : favorise I’entrée en cycle des cellules
Protéines oncogene, favorise la dégradation de la
protéine de susceptibilité au rétinoblastome
p1l05Rb (tumeur maligne de la rétine)

E8 Pas de fonction connue

L1 Protéine majeure de capside ; auto-assemblage si in vitro

L2 Protéine mineure de capside




Annexe 03 :

Annexes

Tableau 03: Différents cancers associés par une infectiona HPV a tropisme génital et role
des HPV de types 16 et 18

Proportion dans

Cancrs Proportion liée aux | ['ensemble des | Prévalence des types
HPV cancers attribuables 16et 18
aux HPV
Col de I'utérus 100% 70-80% 70%
Pénis 40% 2% 60%
Vulve et vagin 40-60% 3% 80%
Anus 90% 2% > 90%
Cavité orale 3-30% 1-10% > 90%
Oropharynx 12-36% 1-10% 50%
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Annexe 04:

CLASSIFICATION INTERNATIONALE DE BETHESDA 2001
POUR FORMULER LES RESULTATS DU FROTTIS (Anaes 2002)

| 1-  QUALITE DE LECHANTILLON |

« Safisfaizant pour evaluation
» Insatisfaisant pour évaluation

| 2- INTERPRETATION / RESULTATS

< FROTIS MEGATIF POUE LA RECHERCHE D'UNE LESION IMTEA-EFITHELIALE OU MALIGHE
(LS RA
S'ily alieu, préciser : présence de micro-organismes (Ex @ trichomonas vaginalis ou
glements myce&liens evoguant le candida, modifications cellulaires &voguant un
herpés simplex) ou aufres modifications non néoplasiques (modificafions
réactionnelles : inflammation, irradiation / présence de cellules glandulaires
b&nignes posthystérectomie [ atrophie)

S ANOMALIES DES CELLULES EPITHELIALES

o  Cellules malpighiennas atypiques [ASC)

- de signification indéterminge [A5C-US)

- ne pouvant exclure une HGSIL [ASC-H)
¢+ Le&sion malpighienne infra-epitheliale de bas grade (LGSIL = BG)
« Lésion malpighienne infra-2pithéliale de haut grads [HGSIL = HG)
» HGSIL avec suspicion d'invasion
« Carcinome malpighien

< CELLULES SLAMDULAIRES

«  Atltypiques [sans spécification ou avec commentaire] : (AT
i, Endocervicale
ii. Endométriale
. Atypies cellulaires glandulaires de signification indéterminge (AGUS)
iv. sans autre précision

« Atypiques, en faveur d'une néoplasie

i. Endocervicale

. 3ons autre precision
+ Adenocarcimone in situ endocervical [AlS)
«  Adénocarcimone

4 AUTEES
= Cellules endométriales chez une femme Agée de 40 ans ou plus

Figure 16 : Systeme Bethesda 2001
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Annexe 05:

2 Etalement du frottis exocervical 3 la spatule d'Ayre dont I'un des bouts
de I'extrémité bifide est parfois plus effilée pour un meilleur prélévement endocervical

Prélevement cervical
i
contenant des cellules
E Etalement du frottis endocervical préleve
du coteé effilé de la spatule d'ayre

Plus de 80% du prélevement est éliming

Un échantillon non représentatif
peut ne pas refléter I'état réel
de la patiente

Le frottis est fixé & la laque et
envoye au laboratoire

E Examen microscopique des lames apreés

coloration avec |la coloration de Papanicolaou :
les cellules manquantes et les éléments
masquants limitent la précision du diagnostic

Figure 14 : Principes et méthodes de la cytologie classique (Aubin F,2003)

Annexe 06 :

Soit on détache |a brosse et on la dépose dans e
milieu liquide, soit on met la brosse dans le milieu
liquide et on la fait tourner

Pratiqguement 100% des cellules prélevées
se retrouvent dans le flacon

..‘?6’
Prélevement cervical N
contenant des cellules

Prélevement immédiatement fixé
Plus de chances de détecter ]Pl‘(’l) Pll]) A et envoye au laboratoire

les signes précoces d'nomalies

L'étalement automatique disperse et
répartit les cellules de facon aléatoite

Examen microscopique : cellules
représentatives du prélevement et
exemptes d'@léments masquants

Létalement en
couche mince
* des cellules
est uniforme

Figure 15: Principes et méthodes de la cytologie en milieu liquide, exemple de la méthode
ThinPrep®Pap Test™ (Aubin F, 2003), (ANAES, 2002)
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Annexe 01:

Tableau 01: Classification des HPV selon leur potentiel oncogene (Segondy, 2008).

Classification Types

Haut risque 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59

Haut risque probable |26, 53, 66, 68, 73, 82

Bas risque 6, 11, 13, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81, 89
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Annexe 07:

I CIN

Il Metastatic cancer

Prophylactic vaccines

Figure 17 : vaccin prophylactique et thérapeutique pour le contr6le de l'infection au HPV
(Kyusun, 2013).
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Annexe 08:
FICHE TECHNIQUE DE TYPAGE TEST HPV

Code: / /1 I MJ 1M IJ1 1] 11)
WIlaya commune Centre N°dossier Année

WHAYa tennmcreremes Centre de prélévement :.......c.cew. Commune :..... w..
N° du dossier e I SSS S 111 _ Date:/J /IS IS S]]
Nom de jeune fille e, Prénom lmveeiee -
Célibataire /_/ Non célibataire /_/
Age:/_/_/ ans FONCHON e eecaree
Niveau d’enseignement : Aucun: /_/ Primaire: /_/ ' Moyen: /_/ Secondaire: /_/ Supérieur: /_/
Lieu de résidence :
COMMUNE : roveernerreraemens /1 1/ L[ ECEae— A o | S U A
- ATCD famillaux de cancer : Oul /_/ Non /_/
- ATCD Personnels pathologiques :
- Maladies chroniques : Diabéte:/_/ HTA:// AULTES © ceooecer e neenassecmansssossarsuns
- Maladies auto-immunes : Oui: // Non:/_/
- IST et autres Infections gynécologiques :
Chlamydiae:/_/ Trichomonas:/_/ Herpes:/_/ Candida:/_/ condylomes : /_/-
- En cours de traltement Oui:/ / Non:/_/
-Guérie:/_/
- Thérapeutique hormonale: /_/ Chimiothérapie: /_/ Radiothérapie:/ /  Inducteurs d’ovulation:/ /
- Gestitd:/_/ Parité:/_/ Ménopause : /_/ Depuls :
- Contraception: Orale/ / Diu:/_/ T S —
- Ageau premier rapport:/_/_/ Nombre de partenaires de la patiente : /_/ de 'époux:/_/
- Tabagisme: Actif:/_/ Passif: /_/
< Cytologle: 1™ Frottis /_/ 2éme Frottls /_/ oate://J /1 1 S]]
- Résultats de la cytologie :
e  Cytologie normale : inflammatolre: /_/ Modifications réactionnelles bénignes : /_/

e Lésions intra épithéliales ou Invasives :
ASC-US/ _/ ASC-H/_/ . Léslonsdebasgrade /_/ Léslonsde hautgrade/_/ Carcinome épidermoide/_/ AIS/ /
Anomalies des cellules épithéliales glandulaires : AGUS/_/  Adénocarcinome /_/ Autres :

- Colposcople: Oul/_/ Non/_/ Date et lleu fv.meeeeeemnns
Résultats :...... ..observations colposcopiques normales
Changements mineurs
Changements majeurs
Test HPV: [0 7 | CXO— Service ( Adresse)  wccmiiricenne
Résultats : Présence d’ADN HPV 2 haut risque /_/ Absence ’ADN HPV 3 haut risque /_/

Nom et Signature du chef de service



Annexes

Annexe 09 :

A) Matériel du frottis cervical utérin [FCU]:

Matériels pour frottis

Speculum a deux valves

Spatule en plastique (spatule
d'Ayre)

Brosse endocervicale (type
cytobrush) , écouvillon

Lames et lamelles

Fixateur (cytospray) pour le
frottis sur lame
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Flacon contenant un milieu de
conservation

Pince et coton —
—

B) Test HPV hybride capture 2 [HC2] de Digere :

» Kit HybridCature2-test HPV DNA Haut risque :

Réactif de dénaturation

Calibrateurs et controles
(négatif calibrator NC-hight risque
calibrator HC-low quality control
LQC-hight quality control HQC)

Réactifs de détection : CDP-
Star® (conjugué-substrat)

Tampon de lavage
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Microplaque de 96 puits

> Accessoires :

Portoir pour microtubes

Microtubes

Extra long Embouts

Portoir pour tubes de préléevement

Feuilles adhésives

Micropipette (,200-1000 ul)
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Embouts

> Instrumentation :

Agitateur rotatif

Bain marie

Luminométre DML 2000
lié avec un logiciel DMS
2.0
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