REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
MINISTERE DE L'ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE
UNIVERSITE BLIDA |
FACULTE DE MEDECINE
DEPARTEMENT DE PHARMACIE

These de Doctorat en Sciences Médicales

Prévalence et distribution des génotypes de Papillomavirus
Humain a haut risque de cancer du col utérin chez les femmes
dans la région de Blida

Soutenue par

Dr Samira OUKID
Maitre assistante en Microbiologie
CHU Blida
Devant le jury composé de:
PrMohamed ADJALI Faculté de médecine d'Alger Président
Pr Rabah BOUHAMED Faculté de médecine de Blida Examinateur
Pr Boumediene BELARBI Faculté de médecine de Tlemcen Examinateur
Pr Rachid BELOUNI Faculté de médecine de Blida Directeur de thése

Blida 2019




Thése de Doctorat en Sciences Médicales

Prévalence et distribution des génotypes de Papillomavirus
Humain a haut risque de cancer du col utérin chez les femmes
dans la région de Blida

Soutenue par
Dr Samira OUKID
Maitre assistante en Microbiologie
CHU Blida



REMERCIEMENTS

A mon directeur de these et Maitre, Pr Rachid Belouni, pour avoir accepté de
diriger ce travail. Nous souhaitons toujours avoir le privilege d’apprendre a vos
cotés.

A Monsieur le Professeur Mohamed Adjali, qui nous a fait I’honneur de présider
le jury de cette theése et a qui nous exprimons notre profond respect.

A messieurs les Professeurs Rabah Bouhamed et Boumediene Belarbi qui ont
accepté de juger ce travail. Veuillez croire en notre respect infini.

Je tiens également a remercier,

Le directeur de I’EPSP Ouled Yaiche ainsi que toute son équipe médicale et en
particulier les sages-femmes qui ont participé activement a 1’aboutissement de
ce projet.

Les médecins, gynécologues et sages-femmes du service de gynécologie-
obstétrique du CHU de Blida, en particulier, Dr DJERABA, Dr CHAOUIA, Pr
Bakhti et Mme SAOUDI.

Et enfin, ce projet n’aurait pas vu le jour sans la collaboration avec I’institut
Pasteur d’Algérie. Pr MOHAMMEDI, je n’oublierai jamais que vous m’avez
tendu la main. Ce travail est réalisé grace a vous et votre équipe : Nabila, Fatma,
Nora et Anissa. Je ne vous remercierai jamais assez.



DEDICACES

Je dedie ce travail :

A mes parents ;

Mes fréres et ma belle sceur ;
Ma famille ;

Mes amis ;

Mes collegues.



« Trouvez les personnes qui illumineront votre chemin.

Ignorez ceux qui vous rendent effrayés et tristes, qui vous entrainent vers la maladie et la
mort. Mettez votre vie en feu. Cherchez ceux qui attiseront les flammes. »

Rami



LISTE DES MATIERES

LISTE DES ABREVIATIONS . ... e

LISTE DES FIGURES ... e e g
LISTE DES TABLEAUX . . ...ttt e 11
INTRODUCGTION. .. . ettt e 14
[. REVUE BIBLIOGRAPHIQUE. ...t 19
[.1 LES PAPILLOMANVIRUS. ... e 19
LT SHructure VIrale. ......o.ouie e e 19
I.1.2 Classification des Papillomavirus .............cooooeiiiiiiiiiiiiiiiicieeeeae 24
[.1.2.1 Selon la séquence gENOMIQUE .......oueueiniinieiiiiiineee e, 25
[.1.2.2 Selon le tropisme tisSulaire ............covieiiiiiiiiiiiiiiiiei e, 26
[.1.2.3 Selon le potentiel ONCOZENE ........ooviiriiniiiiiii i 27
L1.3 Cycle VITal. ..o 29
[.1.4 Transmission des Papillomavirus .............oooiiiiiiiiiiiiiiii e 31
I.1.5 Oncogenese des Papillomavirus ... 33
[.1.5.1 L’intégration de PADN viral ..........cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeans 34
[.1.5.2 Roéle des oncoprotéines E6 et E7 ... 34
[.1.6 Infections @ HPV et [€S10NS @SSOCIEES ......vviiinniii it e, 36
[.1.6.1 LE&SIONS CULANEES ....oveveieiit e, 37
1.1.6.2 Lésions des muqueuses anogénitales ..............ocevviviiiiniiieiiannennn 38
[.1.6.2.1 Condylomes anogénitauX...............coeeuenn.e. 38
[.1.6.2.2 Les Iésions intraépithéliales ................ccooviiiiiiiinnnnn. 38
[.1.6.3 Lésions des muqueuses extragénitales ...............ccoceviiiiiiiiiiinnn., 38
1.1.6.4 Cancers causés par les HPV a tropisme muqueuX.................eeeenn.n.. 39
I.1.7 Réponse immunitaire anti-Papillomavirus ................cooooiiiiiiinnnninnnn... 40
[.1.7.1 Réponse humorale..............oooiiiiiiiiii e 41
[.1.7.2 Réponse cellulaire. ..........ooooiiiiiiiii e, 42
1.1.7.3 Mécanismes d’échappement a la réponse immunitaire ..................... 43
[.2 LE CANCER DU COL DE L’UTERUS ...ttt 45
[.2.1 Le col de IPUterus «..o.onin e 45
L.2.1.1 ANAOIMIE . .vuvtinieit ettt 45
L.2.1.2 PhySiOlOZIC .onvieiii e 46
[.2.2 Histoire naturelle du cancer du col ...............oiii 46
1.2.3 Rappel des différentes classifications histologiques des Iésions précancéreuses... | 47




LISTE DES MATIERES

1.2.3.1 Classification de Papanicolaou ...............cooeviiiiiiiiiiiiiiiiiiininnnn, 47
[.2.3.2 Classification de POMS ... 48
1.2.3.3 Classification de Ralph-Richart .................... 48
[.2.3.4 Systeme de Bethesda.............coooiiiiiiiiii 49
[.2.4 Classifications des tUMeUrS .............ooiiiiiiiiiiiiiiiii e 50
[.2.4.1 Classification F.LLG.O ..o 50
[.2.4.2 Classification TNM de I’Union Internationale Contre le Cancer
(L0 () T 51
[.2.5 Epidémiologie des cancers du col de I'utérus...............coooiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnn, 51
[.2.6 Facteurs de risque d’acqUiSItion .............covviiiiieieririreririrerererereneeanannns, 52
L2061 AC o 53
[.2.6.2 Tabagisme ............ccooiiiiiiiiiiiiii 53
[.2.6.3 Contraception orale ............ccoeiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeanees 53
[.2.6.4 MUltiparit€ .......c.ooiniiiiiii e 53
[.2.6.5 Statut immunitaire ................coooiiiiii 54
1.2.6.6 Coinfection a d’autres maladies sexuellement 54
ELANSINISSIDIES ..ttt e
1.2.7 Dépistage et diagnostic du cancer du col de I'utérus ..............coeeviiiiiiiinnnn.. 54
L2.7.1 LeS SYMPIOMES. ... enuttnttetttee et et et et e e e e e 55
1.2.7.2 Le trépied frottis-colposcopie-biopsie ...........cceveiiiiiiiiiiiiiiiininnn 56
[.2.7.2.1 Cytologie ou étude du frottis cervico-utérin..................... 56
[.2.7.2.2 COIPOSCOPIC . nvneeeetineeat et et e 56
[.2.7.2.3 HiStOlOZI . .uuieneiei i 56
[.3° RECHERCHE DU PAPILLOMAVIRUS HUMAIN AU LABORATOIRE DE
VIROLOGIE. .ttt e e ettt et et ettt et et et e ateneeeaneneans 56
L3.1 Prélevements ...ooovuuuiiiiiiiiii e 56
.3.2 Microscopie EleCtronIqQUE ...........ouiuiuiuininiiiiiiiiie e 57
[.3.3 Biologie MOIECUIAIre ........couiniiiiitii e e 57
[.3.3.1 Détection des HPV sans spécifier 1es types ..........ccevviiiiiiiiiinninnnn 59
[.3.3.1.1 Hybridation en phase liquide................c.oooiiiiiiiiiiiiin. 59
1.3.3.1.2 Amplification par PCR couplée a une détection
immunoenzymatique des ampliCons.......................coeueeneineinnn.... 60
1.3.3.2 Génotypage des HR-HPV ... ... 60
[.3.3.2.1 Génotypage par SEQUENCAZE. .....ueeurrernrrenreeanreeineenneeanenns 61
1.3.3.2.2 Génotypage par sondes immobilisées sur bandelettes............ 61
[.3.3.2.3 Génotypage parpuce a ADN... ..ot 62
1.3.3.2.4 Génotypage par la technologie Luminex”™..................c....... 62




LISTE DES MATIERES

1.3.3.3 Détection quantitative du génome HPV......................ool . 63
[.3.3.4 Détectiondes ARNM HPV ..., 63
L.304 SETOIOZIE .. et 63
[.4 PLACE DU TEST HPV DANS LE DEPISTAGE DU CANCER DU COL DE | 64
| B U 23 O TS
[.4.1 Indication du Test HPV ... ... e, 64
[.4.1.1 Test HPV en dépistage primaire ............ooeeveeirieneennenneeeenneaneennnns 65
[.4.1.1.1 Dépistage primaire combing ..............ccceeiviiiiiiiiiinnennnnnn.. 65
[.4.1.1.2 Test HPV puis triage par frottis .............ccoeiiiiiiiiiiiiinn.n 66
1.4.1.2 Suivi post-thérapeutique CIN2 ou 3 .......coiiiiiiiiiiiiiiii e, 67
1.4.2 Intéréts et limites des tests HPV ... ... o 68
[.4.3 Criteres de choix dutest HPV ... .o, 70
[.4.4 Interprétation des tests HPV ... .. ... 71
[.5 VACCINATION ANTI-PAPILLOMAVIRUS ... 72
[.5.1 Approche vacCinale ..........c.cooiiiiiiiiiii e 72
[.5.2 Principe général de la vaccination ..............ccooeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 72
[.5.3 Vaccins diSponibles ..........couiiuiiiiiii e 73
[.5.4 Recommandations vaccinales ..............oooiiiiiiiiiiii i 73
1.5.5 Efficacité de la vaccination contre HPV .. ... ..., 75
[.5.6 Rapport colit/bénéfice de la vaccination anti-HPV .................o.oo 76
[.5.7Acceptabilité du vaccin anti-Papillomavirus ..., 77
IL OBJECTIFS ..o e 80
HI. PATIENTES ET METHODES ... 82
HLT Lieu de PEtude ....o.ooniinii i e Y)
HL2 Type d’@tUde ... e {3
II1.3 Calcul de la Taille de I’échantillon...............c.ooi i 84
L4 Durée de I'étude ...... ..o 85
IIL.5 Patientes CIbIES ............ooiiiiiiiiiiiiii 85
IIL.5.1 Critéres d’INCIUSION. .....uuiit e 85
I1.5.2 Criteres d’eXClusSiOn...... ..ot 5
II1.6 Protocole de travail ............oooiiiiii i e e 85
[11.6.1 Le prélévement cervico-utérin pour Test-HPV ..., ]7
I11.6.2 Transport et conservation des échantillons ..., 88
I11.6.3 Analyse moléculaire et la recherche des HPV a haut risque.......................... 89
I11.6.3.1 Techniques UtIISEES ... ...ovveie it 89




LISTE DES MATIERES

I11.6.3.2 Principe de la procédure du test Cobas 4800 ...............coeveveeinnn.t. 89
111.6.3.3 Principe de la Procédure du test LINEAR ARRAY™ HPV 97

(€S 1T0] 1Y 011 <P
II1.7 Analyse StatiStiqUe ............coouiuiiiiiiiiiiii 105
[I1.8 Recherche bibliographique .............ccoouiiiiiiii e, 105
IV. RESULTATS ...ttt iee ettt 107
IV.1 Description de la population ...........c.oouiiiiiiiiiiiiiii e 108
IV.1.1 Description démographique ...........c.ovieiiiiiiieiiiiiiiitiiiiieeieennannn, 108
IV.1.1.1 Répartition des patientes selon la commune de résidence......... 108
IV.1.1.2 Répartition des patientes selon la profession........................ 111
IV.1.2 Description de I’échantillon .................cooiiiiiiiiiiiiiiie e 112
IV.1.2.1 Répartition des patientes selon I’age...........c.cooeiiiiiiiinn. 112
IV.1.2.2 Répartition des patientes selon I’anomalie cytologique........... 113

IV.1.2.3 Répartition des patientes selon les différents facteurs de risque
d’acquisition des HPV a haut risque oncogene ...................c.oueenn. 115
IV.1.2.3.1 Age du premier rapport sexuel ............................ 115
IV.1.2.3.2 Durée de ’activité sexuelle....................ooiiin 115
IV.1.2.3.3 Nombre de Partenaires sexuels .....................oene 117
IV.1.2.3.4 Nombre de gestation .............ccevveeuieiiinnienennanne. 118
IV.1.2.3.5 Voie d’accouchement ...................cooiiiiiiiinn..o 119
IV.1.2.3.6 Utilisation de moyens de Contraception ................. 119
IV.1.2.3.7 MENOPAUSE .. .veveeneeeeeieeteae e et ieeeeaaaas 121
IV.1.2.3.8 Notion de pratique de la Piscine .......................... 122
1V.1.2.3.9 Notion de I’utilisation du hammam ou bain ............. 123
IV.1.2.3.10 Taba@iSme .....c.ooviiniiiiiiieteii e eeeieane 124
IV.1.2.3.11 Utilisation de I’échographie endovaginale ............. 125

IV.1.2.3.12 Antécédents familiaux de cancer du col de

DUEETUS &ttt e 126
IV.2 Prévalence des HPV a haut risque oncogene de cancer du col de I'utérus .......... 127
IV.3 Distribution des HPV a haut risque selon ’age ...........c..coooiiiiiiiiiinn 128
IV.4 Distribution des HPV a haut risque selon I’anomalie cytologique ................... 129
IV.5 Distribution des HPV a haut risque selon les facteurs de risque ...................... 133
IV.5.1 Age du premier rapport SEXUEL........coeivuiiiiiiiiii i 133
IV.5.2 Durée de Dactivité sexuelle ... 134
IV.5.3 Nombre de partenaires SEeXuelS..........o.euiiivuiniiiniiiiiieiiiniiinnnes 134
IV.5.4 Nombre de gestation..........ccvuiieiiiiiiii i eeeaaes 136




LISTE DES MATIERES

IV.5.5 Voie d’accouchement ................oooooiiiii 137

IV.5.6 L’utilisation de moyens de Contraception..............cccevvvvvriviennnnnn... 138
IV.5.6.1 Utilisation de Contraception orale..............c.oooevieiiinnineinen. 139

IV.5.6.2 Utilisation du dispositif intra-utérin .................ccoeeevennnnnn.. 140

IV.5.6.3 Durée de la contraception.............cceoviviiiiinnieiieniennnannnn. 141

IV.5.7 MENOPAUSE .. .eveeteet ettt e et e e 141

IV.5.8 Notion de la pratique de la Piscine..............ccooooiiiiiiiiiiiiiiiiiinin, 143

IV.5.9 Notion de I'utilisation du Bain ou Hammam.................................. 144
IV.5.10 TabagiSme. .....oveeitiiii e 145
IV.5.11 Utilisation de I’échographie endovaginale..........................ooeael. 146
IV.5.12 Antécédents familiaux du cancerducol.................coooiiiiiiiiinan.. 147

IV.6 Devenir des patientes aprés dépistage parle Test HPV...............ooooviininn.n. 149
V. DISCUSSION. .. 151
VI. RECOMMANDATIONS ET PERSPECTIVES ..o, 166
VIL CONCLUSION. ...ttt ettt 163
VIII. BIBLIOGRAPHIE 172
IX. ANNEXES 194




LISTE DES ABREVIATIONS

ACIP: Advisory Committee on Immunization Practices

ADN: Acide DésoxyriboNucléique

AGC: Atypical glandular cells

AFSSAPS: Agence Frangaise de Sécurité Sanitaire des Produits de Santé
AIS: Adénocarcinome in situ

AMM: Autorisation de Mise sur le Marché

ANAES: Agence Nationale d’Accréditation et d’Evaluation en Santé
APRS: Age du premier rapport sexuel

ARN: Acide RiboNucleique

ARNm: Acide RiboNucléique messager

ASC: Atypical Squamous Cells

ASC-H: Atypical Squamous Cells cannot exclude High grade Squamous Intraepithelial
Lesion

ASC-US: Atypical Squamous Cells of Undetermined Signifiance

BVP: Bovine Papillomavirus

CCR: C-Chemokine receptor

CD: Cluster de différenciation

CDC: Centre of desease control

CIN: Cervical Intraepithelial Neoplasia ; néoplasie intra-€pithéliale cervicale
CIRC: Centre international de Recherche sur le Cancer

CIS: Carcinome in situ

CNGQOF : College National des Gynécologues Obstétriciens Frangais
CNR: Centre National de Recherche

CRPV: Cottontail Rabbit Papillomavirus

DIU: Dispositif Intra-Utérin

dNTP: désoxy N triphosphate

dUTP: désoxyUridine triphosphate

EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor

ESCMID: Europeen society of clinical microbiology and infection desease
EM: Europeen medical

FCU: Frottis cervico-utérin

FDA: Food and Drug Administration

FIGO: Fédération Internationale des Gynécologues et Obstétriciens des carcinomes du col
utérin

GAVI: Global Alliance for Vaccines and Immunization

GSK: laboratoire GlaxoSmithKline

HAS: Haute Autorité de Santé

HCSP: Haut Conseil de la Santé Publique

HLA: Human Leukocyte Antigen

HPV: Human Papilloma Virus

HPV-BR: Papillomavirus humain-Bas risque

HPV-HR: Papillomavirus humain-Haut risque



HSIL: High grade Squamous Intraepithelial Lesion
[IARC: International Agency for Research on Cancer
IC: Intervalle de confiance

IL: InterLeukine

INCa: Institut National du Cancer

INF: InterFeron

INVS: Institut de Veille Sanitaire

IST: Infection Sexuellement Transmissible

IPA: Institut Pasteur d’Algérie

JPC: Jonction pavimento-cylindrique

LSIL: Low grade Squamous Intraepithelial Lesion
LCR: Long Control Region

MET: Microscope électronique

MIP: Macrophage Inflammatory Protein

NASBA: Nucleic Acid Sequence Based Amplification

OR: Odd Ratio

OMS: Organisation Mondiale de la Santé
PAHO: Pan Americain Health Organisation
Pb: Paire de base

PBMC: Peripheral Blood mononucleous cells
PCR: Polymerase Chain Reaction

pRb: Retinoblastoma protein

PVD: Pays en Voie de Développement

SIDA: Syndrome de I’ImmunoDéficience Acquise
TNF: Tumor Necrosis Factor

USA: Unite State of America

UK: Union Kingdom

UICC: I’Union Internationale Contre le Cancer
URR: Upstream Regulatory Region

VADS: Voies aérodigestives supérieures
ValN: Vaginal Intraepithelial Neoplasia

VIH: Virus de ’'Immunodéficience Humaine
VIN: Vulvar Intraepithelial Neoplasia

VLP: Viral Like Particle

LISTE DES ABREVIATIONS



LISTES DES FIGURES

Figure 1. Particules virales de différents types d’HPV observées au microscope

electronique (MET). ... e e e e 19
Figure 2. Organisation de la capside d’un virion HPV-16 avec une vue montrant la

protéine L2 (rouge) de la capside associée a la surface intérieure de la protéine L1 20
(DL OU) e
Figure 3. Représentation schématique du génome circulaire ’HPV-16 montrant la
localisation des geénes Précoces (E : early) et tardifs (late : L1 et L2) et celle de la région |22
LCR (Iong control 1EZI0N). ......uiet ittt aaaaanns
Figure 4. Les étapes du cycle de multiplication de HPV au niveau de la couche basale de 30
I’€épithélium malpighien. ..........ooiiiiii i e
Figure 5. Coupe anatomopathologique contenant les cellules pathognomiques de 31
I’infection @ HPV : les koilocytes. ...
Figure 6. Cycle viral et évolution vers une prolifération maligne au cours d’une infection |33
par un HPV muqueux génital.......... ..o
Figure 7. Coopération des protéines E6, E7 et ES des HPV-HR dans la persistance virale 35
€t 170NCOZENESE VITALC. ... .\ ittt e e
Figure 8. Devenir des HPV aprés pénétration dans les cellules basales de I’épithélium du 37
[oZ0) e e 3 TP
Figure 9. Illustrations des différentes 1ésions liées a I'infection a HPV ........................ 39
Figure 10. Physiopathologie de I’infection et réponse immune naturelle au cours de 44
Pinfection par un HPV .. ... .
Figure 11. Schéma de I’anatomie de I’utérus en vue frontale et endovaginale............... 45
Figure 12. Histoire naturelle du cancer du col de 'utérus...................ooe. 47
Figure 13. Relation entre le cycle viral et la classification des 1ésions (pré)cancéreuses du 49
(20 B (S R 7 TP
Figure 14. Illustration schématique de quelques stades de la classification FIGO pour les 51
Iésions (pré)cancéreuses du col de I'utérus en vue endovagivale et frontale..................
Figure 15. Principe de I’hybridation en phase liquide...................ocooii. 59
Figure 16. Les ¢tapes de [a PCR................ 60
Figure 17. Génotype par reverse dot-blot...........ouviiiiiiiiiii i, 62
Figure 18. Proposition d’algorithme pour un test HPV de premicre intention en dépistage
primaire, suivi d’un frottis de seconde intention chez les femmes HPV 67
POSTEIVES . .ttt eteeiieetieeite et e et e etteseteenteesuteenseessseenseesneaenseassseensaesnsaanseassseenseennseenseesnseenseans
Figure 19. Conduite a tenir apres le traitement d’un CIN2+......... 68
Figure 20. La brosse Rovers® Cervex-Brush® et le milieu de transport Cobas®PCR Cell
collection Media, matériels nécessaire pour le prélévement cervico-utérin pour la 88
recherche de HPV @ haut riSQUe. .......oitiitiit i,
Figure 21. Préparation des échantillons Cervicaux.............coiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiianeannes 88
Figure 22. Mise en place des échantillons dans le Cobas x 480 pour I’¢tape de I’extraction | 93




LISTES DES FIGURES

d’ADN et la préparation automatisée des échantillons pour I’amplification PCR............

Figure 23. Mise en place du consommable et des réactifs dans le Cobas x 480.............. 94
Figure 24. Amplification par PCR en temps réel grace au Cobas Z 480........................ 105
Figure 25. Préparation des échantillons pour I’amplification...........................ooeeie. 101
Figure 26. Hybridation reverse grace au kit Linear Array genotyping Test.................... 102
Figure 27. Révélation et interprétation des Génotype HPV-HR ...................o 103
Figure 28. Critéres d’inclusion et d’exclusion des prélévements cervicaux retenus pour 107
ST (P
Figure 29. Répartition des patientes selon la Commune de résidence, N=444 ............... 108
Figure 30. Répartition des patientes de 1’é¢tude selon la cartographie de la Wilaya de 110
2] TG T
Figure 31. Répartition des patientes selon leur profession, N=444 ........................... 111
Figure 32. Age moyen des patientes de ’étude ..............cooiiiiiiiiiiiiiiiii 112
Figure 33. Répartition des patientes selon ’age, N=444 ... ..., 113
Figure 34. Répartition des patientes selon I’anomalie cytologique, N=444.................. 114
Figure 35. Age moyen du premier rapport sexuel ...........coooiiiiiiiiiiiiiiiiii 115
Figure 36. Répartition des patientes selon la durée de I’activité sexuelle, N=444 ......... 116
Figure 37. Répartition des patientes selon le nombre partenaires sexuels, N=444 ......... 117
Figure 38. Répartition des patientes selon le nombre de grossesse, N=444 .............. 118
Figure 39. Répartition de patientes selon la voie d’accouchement, N=427 ............... 119
Figure 40. Répartition des femmes selon 1’utilisation de moyens de contraception, 120
D e PSP
Figure 41. Répartition des patientes selon la ménopause, N=420.............c.ccoeveninn... 121
Figure 42. Répartition des patientes selon la notion de pratique de la Piscine, N=444 ...... 122
Figure 43. Repartition des patientes selon la notion de I"utilisation du hammam ou bain, {73
e T
Figure 44. Répartition des patientes selon le tabagisme, N=444......................covveeeeeee. 124
Figure 45. Répartition des patientes selon 1’utilisation de 1’échographie endovaginale, 125
N e T
Figure 46. Répartition des patientes selon les antécédents familiaux de cancer du col de 126
PUtEIUS, NTAA A e

Figure 47. Prévalence des HPV a haut risque chez les femmes de la région de Blida, 127
e T
Figure 48. Répartition des HPV a haut risque selon la Commune de résidence, N=444.... [128
Figure 49. Différence de la moyenne d’age entre les patientes HPV positives et HPV 129
1T | PPN
Figure 50. Comparaison des ages du début de I’activité sexuelle des femmes HPV-HR 133
positives et des femmes HPV-HR né€gatives. ..........ccoiuiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiaiaaiannnnn,
Figure 51. Comparaison de la durce de ’activite sexuelle des femmes HPV-HR positives |34

et des femmes HPV-HR n€gatives...........o.oiuiiuiiiiiiiiii i,




LISTES DES FIGURES

Figure 52. Distribution des HPV a haut risque selon le nombre de partenaires sexuels,

A e PP 135
Figure 53. Distribution des HPV a haut risque selon le nombre de gestation, N=444........ 136
Figure 54. Distribution des HPV a haut risque selon la voie d’accouchement, N=427...... 137
Figure 55. Distribution des HPV a haut risque selon la prise de contraception, N=444...... [138
Figure 56. Distribution des HPV a haut risque selon la prise de contraception orale, 139
e TP
Figure 57. Distribution des HPV a haut risque selon ’utilisation du DIU, N=74........... 140
Figure 58. Comparaison de la durée de contraception chez les femmes HPV-HR positive 141
et les patientes HPV-HR N€@atives. ........oouiiuiiiiiiiiiiii it
Figure 59. Distribution des HPV a haut risque selon la ménopause, N=420 ................. 142
Figure 60. Distribution des HPV a haut risque selon la notion de pratique de Piscine, 143
e PP
Figure 61. Distribution des HPV a haut risque selon I’utilisation du bain ou hammam, 144
A e PP
Figure 62. Distribution des HPV a haut risque selon I’exposition au tabagisme, N=444.... (145
Figure 63. Distribution des HPV a haut risque selon I’utilisation de I’échographie 146
endovaginale, N=444 . ... i

Figure 64. Distribution des HPV a haut risque selon les antécédents familiaux de cancer |47
AU COL INTAA A o
Figure 65. Algorithme du devenir des patientes de 1’atude aprés dépistage par le Test 149

10



LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1. Protéines virales et leurs principales fonctions.................cooeiiiiiiin... 23
Tableau 2. Classification des papillomavirus humains sur la base du géne codant la 26
protéine majeure de capside Ll ... ..ottt
Tableau 3. Distribution des types d’HPV selon leur tropisme .............c.coeviviiiiinnnn. 27
Tableau 4. Classification des HPV selon I’ Agence Internationale de Recherche sur le 78
[0 1 1) T
Tableau 5. Cancers attribuables aux HPV.............o i, 40
Tableau 6. Caractéristiques des différents systémes d’amorces a large spectre 58
disponibles pour I’amplification par PCR des HPV..........................ccc
Tableau 7. Polycliniques et salles de Protection maternelle et infantile (PMI) de Blida 33
attachées a I’Etablissement Publique de Santé de Proximité (EPSP) d’Ouled Yaiche.....
Tableau 8. Formule de calcul de la taille d’échantillon pour prévalence dans notre 84
1216 T
Tableau 9. Différentes trousses des réactifs utilisés pour Cobas 4800 Test................ 96
Tableau 10. Différentes trousses des réactifs utilisés pour LINEAR ARRAY HPV 104
GENOLYPING T oSt ...ttt e e e e et e e e,
Tableau 11. Répartition des patientes selon la Commune de résidence...................... 109
Tableau 12. Répartition des patientes selon leur profession.................cooeevviiennn.n.. 111
Tableau 13. Répartition des patientes selon I’age ...........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiian.. 113
Tableau 14. Répartition des patientes selon anomalie cytolgique 114
Tableau 15. Répartition des patientes selon la durée de 1’activité sexuelle... 116
Tableau 16. Répartition des patientes selon le nombre partenaires sexuels................ 117
Tableau 17. Répartition des patientes selon le nombre de grossesse......................... 118
Tableau 18. Répartition de patientes selon la voie d’accouchement ......................... 119
Tableau 19. Répartition des femmes selon I’utilisation de moyens de contraception...... | 120
Tableau 20. Répartition des patientes selon la ménopause..............oovvvviiiiiniennnnn... 121
Tableau 21. Répartition des patientes selon la notion de pratique de la Piscine ............ 122
Tableau 22. Répartition des patientes selon la notion de I’utilisation du hammam ou 123
7288 P
Tableau 23. Répartition des patientes selon le tabagisme................c.ccooeviiiiinnn. 124
Tableau 24. Répartition des patientes selon 1’utilisation de 1’échographie 125
ENAOVAZINGLC. ...\ e
Tableau 25. Répartition des patientes selon les antécédents familiaux de cancer du col 126
(8 S 1TSS 4 TN
Tableau 26. Comparaison entre les patientes HPV-HR positives et patientes HPV-HR 130

négatives selon I’aspect CytologIqUE. ... .ttt

11




LISTE DES TABLEAUX

Tableau 27. Caractéristiques des patientes porteuses de HPV-HR.............................. |131
Tableau 28. Comparaison des patientes HPV-HR positives et patientes HPV-HR 135
négatives selon le nombre de partenaires SeXuels..........c.ooeviuiiiiiiiiiiiiiiiiiianan.
Tableau 29. Comparaison des patientes HPV-HR positives et patientes HPV-HR 136
négatives selon le nombre de gestation............oouviuiiuiiiiiniii i,
Tableau 30. Comparaison des patientes HPV-HR positives et patientes HPV-HR 137
négatives selon la voie d’accouchement. ..........o.vviiiuiiiii i
Tableau 31. Comparaison des patientes HPV-HR positives et patientes HPV-HR 138
négatives selon la prise de contraception............oouvvuiiitiiniiiiiiiiiiiiiiiiiaianannn...
Tableau 32. Comparaison des patientes HPV positives et patientes HPV négatives selon

la prise de contraception Orale............ouiiuiiuiiiiitiii i aiiaaans, 139
Tableau 33. Comparaison des patientes HPV-HR positives et patientes HPV-HR 140
négatives selon 'utilisation du DIU ........ ...l
Tableau 34. Comparaison des patientes HPV-HR positives et patientes HPV-HR 142
négatives selon 1a mENOoPause ..o,
Tableau 35. Comparaison des patientes HPV-HR positives et patientes HPV-HR 143
négatives selon la notion de pratique de Piscine ...,
Tableau 36. Comparaison des patientes HPV-HR positives et patientes HPV-HR 144
négatives selon I’utilisation du bain ou hammam.........................ccc .
Tableau 37. Comparaison des patientes HPV positives et patientes HPV négatives 145
selon 1’eXposition au tabaGISINE. ... ... ...ttt et et e et et aanas
Tableau 38. Comparaison des patientes HPV-HR positives et patientes HPV-HR 146
négatives selon I’utilisation de I’échographie endovaginale..................oooiiiii.t,
Tableau 39. Comparaison des patientes HPV-HR positives et patientes HPV-HR 147
négatives selon les antécédents familiaux de cancerducol ............coooiiiiiiiiiii.l,
Tableau 40. Récapitulatif des facteurs de risque d’acquisition des HPV-HR chez les 148
femmes dans la région de Blida...........oooiiiiiiiii i
Tableau 41. Prévalence des HPV-HR et 1’age moyen des patientes dans la littérature et 164

dans notre population d’EtUde. . .......oouiiniiii i

12







INTRODUCTION

INTRODUCTION

Le cancer du col de I'utérus (CCU) occupe la quatriéme place parmi les cinq principaux
cancers affectant la femme dans le monde [1]. Selon GLOBOCCAN 2018, plus de 569 847
nouveaux cas de CCU ont été enregistrés avec 311 365 déces liés a ce cancer. Les principaux
taux de mortalité sont enregistrés aux pays en voie de développement; A 1’opposé, les taux
d’incidence et de mortalité les plus faibles sont notifiés en Europe et en Amérique du Nord

[2,3].

Il existe plusieurs études épidémiologiques qui ont identifi¢ des facteurs de risque pour le
développement du CCU. Ces facteurs qui augmentent la fréquence de la maladie sont : Les
comportements sexuels a risque ( 1’dge jeune au premier rapport sexuel, le nombre élevé de
partenaires sexuels au cours de la vie, la non circoncision du partenaire et la non utilisation du
préservatif), l'utilisation a long terme de contraceptifs oraux, la malnutrition, les facteurs
génétiques tels que la présence des oncogenes actifs et de génes suppresseurs de tumeurs ,
l'usage du tabac, une mauvaise hygiéne personnelle, les infections virales telles que le VIH,
le virus de 1'herpés simplex de type II et les infections a Neisseria gonorrohoeae [4,5,6]. 1l
existe d’autres facteurs significatifs qui contribuent également a I’apparition de la maladie
comme une augmentation de la population, une augmentation du nombre de personnes agées,
et l'urbanisation [7]. Le principal facteur de risque est la présence d’une infection chronique

ou persistance par un ou plusieurs types de Papillomavirus Humain (HPV) a haut risque [8].

Le cancer du col de I'utérus est le premier cancer solide gynécologique dont I’origine viro-
induite est démontrée. Dans les années 1970, Harold zur Hausen a émis I'hypothése d'une
corrélation entre le CCU et l'infection causée par le HPV et ses travaux pour la confirmation
de la présence de I’ADN viral de I’HPV dans les 1ésions cancéreuse du col lui ont valu le prix
Nobel de Médecine en 2008 [8]. Le virus est considéré comme un facteur obligatoire mais

non suffisant pour le développement du processus malin [9].

Le Papillomavirus Humain appartient a la famille des Papillomaviridae. C’est un virus nu a
capside icosaédrique renfermant un génome a ADN circulaire bicaténaire contenant 6000 a

8000 paires de bases qui constituent huit génes divisés en deux régions : la région Précoce (E)
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et la région tardive (L). La région E comprend plusieurs cadres ouverts de lectures (E1 a E7
ou E8) codant pour des protéines non structurales, E6 et E7 sont responsable du pouvoir
oncogéne du virus. La région L comprend deux cadres ouverts de lecture (L1 et L2) codant

pour les protéines structurales de la capside [10].

Plus de 200 différents génotypes de HPV ont été identifiés. Les types de HPV sont classés
comme étant a faible risque ou a haut risque sur la base sur leur potentiel oncogene. Ainsi , les
HPV 6 et 11 sont classés comme HPV a bas risque (HPV-BR) par leur faible potentiel
oncogene par contre les HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 69, 73 et 82
sont classés comme HPV a haut risque (HPV-HR) [2]. Ces génotypes a haut risque sont
responsables de nombreuses anomalies vulvaires, vaginales, du pénis, de la voie bucco-
pharyngée, et des cancers de I'oropharynx en plus d’étre responsables du cancer du col utérin
[11]. Les génotypes HPV-HR, HPV 16 et 18 sont responsables de plus de 70% de tous les cas
du cancer du col dans le monde [12]. D’autre part, les génotypes HPV-BR de type HPV 6 et
11, sont responsables d’environ 90% des verrues anogénitales [13]. Ces données ont été la
pierre angulaire dans la formulation de la stratégie actuelle basée sur la vaccination contre les
génotypes HPV-HR liés a la maladie [14]. Dans le monde entier, le génotype le plus répandu
est le HPV 16, suivie par le HPV 18 et 31 [15].

Compte tenu de la nature dynamique de la population mondiale d'aujourd'hui en raison de la
facilité¢ de voyage et de fronticres relativement poreuses, il ne serait pas surprenant de voir des
changements dans la prévalence et la distribution des génotypes HPV dans une population
donnée. Par exemple, une étude récente de Hong Kong a montré que la proportion de HPV 16
a significativement augmenté au cours des 35 derni¢res années, passant de 45,2% au cours
des années 1972-1973 pour atteindre un de taux de 61,2% entre les années 1997-2007. Dans
la méme période, le HPV 52 a diminué¢, passant de 30,1% a 14,7% [16].

Le cancer du col de I'utérus est un cancer évitable en grande partie. L histoire naturelle de la
maladie est bien connue. L’infection par I’HPV est le plus souvent silencieuse et s’étale sur
plusieurs années. Cette infection survient dans 40% a 50% chez des femmes sexuellement
actives [17]. Elle est transitoire dans la plupart des cas et dure en moyenne huit mois et
disparait au bout d’une année dans 70% des cas et a deux ans dans 91% des cas [18]. La

progression lente de la maladie est bien connue. La persistance de 1’infection par un type
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d’HPV oncogene, aboutit a 1’apparition des lésions précancéreuses (CIN) qui eux méme
peuvent régresser ou €voluer vers un cancer invasif du col utérin. L’évolution d’une Iésion
précancéreuse a un cancer prend une période de 10 a 20 ans [18]. Ce passage fait la
particularité de ce type de cancer du fait qu’il donne suffisamment du temps pour dépister,

détecter et traiter ces lésions précancéreuses et éviter leur évolution vers un CCU [18].

Le diagnostic du cancer du CCU se fait grace au dépistage par le frottis cervico-utérin puis la
reconnaissance colposcopique d’une Iésion sur laquelle sera réalisée une biopsie. L’aspect le
plus caractéristique, voire pathognomonique, est la présence du koilocyte. Les 1ésions
cytologiques du frottis cervical se classent suivant le systtme de BETHESDA (systéme
officiel de I’Académie internationale de cytologie) dont les nouvelles propositions ont été
publiées en 2001 : Atypical Squamous Cells (ASC), Atypical Squamous Cells of
Undetermined Signifiance (ASC-US); Atypical Squamous Cells cannot exclude High grade
Squamous Intraepithelial Lesion (ASC-H); Low grade Squamous Intraepithelial Lesion
(LSIL) ; High grade Squamous Intraepithelial Lesion (HSIL) et Carcinome in situ (CIS) [19].
Les HPV sont détectés de fagcon variable dans les voies génitales en fonction des techniques
d’identification, de 1’age de la patiente et des 1ésions cytologiques présentes. En utilisant les
techniques moléculaire par PCR ou par hybridation, on trouve entre 10 et 30 % d’HPV sur
des cols normaux en colposcopie et dont le frottis est normal [20]. Dans les frottis ASC-US
les tests HPV sont positifs dans 30 a 50 % des cas, dans les LSIL plus de 80 % et plus de 90
% dans les HSIL [21,22]. Dans les cancers, HPV est trouvé dans prés de 100 % des cas
[23,24].

Le cancer du col de I'utérus peut étre évité grace a la vaccination. Il existe trois vaccins
contre les infections a Papillomavirus Humain, le vaccin quadrivalent, le vaccin bivalent et le
vaccin nonavalent. En Juin 2006, aux Etats-Unis, la FDA (Food and Drug Administration) a
autorisé le premier vaccin contre le HPV, le vaccin quadrivalent, pour une utilisation chez les
femmes agées de 9 a 26 ans. Par la suite, en 2009, une utilisation du vaccin pour les gar¢ons
agés de 9 a 26 ans a ét¢ approuvée [25]. Le vaccin quadrivalent protége contre les infections
a HPV a haut risque et a HPV a faible risque de types 16, 18, 6 et 11. Ce vaccin protége
contre le cancer du vagin et de la vulve et contre 1’apparition des verrues génitales en plus de

protéger contre le cancer du col de I'utérus [25]. Le vaccin bivalent est un vaccin qui a été
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approuvé¢ par le FDA en 2009. Ce vaccin protége contre le HPV 16 et 18. Et en 2014 le FDA
a approuvé le vaccin nonavalent qui protége contre les cancers du col utérin, de la vulve, du
vagin et de 1’anus dues aux HPV 16,18, 31, 33, 45, 52 et 58 et protége contre les condylomes
acuminés dues aux HPV 6 et 1. Ce vaccin est indiqué chez les filles et les gar¢ons a partir de 9

ans juqu’a 45 ans [25].

Dans la région du Moyen-Orient et Nord-Africaine (MENA), le cancer du col utérin est parmi
les principaux cancers les plus mortels (4.6 milles de déces en 2012) [3]. L’incidence du
cancer du col utérin est estimée a 10000 nouveaux cas en 2012 [3].Cependant, on observe des
différences relatives dans les fréquences du cancer du col utérin dans le monde, en raison des
variabilités de la disponibilité des programmes de dépistage et des facteurs de risque,
notamment dans les pays en développement qui ne disposent pas ou viennent de d’installer

des plans de lutte contre le cancer [3].

La connaissance de la prévalence et la distribution des génotypes de Papillomavirus
Humains a haut risque dans la population est primordial pour mener a bien les stratégies de

lutte contre le cancer du col utérin.

Les objectifs de notre étude sont de déterminer la prévalence des génotypes HPV a haut risque
oncogene chez les femmes de la région de Blida, de connaitre la distribution des génotypes a

haut risque selon I’age et selon I’anomalie cytologique.
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.1 LES PAPILLOMAVIRUS

1.1.1 Structure virale

Les Papillomavirus Humains (HPV) sont des petits virus nus, leur taille varie entre 45 a 55
nm de diamétre. Ces virus possédent une capside a symétrie cubique constituée de 72
capsomeres en structure icosaédrique (Figure 1, Figure 2). Leur génome est constitué d’une
molécule d’ADN bicaténaire circulaire d’environ 6000 a 8000 paires de bases dont les
séquences codant pour les protéines virales sont regroupées sur un seul brin avec différents
cadres ouverts de lecture ou ORF (Open eading

Frame) qui se chevauchent [24].

b

HPV16 HPV18 HP31

Figure 1. Particules virales de différents types d’HPV observées au microscope électronique (MET) :
a : Structure de différents Papillomavirus Humains; b : Particules du virus HPV-16. (S.Beaudin, 2015) [26].

L’organisation génétique des HPV est divisée en trois régions : une région de régulation non
codante LCR (Long Control Region) ou URR (Upstream Regulatory Region), une région E
(Early) codant pour des protéines régulatrices ou impliquées dans la réplication de ’ADN (E1
a E7) et une région L (Late) codant pour les protéines structurales de la capside (L1 et L2)

[24] (Figure 3).
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L1 L2 ADN génomique

Penton de protéine L1

Taille de la particule virale = environ 50 nm

Figure 2. Organisation de la capside d’un virion HPV-16 avec une vue montrant la protéine L2 (rouge) de la

capside associée a la surface intérieure de la protéine L1 (bleu). (S.Alain, 2010). [27]

La région non codante LCR contient les promoteurs des geénes précoces (p97 pour HPV16 et
p105 pour HPV18). En amont des promoteurs, elle comporte des séquences régulatrices de la
réplication et de la transcription. C’est une région trés variable constituée de 400 a 1000

nucléotides, soit environ 10 % du génome [24,28].

La région E (Early) représente 50 % du génome et code pour les protéines précoces E1 a E7
[28,29]. La région tardive L (Late) contient deux régions L1 et L2 qui codent pour les deux
protéines structurales L1 et L2. Les principales fonctions des protéines précoces (E1, E2, E3,

E4 et ES) et des protéines structurales L1 et L2 sont résumées dans le tableau 1.

Les protéines E6 et E7 jouent un role clé puisqu’elles sont nécessaires au cycle viral productif
et a la transformation cellulaire induite par les HPV-HR. Leur expression est partiellement
controlée par la protéine E2. Ce sont les seules protéines virales constamment exprimées dans
le cancer du col utérin. Elles interagissent avec de nombreuses protéines et des voies de
signalisation et de régulation cellulaires. L’une des principales cibles de la protéine E6 des
HPV-HR est la protéine p53, qui posséde une fonction de régulation négative du cycle
cellulaire. En cas de dommage de I’ADN, elle peut provoquer un arrét du cycle cellulaire
permettant une réparation de I’ADN Iésé. En cas de dommages trop importants, la protéine

p53 peut induire 1’apoptose, évitant la propagation de ces altérations aux générations
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suivantes de cellules. La protéine E6 des HPV-HR induit la dégradation de p53 par le

protéasome, alors que celle des HPV-BR réduit seulement son activité [28,29].

De son co6té, la protéine E7 a pour fonction, dans le cycle viral productif, de favoriser le
passage de la phase G1 a la phase S, permettant la réplication du génome dans les cellules
suprabasales. La protéine E7 des HPV-HR interagit avec la protéine pRb, dont le role
principal est de bloquer le passage de la cellule de G1 & S en se liant au facteur de
transcription pRb. E7 favorise sa liaison a la calpaine qui dégrade partiellement pRb,

provoquant sa dégradation par le protéasome [28,29].
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LCR = Région non codante
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Figure 3. Représentation schématique du génome circulaire d’HPV-16 montrant la localisation des génes
Précoces (E : early) et tardifs (late : L1 et L2) et celle de la région LCR (long control region)
(S.Beaudin, 2015) [26].
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Tableau 1. Protéines virales et leurs principales fonctions (S.Beaudin, 2015) [26].

Protéines virales

Caractéristiques et fonctions

- Impliqué dans la réplication de I’ADN viral

E1l - L’hétérodimére E1-E2 se lie a la séquence d’orgine de réplication localisée dans la région LCR
- Fonction hélicase qui permet de séparer les deux brins d’ADN avant leur réplication
- Protéine trés conservée au cours de 1’évolution
E2 - Impliqué dans la régulation de la réplication et la transcription virale par intermédiaire des 200 acides
aminés du domaine N-terminal
E4 - Pas de fonction connue
- Maturation et relargage des particules virales :
- Facilite I’encapsidation du génome
- Favorise la diffusion et la libération des virions
ES - Intervient dans la destruction des filaments de cytokératines des cellules infectées ce qui permet la
libération des particules virales
- Interaction avec les ARN hélicase des cellules infectées
- Mutation des virions
E6 - Protéine oncogéne se lie a p53
E7 - Proteine oncogéne se lie a pRb
- Protéine structurale majeure de la capside indispensable a la formation des particules virales qui se lie au récepteur de la cellule cible :
- Cette protéine glycosylée, hautement conservée entre les Papillomavirus, porte les antigénes spécifiques de genre et certains
L1 antigenes spécifiques de type. La portion C-terminale de la protéine L1 d’HPV16 comporte deux signaux de localisation nucléaire
qui permettent son transport dans le noyau ou a lieu I’assemblage des différents constituants du virus. Les protéines L1 des Papillomavirus
sont capables de s’auto-assembler VLP (virus-like particule). Celle-ci possédent des épitopes conformationnels identiques que les protéines
natives et sont hautement immunogéniques.
- La portion N-terminale de L1 contient une séquence indispensable a la formation de VLP.
- Protéine structurale minaure de la capside, moins conservée que la protéine L1.
L2 - Elle contient des antigénes spécifiques de type. Comme pour L1, sa portion C-terminale posséde une séquence signal de localisation

nucléaire permettant son transfert dans le noyau, alors que la portion N-terminale serait capable de lier I’ADN viral et de le positionner
correctement au sein de la capside. Cette protéine L2 permet, en association avec la protéine L1, I’assemblage du virus et la stabilisation
de la capside.

23

Thése de Doctorat en Sciences Médicales, Prévalence et distribution des génotypes de Papillomavirus

Humain 4 haut risque de cancer du col utérin chez les femmes dans la région de Blida

Soutenue par Dr Samira OUKID



RAPPEL BIBLIOGRAPHIQUE

1.1.2 Classification des Papillomavirus

Les papillomavirus font partie d’une famille distincte, les Papillomaviridae, séparée des
Polyomavirus auxquels ils avaient été classiquement rattachés. Les papillomavirus sont
identifiés par I’abréviation PV et une ou plusieurs lettres indiquent leurs hotes (HPV pour
“Human Papillomavirus” ; CRPV pour “Cottontail Rabbit Papillomavirus” ; BVP pour
“Bovine Papillomavirus”...).

La famille des Papillomaviridae comporte de trés nombreux virus infectant diverses especes
de mammiferes et d’oiseaux. Ces virus sont hautement spécifiques de 1’espece hote ; il
n’existe donc pas d’infections croisées avec d’autres especes [30].

Il existe au moins 400 types de papillomavirus différents. Il est difficile de déterminer le
nombre exact de types de virus, car des séquences virales partielles non chevauchantes dans la
base de données GenBank peuvent représenter le méme virus. Une étude récente trouve pas
moins de 222 types différents de HPV présumés nouveaux dans différents types d'échantillons
[31].

La classification des différents types d’HPV peut étre basée sur leur séquence génomique,

leur tropisme ou sur leur pouvoir oncogene.
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1.1.2.1 Selon la séquence génomique

La classification est basée sur la comparaison de la séquence nucléotidique du géne L1, la
région la plus conservée. Pour qu'un nouveau type d’HPV soit reconnu, il faut que le génome
complet du virus ait été séquencé et que sa séquence L1 présente une divergence de plus de
10% avec la séquence L1 du type connu le plus proche génétiquement [32].

Une différence de 2 a 10% définit I’appartenance a un sous-type et une différence de moins de
2% définit un variant. C’est ainsi que les virus initialement dénommés HPV46, HPVS5S5 et
HPV64 sont maintenant considérés comme les sous-types respectifs de HPV20, HPV44 et
HPV34 car ils présentaient un pourcentage d’homologie supérieur a 90% [32].

Les différents types de papillomavirus sont regroupés en especes avec une homologie
supérieure a 70% et les espéces (numérotées a 1’aide d’un chiffre arabe) sont regroupées dans
le méme genre (désigné par une lettre grecque alpha a pi) si I’homologie de la séquence L1 est

supérieure a 60% [31].

Il existe cinq types HPV : a-papillomavirus, p- papillomavirus, y-papillomavirus, mu-
papillomavirus et nu- papillomavirus (Tableau 2) [31]. Parmi les 65 types de HPV
appartenant a Alphapapillomavirus (types Alpha-HPV), un nombre limité de virus (HPV 16,
18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59) sont considérés comme oncogenes et sont associés

au développement de lésions précancéreuses et cancéreuses [33; 34; 35].
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Tableau 2. Classification des papillomavirus humains sur la base du géne codant la protéine majeure de capside

L1. (Z.Chena, 2018) [31]

Type
Genre Espéce principal Autres types

Alpha-papillomavirus Alpha-1 HPV 32 HPV 42
Alpha-2 HPV 10 HPV 3, 28, 29, 78, 94
Alpha-3 HPV 61 HPV 62, 72, 81, 83, 84, 86, 87, 89
Alpha-4 HPV 2 HPV 27, 57
Alpha-5 HPV 26 HPV 51, 69, 82
Alpha-6 HPV 53 HPV 30, 56, 66
Alpha-7 HPV 18 HPV 39, 45, 59, 68, 70, 85
Alpha-8 HPV 7 HPV 40, 43, 91
Alpha-9 HPV 16 HPV 31, 33, 35, 52, 58, 67
Alpha-10 HPV 6 HPV 11, 13, 44, 74
Alpha-11 HPV 34 HPV 73

Alpha-12 HPV 1

Alpha-13 HPV 54
Alpha-14 HPV 90
Alpha-15 HPV 71

Beta-papillomavirus Beta-1 HPV 5 HPV 8, 12, 14, 19, 20, 21, 25, 36, 47, 93
Beta-2 HPV 9 HPV 15, 17,22, 23, 37, 38, 80
Beta-3 HPV 49 HPV 75,76
Beta-4 HPV 92
Beta-5 HPV 96
Gamma-papillomavirus | Gamma-1 HPV 4 HPV 65, 95

Gamma-2 HPV 48
Gamma-3 HPV 50
Gamma-4 HPV 60
Gamma-5 HPV 88

Mu-papillomavirus Mu-1 HPV 1
Mu-2 HPV 63
Nu-papillomavirus Nu-1 HPV 41

1.2.2 Selon le tropisme tissulaire

On distingue les types HPV a tropisme cutané et ceux a tropisme muqueux. Cette distinction
n’est pas toujours absolue car certains types peuvent étre placés dans les deux catégories. Les
HPV cutanés appartiennent surtout aux genre béta et gamma-papillomavirus, alors que les

HPV muqueux appartiennent au genre alpha-papillomavirus (Tableau 3) [36].
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Tableau 3. Distribution des types d’HPV selon leur tropisme. (M.Segondy, 2008) [36]

Tropisme Types

Cutane 1,2,4,5,8,9,12, 14, 15, 17, 19, 20, 21, 22, 23, 25, 27, 36, 37, 38, 41, 47, 48, 49,
50, 57, 60, 63, 65, 75, 76, 80, 88, 92, 93, 95, 96

Muqueux | 6, 11, 13, 16, 18, 26, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 39, 42, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 56, 58,
59, 61, 62, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 89, 90

Mixte 3,7, 10, 28, 29, 40, 43, 78, 91, 94

1.1.2.3 Selon le potentiel oncogéne

Cette classification concerne les HPV a tropisme muqueux car elle est basée sur le risque de
cancer du col de I’utérus associ¢ a HPV.

On distingue les HPV a haut risque qui sont les HPV que I’on peut retrouver dans les 1ésions
de haut grade ou les lésions cancéreuses et les HPV a bas risque que 1’on retrouve dans des
1ésions qui ne présentent pas un risque d’évolution maligne.

Les HPV a bas risque oncogénes, dont les représentants les plus courants sont HPV6 et 11

sont rarement retrouvés dans les cancers du col utérin [37].

Les HPV ano-génitaux bas risque sont représentaient par (HPV 6,11,32,40,42,44, 54,55 ,61,
62,64,71,72 ,74,81,83 ,84,87,89 et 91) et HPV a haut risque sont représentaient par (HPV
16,18,26, 31,33,35 ,39, 45,51,52,53,56,58,59,66,67,68,69,70,73,82,85 et IS39) [37].

Pour les HPV a tropisme cutané il n’y a pas actuellement de classification en fonction du
risque oncogéne, bien que certains types soient associés au développement de carcinomes
cutaneés [38].

L’Agence Internationale de Recherche sur le Cancer (IARC) a classés les HPV dans 4
groupes, selon leur risque oncogeéne : oncogenes, probablement oncogenes, possiblement

oncogenes et inclassables quant a leur potentiel oncogéne (Tableau 4) [36].
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Tableau 4. Classification des HPV selon I’Agence Internationale de Recherche sur le Cancer,

derniére mise a jour 7 avril 2015 (M.Segondy, 2008) [36].

Niveau de risque Génotypes HPV muqueux Génotypes HPV cutanés
1(oncogénes) 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59

2A (probablement | 68

oncogenes)

2B (possiblement | 26, 53, 66, 67, 70, 73, 82, 30, 34, | 5, 8 (chez les patients atteints

oncogenes) 69, 85,97 d’une épidermodysplasie
verruciforme)

3 (non classables | 6, 11 HPV des genres beta (sauf 5

guand a leur potentiel et 8) et gamma

oncogene chez

I’homme)

Les principaux HPV-HR correspondent aux HPV des groupes 1 et 2A, les premiers étant dits
« oncogenes » (avec en particulier les HPV 16 et 18) et les seconds « probablement
oncogenes ». Ces deux groupes sont impliqués dans 96 % des cancers du col de 1’utérus, les
HPV 16 et 18 représentant a eux deux plus de 70% des cas (HPV 16 étant responsable de 50%
des cas a lui tout seul). Le groupe 2B (« possiblement oncogenes ») contient des HPV classés
auparavant comme haut risque (comme HPV 66 et 82), probablement haut risque ou a risque
intermédiaire (comme HPV 26 et 53) et bas risque comme HPV 70. Les HPV 6 et 11, classés
dans le groupe 3 et principaux responsables des condylomes acuminés, sont considérés

comme des HPV-BR [36; 39].
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1.1.3 Cycle viral
Les HPV sont des virus qui ont un tropisme viral spécifique cutanéo-muqueux. Leurs cellules
cibles sont les kératinocytes au niveau de la couche basale de I’épithélium malpighien. La

pénetration du virus a ce niveau ne se fait qu’en présence d’une microlésion.

Ces épithéliums malpighiens sont situés au niveau cutané (couche de I’épiderme), au niveau
des voies aérodigestives supérieures (VADS) (Cavité buccale, pharynx, cesophage, moitié
supérieure du larynx), du canal anal et de ’appareil génital. Les HPV infectent I’épithélium en
pénétrant a la faveur de microlésions dans les cellules de la couche basale. Au niveau du col
de I'utérus, cette pénétration est facilitée au niveau de la zone de jonction entre I’épithélium
malpighien de 1’exocol et 1’épithélium glandulaire de I’endocol, qui est particuliérement

vulnérable [28,40].

L’attachement des particules virales est réalis¢ par 1’intermédiaire de récepteurs de la famille
des intégrines et des héparanes sulfates présents a la surface des cellules de la membrane
basale exposée suite a une microlésion. L entrée dans la cellule se fait ensuite par endocytose,

médiée par des vésicules a clathrine (HPV16 ou 18) ou par des vacuoles (HPV31) [28,40].

Le cycle viral est étroitement li¢ a I’état de différenciation des cellules épithéliales. Les
protéines virales sont synthétisées de facon séquentielle dans 1’épithélium infecté selon la

différenciation cellulaire [28,40].

Apres la décapsidation du virus, I’ADN viral migre dans le noyau du kératinocyte ou il va 'y
avoir une phase de maintien de 1’épisome viral. Le virus et la cellule reproduisent leur génome
en méme temps, les protéines E1 et E2 contrdlant la réplication du génome viral par les

enzymes cellulaires [28,40].

Les HPV contrdlent 1'expression des protéines virales de fagon trés fine. Les protéines E6 et
E7 sont ainsi exprimées a des taux faibles assurant le maintien des cellules suprabasales en

phase de synthése d’ADN (phase S via E7) tout en évitant leur apoptose (via E6) [28,40].

La phase de maintien est suivie d’une phase d’amplification du génome dans les couches
suprabasales. Dans les couches plus superficielles de 1'épithélium, les génes codant pour les
protéines L1 et L2 sont exprimés, aboutissant a 1’assemblage de milliers de particules virales
et a I’encapsidation de I’ADN viral. La protéine E4, synthétisée tardivement, est responsable

des modifications du cytosquelette de la cellule hote associées au trafic intracellulaire des
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constituants viraux. Les particules virales seront libérées par les cellules desquamatives

(Figure 4).
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Figure 4. Les étapes du cycle de multiplication de HPV au niveau des cellules de la couche basale de

Iépithelium malpighien (S.Beaudin, 2015) [26].

L’effet cytopathique caractéristique d’une infection productive a HPV est la présence de
koilocytes dans les couches superficielles ou intermédiaires. Ils correspondent a des cellules
épithéliales squameuses présentant un noyau cedémateux, agrandi et a la chromatine
irréguliere, ainsi qu’une vacuole intra-cytoplasmique peri-nucléaire refoulant le cytoplasme
vers I’extérieur [28,41]. La présence de telles cellules est quasiment un signe
pathognomonique. Les conséquences d'une infection persistante sont reflétées par des
changements nucléaires de plus en plus sévéres selon le grade de la 1ésion concernée, avec des

figures de mitose et des bouquets de cellules pycnotiques (Figure 5).
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Figure 5. Coupe anatomopathologique contenant des cellules pathognomiques de I’infection a HPV : les

koilocytes (F.Ait El Hadj, 2019) [28].
I.1.4 Transmission des Papillomavirus

Apres libérations des HPV par les cellules desquamatives. Ces virus peuvent alors se propager
au niveau du méme ou d’autres €pithéliums sains du méme individu voire étre transmis a une
autre personne par contact direct ou indirect.

La principale voie de transmission de I’HPV est la voie sexuelle [42]. En effet, L infection a
HPV est la plus répandue des infections sexuellement transmissibles, dans le monde, il est
estimé que 80% des individus sexuellement actifs seront infectés par au moins un type de
HPV [43]. La période d’incubation varie de 1 semaine a plusieurs mois. Au niveau du col
utérin, c’est la zone de jonction pavimento-cylindrique qui est concernée car elle est la plus
sujette aux microlésions, en particulier a 1’occasion de rapports sexuels [44]. Du fait de leur
mécanisme de transmission identique, plusieurs especes d’HPV peuvent étre simultanément
ou successivement transmises, et les co-infections sont possibles (20 a 30 %) dans la
population générale féminine. Les hommes peuvent également étre infectés par plusieurs
types de HPV (51 % de co-infections) et peuvent donc transmettre plusieurs types,

simultanément ou successivement [45].

La transmission peut se faire aussi par contact non sexuel. En effet, les HPV étant des virus
non enveloppés, ils peuvent survivre dans le milieu extérieur et peuvent étre transmis par

I’intermédiaire de mains ou objets souillés (linge de toilette, serviettes de bain) ou 1’eau
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souillée et surfaces mouillées (Bain et piscine). Ces éléments soulignent 1’importance du
respect des régles d’hygiéne notamment dans le milieu médical afin d’éviter la transmission

par le matériel souillé (colposcopes, spéculums, outils chirurgicaux...) [45].

Les différents types de HPV ont des sites de localisations spécifiques sur le corps, de fagon
que les types génitaux ne causent pas de lésions sur I’épithélium non génital et les verrues
cutanées non génitales ne sont pas transmises dans des zones ano-génitales ou elles pourraient
possiblement causer des verrues. Cependant, la transmission de I’HPV est possible entre les
partenaires sexuels par le biais des mains [46]. Ainsi, une auto- ou hétéro-transmission a partir
de verrues lors des attouchements ou de la toilette intime est possible. Ce phénoméne d’auto-
inoculation peut expliquer le caractere souvent multifocal des 1ésions a HPV, en particulier au

niveau du tractus génital [46].

Les HPV génitaux sont également retrouvés dans les poils pubiens et les sécrétions génitales
[46]. Les infections externes pouvant migrer secondairement au niveau du col, I’infection est
possible méme en 1’absence d’acte sexuel et de pénétration, et une lésion au niveau du col doit
faire rechercher une autre localisation au niveau de I’ensemble du périnée [46]. Ceci explique
¢galement les données controversées concernant la protection conférée par 1’usage de
préservatifs, en particulier chez la femme [47]. En effet, les méthodes de contraception dites
de barriere (préservatif par exemple) ne sont que partiellement efficaces car le virus peut étre
présent sur la plupart de la zone anogénitale (y compris sur des zones non protégées par le
préservatif) et il peut demeurer infectieux pendant des années [47]. Cependant, 1’utilisation du
préservatif permet de diminuer de fagon significative la fréquence des infections cervicales et
vulvo-vaginales par les HPV [47]. La circoncision masculine est considerée aussi comme un
moyen de protection contre ’infection & HPV et contribue a la dimunition du risque de

I’infection chez ’homme [47,48].

Une transmission de la mére a 1’enfant lors de I’accouchement par voie basse est possible, et
peut causer des papillomes laryngés de I’enfant [49]. Le risque pour un enfant né de mere
porteuse de condylome d’avoir une papillomatose laryngée est estimé de 1/80 a 1/1500 [49].

Le risque de transmission est donc relativement faible [49].
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Le développement d’une papillomatose laryngée juvénile est donc rare mais potentiellement
grave avec un traitement difficile et un risque d’asphyxie [50].

Certaines publications font état de contaminations par voie sanguine [51] ou par voie
ascendante avec membranes intactes [52].

1.1.5 Oncogenese des Papillomavirus

Le processus oncogéne des papillomavirus humains est basé¢ sur deux points essentiels :
I’intégration de I’ADN viral dans I’ADN cellulaire et 1’expression des protéines oncogenes E6
et E7 (Figure 6).
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Figure 6. Cycle viral et évolution vers une prolifération maligne au cours d’une infection par un HPV muqueux
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1.1.5.1 L intégration de I’ADN viral

Dans les biopsies des carcinomes invasifs, les séquences d’ADN du HPV sont intégrées au
génome de la cellule hote. L’intégration de ’ADN est une étape fondamentale dans la
progression vers le cancer. Cette étape ne concerne que les HPV a haut risque.

L’intégration se produit au niveau de la région de lecture EI1/E2 provoquant la perte
d’expression de la protéine E2 qui n’inhibe plus I’expression des oncoprotéines E6 et E7. La
production excessive des oncoprotéines E6 et E7 entraine une instabilité génomique et la
transformation cellulaire [53].

Dans les biopsies des lésions précancéreuses cervicales, le génome viral est surtout présent
dans les cellules dysplasiques sous forme €pisomale. Ainsi, I’intégration n’est jamais observée
dans les néoplasies intraépithéliales de stade 1, et n’est notée que dans moins de 5% des
néoplasies plus sévéres. Par contre, I’intégration est observée dans 75% des cancers HPV 16
positifs, avec parfois présence mixte épisomale et intégrée, et dans 100% des cancers HPV 18

positifs [54].

1.1.5.2 R6le des oncoprotéines E6 et E7

L’augmentation de I’expression des genes E6 et E7 est primordiale pour 1’oncogenése, en
particulier dans les couches basales de 1°épithélium infecté. Les oncoprotéines E6 et E7 sont
constamment retrouvées dans les cellules tumorales. La protéine E5 posséde aussi des
propriétés transformantes, mais cette protéine n’est pas indispensable pour la transformation
cellualire. Les protéines oncogenes E6 et E7 interagissent spécialement avec des protéines

impliquées dans le cycle cellulaire, 1’apoptose, la réponse immunitaire et 1’angiogenése [28].

Les oncoprotéines E6 et E7 sont responsables de la dégradation respective des protéines p53
et pRb qui sont des produits de geénes suppresseurs de tumeur et qui ont pour fonction

d’empécher la prolifération des cellules cancéreuses [28].
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Figure 7. Coopération des protéines E6, E7 et E5 des HPV-HR dans la persistance virale et I’oncogenése virale.

(S.Alain, 2010) [27]

La cible la plus importante de I’oncoprotéine E6 est la protéine 53. E6 va former un complexe
ternaire avec p53, ce qui aboutit a la dégradation de la protéine 53 (figure 7). La p53 est la
protéine « gardien du génome » : elle est responsable de 1’arrét du cycle cellulaire quand
I’ADN est 1¢ésé et de 1’apoptose si I’ADN est trop endommagé [55,56].

Ainsi, E6 perturbe la réponse cellulaire de p53, empéchant alors ’arrét de la croissance et
I’apoptose induits par cette protéine et contribue donc a 1’accumulation des mutations
génomiques dans les cellules infectées.

La protéine E7 se fixe spécifiquement a la forme hypophosphorylée de la protéine du
rétinoblastome (pRb) et conduit a sa dégradation. La forme hypophosphorylée de pRb est la
forme active qui intervient de maniére similaire a p53 en bloquant le cycle cellulaire afin de

permettre a la cellule de réparer des dommages crées par des agents mutagenes [55,57].

Si les deux oncoprotéines E6 et E7 ont des activités indépendantes, leur présence simultanée
semble indispensable pour immortaliser et transformer de fagon efficace les cellules. L’action
des oncoprotéines E6 et E7 sur les protéines p53 et pRb provoque des dérégulations

favorables au processus malin [55,58] (Figure 7).
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1.1.6 Infections & HPV et lésions associées

L’infection a HPV est généralement asymptomatique. Elle implique souvent

plusieurs génotypes d’HPV et induit une protection partielle contre une nouvelle infection
chez 50 a 70% des femmes. Aussi, elle peut s’accompagner par un développement de 1ésions
bénignes, comme les condylomes ou des 1ésions dites de bas grade qui régressent
spontanément le plus souvent, dans ce cas I’infection est productive avec un risque de
contagiosité [59].

Dans environ 10% des cas, I'infection persiste et est a 1’origine de 1ésions précancéreuses
pouvant régresser spontanément ou évoluer vers un cancer aprés plusieurs décennies. Ces
Iésions sont généralement dues aux HPV a haut risque oncogeéne et peuvent induire des
cancers du col de I'utérus, de la vulve, du vagin, du pénis, du canal anal ou de la sphére ORL.

A ce stade le risque de contagiosité est faible [59].

Les infections a HPV sont transitoires, les infections a HPV 16 ou 18 sont éliminées en 16

mois environ, alors que les infections @ HPV 6 ou 11 sont éliminées en 8 mois environ [59].

Seule la persistance des infections a HPV a haut risque est susceptible de développer des
l1ésions précancéreuses et cancéreuses et plus la durée est longue, plus le risque de progresser

vers un cancer est ¢levé [59] (Figure 8).
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Figure 8. Devenir des HPV aprés pénétration dans les cellules basales de I’épithélium du col de I'utérus

(S.Tawil, 2015) [60].

Selon son tropisme cellulaire et son pouvoir oncogéne le virus HPV peut provoquer des
Iésions cutanées et des lésions anogénitales benignes. Comme il peut provoquer des l€sions

cancéreuses au niveau des muqueuses ano-génitales et bucco-pharyngées.

1.1.6.1 Lésions cutanées

Les verrues constituent les 1ésions cutanées provoquées par I’infeciton a HPV, se sont des
excroissances bénignes de la peau formées par prolifération intense des cellules du derme. Les
verrues se présentent sous plusieurs formes : verrues plantaires, vulgaires, filiformes, planes.
Les extrémités du corps et le visage sont les principales localisations des verrues. Ce sont les
génotypes 1 a 4 qui sont souvent associés a ces lésions. Les verrues sont trés contagieuses car
les squames épidermiques infectées sont disséminés dans 1’environnement. Environ 10%
dans la population générale ont developpé des verrues dans leur vie, les plus concernés sont

les enfants et les adultes jeunes. Le pic de fréquence est situ¢ entre 10 et 14 ans [55,61].
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Le Papillomavirus Humain peut provoquer une infection cutanée chronique en présence de
facetur génétique, c’est 1’épidermodysplasie verruciforme, qui est une maladie génétique
rare. Cette maladie se manifeste par des lésions cutanées diffuses a type de verrues planes et
de macules rouge brun disséminées qui peuvent se transformer en cancers cutanés, sur les
parties du corps exposées au soleil. Une vingtaine de génotypes sont impliqués dont les HPV 5,

8, 17 et 20, associés au processus néoplasique. Le role exact des HPV par rapport a 1’action des UV

n’est pas trés clair. Pour certains, HPV ne jouerait que le réle de cofacteur [55,61].

1.1.6.2 Lésions des muqueuses anogénitales

Ce sont les HPV a « bas risque » a tropisme génital qui sont des qui sont reponsables des
lésions bénignes (condylomes) au niveau des muqueuses génitales :

1.1.6.2.1 condylomes ano-génitaux

Ces condylomes sont localisés a différents niveaux des organes génitaux masculins ou
féminins, parfois également au niveau de la région périanale. Leur forme peut étre variée, les
plus connus étant les condylomes acuminés appelés aussi « créte de coq ». Les condylomes
peuvent aussi étre papuleux, souvent associés aux condylomes acuminés, ou plans et dans ce
dernier cas souvent invisibles a 1’oeil nu. Un condylome géant de la région anogénitale appelé
tumeur de Buschke-Lowenstein peut se développer, de maniére assez rare, par I’action d’HPV
6 ou 11. Ce sont les HPV 6 et 11 qui sont retrouvés dans 90% des condylomes acuminés [55,
62].

1.1.6.2.2 Les néoplasies intraépithéliales

Contrairement aux condylomes, ces 1ésions sont des Iésions invisibles a 1’oeil nu ; ce sont des
anomalies cellulaires détectables par cytologie ou histologie. Ce sont des lésions intra-
¢épithéliales de bas grade du col de 1’utérus, provoquées tant par des types a bas risque (10 a

15%) qu’a haut risque (85 a 90%) [55,63].

1.1.6.3 Lésions des muqueuses extragénitales
Le tropisme cutanéo-muqueux de ’HPV fait que la présence de celui-ci au niveau des
muqueuses buccales, muqueuses du larynx, de la trachée, des sinus, muqueuses

conjonctivales, bronchiques, oesophagiens soit possible [55].
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Figure 9. Illustrations des différentes 1ésions liées a I’infection a HPV. (S.beaudin, 2015) [26]

1.1.6.4 Cancers causés par les HPV a tropisme muqueux

Les HPV a haut risque oncogénes sont responsables de cancers au niveau de plusieurs sites
anatomiques chez les hommes et chez les femmes : cancer du col de 1’utérus, oropharyngé,
anal, vulvaire et vaginal chez la femme ; cancer oropharyngé, anal et du pénis chez ’homme.
La proportion de cancers attribuables aux HPV varie suivant le site anatomique (Tableau 5)
[55,65].

En plus d’étre responsable du cancer du col de 1’utérus, le papillomavirus humain est détecté
dans de nombreux autres cancers. Contrairement, au cancer du col, le virus n’est pas
obligatoirement présent dans ces autres cancers [55,65].

Dans 1’ouest Algérien, I’équipe de Nahet et al a étudié la place de HPV a haut risque
oncogéne dans les cancers ano-genitaux, les cancers des VADS et les cancers cutanées.

L’étude a demontré que le HPV est responsable de 100% des cancers du col de 1’utérus, 50%
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des cancers peniens, 17% des cancers de la vulve, 40% des cancers du vagin. Le virus HPV

n’a pas été retrouvé dans les biopsies des autres cancers (Tableau 5) [66].

Tableau 5. Cancers attribuables aux HPV

Cancer Localisation Part due au HPV
Cancer du col de I'utérus | Algérie 100% [66]
Cancer pénien Monde 50% [65]
Cancer anal Algérie 33% [66]
Cancer vulvaire Algérie 17% [66]
Cancer du vagin Algérie 40% [66]
Cancer de I’oropharynx | Amérique du Nord 56% [65]
Europe du Nord et de I’Ouest 39% [65]
Europe de I’Est 38% [65]
Europe du sud 17% [65]
. 45% [65
Australie 70 [63]
52% [65]
Japon
13% [65]
Reste du monde

1.1.7 Réponse immunitaire anti-Papillomavirus

Apres la pénétration des HPV dans les kératinocytes, les antigénes viraux peuvent étre
présentés a la surface de ces cellules sous formes de peptides de petites tailles ( 8 a 11 acides
aminés), en association avec les molécules HLA de classe I ou de peptides de plus grandes
tailles ( 13 ou 25 acides aminés), en association avec les molécules HLA de classe II présentes

sur les kératinocytes infectés [67,68].

La stimulation du systéeme immunitaire lymphocytaire T initialement naif vis-a-vis des HPV
passe obligatoirement par une présentation de I’antigéne aux lymphocytes T, par des cellules
présentatrices de ’antigéne de la lignée des cellules dendritiques (CD) incluant les cellules de
Langerhans présentes dans les épithéliums malpighiens. Les cellules de Langerhans ont la
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propriété de pouvoir fixer les particules virales entiéres grice aux recepteurs aux HPV
qu’elles présentent a leur surface [68]. Elles ont aussi la propriété d’internaliser des particules
virales, comme cela a été montré in vitro pour les cellules dendritiques et les particules virales
vides. Les cellules de Langerhans ont ensuite la capacité de pouvoir migrer vers les organes
lymphoides drainant les sites concernés et transportent alors soit les particules virales entieres
soit des corps apoptotiques de kératicocytes. Les cellules de Langerhans, aprés avoir capté
I’antigene, subissent des transformations et I’expression de CCR 7 a leur surface leur permet

de migrer sous I’attraction de la chimiokines MIP-3 beta [67,68].

Une fois dans ces organes lymphoides, les cellules de Langerhans elles-mémes ou bien via
d’autres cellules dendritiques présentent les antigenes a la fois aux lymphocytes T CD4+ et T

CD8+ et stimulent la production des lymphocytes B [67,68] (Figure 10).
1.1.7.1 Réponse humorale

La production d’anticorps dirigés contre les protéines de structure du virus, L1 et L2,
s’oppose a la pénétration des virus dans les kératinocytes cibles, apres activation des
lymphocytes B, aidés par les lymphocytes T CD4 [28,69].

Les anticorps neutralisants sont détectés a la fois dans le sérum et dans les sécrétions
vaginales. Ces anticorps agissent comme des gardiens a la surface du col pour neutraliser et
éliminer les HPV qui pourraient s’y présenter [28,69].

Les anticorps anti-HPV sont le reflet d’une infection naturelle que de véritables acteurs
capables de lutter conter I’infection. En effet, ces anticorps sont synthétisés tardivement, 6 a
12 mois apres une infection persistante, et seulement 72% des femmes infectées de manicre
persistante par HPV 16 oul8 vont synthétiser des anticorps [28,69].

Les anticorps peuvent persister longtemps, dix a vingt ans, mais a un taux faible. L.’absence
de virémie est en partie responsable de cette faible réponse humorale. En effet, le virus ne
circulant pas dans le sang, la stimulation des lymphocytes B est faible ce qui conduit a un
faible taux d’anticorps et peu de cellules mémoire [28,69].

Ces anticorps ne jouent aucun réle dans le contréle des infections déja établies ou I’évolution

des 1ésions et ont peu d’impact sur une réinfection ultérieure par le méme virus [28,69].
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1.1.7.2 Réponse cellulaire

Les lymphocytes T stimulés acquiérent la propriété a leur tour, via un jeu de synthése de
chimiokines et d’expression de molécules de surface, de migrer grace a la circulation
sanguine cette fois, vers les épithéliums infectés et d’aller au contact des kératinocytes
infectés. Le role des lymphocytes T dans 1’élimination des kératinocytes infectés, méme s’il
n’a pas encore ét¢ démontré de facon formelle, est de détruire ces kératinocytes soit par
cytotoxicité directe soit par I’interaction de la molécule Fas-L présente sur les lymphocytes T
et de la molécule Fas présente sur les keratinocytes infectés ou tumoraux soit encore grace a
la syntheése par les lymphocytes T de cytokines comme le TNF. La reconnaissance des
kératinocytes infectés par les lymphocytes T activés est favorisée par la synthése d’IFN qui
permet d’augmenter 1’expression de molécules HLA de classe I et II a la surface des

kératinocytes [67,70].

L’immunité a médiation cellulaire joue un role trés important dans le contréle des infections a
HPV de bas et haut risque. En effet, ’examen anatomopathologiques de condylomes
régressifs [67,69] a montré un infiltrat des 1ésions composé de lymphocytes T ; les immuno-
marquages pratiqués montrent qu’il s’agit de lymphocytes T CD4+ et CD8+ a la fois dans
I’épithélium et dans le chorion. Par contre dans des Iésions de haut grade non régressives,

I’infiltrat CD4+ disparait et seuls les CD8+ persistent [67,70].

Les études des réponses immunitaires cellulaires T CD8+ ont été faites majoritairement a
partir des lymphocytes du sang périphériques (PBMC) de femmes ayant des CIN ou des
cancers invasifs du col de ’'utérus. Les antigénes viraux qui ont été le plus étudies sont les
protéines E6 et E7 d’HPV 16 qui sont des antigénes viraux exprimés forcement dans les
Iésions et de facon permanentes dans les kératinocytes tumoraux. Ainsi, chez des malades
ayant des CIN liées a HPV 16, des lymphocytes T CD8+ ont été trouvés chez un trés faibles
pourcentage des malades : chez 1 malade parmi les 11 testés ayant une CIN 2, chez 3 parmi
10 malades ayant des CIN de grade 1 a 3, chez 2 parmi 11 malades ayant une CIN 3 [67,71].
Les autres essais menés a partir des PBMC de malades ayant un cancer invasif du col de
I’utérus ont mis en évidence des lymphocytes T chez 2 sur 11, chez 4 malades sur 4 testés et

chez 11 malades sur 12 [67,72].
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La réponse lymphocytaire T CD4+ semble étre davantage présente au cours des infections
asymptomatiques, des lésions de bas grade ou au cours des CIN 3 et disparait lors de

I’evolution vers le cancer invasifs [67,73].
1.1.7.3 Mécanismes d’échappement a la réponse immunitaire

Le développement de Iésions précancéreuses du col est le témoin d’un échappement
immunitaire face aux HPV, qui est propre a chacun, celui-ci est plus marqué pour les HPV 16
et 18. La majorité¢ des infections a HPV de la jeune femme de moins de 30 ans est donc
transitoire alors que celles observées apres 1’age de 30 ans sont plus souvent persistantes et
peuvent aboutir a des 1ésions. Les types 16 et 18 sont plus souvent persistants que les autres
types viraux. La persistance des HPV chez les femmes de plus de 30 ans est peut étre i€ a des

anomalies du systéme immunitaire favorisant ainsi le mécanisme de 1’échappement [28,74].

Les mécanismes d’échappement semblent liés :

- A la production de particules virales seulement dans les couches superficielles de
I’épithélium,

- Au déficit de 'initiation de la réponse immunitaire par des mécanismes de défaut de
présentation des antigénes viraux,

- A la faible production virale, I’infection étant productive surtout dans les Iésions de
type condylomes,

- A T’absence de lyse cellulaire qui s’accompagne alors d’une absence de réaction
inflammatoire et de sécrétion de cytokines pro-inflammatoires locales, contribuant a

un défaut d’activation lymphocytaire,
Malgré I’échappement immunitaire, la guérison spontanée est 1’évolution la plus fréquente,

démontrant qu’un processus de défense méme imparfait est capable de limiter et de bloquer

I’infection virale [28,74].
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Figure 10. Physiopathologie de I’infection et réponse immune naturelle au cours de I’infection par un HPV.

(S.Alain, 2010) [26]
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1.2 LE CANCER DU COL DE L’UTERUS

1.2.1 Le col de I’utérus

1.2.1.1 Anatomie

L'utérus est un organe musculaire creux composé d’un fond, un corps, un isthme et un col.
Les trompes établissent des liens entre I'utérus et la surface des deux ovaires. Ils sont ouverts
sur la cavité utérine et la cavité péritonéale [28,75].

Le col de l'utérus est une partie arrondie et distale de 1'utérus avec un canal central qui fait
saillie dans le vagin [28,75].

L’exocol est tapissé par un €pithélium malpighien, dit aussi épithélium pavimenteux stratifié
non kératinisé, et I’endocol par un épithélium cylindrique [28,75].

La rencontre de ces deux types d’épithélium a lieu au niveau de la zone de jonction,

également appelée jonction pavimento-cylindrique (JPC) (Figure 11).
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Figure 11. Schéma de I’anatomie de I’utérus en vue frontale et endovaginale (S.beaudin, 2015) [26]
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1.2.1.2 Physiologie

Lorsqu’il est exposé¢ a I’acidité vaginale, 1’épithélium cylindrique est progressivement
remplacé par un ¢épithélium pavimenteux. Ce processus physiologique normal de
remplacement de 1’épithélium est appelé métaplasie pavimenteuse et donne naissance a une
nouvelle JPC. La zone ou se produit la métaplasie s’appelle la zone de remaniement (ou de

transformation) et se situe donc entre la JPC originelle et la JPC nouvellement formée [55,75].

C'est au niveau de la zone de remaniement que se développent 99% des cancers. En effet,
cette zone de jonction est particulierement sensible, de par sa complexité, sa fragilité
mécanique et la fréquence des microlésions, dues en particulier aux relations sexuelles

[55,75].

1.2.2 Histoire naturelle du cancer du col

L’histoire naturelle du cancer du col de I’utérus passe par plusieurs stades correspondant a des
1ésions histologiques précancéreuses (les néoplasies cervicales intraépithéliales ou CIN), dont
certaines sont des stades facultatifs (CIN 1 et CIN 2) et d’autres des étapes nécessaires (CIN

3) a I’apparition d’un cancer invasif [76] (Figure 12).

En revanche, I’adénocarcinome, avant envahissement, n’est précédé que par une seule 1ésion,
I’adénocarcinome in situ. L’histoire naturelle est moins bien connue. L’adénocarcinome in
situ est une 1ésion déja cancéreuse et fait également suite a la persistance de I’infection par un

HPV a haut risque oncogéne [76].

I1 faut généralement entre 10 a 20 ans pour que les 1ésions précancéreuses provoquées par le
virus évoluent en cancer invasif. La lenteur avec laquelle une dysplasie 1égére évolue jusqu’au
stade de carcinome fait du cancer du col une maladie relativement facile a prévenir et justifie

donc son dépistage [55,76].
Le potentiel évolutif de ces Iésions est fonction du grade. Ainsi les 1ésions de bas grade

(CIN1) montrent une fréquence de régression élevée et une fréquence de progression vers une

CIN plus sévere ou un cancer faible. En revanche, les 1ésions de haut grade (CIN2 et CIN3)
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régressent a un degré moindre alors que la fréquence de progression vers un carcinome invasif

est ¢levée [55,76].
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Figure 12. Histoire naturelle du cancer du col de I’utérus (S.beaudin, 2015) [26]
1.2.3 Rappel des différentes classifications histologiques des Iésions précancéreuses

1.2.3.1 Classification de Papanicolaou

La classification de Papanicolaou est basée sur la préparation du frottis [77,78]. Elle
comprend cinq classes :

- Classe | : frottis normal, trés propre sans ¢lément cellulaire d’origine extra-vaginale, signant
I’absence de cellules anormales.

- Classe Il : frottis normal, mais irritatif, inflammatoire et/ou avec présence de cellules
extravaginales (endocervicales, endométriales, hématies), évocateur d’une cytologie atypique
mais sans signe évident de malignité.

- Classe 111 : frottis suspect dont les altérations cellulaires ne permettent pas de conclure. On
a donc une cytologie suggestive, mais non conclusive de malignité.

- Classe 1V : frottis contenant d’authentiques cellules cancéreuses, mais peu nombreuses,

correspondant a une cytologie trés suggestive de malignité.
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- Classe V : frottis riche en cellules cancéreuses, évoquant une cytologie conclusive de
malignité.
Ce systeéme simple, assez clair et surtout unique répondit trés bien a I’attente des cliniciens.
Puis, avec I’évolution des connaissances, il devint trop approximatif et fiit abandonné en 1991
pour le systéme cytologique de Bethesda [77,78].
1.2.3.2 Classification de ’OMS
Cette classification est basée uniquement sur 1’histologie. Le terme de “dysplasie” est utilisé
pour décrire les différents stades qui sont des étapes consécutives d’aggravation, avec
possibilité de régression dans des proportions variables selon les auteurs. Avant 2014, la
classification était la suivante [77] :
- Dysplasie légere : atteinte du tiers inférieur de la hauteur épithéliale,
- Dysplasie moyenne ou modérée : atteinte des deux tiers inférieurs de la hauteur
épithéliale,

- Dysplasie sévére et carcinome in Situ : atteinte de la totalité de la hauteur épithéliale.

La terminologie des ’OMS 2014 des Iésions du col utérin propose le terme de Iésion
malpighienne intra-épithéliale de bas grade (LSIL) et de haut grade (HSIL), correspondant a :
- LSIL : condylome avec ou sans lésion de CIN1
- HSIL : CIN2 ou CIN3
1.2.3.3 Classification de Ralph-Richart
Le terme “dysplasie” devient ici Néoplasie Cervicale Intraépithéliale (NCI ou CIN), c’est-a
dire une identité lésionnelle unique qui évolue selon trois grades, en fonction de la hauteur
épithéliale impliquée par les anomalies [77,79].
- Néoplasie cervicale intraépithéliale de grade I ou CIN1 : correspond a la dysplasie
légere selon ’OMS,
- Néoplasie cervicale intraépithéliale de grade 2 ou CIN2 : correspond a la dysplasie
modérée,
- Néoplasie cervicale intraépithéliale de grade 3 ou CIN 3 : correspond a la dysplasie

sévére ou cancer in Situ.

Cette classification est donc trés proche de celle de ’OMS et fait toujours référence au
modele histologique. En 1989, elle évolua vers le syst¢tme de Bethesda, introduisant les

notions de CIN de bas et de haut grade [77,79].
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1.2.3.4 Systéme de Bethesda
Ce systeme est une classification cytologique des Iésions du col, accompagnée de
recommandations sur la qualité du frottis [77,79].
Il est universellement utilis¢é et a permis d’uniformiser la dénomination des anomalies
cervicales. Ce systéme a été proposé en 1988 et est réguliérement modifié.
Il sépare les 1ésions en deux groupes [77,79] :
- Lésions intraépithéliales de Bas Grade (LIBG ou Low grade Squamous Intraepithelial
Lesion LSIL), comprenant les dysplasies 1égeéres ou CIN1 et les condylomes qui ont les
mémes caractéristiques virologiques et évolutives,
- Lésions épithéliales de Haut Grade (LIHG ou High grade Squamous Intraepithelial
Lesion HSIL), comprenant les dysplasies modérées a sévéres ou CIN2 ou 3.
Le systtme de Bethesda 2001 a pour objectif la standardisation de la pratique et de
I’interprétation du frottis cervico-vaginal de dépistage. Ses différentes définitions permettent
ainsi une meilleure harmonisation et une meilleure reproductibilit¢ de la pratique et de

I’interprétation des frottis [78,79].
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(S.beaudin, 2015) [26]
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Les deux derniéres éditions du systeme Bethesda (2001 et 2014) comportent les catégories
suivantes pour les 1ésions néoplasiques intra-épithéliales [80]:
- Des lésions malpighiennes :
e Cellules malpighiennes atypiques de significations indéterminée (Atypical
Squamous Cells of Undetermined Signifiance ASC-US) ou sans pouvoir
exclure une Iésion haut grade (Atypical Squamous Cells cannot exclude High
grade Squamous Intraepithelial Lesion ASC-H)

e Lésions malpighienne intra-épithéliales de bas grade (LSIL): incluant
HPV/dysplasie légere / CINT .

e Lésions malpighiennes intra-épithéliales de haut grade (HSIL): incluant
dysplasie modérée et sévere, CIN2 et CIN3, CIS ou avec des éléments faisant
suspecter une invasion.

- Des cellules glandulaires :

e Atypiques: cellules endocervicales, cellules endométriales et cellules
glandulaires (Atypical glandular cells AGC)

e Atypiques en faveur d’une néoplasie : cellules endocervicales en faveur d’une
néoplasie et cellules glandulaires en faveur d’une néoplasie ;

e Adenocarcinome endocervicale in Situ.

1.2.4 Classifications des tumeurs
1.2.4.1 Classification F.1.G.O
Elle est basée sur I’examen clinique. L’atteinte ganglionnaire est précisée a part [77]

(Figure 14).
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Utérus sain Stade IB précoce Stade B tardif Stade IB

Col zain (vue vaginale) Cancer limité au col

Figure 14. Tllustration schématique de quelques stades de la classification FIGO pour les 1ésions

(pré)cancéreuses du col de 1’utérus en vue endovagivale et frontale (S.beaudin, 2015) [26]

1.2.4.2 Classification TNM de I’Union Internationale Contre le Cancer (UICC)
Une classification du stade est un code standard international par lequel les équipes de
cancérologie décrivent I’extension d’un cancer. Le systtme TNM (T=Tumor, N=Node et

M=Metastas) est le standard [77].

1.2.5 Epidémiologie des cancers du col de I’utérus

Selon 1’étude de Parkin DM, les infections a HPV a haut risque oncogene (HPV-HR) sont
responsables de 5,2 % de tous les cancers dans le monde, 2,2 % des cancers dans les pays
développés et 7,7 % dans les pays en développement [81]. Le cancer du col survient aprés une
période d’incubation silencieuse pendant plus de 10 a 20 ans [82]. Avec une prévalence
mondiale estimée a 2,3 millions de femmes atteintes, une incidence annuelle mondiale
Thése de Doctorat en Sciences Médicales, Prévalence et distribution des génotypes de Papillomavirus 51
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estimée a 569 847 nouveaux cas enregistrés et une mortalité¢ estimée a 311 365 de cas de
déces chaque année, le cancer du col de l'utérus occupe le quatriéme rang mondial des
cancers affectant la femme, en 2018 [2,83].

I1 est bien établi que l'infection génitale persistante a papillomavirus humain a haut risque
(HPV-HR) est nécessaire pour le développement du cancer du col utérin [84]. Officiellement
222 génotypes HPV sont déterminés [2], environ 45 génotypes infectent les muqueuse
anogénitales. Ils sont classés en HPV a haut risque HR-HPV et HPV a faible risque (HPV-
HR), et dautres qui ne sont pas encore classés. Quinze génotypes de HPV
sont classés en tant que HPV-HR (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 et 82),
trois types sont classés probablement de HPV-HR (26, 53 et 66),et douze en tant que types
HPV-BR (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81,et CP6108) [85,86]. La prévalence de
I’infection a HPV et la distribution des génotypes de HPV wvarie selon les régions

géographiques et la gravité de la 1ésion cervicale [87,88].

Parce que seule I’infection persistante HPV-HR est insuffisante pour provoquer des lésions
précancéreuses et les 1ésions cancéreuses au niveau du col utérin, on considére que d'autres
facteurs sont nécessaires pour la progression vers des lésions de haut grade (HSIL) ou le
cancer. Leur influence dans le I’infection a HPV et le développement du cancer du col de

I’utérus sont mal compris.

1.2.6 Facteurs de risque d’acquisition

Le facteur de risque obligatoire pour le developpement des lésions précancéreuses et
cancéreuses au niveau du col et le developpement d’un adénocarcinome in situ est la présence
d’une infection persistante 8 HPV a haut risque oncogéne. Les génotypes de HPV haut risque
peut influencer sur le risque oncogéne. Effectivement, les génotypes HPV16 et HPV 18 sont
les plus sucesptibles de provoquer le cancer du col de 1’utérus. L’infection a plusieurs HPV a
haut risque est possible et elle est susceptible de favoriser 1’échappement aux systéme

immunaire [89, 90].

Toutefois, certains facteurs sont nécessaires pour la transformation cellulaire comme : 1’age

de la femme, la multiparité, la contraception orale, le tabagisme, I’immunodépression, les
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autres infections sexuellement transmissibles sans oublier les facteurs de risque liés aux IST

tels que : plusieurs partenaires sexuels, début de 1’activité sexuelle a un age précoce [90, 91].

1.2.6.1 Age

L’age des patientes modifie de fagon évidente la durée du portage. Le pic de prévalence des
HPV est observé chez les femmes jeunes de moins de 25 ans, puis le taux dimunue
prograssivement avec 1’age. Mais, dans certains cas un léger pic réapparait chez les femmes
agées de plus de 50 ans avec risque de persistance cela peut €tre la conséquence de

I’immunosénescence due a 1’age [55,91].

1.2.6.2 Tabagisme
Une méta-analyse a montré que les femmes exposées au tabagisme actif présentaient un
risque relatif de 1,6 en comparaison avec les femmes non exposées [55,92]. Selon le Centre

International de Recherche sur le Cancer (CIRC) le risque relatif est de 1.83 [55,93].

1.2.6.3 Contraception orale

Smith et al reportent une revue de littératude de 26 études réunissant au total plus de 12500
femmes atteintes d’un cancer du col de 1’utérus montre une augmentation du risque de cancer
invasif chez les femmes ayant choisis ou pas la contraception orale. Ce risque augmente avec
la durée d’utilisation de 10% pour une utilisation de moins de 5 ans, de 60% pour une

utilisation de 5 a 9 ans, et de 100% pour une utilisation de plus de 10 ans [55,94].

1.2.6.4 Multiparité

Selon Munoz et al, le risque est 4 fois plus élevé chez les femmes avec sept grossesses a terme
que chez les nullipares et le risque augmente linéairement avec le nombre de grossesses
[55,95].

L’age a la premicere grossesse peut aussi €tre considéré comme un facteur de risque. Ainsi
plus la grossesse a lieu & un age jeune, plus le risque est élevé [55,96].

Le changement hormonal 1ié¢ a la grossesse ou le traumatisme cervical lié a 1’accouchement

(provoquant les microlésions au niveau PVC) pourraient étre des causes possibles [55,97].
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1.2.6.5 Statut immunitaire

L’immunodéficience, qu’elle soit innée ou acquise (VIH, traitement anti rejet de greffe), est
impliquée dans 1’évolution maligne de I’infection a HPV.

Selon les ¢tudes, le risque de cancer du col chez les patients VIH positifs est environ dix fois
plus ¢levé que dans la population générale [55,98]. La prévalence de I’infection a HPV est
plus élevée chez les femmes infectées par le VIH ainsi que le risque d’etre infecté par un HPV
a haut risque oncogéne et le risque d’avoir une infection avec plusieurs HPV a haut risque est
aussi élévé [55,99].

En 2016, dans 1’Ouest algérie, Masdoua et al, ont trouvé que la fréquence des infections a
HPV ¢était significativement plus élevée chez les patientes séropositives au VIH-1 et que le
taux des infections avec plusieurs génotypes HPV ¢étaient plus élevées chez les patientes
séropositives au VIH-1 que les patientes séronégatives (58,3% et 23,5%, respectivement)

[100].

1.2.6.6 Coinfection a d’autres maladies sexuellement transmissibles

Smith et al, Anttilia et al ont montré que chez les femmes porteuses de HPV, la présence
d’anticorps contre les Chlamydiaes était associée a un risque de cancer du col de ’utérus deux
fois plus important que chez les femmes n’ayant pas ces anticorps [55,101,102].

Smith et al, Perez et al ont montré qu’une infection a herpes simplex de type 2 multiplie le

risque de cancer cervical invasif par 3 [55,103,104].

1.2.7 Dépistage et diagnostic du cancer du col de I’utérus

Le cancer du col de I'utérus est un bon candidat au dépistage. En effet, il constitue une
menace évitable pour la santé publique, 1’histoire de la maladie est bien connue et passe par
plusieurs stades précancéreux dépistables, il existe des tests de dépistage acceptables par la
population et des tests de diagnostic ainsi que différentes stratégies de traitement disponibles
[105].

La prévalence du cancer cervical a travers le monde est étroitement liée a 1’existence d’une
politique de dépistage des 1ésions précancéreuses dans la région considérée. En Finlande ou le

dépistage est organisé, I’incidence est de 4.4/100 000, alors que dans les pays ou il n’existe
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pas de dépistage, comme en Inde ou en Colombie, I’incidence est respectivement de 99/100
000 et 77/100 000 [77].

L’efficacité du dépistage dépend de plusieurs facteurs, d’abords la fiablité de la méthode et du
test de dépistage utilisées ensuite de 1’impact de ce dépistage sur la population et c’est le
facteur le plus important car si le dépistage n’est pas élargi il ne sera pas efficace.

Un bon test de dépistage doit étre précis, reproductible, bon marché, facile a réaliser et a

interpréter, acceptable et sans danger.

1.7.1 Les symptdmes

Les cancers du col de I’utérus sont généralement asymptomatiques et sont découverts, le plus
souvent, suite a un dépistage habituel par FCU [77].

Les cancers in situ sont totalement asymptomatiques. Les cancers micro-invasifs peuvent
¢galement étre asymptomatiques. Cependant, ils peuvent parfois entrainer des symptomes qui
pousseront la patiente a consulter [77].

Ces symptOmes peuvent étre :

- Une métrorragie provoquée, post-coitale

- Une métrorragie spontanée, survenant en dehors de la période des régles,

- Une leucorrhée,

- Une dyspareunie, douleur lors des rapports sexuels,

- Et dans les formes plus avancées, on peut observer des douleurs, une difficulté a uriner ou de
faux besoins d’aller a la selle [77].

La prévention du cancer du col repose sur le traitement des dysplasies (CIN 1, CIN 2,
CIN3). En effet, le cancer du col utérin est une maladie qui se traite relativement bien, avec
une survie relative a cinq ans de 76 %. Environ 0,3 % des femmes en activité génitale sont
porteuses de dysplasies [77,106].

Le diagnostic est porté, avec une fiabilité a 95 %, par le trépied frottis-colposcopie-biopsie.

Le diagnostic est histologique, le prélévement est réalisé par biopsie qui est elle-méme guidée
par un bilan colposcopique proposé¢ apreés les résultats d’une cytologie évocatrice. La

cytologie (FCU) est essentielle.
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1.2.7.2 Le trépied frottis-colposcopie-biopsie

1.2.7.2.1 Cytologie ou étude du frottis cervico-utérin

L’étude du frottis cervico-utérin FCU repose sur I’observation cytologique sous microscope
optique de deux lame issues d’un frottis effect contenant des cellules prélevées au niveau de
la jonction pavimento-cylindrique [107]. Ce test de dépistage permet de suivre I’évolution
des Iésions précancéreuses du col utérin.

Le FCU permet de détecter les cellules pathognomoniques de I’infection a HPV les koilocyte.
Le FCU est insuffisant, il ne permet pas de préciser le degré de gravité de la dysplasie ainsi

que sa localisation [108].

1.2.7.2.2 Colposcopie
La coploscopie a un examen a la loupe binoculaire de la muqueuse génitale et du stroma sous-
jacent. Elle permet de localiser d’éventuelles Iésions, de diriger la biopsie et d’assurer un

traitement local adapté et complet [109].

1.2.7.2.3 Histologie
La biopsie permet de faire le diagnostic de certitude [109].

1.3 RECHERCHE DU PAPILLOMAVIRUS HUMAIN AU LABORATOIRE DE
VIROLOGIE

L’ADN de HPV a haut risque oncogénique est présent dans 100% des biopsies des cancers
du col de I'utérus cela rend 1égitime la recherche de I’ADN viral dans le cadre de dépistage
des Iésions précancéreuses et cancéreuses. Compte tenu du fait que les HPV soient des virus
non cultivables et que la sérologie les concernant est trés limitée et ne permet pas de faire la
différence entre une infection passée ou récente, le diagnostic d’une infection par HPV est
basée sur la détection de leur acide nucléique a partir de différents échantillons pathologiques

[110].

1.3.1 Prélevements

La recherche de I’ADN ou de I’ARNm viral s’effectue sur des prélévements génitaux
notamment le prélévement au niveau de la jonction pavimento-cylindrique du col utérin grace
a une cytobrosse. Ce prélévement nécessite une visite médicale et la présence d’un personnel

qualifié.
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I1 est également possible d’effectuer un auto-prélévement vaginal par la patiente. Cette
méthode est utilisée en Europe, Australie et aux USA pour faciliter ’acces au dépistage du
cancer du col. La patiente recueille elle-méme ses sécrétions vaginales a 1’aide d’un
¢couvillon spécifique qui sera introduit dans le milieu de transport dédié a la réalisation d’un
test HPV. L’ensemble sera ensuite placé dans une enveloppe fournie pour étre envoyé par
voie postal au laboratoire d’analyses médicales qui effectuera le test HPV [111]. Selon les
études, différents dispositifs d’autoprélevement ont été proposés, avec par ordre de fréquence
- des brosses (Viba Brush®, Evalyn®Brush), des écouvillons (FLOQSwabs ™) secs ou en

milieu liquide, un systéme de lavage vaginal (DelphiScreener™) ou des tampons [112].

La mise en évidence de ’ADN ou I’ARNm viral est réalisée aussi sur un prélévement

tissulaire de col (biopsie ou piece opératoire), frais ou fixé et inclus en paraffine.

Des travaux récents démontrent que la recherche génomique de HPV au niveau des urines est
productive. Effectivement, Maged et al, ont prouvé que la rechercher le HPV-HR dans les
urines a une bonne valeur prédictive positive pour trier les patientes avec des Iésions

précancéreuses et cancéreuses [113].

Martinelli et al, ont comparé les trois techniques de prélévements : auto-préleévement vaginal,
prélévement cervico-utérin et urine chez un échantillon de candidates pour une colposcopie en
Italie. Le taux de positivité des HPV était de 72% pour le prélevement cervico-utérin, 75%

pour ’auto-prélévement vaginal et 77% pour le prelévement Urinaire [114].

1.3.2 Microscopie électronique
Le HPV est un virus non cultivable. Il est cependant possible de visualiser les virions dans les
tissus grace a la microscopie ¢électronique. Mais elle ne peut reconnaitre les différents types

viraux et nécessite la présence d’une importante réplication virale [110].

1.3.3 Biologie moléculaire
Les techniques de biologie moléculaire utilisées pour la recherche de ’HPV permettent soit
de détecter la présence des HPV sans spécifier les types et ce sont les techniques de dépistage

soit de détecter les différents types HPV et ce sont les techniques de génotypage. Les
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principes des techniques sont basés sur une hybridation, une hybridation avec amplification de
signal ou une amplification de cible ( PCR) suivie d’une révélation d’amplicons.

Les méthodes de PCR (Polymerase Chain Reaction) se sont imposées depuis plus de quinze
ans, a coté des méthodes d’hybridation. La PCR permet une amplification exponentielle de la
séquence d’ADN cible, ce qui résout le probléme de la faible quantité d’ADN viral présente
dans les échantillons biologiques. Par ailleurs, c’est une technique sensible, rapide et
partiellement ou complétement automatisable, adaptable a 1’utilisation en diagnostic. Les
amorces spécifiques d’un type HPV sont choisies de manicre a amplifier spécifiquement et
exclusivement le HPV cible [110].

La grande diversité des génotypes d’HPV a conduit au développement de systémes d’amorces
a large spectre, permettant I’amplification de nombreux génotypes HPV connus ou inconnus.
Ces amorces doivent cibler une région trés conservée parmi les différents génotypes HPV et
qui n’est pas susceptible d’étre délaitée ou modifiée en cas d’intégration du génome viral au
génome de la cellule hote. La région L1 étant la région la plus conservée du génome viral et
étant suffisamment éloignée de la région E2 (point de cassure le plus fréquent en cas
d’intégration), plusieurs systémes d’amorces a large spectre ont été dessinés dans cette région.
Trois systémes d’amorces sont disponibles pour la PCR des HPV : le systéme

GP5/GP6 qui a été améliore par une extension des amorces en 3’ devenant GP5+/GP6+, Le
systtme MY09/MY 11 comportant un couple d’amorces dégénérées, les systemes
PGMY09/PGMY11 (mélange de 5 amorces sens et 13 amorces anti-sens) ou SPF10 qui
combinent plusieurs amorces sens et plusieurs amorces anti-sens ciblant la méme région L1

du génome [115] (Tableau 6).

Tableau 6. Caractéristiques des différents systémes d’amorces a large spectre disponibles pour
I’amplification par PCR des HPV (V.Dalstein, 2007) [115].

Nom du systéme | Zone cible du | Taille moyenne
d’amorces génome viral | de I’amplicon
MYO09/11 et LI 450 pb

PGMY09/11
Test Amplicor® L1 165 pb
(Roche Diagnostics)
GP5+/GP6+ L1 150 pb
SPF10 L1 65 pb
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1.3.3.1 Détection des HPV sans spécifier les types
1.3.3.1.1 Hybridation en phase liquide

La spécificité de cette technique ancienne repose sur une étape d’hybridation en solution,

c’est une immunocapture en phase liquide. L’ADN est extrait et [’hybridation en phase

liquide est réalisée entre I’ADN viral cible dénaturé et un « cocktail » de sondes ARN

complémentaires de 13 HR-HPV (HPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,59, 68). Les

hybrides ADN/ARN formés sont stables et, grice a des anticorps polyclonaux antiduplex

ADN/ARN fixés sur la paroi des puits, ils sont captés sur la paroi de la microplaque. Apres

capture des hybrides, un anticorps anti-duplex couplé a une phosphatase alcaline (PAL) réagit

avec la partie libre des duplex. En présence d’un substrat chimioluminescent, la PAL

déclenche une émission de lumiére détectée par un luminometre [110] (Figure 15). La

sensibilité de cette technique est proche de celle de la PCR (polymerase chain reaction) [116]

tout en étant une technique rapide, reproductible et applicable a de grandes séries.

Le rendu du résultat est qualitatif :

- test HR-HPV positif : présence d’HPV a haut risque oncogénique,

- test HR-HPV négatif : absence d’HPV a haut risque oncogénique.
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Figure 15. Principe de I’hybridation en phase liquide. (I.Ollier, 2008) [110]
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1.3.3.1.2 Amplification par PCR couplée a une détection immunoenzymatique des

amplicons

De nombreuses stratégies existent, toutes utilisent une étape d’amplification, puis une étape
de révélation de ces amplicons grace a une réaction colorimétrique [110,117]. Ainsi sont
successivement réalisées : la lyse et I’extraction de I’ADN contenu dans les cellules
cervicales, puis la PCR avec des amorces biotinylées encadrant un fragment de la région L1
(Figure 16). Le choix de cette région L1 permet une PCR de genre amplifiant le fragment
ADN quel que soit le génotype d’HPV. L’amplicon est ensuite dénaturé puis hybridé, dans un
puit, avec un cocktail de sondes spécifiques et complémentaires des 13 HR-HPV. Les
hybrides capturés dans les puits sont révélés par réaction colorimétrique grace au groupement
biotine présent sur I’amplicon. Le rendu du résultat est qualitatif : présence, ou absence,
d’HPV a haut risque oncogénique dans le prélévement. Dans la plupart des cas, une PCR
contrdle qui amplifie une région d’un ADN cellulaire ubiquitaire est réalisée afin de valider la

qualité du prélevement et les conditions d’amplification et de révélation [110].
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Figure 16. Les étapes de la PCR (1.Ollier, 2008) [110].

1.3.3.2 Génotypage des HR-HPV
Les techniques de génotypage identifient le (ou les) génotype(s) d’HPV présents dans
I’échantillon analysé. Elles comportent une étape d’amplification PCR d’un fragment d’ADN
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HPV. Le choix de la région amplifiée doit répondre a deux contraintes [110,118] : une
séquence ADN suffisamment conservée a ses extrémités afin de permettre une PCR de genre,
mais divergente dans sa région interne pour autoriser le génotypage par comparaison avec des
séquences de génotypes connus. La réalisation d’une PCR controle, a partir d'un ADN
cellulaire ubiquitaire, est utilisée pour valider la qualité du prélévement et le bon déroulement

des étapes d’amplification et de révélation.

1.3.3.2.1 Génotypage par séquengage

C’est la méthode de référence car il s’agit de I’amplification de la séquence complete de la
région L1 qui définit les différents génotypes d’HPV. Cependant, en routine, le génotype est
réalisé a partir d’une plus courte séquence, celle des amplicons : région variable suivant le
type qui sera alignée avec des séquences de référence des différents génotypes d’HPV [110].
Cette méthode permet de détecter le génotype d’HPV majoritaire, présent dans le
prélévement, mais peut difficilement diagnostiquer les infections multiples. En revanche, elle

permet de détecter des variants d’HPV (pour les HPV 16 et 18 principalement) [110].

1.3.3.2.2 Génotypage par sondes immobilisées sur bandelettes

Dans cette technique, c’est lors de 1’étape de I’hybridation que I’on différencie les divers
génotypes présents. Aprés une étape d’amplification réalisait avec des amorces biotinylées.
Les produits amplifiés sont hybridés sur une bandelette sur laquelle des oligonucléotides
spécifiques de différents génotypes d’HPV ont été préalablement fixés. Les hybrides
amplicon oligonucléotide sont révélés par réaction colorimétrique grace au groupement
biotine présent sur I’amplicon [110,119].

La lecture s’effectue ensuite, par comparaison entre le profil d’hybridation obtenu et une
plaquette ou figurent les profils de tous les génotypes d’HPV. La localisation de la bande (ou
des bandes) colorée(s) sur la bandelette permet de définir le (ou les) génotype(s) présent(s)
dans le prélévement (Figure 17). Ces techniques portent le nom de line blot assay, line probe
assay (LiPA) ou de linear array assay. La sensibilit¢ de ces tests permet la détection

simultanée de plusieurs génotypes d’HPV [110,119].
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Figure 17. Génotype par reverse dot-blot (I.Ollier, 2008) [110].

1.3.3.2.3 Génotypage par puce a ADN

Cette technique permet un génotypage rapide [120]. La PCR de genre est réalisée avec des
amorces fluorescentes, puis le produit PCR est hybridé sur une lame. Cette lame contient les
sondes spécifiques des génotypes d’HPV recherchés déposées sous forme de spots bien
distincts. Les puces applicables au diagnostic sont des puces de basse densité, avec 5 a 100
sondes différentes par lame. Le produit PCR étant fluorescent aucune étape de révélation n’est
nécessaire et, apres lavage de la lame, la lecture se fait directement sur un scanner qui localise
I’hybride cible-sonde et en déduit le génotype. Cette technique est simple, sensible et rapide.
Elle permet également de détecter les différents types dans les infections a HPV multiples

[110].

1.3.3.2.4 Génotypage par la technologie Luminex®

La technologie Luminex® est une nouvelle technologie de cytométrie en flux permettant la
détection de réactions multiples dans un méme tube. Ce systéme multi-analytique est
constitué d’un cytometre de flux a 2 lasers et d’un ensemble de microspheres. Apres
amplification avec des amorces fluorescentes (PCR de genre), ’ADN amplifié est hybridé sur
les microsphéres recouvertes chacune d’un oligonucléotide spécifique d’un génotype d’HPV.
Chaque type de microspheres est reconnaissable en cytométrie en flux par un code-couleur

spécifique et I’amplicon est lui aussi marqué par un fluorophore. Il est donc possible, grace a
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cette technologie, d’analyser simultanément jusqu’a 100 types de microsphéres par condition
et donc d’analyser rapidement les différents types d’HPV-HR présents dans le prélévement

[110].

1.3.3.3 Détection quantitative du génome HPV

Ces techniques évaluent la charge virale d’un type précis d’HPV. La quantité de virus détecté
dans les frottis pourrait étre liée au grade de la Iésion et donc étre un facteur pronostique, mais
les résultats sont parfois contradictoires [110]. L arrivée de la PCR en temps réel permet de
nombreuses études. Cette technique donne une quantification précise (nombre de copies
d’ADN) par comparaison avec des standards internes. La détection et la quantification
simultanées de I’ADN cible sont possibles grace a la mesure « en temps réel » de I’émission
de fluorescence [110,121].

L’intensité de cette fluorescence est proportionnelle a la quantité d’amplicons synthétisés et
donc au nombre de cibles (génome HPV) présentes initialement dans le prélévement.
L’analyse de la pente de la courbe de mesure de la fluorescence, au tout début de la phase

exponentielle, permet la quantification de cet ADN par rapport & une gamme étalon [110,121]

1.3.3.4 Détection des ARNm HPV

Puisque les protéines oncogéniques E6 et E7 sont responsables de la carcinogenese liée aux
HPV a haut risque, la détection des ARNm E6-E7 peut étre un marqueur intéressant pour
apprécier le risque d’évolution vers une lésion cancéreuse. Dans la technique NASBA
(nucleic acid sequence based amplification) [110], les ARNm viraux et cellulaires extraits des
prélévements cervicaux sont rétrotranscrits en ADN par la transcriptase inverse. L’une des
deux amorces utilisées, produites a partir des régions E6 et E7, possede le promoteur de la T7-
ARN polymérase et permet a cette T7-ARN polymérase de transcrire une centaine de copies
d’ARN a partir d’une copie d’ADN, réalisant une amplification isotherme des ARNm. La
détection de ces ARNm se fait par hybridation avec des sondes oligonucléotidiques

fluorescentes spécifiques de type, permettant le génotypage [110].

1.3.4 Sérologie
L’¢tude des anticorps dirigés contre les protéines non structurales de HPV a été réalisée avec
des protéines de fusion ou des peptides de synthése. La faible sensibilité, I’absence de valeur
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pronostique et la grande variabilité interlaboratoires ont fait rejeter leur utilisation en routine
[122]. L’utilisation de pseudoparticules virales (VLP : virus-like particles) et leur expression
des protéines de structure (L1 et L2) ont permis le développement des tests sensibles pour
mesurer la réponse immune. La réponse anti-VLP semble largement spécifique de type
malgré la présence de réactions croisées entre génotypes proches [123]. L’utilisation ensuite
d’une batterie d’anticorps monoclonaux anti-VLP pour ces différents types a permis I’étude
des épitopes neutralisants.

La cinétique d’apparition des anticorps anti-VLP a permis 1’analyse de la réponse humorale
dans différentes situations cliniques et en particulier chez des patientes porteuses d’un cancer
du col utérin [122].

Les anticorps dirigés contre les HPV sont présents de manicre inconstante, ce qui en limite

I’intérét pour le diagnostic d’une infection a HPV [122].

.4 PLACE DU TEST HPV DANS LE DEPISTAGE DU CANCER DU

COL DE L’UTERUS
1.4.1 Indications du Test HPV

L’association d’un test HPV au frottis est prometteuse mais un suivi concernant certains
facteurs doit étre établit comme une évaluation colt-bénéfice, des études comparatives, un
algorithme de prise en charge, la mise en place d’un contrdle de qualité, la formation des

professionnels et I’information des patientes [55,124].

On admet que I’absence d’HPV chez une femme qui présente des frottis avec atypies
mineures est corrélée a 99,5 % a I’absence de lésion sous-jacente; la valeur prédictive
négative du test HPV est donc une information déterminante pour totalement rassurer ces
patientes sans besoin d’examens complémentaires [55]. A D’inverse, la présence d’HPV a
risque est fortement corrélée a des 1ésions significatives du col utérin, puisque 1’on admet que
la sensibilité du test a reconnaitre une CIN de haut grade est supérieure a 90 % [55]. Dans
cette indication, le test HPV léve ainsi les ambiguités générées par la reproductibilité variable
couramment observée sur les atypies mineures pour les techniques de frottis et de
colposcopie. De plus, ’avantage majeur de cette possibilité est que la recherche de ’ADN
peut se faire sans reconvoquer la patiente quand on utilise la cytologie en phase liquide [55].

Il n’existe pas, actuellement, de triage pour les frottis de type LSIL car la prévalence HPV

64



RAPPEL BIBLIOGRAPHIQUE

dans ce cadre est trés forte (> 95 %) [55]. Cependant, un triage des frottis LSIL pourrait
s’avérer intéressant chez des femmes de plus de 35-40 ans car le taux de positivité d’HPV a
haut risque chuterait alors a environ 50 % et I’on pourrait donc parler de triage LSIL (comme
pour les ASC-US) chez des femmes plus agées. Dans ce cas, un frottis LSIL HPV négatif

rassurerait les patientes et devrait entrainer un frottis répété dans trois ans [55].

1.4.1.1 Test HPV en dépistage primaire

Deux politiques de dépistage intégrant le test HPV en dépistage primaire on été proposées :
Le dépistage dit combiné qui associe le FCU et le test HPV

Le test HPV en premicre intention avec un triage par FCU des tests viraux positifs

Ces politiques de dépistage permettraient d’allier la haute sensibilité du test HPV a la trés
bonne spécificité de la cytologie. Ainsi, la sensibilité du dépistage conventionnel par frottis
augmente de 25 a 30%, ramenant la sensibilité de détection a prés de 100% [55]. Le test HPV
n’est pas envisagé seul a cause de sa faible spécificité ce qui pourrait entrainer des résultats

positifs chez des femmes ne présentant pas de lésions [55,125].

1.4.1.1.1 Dépistage primaire combiné
Le dépistage primaire combiné est validé aux Etats-Unis par la FDA depuis 2003.
L’avantage de cette association du dépistage viral a la cytologie classique est qu’elle
améliore encore la sensibilité qui devient proche de 100%. [55,126].
Vu le grand nombre d’infections transitoires chez les femmes jeunes, le test viral n’aurait
donc un intérét dans le dépistage primaire qu’a partir d’un certain age, permettant par 1a de
sélectionner les femmes présentant un portage persistant du virus et étant de ce fait a risque de
cancer [55,126].
Certains auteurs démontrent I’efficience du test viral a partir de 30 ans mais cette notion d’age
limite, en dessous duquel le test HPV ne sera pas utile, est remise en cause dans de
nombreuses ¢tudes dans lesquelles les classes d’age de 25 (en considérant la précocité des
rapports sexuels) a 65 ans pourraient bénéficier du test viral [55,126].
Pour d’autres auteurs, il y aurait intérét a coupler le typage viral au frottis au dela de 35 ans,
ce qui permettrait [55,126] :

- De réduire les faux négatifs du dépistage en réalisant une colposcopie chez les femmes

frottis négatifs, HPV oncogéne positif,
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- De sélectionner une population a haut risque ; femmes frottis négatif, HPV oncogéne

positif et colposcopie normale, ou le dépistage devrait étre poursuivi de fagon

rapprochée,

- De sélectionner une population a bas risque : frottis normal, HPV oncogéne négatif ou

le dépistage pourrait étre considérablement espacé et, arrété a partir de 65 ans.
L’association d’un test HPV et d’un FCU n’est sans doute pas la solution la plus économique
dans les programmes de dépistage [55,127].
Cependant, si les deux tests employés augmentent le colt au départ, I’excellente valeur
prédictive d’un test HPV négatif (c’est a dire la forte probabilité que HPV ne soit pas présent
lorsque le test est négatif) peut permettre d’espacer I’intervalle de dépistage pour les femmes
présentant des frottis normaux HPV négatifs, car leur risque de développer une CIN3 est
moindre que celui des femmes a frottis normaux sans statut HPV connu. Des intervalles de
dépistage sécuritaires de 3 a 5 ans sont les plus fréquemment proposés mais sont encore
discutés. Ces intervalles amélioreraient le colt/efficacité de ce protocole de dépistage [55,

126,127].

1.4.1.1.2 Test HPV puis triage par frottis

Cette méthode va utiliser un test plus sensible dans le cadre de dépistage primaire puis
sélectionner les patientes positives par la réalisation d’un test plus spécifique. Ainsi, le test
HPV ¢étant trés sensible, il permettrait de sélectionner toutes les patientes porteuses d’HPV
alors considérées comme patientes a risque. Par la suite, le triage des cas positifs par un FCU
permettrait d’éviter la colposcopie aux patientes ne présentant pas de lésions ce qui
améliorerait le manque de spécificité du test HPV [55,128].

L’emploi de la cytologie en milieu liquide pour la réalisation d’un test HPV, permet alors la
réalisation secondaire du test cytologique chez les femmes ayant un test HPV a haut risque
positif, sans reconvocation des patientes. L’age du début de dépistage HPV est proposé a
environ 10 ans apres les premiers rapports sexuels pour un cott/efficacité optimum [55,128].
En pratique, les patientes HPV a haut risque positives a frottis anormaux seraient adressées en

colposcopie et celles a frottis normaux suivies par FCU (Figure 18) [55,129].

licale 66
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Figure 18. Proposition d’algorithme pour un test HPV de premiére intention en dépistage primaire, suivi d’un

frottis de seconde intention chez les femmes HPV positives. (Cuzick J, 2003) [129].

1.4.1.2 Suivi post-thérapeutique CIN2 ou 3

Le College National des Gynécologues Obstétriciens Frangais (CNGOF) recommande le test
HPV pour le suivi post-thérapeutique des CIN 2-3 [55,130].

Les recommandations des experts internationaux proposent un test HPV a 6 mois environ
apres conisation (ablation chirurgicale d’une portion du col utérin). Un test HPV a haut risque
négatif a 6 mois apres le traitement permet donc a la patiente de retourner a un protocole de

dépistage classique (Figure 19) [55,130].
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Figure 19. Conduite a tenir aprés le traitement d’un CIN2+ (J.Mergui, 2008) [130].

1.4.2 Intéréts et limites des tests

La sensibilité des tests actuels de détection des HPV pour dépister les CIN varie entre 85-95
% pour les deux tests d’amplification et d’hybridation. La valeur prédictive négative est de
92,2 % a 100 % (PCR) et de 94 % a 100 % (Hybridation). Ainsi, une femme ayant un résultat
négatif a un risque quasi nul de développer un cancer du col de I’'utérus dans les années
suivantes [131].

Phillips et al ont réalisé une étude comparative entre les kits Roche Cobas® 4800 HPV assay,
Digene Hybrid Capture 2, Roche Linear Array et Roche Amplicor pour la détection des
génotypes HPV-HR chez les femmes traitées pour des 1ésions cervicales et cette étude a

montré une corrélation entre la positivité du HPV-HR et le diagnostic histologique de haut
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grade était 90,6% par les Cobas 4800, 86,1% par Hybrid Capture 2 (hc2), 92,9% par HPV
Amplicor et 91,8% par Roche Linear Array. Ainsi, Le test Cobas 4800 est comparable aux
tests HPV Amplicor et Roche Linear Array et il est meilleur que le test hybride capture 2 dans
la détection du HPV-HR chez les femmes traitées pour dysplasie cervicale [132]. Une autre
¢tude de Cuzick et al qui évalue la sensibilité du test Xpert HPV dans le dépistage des HPV-
HR chez les femmes a montré que le test Xpert, Cobas et hc2 avaient une sensibilité
similaire (98,7%, 97,5%, 98,7%, respectivement) pour CIN2+ [133].

De nouveaux tests utilisent des amorces ciblant les régions E6/7 bien préservées dans les
lésions de CIN2+, ont vu le jour mais les potentiels faux négatifs, engendrés par ces
techniques, demeurent peu connus [134].

Afin de vérifier le potentiel faux négatif engendré par ces nouvelles techniques, J.C.Noel et al
ont testé la sensibilité du test BD onclarity HPV assay dans une série de 123 Iésions (ASC-H
et HSIL) et avec des lésions de CIN2+, P16 positives démontrées lors de 1’examen
histologique. Les résultats montrent que 119/123 des Iésions de CIN2+ étaient positives avec
ce test, 4 1ésions de CIN2+ étaient négatives (sensibilité=96.7%), et ce, malgré un controle
interne B-globine positif [134].

La majorité des tests HPV sont robustes et fiables mais leur sensibilité n’est pas absolue et
peuvent engendrés des faux négatifs, dans 4% des cas selon Dubbling et al [135]. D’autres
études rapportent des résultats similaires : 4 a 11% de faux négatifs dans 1’étude ARTISTIC
trial avec la technique HybridCapture II et 12% de faux négatifs dans 1I’é¢tude ATHENA avec
la technique Cobas 4800 [136, 137].

La spécificité du test HPV est en général moindre que celle de la cytologie. Le manque de
spécificité est important a prendre en considération car cela peut conduire a un nombre
important de femmes sans lésions qui auront un test HPV positif et donc a des sur-diagnostics
et des traitements inutiles chez des femmes jeunes.

Contrairement au FCU, ces techniques biologiques ne sont que peu dépendantes du site de
prélévement au niveau du tractus génital et également peu dépendantes du préleveur puisqu’il

existe des auto-prélévements qui sont presque aussi efficaces.
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1.4.3 Critéres de choix du test HPV
Le test HPV peut étre utilis€ comme un moyen de dépistage primaire seul ou combiné avec le
FCU. Les recommandations américaines 2018 publiées dans le JAMA (Journal of the
American Medical Association) préconisent le dépistage du cancer du col utérin [138] :
-Tous les 3 ans avec cytologie cervicale seule chez les femmes agées de 21 a 29 ans
- Tous les 5 ans avec Test HPV-HR seul ou tous les 5 ans avec le test combiné du HPV-
HR cytologie (co-tests) chez les femmes agées de 30 a 65 ans

-Contre le dépistage du cancer du col utérin chez les femmes de moins de 21 ans.

En 2017, 246 tests HPV sont commercialisés mais seuls 30.1% sont validés par des études
cliniques et analytiques publiées. Pour qu’un test HPV soit utilis¢é comme outil de dépistage il
doit étre approuvé par la FDA (US Food and Drug Administration) et validé par des
guidelines internationaux (critéres de Meijer, Valgent 1-4) et les Comparaisons académiques
multi-tests (PREDICTORS 3) [139] :
Les tests proposés pour le dépistage combiné : (chaque 5 ans, 230 ans) :

e Hybrid Capture 2 (hc2) HPV DNA Test (Qiagen)

e Cervista HPV HR Test + Cervista HPV 16/18 Test (Hologic)

e APTIMA HPV Assay + APTIMA HPV 16 18/45 genotype assay (Hologic)

e (Cobas 4800 HPV Test (Roche)

e BD Onclarity HPV assay (BD)
Les Tests proposés pour le dépistage par la recherche HPV seulement (chaque 3 ans, 230
ans) :

e (Cobas 4800 HPV Test (Roche)

e BD Onclarity HPV assay (BD)
Abryn et al publient la liste des tests HPV validés pour le dépistage primaire du cancer du col
utérin [140] :

- Hybrid Capture 2 (hc2) HPV DNA Test (Qiagen)

- EIA kit HPV GP HR (Labo Bio-medical Products)

- cobas 4800 HPV Test (Roche)

- APTIMA HPV Assay (Hologic)

- Cervista HPV HR Test (Hologic)

- RealTime High Risk HPV test (Abbott)
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PapilloCheck HPV-screening test (Greiner Bio-One)

Real-time quantitative PCR (qPCR) assay, ciblant les génes E6 and E7 (Riatol -
Belgian private lab)

HPV-Risk assay (Self-Screen)

BD Onclarity HPV Assay (Becton Dickinson)

LMNX genotyping kit HPV GP HR (Labo Bio-medical Products) - previous digene
HPV Genotyping LQ Test

Anyplex I HPV HR (Seegene)

Xpert HPV (Cepheid)

EUROArray HPV Test (Eurolmmun)

Linear Array HPV Genotyping Test (Roche)- limités que pour 13 HPV-HR types ;

Ainsi que la liste des tests HPV avec des études analytiques longitudinale de plus de 36 mois :

Hybrid Capture 2 (hc2) HPV DNA Test (Qiagen)
EIA kit HPV GP GP5+/6+ HR

Cobas 4800 HPV Test (Roche)

RealTime High Risk HPV test (Abbott)
APTIMA HPV Assay (Hologic, Gen-Probe)

1.4.4 Interprétation des tests HPV

La conduite a tenir devant le résultat d’un Test HPV selon les guidelines européens est la

suivante [141] :

- L'intervalle de dépistage pour les femmes avec un test primaire HPV négatif doit étre
d'au moins 5 ans et peut étre prolongé jusqu'a 10 ans en fonction de l'dge et de
I'historique de dépistage.

- Les femmes dont le test HPV-HR était positif lors du dépistage primaire devraient
étre testées sans délai pour la cytologie cervicale (triage cytologique).
- La référence directe a la colposcopie de toutes les femmes positives au HPV n'est pas
recommandée.

- Le test cytologique doit utiliser de préférence le spécimen recueilli au cours du test
HPV.

- Les femmes qui ont une cytologie négative avec un test HPV positif doit étre suivi par
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une nouvelle analyse apres un intervalle plus court que l'intervalle de dépistage régulier,

mais apres au moins 6 a 12 mois.

1.5 VACCINATION ANTI-PAPILLOMAVIRUS

1.5.1 Approche vaccinale

L'idée d'utiliser un vaccin pour prévenir l'apparition du cancer du col date des années 1980
lorsqu'il a pu étre mis en évidence le lien entre 'infection a HPV et le cancer du col. Sa
concrétisation n'a pu voir le jour que dans les années 1990 avec la découverte du phénoméne
d'auto-assemblage spontané de pseudo-virions ou Virus Like Particules (VLP) de la protéine
L1. Ces VLP L1 sont dépourvues de tout matériel génétique potentiellement infectieux ou
oncogene et présentent une morphologie trés voisine de celle du virus natif [142].

Prés de 80% des cancers sont induits par 4 types de HPV a haut risque (16, 18, 31, 45) et a lui
seul HPV 16 serait a l'origine de 50% des tumeurs. Ainsi un vaccin préventif dirigé contre ces
types de HPV aurait un taux de couverture de plus de 80% des HPV impliqués dans le cancer
du col [142]. Cependant, ce taux de couverture globale peut varier en fonction de la
distribution géographique des génotypes a haut risque. Sachant que les HPV 16 et 18 sont les
plus fréquemment retrouvés quelle que soit la zone géographique considérée, les autres
génotypes a haut risque les plus courants (31, 33, 45, 52, 58) se répartissent inégalement selon
les régions, avec une prédominance du génotype 31 en Amérique centrale et du sud, du

génotype 33 en Europe et en Amérique du nord, du génotype 45 en Asie et en Afrique [143].

1.5.2 Principe géneéral de la vaccination

Le principe de la vaccination anti-Papillomavirus est basé¢ sur I’induction de la synthése
d’anticorps neutralisants dirigés contre la protéine de capside la plus conservée du HPV L1.
Pour une réaction optimale, Ces anticorps doivent étre présents au niveau de la muqueuse et
des sécrétions du col utérin avant la premicre exposition au virus soit avant le début de
’activité sexuelle.

Le vaccin anti-HPV est donc fondé sur 1’utilisation de pseudoparticules virales (VLP)
composé d’une protéine identique a la protéine L1 de HPV. Effectivement, les protéines L1
possédent la propriété de s’auto-assembler en pseudoparticules lorsqu’elles sont produites en

cellules eucaryotes et en grande quantité [77,144]. Ces VLP L1 posseédent une morphologie
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quasi-identique a celle des virions natifs et sont capables de provoquer la synthése de titres
¢levés d’anticorps neutralisants, protecteurs d’une infection a HPV [77,145].

La synthése des VLP non infectieuses est réalisée par I’introduction du gene L1 dans
différents systémes eucaryotes : cellules d’insectes (infectées par des Baculovirus) ou des
levures (Saccharomyces cerevisiae). Il est apparu que la coexpression de la protéine L2
permet d’augmenter la quantité de VLP assemblées (elle se co-assemble avec L1 dans la
VLP), mais elle n’est pas indispensable pour rendre la VLP immunogene ni pour induire des
anticorps neutralisants [77,146].

Le choix de VLP composées de protéines L1 s’est donc imposé, 1’adjonction de la protéine L2

n’ayant pas montré un gain suffisant en termes d’efficacité vaccinale [77,147].

1.5.3 Vaccins disponibles

Actuellement, trois options vaccinales ont été choisies:

- Vaccin VLP recombinant nonavalent dirigé contre les HPV 6, 11, 16, 18, 31, 45, 52, 58,
permet de protéger a la fois contre les 1ésions précancéreuses et cancer du col de 1’utérus, de
la vulve, du vagin et de I’anus (HPV 16, 18, 31, 45, 52, 58) et contre les condylomes
acuminés (HPV 6 et 11, impliqués dans 90 % des condylomes).

- Vaccin VLP recombinant quadrivalent dirigé contre les HPV 6, 11, 16 et 18, permet de
protéger a la fois contre le cancer du col de 1’utérus (HPV 16 et 18) et contre les condylomes
acuminés (HPV 6 et 11, impliqués dans 90 % des condylomes).

- Vaccin recombinant bivalent, dirigé uniquement contre les HPV 16 et 18, cible la protection

contre le cancer du col utérin.
1.5.4 Recommandations vaccinales

A Dorigine, les premieres recommandations américaines du CDC et du comité consultatif sur
les pratiques d'immunisation (ACIP) sur la vaccination contre HPV publiées en 2007
conseillaient une vaccination relativement tardive : elle concernait les jeunes filles de 14 ans,
mais elle pouvait également €tre proposée en rattrapage aux jeunes femmes agées entre 15 et
23 ans n’ayant pas eu de rapports sexuels. Fournir des vaccins avant le début de l'activité
sexuelle et donc avant toute l'exposition a l'infection a HPV permettra une efficacité
maximale [28,148, 149].

En 2014, le comité consultatif sur les pratiques d'immunisation (ACIP) recommande la

vaccination systématique de toutes les filles dgées de 11 ans jusqu'a 12 ans avec le vaccin
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bivalent ou quadrivalent [28,150,151]. L’Académie américaine de pédiatrie, 1’Académie
américaine des médecins de famille et I’American Collége des obstétriciens et gynécologues
approuvent tous la recommandation de 1'ACIP pour la vaccination systématique des jeunes
filles, en particulier celles agées de 11 et 12 ans, avant ’initiation de l'activité sexuelle

[28,152, 153,154].
Selon les recommandations de ’OMS, aux Etats-Unis, la vaccination masculine est déja mise

en place, le vaccin quadrivalent et le vaccin bivalent sont recommandés pour les filles et

garcons de 11-12 ans, ainsi qu’en rattrapage jusqu’a 26 ans [28,155].

Selon les recommandations de I’OMS publiées en 2017 [156], le schéma de vaccination
contre HPV dépend de 1’age de la personne vaccinée. Les vaccins doivent étre administrés par
voie intramusculaire dans la région du deltoide.

Pour le vaccin bivalent, chez les filles et les gargons de 9 a 14 ans, le schéma de vaccination a
2 doses (0,5 ml a 0 et 5-13 mois) est recommandé. Si 1’dge au moment de la premicre dose est

>15 ans, il est préconisé d’adopter un schéma a 3 doses (0,5 ml a0, 1 et 6 mois).

Pour le vaccin quadrivalent, chez les filles et les garcons de 9 a 13 ans, ce vaccin peut étre
administré selon un schéma a 2 doses (0,5 ml a 0 et 6 mois). Il est aussi possible d’administrer
ce vaccin selon un schéma a 3 doses (0,5 ml a 0, 2 et 6 mois). Chez les filles et les gargons de
14 ans ou plus, il convient d’administrer ce vaccin selon un schéma a 3 doses (0,5 ml a0, 2 et
6 mois) [156, 157].

Pour le vaccin nonavalent, chez les filles et les garcons de 9 a 14 ans, un schéma de
vaccination a 2 doses (0,5 ml a 0 et 5-13 mois) est recommandé. Il est possible d’administrer
ce vaccin selon un schéma a 3 doses (0,5 ml a 0, 2 et 6 mois). Chez les sujets de 15 ans ou
plus, le vaccin nonavalant doit étre administré selon un schéma a 3 doses (0,5 mla 0,2 et 6
mois) [156,157, 158].

Une nouvelle compagnie préventive initiée au Mexique nommée « HPV FASTER » qui
combine la vaccination au dépistage (FCU + Test HPV) en une seule visite médicale. Le but
de cette compagne est d’¢élargir la vaccination pour la femme adulte quelque soit le résultat du

test HPV [159].

risque de ¢ c
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1.5.5 Efficacité de la vaccination contre HPV

L’efficacité de la vaccination a ét¢ démontrée dans de nombreuses études chez des jeunes
filles n’ayant pas encore été en contact avec HPV. Une forte production d’anticorps dirigés
contre les génotypes retrouvés dans le vaccin est mise en évidence a des taux élevés et
persistants, avec une réaction croisée variable et faible avec des génotypes non exposés quel

que soit le vaccin utilisé [28].

Warner K Huh et al ont entrepris une étude randomisée, a double aveugle, d'efficacité,
d'immunogénicité et de tolérance sur le vaccin nonavalent et le vaccin quadrivalent sur 105
sites d'étude dans 18 pays. Le vaccin nonavalent et le vaccin quadrivalent avaient tous les
deux un profil d'immunogénicité similaire vis-a-vis du HPV 6, 11, 16 et 18 [28,160].

L'efficacité du vaccin quadrivalent a été¢ maintenue jusqu'a 6 ans [28,160].

Le centre national de référence francais pour le HPV déclare que ’efficacité vaccinale est de
95,93% pour les vaccins quadrivalent contre les type 6, 11, 16 et 18 et 38, et de 7% contre les
génotypes HPV a réactivité croisée 31, 33 et 45 [28,161].

Ces données sont conformes aux conclusions de I'Australie, ou l'introduction du vaccin
quadrivalent a diminu¢ la prévalence de HPV 6, 11, 16, 18 de 37,6% a 6,5% chez les femmes
de 18 a 24 ans [28,162].

Enfin, il a été montré que les vaccins ne sont pas efficaces chez les femmes ayant déja une

infection par un HPV16 et/ou 18 [28,163].

Aux USA et en se basant sur une comparaison des données du National Health and Nutrition
Enquétes, il a été constaté une diminution de la prévalence du HPV dans 1'¢re vaccinale par
rapport & l'ére pré-vaccinale. Dans un échantillon de femmes agées de 14 a 19 ans, la
prévalence du HPV de type vaccinal, a diminué de plus de 50%, telle que mesurée sur une
période de trois ans. La prévalence est passée de 11,5% (2003 a 2006) a 5,1% (2007 a 2010)
[77,164].

Wheeler et al a étudi¢ 1’efficacité du vaccin quadrivalent pour prévenir les CIN (de tout grade)
et les CIN 2/3 ou Al d’apres les données combinées d’efficacité de phase III (N=17 599)

aprés un suivi médian de 3,7 ans chez des jeunes femmes agées de 16 a 26 ans, séronégatives
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pour les HPV 6, 11, 16 et 18, ADN négatives pour les 14 types d’HPV analysés et ayant recu
au moins une dose de vaccin [77,165]. L’étude a montré une efficacité statistiquement
significative sur la prévention du cancer contre principalement le HPV 31 (efficacité : 55,6

%). En revanche, I’étude n’a pas été concluante en ce qui concerne les autres types [77,165].

Pour le vaccin bivalent, Poolman et al ont réalis¢ une étude de phase II a 4,5 ans de suivi a
montré une protection significative du vaccin contre 1’infection incidente par HPV 45 (IC 95

% :63,3-99,9%) et HPV 31 (IC95 % :11,5-77,7%) [77,166].

1.5.6 Rapport colt/bénéfice de la vaccination anti-HPV

Malgré le colit élevé du vaccin, le vaccin anti-HPV a le potentiel d'étre extrémement rentable.
Le total direct des frais médicaux associés a la prévention, au diagnostic et au traitement des
maladies liées aux HPV est d’environ 8 millions de dollars. Ceci n'inclut pas les cotits
indirects [77,167]. Utilisation du vaccin pourrait aider a réduire les colits totaux directs et
indirects associée a une maladie liée au HPV en prévenant les infections primaires ainsi que le
développement de 1ésions précancéreuses et le cancer [77,168].

Une estimation de I’impact colGt/ bénéfice apres 10 ans d’application d’une stratégie de lutte
contre le cancer du col : 2017-2026 dans 50 pays a faible revenu est réalisée grace a une
simulation selon CERVIVAC model. Les objectifs de la stratégie sont : la vaccination des
filles agées de 10 ans avec deux doses du vaccin bivalent, le dépistage (Test HPV+FCU)
pour femme a partir de 35 ans et la prise en charge thérapeutique des cancers du col.
L’estimation du prix de la dose vaccinale a été revue a la baisse grace aux associations GAVI
alliance des vaccins (4.5 dollars la dose) et PAHO fondation (8.5 dollars la dose). Une

couverture vaccinale de 10% par an est estimée pour atteindre les 100% dans 10 ans [169].

Cette stratégie pourrait prévenir 5.2 Million cas de cancers du col et éviter 3.7 Million de cas
de décés. La vaccination aurait permis de prévenir 3.3 Million de cancer et d’éviter 2.4
Million de décés et165 Million de filles seront vaccinées. Le colt de la vaccination et du
dépistage par an serait de 664 Million de Dollars. La vaccination colterait 1.93 Milliard de
Dollars pour une couverture vaccinale de 10% par an et permettra d’économiser 237 Million

de Dollars de traitement du cancer [169].
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La balance colt/bénéfice a été apprécie par une enquéte italienne apres la mise en ceuvre d’un
programme préventif contre le cancer du col entre 2007-2016 a Apulia. A partir de 2008, le
programme vaccinal inclus la vaccination des filles dgées de 12-18-25 ans et gar¢on de 12 ans
a partir 2009. La couverture vaccinale ¢était de 69.3% pour les filles et 52.8% pour les
garcons. Le taux de dépistage est de 71%. Dix ans aprés cette stratégie, le taux des cancers
ont baissé de 43.7/100000 a 21/100000, le colt de I’hospitalisation a baissé de 39% et 1’age
moyen de I’hospitalisation a baissé. Le colt de la vaccination était de 34 million d’Euro, Une
baisse du colt de 55.3% est observée en 2016 et le nombre de personnes vaccinées diminuait

[170].

Malgré des preuves accablantes a I’appui de la sécurité et 1'efficacité du vaccin contre le HPV,
les taux de vaccination restent alarmants et bas aux Etats-Unis. En 2013, Stokley et al
annoncent qu’un taux de 57,3% des adolescentes dgées de 13 a 17 ans ont initié les vaccins;
ces filles ont recu au moins une des trois doses dans la série. Seulement 47,7% des filles en
ont regu deux ou plus et 37,6% des adolescentes ont recu les trois doses dans la série de
vaccins [171]. De méme, William et al ont trouvé qu’un taux de 34,5% des femmes agées de
19 a4 26 ans avec vaccination avec une ou plusieurs doses en 2012 [172]. Ces taux de
couverture sont bien inférieurs a ceux de Healthy People 2020 objectif de 80% [173].

Et pourtant, aucune étude ne rapporte un lien entre la vaccination anti HPV et I’apparition de

maladies auto-immunes. Les vaccins concernés sont le bivalent et le quadrivalent [174].

1.5.7 Acceptabilité du vaccin anti-Papillomavirus

Plusieurs études ont été effectuées sur la perception de I’infection a HPV et I’acceptabilité
d’un vaccin dans différents pays.

Des enquétes d’opinion ont été pratiquées lors de la mise en place d’un essai vaccinal en 2000
au Mexique [175] en Amérique latine [176], au Brésil [177], en Chine [178] ou en Finlande
[179] ; et a titre exploratoire dans la perspective de la mise a disposition d’un vaccin aux USA
[180]. En Europe une étude importante a été effectuée également en 2005 a Manchester par
Brabin [181].

Ces enquétes ont surtout interrogé les parents d’enfants de moins de 12 ans et tout

particuliérement, parfois exclusivement [55,181] les méres de famille ; exceptionnellement les
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jeunes filles et jeunes femmes sur l’intérét du vaccin pour elles-mémes et enfin des

professionnels de santé [55,182].

I1 existe 3 manieres de présenter les infections a HPV, soit comme des agents du cancer du
col, soit comme des agents dune IST, soit comme une IST susceptible d’entrainer
éventuellement un cancer du col [55, 183, 184, 185]. Suivant le mode de présentation, la
perception des personnes interrogées n’est pas la méme et la réponse attendue a une
proposition vaccinale est différente.

Les réponses sont trés favorables au vaccin lorsque les HPV sont présentés comme un facteur
de cancer, soit environ 80 % de réponses favorables quelles que soient les régions, en Europe
[179], aux USA [184] ou dans un pays latin (le Mexique) [175]. Mais il existe toujours des
opposants systématiques aux vaccinations, avec les mémes arguments intellectuels ou

confessionnels quel que soit le vaccin proposé.

Méme aux USA, lorsque les HPV sont présentés comme agents d’IST, cette notion est mal
percue. En conséquence, les parents pencheraient plutot pour 1I’'urgence de se vacciner contre
le VIH ou méme HSV que HPV [183]. L’opinion peut changer : a Manchester (UK), 80 %
environ des parents sont a priori favorables aux vaccins mais 38 % seulement de manicre
définitive [181]. Inversement, certains parents sont opposés a le proposer a leurs enfants

jeunes de crainte de favoriser une sexualité trop précoce [55].

Lorsque I’évolution de I’infection a HPV vers le cancer du col est expliquée, le choix
d’adopter une démarche préventive est soutenu [55,186] : les jeunes femmes apres
I’axplication sont particuliérement motivées pour demander une prévention. Cependant
I’influence d’une information écrite sur la décision de souhaiter faire vacciner ses enfants est
difficile a apprécier [55,187]. Pour se décider, les parents déclarent pouvoir étre convaincus
par des autorités morales ou faire confiance a des professionnels de santé [55].

Lo comme Zimet [186,188] soulignent que la mise en place de recommandations de
vaccination contre ’HPV se heurtera a un contexte hostile aux vaccinations et insistent sur un
apport d’informations nuancées, critiques et indépendantes, indispensable pour un choix

éclairé.
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1. OBJECTIFS

Les objectifs de notre étude sont :

Objectif principal
- Déterminer la prévalence des génotypes HPV a Haut risque oncogene chez les femmes

de la région de Blida

Objectifs secondaires
- Connaitre la distribution des génotypes a Haut risque selon 1’age

- Connaitre la distribution des génotypes selon I’anomalie cytologique






PATIENTES ET METHODES

III. PATIENTES ET METHODES

III.1 Lieu de I’étude
Nous avons choisi la région de Blida qui est en fait, la Wilaya de Blida, notre ville d’exercice,
pour étudier la prévalence des HPV oncogénes dans le cadre de lutte contre le cancer du col

de ’utérus.

La Wilaya de Blida compte un Million deux cent mille habitants (Direction de santé de la
Wilaya, 2018). Elle est divisée en 29 communes (Blida, Chebli, Bouinan, Oued Alleug, Ouled
Yaiche, Chréa, El Affroun, Chiffa, Hammam Melouane, Benkhelil , Soumaa, Mouzaia,
Souhane, Meftah, Ouled Slama, Boufarik, Larbaa, Oued Djer, Beni Tamou, Bouarfa, Beni
Mered, Bougara, Guerouaou, Ain Romana, Djebabra).

Le programme de lutte contre le cancer du col de I’utérus dans la ville de Blida est basé sur la
réalisation des frottis cervico-utérins dans toutes les unités de Protection maternelle et
infantile attachées aux établissements de santé publiques et dans 1'unité de dépistage de

cancer du col de I’utérus du service de Gynécologie-Obstetrique du CHU de Blida.

Nous avons effectué notre étude au niveau :

- Des Polycliniques et salles de soin et Protection maternelle et infantile (PMI) de Blida
attachées a I’Etablissement Publique de Santé de Proximité (EPSP) d’Ouled Yaiche (
Polyclinique Bannanier , Polyclinique Ben Boulaid, Polyclinique Centre-ville, Polyclinique
Ouled Yaiche, Polyclinique Aggoune Youcef, Polyclinique 1¥ Mai, Polyclinique AADL,
Polyclinique Bouarfa, Polyclinique Driouche, Polyclinique Sidi Yakoub, Polyclinique Beni
Merad, Polyclinique Diar el Bahri, Salle Berzali, Salle Maramene, Salle Zabana, Salle
Mimeche, Salle Badr, Salle 1240, Salle Ben Amor, Salle Khazrouna, Salle Krilti, Salle El-
Aychi) (Tableau 7). Nous avons choisi 1’Etablissement Publique de Santé¢ de Proximité
(EPSP) d’Ouled Yaiche car cet établissement regoit les patientes venant des plus grandes
communes de la Wilaya de Blida (Ouled Yaiche, Beni Merad, Bouarfa et Blida Centre) avec
un nombre de consultantes élevées, plus de 32 000 consultantes par mois (Janvier-

Fevrier2018).
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- Unité de dépistage du Service de Gynécologie-Obstétrique, Unité Hassiba Ben Bouali du
CHU de Blida. Le Service de Gynécologie-Obstétrique assure la prise en charge des patientes
de toute la Wilaya de Blida, ce qui justifie notre choix.

- Du Laboratoire de cytologie et d’anatomopathologie de la salle de soin Berzali-

Etablissement Publique de Santé de Proximité (EPSP) d’Ouled Yaiche.

- et Notre Collaborateur le Laboratoire de Papillomavirus, Herpesviridae et autres, Institut

Pasteur d’ Algérie - Sidi Fred;.

Tableau 7. Polycliniques et salles de Protection maternelle et infantile (PMI) de Blida attachées a

I’Etablissement Publique de Santé de Proximité (EPSP) d’Ouled Yaiche

Sous Secteur Ouled
Yaiche

Polyclinique Ouled Yaiche

Polyclinique 17 Mai

Salle 1240

Polyclinique AADL

Salle Ben Amour

Sous Secteur Bannanier
(Blida Centre)

Polyclinique Bannanier

Polyclinique Ben Boulaid

Salle Zabana

Salle Maramen

Sous Secteur Aggoune
Youcef (Blida Centre)

Polyclinique Agoune Youcef

Polyclinique Centre Ville

Salle Berzali

Salle Badr

Sous Secteur Bouarfa

Polyclinique Bouarfa

Polyclinique Driouche

Salle Sidi Yakoub

Salle Mimeche

Sous Secteur Beni Merad

Polyclinique Beni Merad

Polyclinique Diar El Bahri

Salle Khazrouna

Salle Kritli

Salle El Aychi

I11.2 Type d’étude

I1 s’agit d’une étude de cohorte prospective
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I11.3 Calcul de la Taille de I’échantillon
La taille de I’échantillon est calculée en fonction de la population de Blida et de la prévalence
de HPV a haut risque du cancer du col de 'utérus en Algérie en utilisant une
équation ¢épidemiologique comme le montre le Tableau 8.
En tenant compte des paramétres suivants :
- Erreur de risque o= 5 %, d’ ou un niveau de confiance = 95 %.
- Unrisque B =20 % d’ou une puissance de 80 %.
- La prévalence de la de HPV a haut risque du cancer du col de I'utérus en Algérie égale
4 %,

- Une précision de 2% ;

La taille de I’échantillon ainsi déterminée est égale a 453 patientes.

Tableau 8. Formule de calcul de la taille d’échantillon pour prévalence dans notre étude.

Taille d’échantillon pour Prévalence dans une population

Taille de population (pour facteur de correction de population fini) (N¥) : 1000000
Fréquence % hypothétique de facteur de résultats dans une population (p):4%+/-2

Limites de confiance comme % de 100 (absolu +/- %)(d) : 2%
Facteur de calcul (Pour enquétes de groupes-DEFF): 1
Taille d’échantillon (n) pour plusieurs niveaux de confiance
ConfianceNiveau(%) Taille de I’échantillon
80% 158
90% 260
95% 369
97% 452
99% 637
99.9% 1039
99.99% 1452
Equation

Taille d’échantillon n = [DEFF*Np(1-p)|/ [(d*/Z1.o2* (N-1)+p*(1-p)]

(n= Taille de I’échantillon, Z= niveau de confiance selon la loi normale centrée réduite ( pour un niveau de confiance de
95%, Z=1.96, pour un niveau de confiance de 99%, Z=2.575), p=propostion estimée de la population qui présente la

caracteristique (lorsque inconnue, p=0.5), d= marge d’erreur tolérée, N= taille de la population)
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I11.4 Durée de I’étude
L’¢tude se déroule entre la période Janvier 2018 a Avril 2019 en suivant ces étapes :

- Recrutement des patientes et prélevements au niveau des polycliniques et salles de
soin et Protection maternelle et infantile (PMI) de Blida et le Service de gynécologie-
obstétrique de 1’unité hospitalo-universitaire Hassiba Ben Bouali.

- Lecture des FCU par le service de cytologie et d’anatomopathologique de la salle de soin
Berzali-EPSP Ouled Yaiche.

- Etude virologique pour dépistage et génotypage des HPV a Haut risque au Laboratoire
de Papillomavirus, Herpesviridae et autres, Département de virologie, Institut Pasteur
d’Algérie- Sidi Fred;.

- Validation et remise des résultats.

- Triage des patientes positives.

I1L.5 Patientes cibles
Les critéres d’inclusion et d’exclusion sont :
ITL.5.1 Critéres d’inclusion
- Activité sexuelle de plus de 05 ans, tout age confondu.
- Résidence a Blida.
IT1.5.2 Criteres d’exclusion
- Les femmes enceintes.
- Activité sexuelle de moins de 05 ans.
- Autres lieux de résidence.
- Résultat cytologique du FCU connu.

- Consentement non accordé pour la réalisation du Test HPV.
I11.6 Protocole de travail
Un dépistage primaire du cancer du col de ’'utérus est proposé aux femmes qui viennent en
consultation aux niveaux des polycliniques et des salles de Protection maternelle et infantile

(PMI) de ’EPSP Ouled Yaiche et du Service de gynécologie-obstétrique 1’unité hospitalo-

universitaire Hassiba Ben Bouali de Blida.
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Le comité d’éthique du CHU de Blida a certifi¢ que, notre étude de dépistage des HPV
oncogene par le Test HPV dans le cadre de lutte contre le cancer du col de I’utérus, ne

présentait aucun probléme d’éthique (Annexe I).

Le directeur de ’EPSP Ouled Yaiche et le Chef de service de Gynécologie-Obstétrique de
I’unité hospitalo-universitaire Hassiba Ben Bouali de Blida, nous ont autorisé a effectuer notre
¢tude de dépistage avec le Test HPV dans le carde de lutte contre le cancer du col de 1’utérus

(Annexe II, Annexe III).

Le dépistage primaire proposé consiste dans la réalisation d’un frottis cervico-utérin sur deux
lames et d’un Test HPV. L’intérét de ce dépistage primaire par le Test HPV sera expliqué pour

chaque patiente pour avoir son consentement pour la réalisation du Test HPV.

Une fois le consentement éclairé obtenu par la patiente, le prélévement cervico-utérin pour le
Test HPV est effectué¢ et une fiche de renseignements est remplie soigneusement avec la

patiente.

La fiche de renseignements contient : les renseignements personnels de la patiente (Nom et
prénom, Age, Adresse, Fonction, Numéro de Té¢léphone), les facteurs de risque lié aux
infections a HPV ( Age du premier rapport sexuel, Nombre de partenaire, Nombre de
Grossesse, Voie d’accouchement, Mena pose, Contraception, Tabagisme, Utilisation de
I’échographie endo-vaginale, notion de pratique de piscine, notion d’utilisation du bain ou
hammam, Antécédent familial du cancer du col de 1’utérus), I’état du col de 1’utérus ( Normal,
Inflammatoire, Saignant au contact, Ectropion, Erosion) et la présence des signes

gynécologiques (Leucorrhée, Métrorragie, Cervicite) (Annexe I'V).

Les deux lames du Frottis cervico-utérin sont transportées par la patiente pour lecture au
Laboratoire de cytologie et d’anatomopathologie de la salle de soin Berzali-Etablissement

Publique de Santé de Proximité (EPSP) de Ouled Yaiche.

Le prélevement cervical pour Test HPV est conservé dans un flacon contenant le milieu de

transport a +4°C en attendant 1’analyse moléculaire.
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Une fois les résultats de 1’analyse moléculaire obtenue, les patientes sont convoquées pour la

remise des résultats du Test HPV et la récupération des résultats des FCU. (Fiche de résultats

du Test HPV, Annexe V).

Les femmes porteuses du HPV a haut risque bénéficieront d’un suivi chez le gynécologue. La

prise en charge différe selon les résultats du FCU.

I11.6.1 Le prélévement cervico-utérin pour Test-HPV

Les prélévements cervico-utérins sont effectués au niveau du service de Gynécologie-

obstétrique de 1’unité hospitalo-universitaire Hassiba Ben Bouali du CHU de Blida ainsi que

les différentes polycliniques et les salles de Protection maternelle et infantile (PMI) de Blida.

Les prélévements cervicaux sont réalisés par nous méme, les sages-femmes, les médecins

généralistes et les gynécologues.

Nous rappelons que les prélévements cervicaux ne sont effectués qu’apres avoir eu le

consentement de la patiente. Une fiche de renseignements est remplie avec la patiente au

moment du prelévement.

Les prélévements sont réalisés grice la brosse Rovers® Cervex-Brush® et le milieu de

transport liquide Cobas“PCR Cell collection Media, en suivant ces étapes :

1.
2.

Inscrire le nom et prénom et le numéro d’identification de la patiente sur le flacon.
Apres mise en place du speculum stérile, le prélévement doit concerner la zone de
jonction pavimento-squameuse du col.

Introduire les poils du milieu de la brosse assez profondément pour que les poils les
plus courts soient entieérement en contact avec I’exocol.

Pousser avec précaution et faire tourner la brosse 5 fois dans le sens des aiguilles
d’une montre.

Rincer la brosse dans le flacon de solution Cobas“PCR Cell collection Media en
poussant la brosse 10 fois au fond du flacon, en forgant les poils de se séparer. Pour

finir, tourner vigoureusement la brosse pour libérer ce qui reste de substance.
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6. Eliminer la brosse du prélévement et ne pas laisser la téte de la brosse dans le flacon.
7. Serrer le bouchon de maniére que sa ligne de repere dépasse celle du flacon.

Il faut noter que Iutilisation de la Rovers” Cervex-Brush® est contre indiquée chez les
patientes apres 10 semaines de grossesse. Toute réutilisation entraine une contamination et

des erreurs de diagnostic.

Figure 20. La brosse Rovers® Cervex-Brush® et le milieu de transport Cobas®PCR Cell collection Media,
matériels nécessaire pour le prélévement cervico-utérin pour la recherche de HPV a haut risque.

(Photo S.OUKID, 2019)

I11.6.2 Transport et conservation des échantillons
Les échantillons cervicaux recueillis dans le milieu de collecte de cellules pour PCR cobas®,
peuvent étre transportés a une température comprise entre 2 et 30 °C et conserver pendant une

période maximale de 6 mois aprées la date du prelévement [189].

Ainsi, tous les prélévements cervicaux bien étiquetés et rigoureusement fermés dans les

flacons de transport, sont conservés dans le réfrigérateur a +4°C pendant 15 a 30 jours.

Les prelévements cervicaux sont conservés a Blida, ensuite transportés dans une glaciére et/ou

des sacs isothermes au laboratoire de Papillomavirus, Herpesviridae et autres, Département de
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virologie, Institut Pasteur d’Algérie- Sidi Fredj ou ils sont conservés en attendant 1’analyse

moléculaire.

Apres extraction d’ADN et préparation automatisée du mélange réactionnel pour la PCR, les
extraits d’ADN sont conservés dans les macroplaques a -20°C pour analyses moléculaires
ultérieures (Hybridation reverse, séquencage). Les flacons des prélévements cervicaux seront

conservés a -20°C.

I11.6.3 Analyse moléculaire et la recherche des HPV a haut risque

Cette partie est réalisée en collaboration avec 1’Institut Pasteur d’ Algérie.

L’analyse moléculaire et la recherche des différents génotypes HPV a haut risque sont
réalisées au Laboratoire de Papillomavirus, Herpesviridae et autres, Département de virologie,

Institut Pasteur d’Algérie, Sidi Fred;.

I11.6.3.1 Techniques utilisées

Nous avons effectué la recherche des Génotypes HPV a haut risque par deux techniques:
a. Une technique de PCR en temps réel par le systéme Cobas 4800 en utilisant le test
Cobas®4800 qui permet la détermination de la présence des deux génotypes oncogeénes
HPV 16 et HPV 18 ainsi que d’autres HPV oncogenes sans spécifier le type. C’est un
systéme qui assure une étude moléculaire simultanée et automatisée de 22 prélévements
cervicaux en méme temps. Au total, nous avons lancé 23 réactions enregistrées par le

systéme Cobas 4800 pour les 453 prélévements.

b. Une technique PCR en point final suivie de la révélation par hybridation inversée sur
bandelettes en utilisant le test LINEAR ARRAY® HPV Genotyping, afin de rechercher
les génotypes oncogenes autres que 16 et 18, non identifiés par le Cobas®4800. La

détermination a été effectuée pour 8 patientes.

I11.6.3.2 Principe de la procédure du test Cobas®4800
Le test cobas® 4800 HPV est un systéme automatisé qui utilise une technique de PCR en
temps réel en suivant deux étapes : la préparation automatisée des échantillons pour extraire

simultanément ’ADN du HPV et I’ADN cellulaire et I’amplification de séquences d’ADN
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cible et détection en temps réel des sondes oligonucléotidiques clivées et marquées par
fluorescence spécifiques au HPV et a la B-globine.

La préparation des échantillons pour le test cobas®4800 HPV est donc automatisée avec
I’utilisation de 1’appareil cobas x 480 (Figure 21, 22, 23). Les échantillons cervicaux recueillis
dans le milieu de collecte de cellules pour PCR cobas®, sont digérés dans des conditions
dénaturantes a des températures €levées puis lysés en présence de réactif chaotrope. Les
acides nucléiques de HPV libérés, ainsi que I’ADN de la B-globine servant de témoin du
processus (Contrdle interne), sont purifiés par absorption de particules magnétiques de verre,
lavés et, finalement, séparés de ces particules, ce qui les prépare a ’amplification et a la
détection par PCR.

L’amplification est basée sur une PCR en temps réel qui utilise un pool de 16 amorces ( 8
amorces sens et 8 amorces anti sens). Ainsi, le mélange réactionnel contient 7 paires
d’amorces qui définissent une séquence d’environ 200 nucléotides de la région L1 conservée
du génome du HPV pour amplifier ’ADN du HPV des 14 types a haut risque (16, 18, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 et 68) et une paire d’amorces supplémentaires ciblent le géne
de la B-globine humaine (amplicon de 330 pb) a titre de controle interne. Le mélange contient
¢galement des sondes oligonucléotidiques fluorescentes qui se lient aux régions polymorphes
dans la séquence définie par ces amorces.

Les sondes oligonucléotidiques sont marquées par quatre fluorophores différents. Le signal
amplifié¢ de douze types de HPV a haut risque (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 et 68)
est détecté avec le méme fluorophore, tandis que les signaux du HPV-16, du HPV-18 et de la

B-globine sont chacun détectés avec leur propre fluorophore spécifique (Figure 24).

L amplification de cible est effectuée pendant des cycles thermiques grace a ’activation de
I’ADN polymérase (EagleZ0526), chaque cycle d’amplification contient trois étapes. La
premicre étape de I’amplification est la dénaturation de I’ADN viral et ’ADN cellulaire
sous l’effet de la temperature élevée, le résultat de cette dénaturation est la présence
d’ADN simple brin prét a étre exposé aux amorces complementaires. A mesure que le
mélange refroidit, la deuxiéme <¢&tape débute, les amorces en amont et en aval
s’hybrident avec les séquences d’ADN cible, c’est I’hybridation. L’ADN polymérase,
en présence d’ion métallique divalent et de dNTP en excés, allonge la ou les amorces,
et un deuxiéme brin d’ADN est synthétisé, c’est 1I’étape de 1’élongation. Le premier cycle de
PCR est alors achevé,
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produisant une copie d’ADN bicaténaire de la région cible du génome du HPV et du géne de
la B-globine. L’ADN polymérase permet I’extension des amorces hybridées le long des
matrices cibles pour produire une molécule cible d’ADN bicaténaire appelée « amplicon ». Ce
processus est répété pendant un certain nombre de cycles, chaque cycle doublant
effectivement la quantité¢ d’ADN d’amplicon.

L’avantage de la PCR en temps réel est que I’amplification et la détection se fait
simultanément. Dans la réaction, chaque sonde oligonucléotidique est marquée par un
fluorophore servant de rapporteur et par un quencher qui absorbe les émissions fluorescentes
du fluorophore quand la sonde est intacte. A mesure que 1’amplification progresse, les sondes
qui sont complémentaires a I’amplicon se lient a des séquences d’ADN monocaténaire
spécifiques et sont clivées par 1’activité nucléasique 5' a 3' de ’ADN polymérase. Une fois
que le fluorophore rapporteur est séparé du quencher par cette activité nucléase, il émet une
fluorescence d’une longueur d’onde caractéristique lorsqu’il est excité par un spectre de
lumiere approprié. Cette longueur d’onde caractéristique pour chaque fluorophore permet a
I’amplicon de HPV-16, a I’amplicon de HPV-18, a d’autres amplicons a risque élevé (31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 et 68) et au témoin de [-globine d’étre mesurés
indépendamment, puisque les sondes propres a ces séquences sont marquées avec différents
fluorophores.

Le systeme Cobas 4800® utilise une amplification sélective pour augmenter la spécificité de
la technique en éliminant les ADN résiduels (amplicons) des réactions précédentes, ainsi le
risque d’avoir des résultats faux positifs est éliminé. L’amplification sélective est effectuée
avant le début de la PCR en temps réel.

Le principe de I’amplification sélective de 1’acide nucléique cible repose sur 1’activité de
I’enzyme AmpErase (uracil-N-glycosylase) sur le désoxyuridine triphosphate (dUTP). Cette
enzyme est activée a 50°C et inactivée a des températures supérieures a 55°C. L’enzyme
AmpErase reconnait les brins d’ADN contenant de la désoxyuridine et catalyse leur
destruction, mais pas celle de ’ADN contenant de la désoxythymidine. L’ADN naturel ne
contient pas de désoxyuridine, mais les amplicons en contiennent toujours du fait de
I’utilisation de désoxyuridine triphosphate au lieu de la thymidine triphosphate comme 1’un
des ANTP du mélange réactionnel. Ainsi, seuls les amplicons renferment de la désoxyuridine.
La désoxyuridine rend les amplicons contaminants (résiduels des réactions précédentes)

susceptibles d’étre détruits par ’enzyme AmpErase avant I’amplification de I’ADN cible.
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L’enzyme AmpErase, contenue dans le mélange réactionnel, catalyse le clivage de ’ADN
contenant de la désoxyuridine au niveau des résidus de désoxyuridine, en ouvrant la chaine de
désoxyribose en position Cl. Lorsqu’elle est chauffée au cours de la premicre étape du
thermocyclage, la chaine d’ADN de I’amplicon se scinde a la position de la désoxyuridine,
rendant ainsi I’ADN non amplifiable.

L’enzyme AmpErase est inactive a une température supérieure a 55 °C (c’est-a-dire pendant

toutes les étapes du cycle thermique) et ne détruit donc pas I’amplicon cible.

L’annexe VI contient le matériel nécessaire pour la réaction.

Figure 21. Préparation des échantillons cervicaux.

A : Remplir la fiche de paillasse (Date de la réaction et Numéro d’identification de chaque échantillon) et faire
sortir les réactifs du réfrigérateur. B : Vortexer les échantillons pour homogénéisation. C: Placer les 22
échantillons dans le portoir 1 et le portoir 2 dans un ordre déterminé.

(Photo S.OUKID, 2019)
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Figure 22. Mise en place des échantillons dans le Cobas x 480 pour I’étape de I’extraction d’ADN et la

préparation automatisée des échantillons pour I’amplification PCR
A: Une série de 22 échantillons est placée dans le compartiment adéquat du Cobas x 480. B: Enregistrement

manuelle des échantillons sur le logiciel Cobas 4800. (Photos S.OUKID, 2019)
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Figure 23. Mise en place du consommable et des réactifs dans le Cobas x 480.

A: La macroplaque et la microplaque et les embouts. B, D : Les différents réactifs, C : En suivant les directives
du logiciel du systéeme Cobas 4800. La réaction automatisée du Cobas x 480 dure 1h30.
(Photos S.OUKID, 2019)
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Figure 24. Amplification par PCR en temps réel grace au Cobas Z 480. (Photos S.OUKID, 2019)

A . Préparation de la microplaque contenant les extraits ADN mélangés au mix ainsi que les témoins. B :
Intégration de la plaque dans le Cobas z480 aprés I’avoir couvert délicatement par un papier adhésif. C . Fin de
la PCR en temps réel et la révélation. On peut observer les différentes couleurs des fluorophores téemoignant de
la validation des temoins positifs et négatifs ainsi que le contréle interne. La réaction de PCR en temps réel dure

2h00.
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Tableau 9. Différentes trousses des réactifs utilisés pour le test Cobas 4800.

Cobas® 4800 HPV
Amplification/Detection
Kit

HPV Master MiX:
mélange réactionnel :
Tampon tricine
Acétate de potassium
Hydroxyde de
potassium

Glycérol

< 0,13 % de dATP, de
dCTP, de dGTP, de
dUTP

< 0,01 % d’amorces
de VPH en amont et
en aval

< 0,01 % d’amorces
de B-globine en amont
et en aval

< 0,01 % de sondes du
VPH marquées par
fluorescence

< 0,01 % de sondes de
la B-globine marquées
par fluorescence

< 0,10 % dADN
polymérase EagleZ05
(microbien)

< 0,10 % d’enzyme
AmpErase (uracil-N-
glycosylase)
(microbien)

0,09 % d’azoture de
sodium

HPV Mg/Mn :

Acétate de magnésium
Acétate de manganeése
< 0,02 % d’acide
acétique glacial

0,09 % d’azoture de
sodium

Cobas® 4800 HPV
Controls Kit

HPV (+) C: témoin
positif Tampon Tris-HCI
EDTA

0,05 % d’azoture de
sodium

< 0,00001 % d’ARN
poly (rA) (synthétique)
< 0,00001 % d’ADN

plasmidique non
infectieux (d’origine
microbienne)

contenant des séquences
des VPH 16, 18 et 39

< 0,00001 % d’ADN
plasmidique non
infectieux (d’origine
microbienne) contenant
des séquences de f-
globine humaine

(=) C :témoin négatif
Tampon Tris-HCI
EDTA

0,05 % d’azoture de
sodium

<0,00001 % d’ARN
poly (rA)
(synthétique)

e cancer du ¢
nue par Dr Samira OUKID
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Cobas® 4800
System Sample
Preparation Kit

MGP : Particules
magnétiques de verre
93 % d’isopropanol

EB 10x 18 mL
(tampon d’¢lution,
Tampon Tris-HCI
0,09 % d’azoture de
sodium

Cobas® 4800 WB  tampon de
System Wash lavage :
Buffer Kit Citrate de sodium
dihydraté 0,05 % de
chlorhydrate de
N-
méthylisothiazolone
Cobas® 4800 PK : protéinase K : SDS : Tampon Tris- | LYS : Tampon Tris-
System Liquid Tampon Tris-HCl HCI HCI
Cytology <0,05 % d’EDTA 0,2 % de SDS 37 % de chlorhydrate
Preparation Kit Glycérol 0,09 % d’azoture de | de guanidine
Chlorure de calcium | sodium < 5 % de
Acétate de calcium polydocanol
< 2 % de protéinase Xn 37 % (m/m) de
K chlorhydrate de

Xn <2 % (m/m) de
protéinase K

guanidine N <5 %
(m/m) de
polydocanol

I11.6.3.3 Principe de la Procédure du test LINEAR ARRAY® HPV Genotyping
Le test de génotypage LINEAR ARRAY HPV est basé sur la technique de I’hybridation

inverse.

Le principe de I’hybridation inverse (reverse line blotting) repose sur la mise en contact des

produits d’amplification en phase liquide d’une part et des sondes oligonucleotidiques

spécifiques immobilisées sur un support solide de type membrane de nylon d’autre part.

Les bandelettes sur lesquelles les différentes sondes HPV sont déposées selon des bandes

paralleles. Les produits d’hybridation présents sont révelés par réaction colorimétrique.

La correspondance entre les positions des bandes apparues et les génotypes HPV est

déterminée par lecture visuelle d’aprés une bandelette de référence.

Le test de génotypage LINEAR ARRAY HPYV est effectu¢ en plusieurs €tapes : I’extraction
de I’ADN cible de HPV et ’ADN génomique humain appropriés suivi d’une I’amplification
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par PCR en point final grace au réactif Master Mix contienant des amorces biotinylées du

systtme PGMY09/PGMY 11 qui définit une séquence de 450 pb de la région L1 conservée
reconnaisant I’ADN de 37 génotypes de HPV dont 13 génotypes a haut risque (16, 18, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 et 68) et une paire d’amorces qui définit une séquence de 268 pb
du gene humain B-globine. Le réactif Master Mix contient également des séquences de sonde
de capture situées dans des régions polymorphes de L1 liées aux amorces. Et a la fin, 1’étape
de la détection et la détermination de génotype qui s’effectuent en utilisant I’ADN amplifié
dénaturé et un réseau de sondes oligonucléotidiques permettant 1’identification indépendante
de génotypes de HPV individuels.

Dans notre étude, L’étape de 1’extraction de I’ADN n’est pas réalisée. Nous avons utilisé
les extraits d’ADN (conservés a -20°C) des réactions effectuées par le systéme Cobas®

4800. Les extraits d’ADN des patientes correspondantes sont décongelés a température

ambiante.

Apres la prépartion des aliquots du mélange réactionnel et des extraits d’ADN, les aliquots
sont placés dans le bloc du thermocycleur pour une amplification par PCR en point final qui
durera 4 heures (Figure 25). Pour le test de génotypage LINEAR ARRAY HPV programmer
le thermocycleur (PCR System 9700 GeneAmp a 96 puits dorés d’Applied Biosystems)
comme suit :

Programme HOLD: 2 min 50°C

Programme HOLD: 9 min 95°C

Programme CYCLE (40 Cycles) :30 sec 95°C, 1 min 55 °C, 1 min 72°C (taux de rampe=
50%)

Programme HOLD : 5 min 7 °C

Programme HOLD : 72°C Indéfiniment

La réaction utilise I’ADN polymérase (AmpliTaq Gold) avec démarrage « a chaud » pour
I’amplification de I’ADN cible de HPV et du contrdle de B-globine. Tout d’abord, le mélange
réactionnel de PCR est chauffé afin d’activer I’ADN polymérase, pour dénaturer I’ADN viral
et ’ADN génomique humain et pour exposer les séquences cibles des amorces. Au fur et a
mesure que le mélange se refroidit, les amorces (autant en amont qu’en aval) s’apparient a
I’ADN cible. L’ADN polymérase, en présence de Mg2+ et de INTP excédentaires, étend les

amorces appariées le long des modeles cibles afin de produire une molécule d’ADN cible de
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HPV a double brin comprenant environ 450 paires de base ou une molécule d’ADN de 8-
globine comprenant 268 paires de base, appelée amplicon. Ce procédé est répété pendant un

certain nombre de cycles, chaque cycle doublant effectivement le nombre d’ADN d’amplicon.

Comme le test cobas 4800°, le test de génotypage LINEAR ARRAY HPV utilise une
amplification sélective pour augmenter la spécificité de la technique en éliminant les ADN
résiduels (amplicons) des réactions précédentes, ainsi le risque d’avoir des résultats faux

positifs est éliminé. L amplification sélective est effectuée avant le début de la PCR.

L amplification sélective de I’acide nucléique cible a partir de 1’échantillon est réalisée grace
au test de génotypage LINEAR ARRAY HPV a l’aide de ’enzyme AmpErase (uracil-N-
glycosylase) et du triphosphate de désoxyuridine (dUTP). L’enzyme AmpErase reconnait et
catalyse la destruction des brins d’ADN contenant de la désoxyuridine, mais pas de ’ADN
contenant de la désoxythymidine. La désoxyuridine n’est pas présente dans I’ADN naturel,
mais est toujours présente dans I’amplicon en raison de I’utilisation de triphosphate de
désoxyuridine en plus du triphosphate de désoxythymidine dans le réactif Master Mix ; seul
I’amplicon contient donc de la désoxyuridine. La désoxyuridine rend 1’amplicon contaminant
susceptible d’étre détruit par I’enzyme AmpErase avant 1’amplification de I’ADN cible.
L’enzyme AmpErase, comprise dans le réactif Master Mix, catalyse le clivage de ’ADN
contenant de la désoxyuridine au niveau des résidus de désoxyuridine en ouvrant la chaine de
désoxyribose a la position C1. Une fois chauffée lors de la premicre étape de thermocyclage
au pH alcalin du Master Mix, la chaine d’ADN de I’amplicon se casse a la position de la
désoxyuridine, rendant ainsi I’ADN non amplifiable. L’enzyme AmpErase est inactive a des
températures supérieures a 55°C, c’est-a-dire lors des étapes de thermocyclage, et ne détruit
donc pas I’amplicon cible. Aprés I’amplification, toute enzyme résiduelle est dénaturée par

I’ajout de la solution de dénaturation, empéchant ainsi la dégradation de tout amplicon cible.

Suite a ’amplification par PCR, les amplicons de HPV et de B-globine sont chimiquement
dénaturés pour former de I’ADN monocaténaire par I’ajout de solution de dénaturation. Les
aliquots de I’amplicon dénaturé sont ensuite transférés au puits appropri¢ de la plaque de
typage contenant le tampon d’hybridation et une unique bandelette de génotypage LINEAR
ARRAY HPYV recouverte des lignes de sonde de HPV et B-globine. L’amplicon marqué a la
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biotine sera hybridé avec des sondes oligonucléotidiques seulement si I’amplicon contient la
séquence correspondante de la sonde complémentaire. De plus, la bandelette de génotypage
LINEAR ARRAY HPV est recouverte d’une sonde oligonucléotidique a réaction croisée qui
s’hybride avec les génotypes HPV 33, 35, 52 et 58. L amplicon comprenant des séquences
trés proches (seulement de 1 a 3 mésappariements) complémentaires de la sonde sera hybridé
a cette ligne de sonde (Figure 26).

Suite a la réaction d’hybridation, la bandelette de génotypage LINEAR ARRAY HPV est
rigoureusement nettoyée pour enlever toute substance non liée. Le conjugué de Streptavidine-
peroxydase est ensuite ajouté sur la bandelette. Le conjugué de Streptavidine-peroxydase se
lie a I’amplicon marqué a la biotine hybridé aux sondes oligonucléotidiques sur la bandelette.
La bandelette est nettoyée pour enlever tout conjugué de Streptavidine-peroxydase non lié et
une solution de substrat contenant du peroxyde d’hydrogene et de la 3,3',5,5'-
tétraméthylbenzidine (TMB) est ajoutée a chaque bandelette. En présence de peroxyde
d’hydrogene, le conjugué de Streptavidine-peroxydase catalyse I’oxydation de TMB pour
former un complexe de couleur bleue qui est précipité aux positions de sonde ou I’hybridation
a lieu. La bandelette de génotypage LINEAR ARRAY HPYV est ensuite lue visuellement en
comparant le motif de lignes bleues au Guide de référence du test de génotypage LINEAR
ARRAY HPV (Figure 27).

L’annexe VII contient le matériel nécessaire pour la réaction.
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Figure 25. Préparation des échantillons pour I’amplification:
A : Préparation des réactifs HPV MMX et HPV Mg, B : Dans un eppendorf ajouter le 50ul. HPV MMX+
125uLHPYV Mg+ 50uL échantillon, C : Placer les 8 échantillons a l'interieur du thermocycleur et débuter le

programme. L’ amplification durera 4h pour 40 cycles. A la fin de la réaction on ajoute la solution de
denaturation dans chaque eppendorf-

(Photos S.OUKID, 2019).
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Figure 26. Hybridation reverse grace au kit Linear Array genotyping Test:

A: Numeroter les bandellettes d’hybridation, B: Déposer chaque Bandellette dans un puit de la plaque de
culture et y ajouter 4 ml de solution tompon préchauffée a 53°C, C : Transférer 100ul de chaque échantillon
amplifié (amplimére) dans le puit approprié, D : Mettre au bain marie a 53°C, sous agitation, pendant 30 min.
Effectuer un lavage apreés ['incubation.

(Photos S.OUKID, 2019)
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Figure 27. Révélation et interprétation des Génotype HPV-HR :

A : Ajouter le Conjugué+ les substrats et mettre la plaque sous agitation pendant 5 min, une réaction positive est
révélée par les bandes bleues aux positions des sondes ou [’hybridation a eu lieu. B : La bandelette de
génotypage LINEAR ARRAY HPV est ensuite lue visuellement en comparant le motif de lignes bleues au Guide
de référence du test de génotypage LINEAR ARRAY HPV, pour cette patiente on observe la présence de HPV 54,
HPV68 et HPV 52, sans oublier de mentionner la validation du controle interne avec la présence de la p-globine
sur chaque bandelette. C : Fiche de résultat des 8 patientes analysées et les contriles positif et négatif

(Photos S.OUKID, 2019).
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PATIENTES ET METHODES

Tableau 10. Différentes trousses des réactifs utilisés pour LINEAR ARRAY HPV Genotyping Test.

(Ajouter AVE)

Tampon de Tris
Chlorure de potassium

< 0,02 % d’ADN Polymérase
AmpliTaq Gold
< 0,1 % d’enzyme, AmpErase

(uracil-N-glycosylase)

< 0,001 % de dATP, dCTP, dUTP,
dGTP, dTTP< 0,001 % de chaque
amorce en amont et en aval
(biotinylé) 0,06 % d’azide de
sodium

AmpliLute Liquid Media | LINEAR ARRAY HPV | LINEAR ARRAY Détection Kit
Extraction Kit Genotyping Test
CAR ARN synthétique, lyophilis¢ | HPY MMX Master Mix DN (Solution de dénaturation)

1,6 % d’hydroxyde de sodium
EDTA, Thymol bleu

Xi 1,6 % (M/M) d’hydroxyde de
sodium

PK, Protéinase K, Sérine
Protéinase, tritirachium album
Xn Protéinase K

HPV Mg2+ Solution de
magnésium < 1 % de chlorure de
magnésium Amaranthe (colorant)
0,05 % d’azide de sodium

SDS (Concentré de SDS)

20 % de laurylsulfate de sodium
(SDS) 1 % de conservateur
ProClin® 150

AVE (Tampon d’¢lution)
Eau sans RNase < 0,09 % d’azide
de sodium

HPV (+) C, Controle positif
Tampon Tris-HCI
EDTA< 0,002 % d’ARN Poly rA

(synthétique)
< 0,001 % d’ADN plasmidique
non infectieux (microbien)

contenant des séquences de HPV

< 0,001 % d’ADN plasmidique
non infecticux (microbien)
contenant des séquences de B-
globine humaine 0,05 % d’azide de
sodium

SSPE (Concentré de SSPE)
Solution de phosphate de sodium
Chlorure de sodium
EDTA 1 % de
ProClin® 150

conservateur

AW?2 (Tampon de nettoyage 2)
Tampon Tris-HCl

< 0,09 % d’azide de sodium
(Ajouter de 1’éthanol absolu)

HPV (-) C, Controle négatif
Tampon Tris-HCl EDTA

< 0,002 % dARN Poly rA
(synthétique) 0,05 % d’azide de
sodium

SA-HRP, Conjugué de
Streptavidine-peroxydase de raifort
Tampon ACES, Chlorure de
sodium! % de conservateur
ProClin® 150

ATL (Tampon de lyse de tissu)
EDTA< 10 % de dodécylsulfate de
sodium

HPYV Strip

Bandelette de nylon recouverte de
sondes d’ADN de HPV et d’1
sonde d’ADN de B-globine
humaine

CIT Solution de citrate

AL (Tampon de lyse)
<50 % de HCI de guanidine
Xn 25-50 % de HCI de guanidine

SUB A (Substrat A)

Solution de citrate 0,01 % de
peroxyde d’hydrogéne 0,1 % de
conservateur ProClin® 150

EXT (Diluants de colonne, 3 mL)

SUB B (Substrat B)

0,1% de 3,3',5,5'-
tétraméthylbenzidine (TMB)
40 % de diméthylformamide
(DMF) T 40 % (M/M) de
diméthylformamide (DMF)

VC (VacConnectors)

ELT (Tubes d’élution, 1,5 mL)

CLM Membrane de silice
(Colonnes QIAamp® MinElute®)
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PATIENTES ET METHODES

II1.7 Analyse statistique

La comparaison des proportions a été réalisée avec le test Chi deux. Le seuil de significativité
est tel que p<0.05.

Une régression logistique multivariée a permis de calculer I’Odds Ratio (OR) avec intervalle
de confiance a 95% (IC95%).

Quand 1’0Odd Ration est supérieur a 1, cela veut dire que la variable étudiée est un facteur de
risque d’acquisition de la maladie. Quand 1’Odd Ration est inférieur a 1, cela veut dire que la

variable étudiée n’est pas un facteur de risque contre 1’acquisition de la maladie.

I11.8 Recherche bibliographique

Elle a été réalisée jusqu’au 31 Mai 2019.

Les mots-clefs utilisés étaient : « HPV », « Human Papilloma virus », « cancer du col
de I’'utérus », « Prévalence», « Génotype a haut risque », « Test HPV », « Vaccination
anti HPV ».

L’acces aux articles référencés était dans les bases de données en ligne suivantes :
Google Scholar, Medline, PubMed, EM Premium et ESCMID e-Library. Le moteur de
recherche Google a été utilisé pour accéder aux sites de références.

La recherche bibliographique était renforcée aussi grace a I’acces aux ouvrages de références.
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RESULTATS

IV. RESULTATS

Nous avons effectué notre étude durant une période qui s’étale de Janvier 2018 a Avril 2019.

Nous avons réalisé un total de 453 prélévements cervicaux. Nous avons exclu 9 prélévements :
5 candidates avaient une activité sexuelle de moins de 5 ans, 3 patientes ont été prélevées deux
fois et 1 prélevement invalide aprés PCR en temps réel. De ce fait, 444 prélévements cervicaux

sont retenus dans notre étude (Figure 28).

Cing (5) candidates avec
une activité sexuelle
inferieure a cing ans

Neuf (9) prélevements
cervicaux exclus de I'étude

Trois patientes prélevées
deux fois

Un total de 453
prélévements cervicaux
réalisés

Un prélévement avec un
résultat invalide aprés PCR
en temps réel.

Quatre cent quarante
quatre (444) patientes et
prélevements cervicaux
sont inclus pour I'étude.

7

Figure 28. Critéres d’inclusion et d’exclusion des prélévements cervicaux retenus pour 1’étude.
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IV.1 Description de la population
IV.1.1 Description démographique
IV.1.1.1 Répartition des patientes selon la Commune de résidence

Notre étude a ciblé les patientes résidentes a Blida. La répartition des femmes incluses dans
I’étude selon la commune de résidence est présentée dans la Figure 29, la figure 30 et le

Tableau 11.

()
a5 o 2%

Fréquence

Commune

Figure 29. Répartition des patientes selon la Commune de résidence, N=444
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Tableau 11. Répartition des patientes selon la Commune de résidence

Région Effectif Y%
BLIDA 187 42%
OULED YAICH 93 21%
BENI MERAD 79 17,75%
BOUARFA 29 6,53%
MOUZAIA 14 3,15%
CHIFFA 8 1,8%
BOUFARIK 6 1,35%
OUED ALLEUG 5 1,13%
EL AFFROUN 5 1,12%
BENI TAMOU 4 1%
SOUMAA 3 0,67%
BOUGARA 2 0,45%
BOUINAN 2 0,45%
GUEROUAOU 2 0,45%
CHEBLI 2 0,45%
MEFTAH 1 0,23%
LARBAA 1 0,23%
CHREA 1 0,24%
TOTAL 444 100%
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>40% 20- 40% 10- 20% 1-10% .*:1'?6

Figure 30. Répartition des patientes de 1’étude selon la cartographie de la Wilaya de Blida (établit par Office
National des Statistique d’Algérie : 01. Blida ¢ 02. Chebli » 03. Bouinan * 04. Oued Alleug * 07. Ouled Yaiche °
08. Chréa « 10. El Affroun « 11. Chiffa « 12. Hammam Melouane * 13. Benkhelil * 14. Soumaa  16. Mouzaia ¢
17. Souhane * 18. Meftah ¢ 19. Ouled Slama * 20. Boufarik * 21. Larbaa ¢ 22. Oued Djer * 23. Beni Tamou * 24.
Bouarfa ¢ 25. Beni Mered ¢ 26. Bougara * 27. Guerouaou * 28. Ain Romana * 29. Djebabra.) [190]
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IV.1.1.2 Répartition des patientes selon la profession

Les femmes prélevées sont réparties selon leur fonction en : Femme sans fonction (Femme au

foyer) et femmes fonctionnaires. La fréquence des femmes sans fonction était de 88%

(391/444).

B Femmes sans fonction

W Fonctionnaires

Figure 31. Répartition des patientes selon leur profession, N=444

Tableau 12. Répartition des patientes selon leur profession

Profession Effectif Fréquence
(%)
Femmes sans fonction 391 88%
Fonctionnaires 53 12%
Total 444 100%
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IV.1.2 Description de I’échantillon

La description de I’échantillon suivra ce plan : répartition des patientes selon 1’age, selon le
résultat cytologique des FCU et selon les différents facteurs de risque d’acquisition du HPV a

haut risque oncogéne.

IV.1.2.1 Répartition des patientes selon I’age
Dans la population de I’étude, nous notons que 1’age moyen des patientes de 1’¢tude est de

44,37 ans [24-84 ans], [44,37+10.02, IC a 95%=43,43-45,30]. La figure 32 montre le calcul

de la médiane de I’age des patientes.

100+

80-

60-

Années

40

20+

o
S

Figure 32. Age moyen des patientes de 1’étude

La répartition des patientes selon 1’age est présentée dans la figure 33. Dans notre échantillon,
la tranche d’age avec la fréquence la plus élevée est 1’age entre 40-49 ans avec un taux de

35% (155/444).
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35% 7 35%

30%

25%

20% -

15%

Fréquence

10%

5%

0%

>60 Age

Figure 33. Répartition des patientes selon I’age, N=444

Tableau 13. Répartition des patientes selon 1’age

<30 30-39 40-49 50-59 >60 Total
Effectifs 23 127 155 107 32 444
% 5% 29% 35% 24% 7% 100%

1main a haut risque de

IV.1.2.2 Répartition des patientes selon I’anomalie cytologique

Dans la population de I’étude, les résultats des FCU sont répartis comme suit: Sans

anomalie, Lésions de Bas Grade, Low grade Squamous Intraepithelial Lesion (LSIL), Lésions
de Haut Grade, High grade Squamous Intraepithelial Lesion (HSIL), Atypical glandulaire
cells (AGC), et Atypical Squamous Cells of Undetermined Signifiance (ASC-US). Les

patientes avaient des FCU sans anomalie cytologique dans 74% (329/444) des cas et 1,6%
(7/444) des patientes avaient des lésions haut grade (HSIL).

iences Médicales, Prévalence et distribution des génotypes de Papillomavirus
e cancer du col utérin chez les femmes dans la région de B
utenue par Dr Samira OUKID
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74%

80% -‘
70% -
60% -
50% -

40% -

Fréquence

30% -

20% -

10% -

0% -

Sans

. Basgrade
anomalie

Haut grade

ASC-US
Résultat des FCU

Figure 34. Répartition des patientes selon I’anomalie cytologique, N=444 (AGC : Atypical glandular cells, ASC-
US : Atypical Squamous Cells of Undetermined Signifiance)

Tableau 14. Répartition des patientes selon anomalie cytologique

Sans Bas grade | Haut AGC ASC-US |TOTAL
anomalie |LSIL grade
HSIL
Effectifs 329 76 7 17 15 444
% 74% 17% 1,6% 4% 3.4% 100%

(LSIL: Low grade Squamous Intraepithelial Lesion, HSIL: High grade Squamous

Intraepithelial Lesion, AGC: Atypical glandular cells, ASC-US : Atypical Squamous Cells of
Undetermined Signifiance)

These de Doctorat en Sciences Médicales.
Humain a haut risque de cancer du col utérin chez les femmes da
Soutenue par Dr Samira OUKID

¢valence et distributior

n de Blidz

s génotypes de Papillomavirus
)

dans | 10}




RESULTATS

IV.1.2.3 Répartition des patientes selon les différents facteurs de risque d’acquisition des

HPYV a haut grade oncogéne
IV.1.2.3.1 Age du premier rapport sexuel

Dans la population de 1’étude, nous notons que la moyenne d’age du premier rapport sexuel

(APRS) est de 22,53 ans [11-45], [22,53+4,904, IC a 95%= 22,07-22,98].

50
40+
é 30
)
< 20-
10+ —
0 T
9
Q.
K

Figure 35. Age moyen du premier rapport sexuel

1V.1.2.3.2 Durée de P’activité sexuelle

Dans la population de I’étude, la répartition des patientes selon la durée de 1’activité sexuelle
montre que 63.5% (282/444) des patientes prélevées avaient une activité sexuelle de moins
de 30ans et que 24.3% (108/444) des patientes avaient une durée d’activité sexuelle de plus de
30 ans.
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25 A
20,5%
20 - 17,1%
15,5%
S 15 1209 12,4%
S 10,4%
8
& 10 A
6,5%
5,4%
5 -
0 T 1 1 T 1 T 1 I‘7
05-09 10-14  15-19 20-25 25-30 30-35 35-40 >40
Durée de I'activité sexuelle par an
Figure 36. Répartition des patientes selon la durée de 1’activité sexuelle, N=444
Tableau 15. Répartition des patientes selon la durée de I’activité sexuelle
5-9 10-14 | 15-19 | 20-25 | 25-30 | 30-35 |35-40 |>40 Total
Effectifs 54 91 76 69 46 55 24 29 444
% 12.2% | 20,5% | 17.1% | 15,5% | 10.4% | 12.4% | 5.4% | 6.5% | 100%
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1V.1.2.3.3 Nombre de Partenaires sexuels

RESULTATS

Dans la population de I’étude, nous notons que 7.4 % (33/444) des patientes avait plusieurs

partenaires sexuels.

7,4%

92,6%

B Un seul partenaire sexuel

M Plusieurs partenaires
sexuels

Figure 37. Répartition des patientes selon le nombre partenaires sexuels, N=444

Tableau 16. Répartition des patientes selon le nombre partenaires sexuels

Un seul | Plusieurs Total
partenaire | partenaires
sexuel sexuels
Effectifs 411 33 444
% 92.6% 7.4% 100%
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IV.1.2.3.4 Nombre de gestation

Dans la population de 1’étude, la répartition des patientes selon le nombre de gestation montre

dans la figure 38 et le tableau 17 un taux de 84.24% (374/444) de patientes multipares.

25,00% -]
84.24%
20,00%
g 15,00%
c
s
£
“ 10,00%
5,00%
0,00%
Multipare
Nb de grossesse
Figure 38. Répartition des patientes selon le nombre de grossesse, N=444
Tableau 17. Répartition des patientes selon le nombre de grossesse
0 1 2 Mu Total
Effectifs 11 17 42 374 444
% 2,47% 3,83% 9,46% 84.24% 100%

ces Médicales
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1V.1.2.3.5 Voie d’accouchement

RESULTATS

Dans la population de 1’étude, la répartition des patientes selon la voie d’accouchement

présentée dans la figure 39 et le tableau 18, montre un taux 96.3% de patientes qui ont

accouché par voie basse.

3,7%

96,3 %

M Accouchement par voie
basse

B Accouchement par voie

haute

Figure 39. Répartition de patientes selon la voie d’accouchement, N=427*

*(11 femmes nullipares et 06 femmes n’ont pas mentionné la voie d’accouchement)

Tableau 18. Répartition de patientes selon la voie d’accouchement

Accouchement | Accouchement

par voie basse | par voie haute | T¢¢a]
Effectifs 411 16 427
% 96.3% 3.7% 100%

IV.1.2.3.6 Utilisation de moyens de contraception

Dans la population de 1’étude, la répartition des patientes selon 1’utilisation de moyens de

contraception montre un taux de 63% (279/444) de femmes ayant utilis¢ un moyen de

contraception.
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B Avec contraception

B Sans contraception

Figure 40. Répartition des femmes selon 1’utilisation de moyens de contraception, N=444

Tableau 19. Répartition des femmes selon [’utilisation de moyens de contraception

% Effectifs
Avec 63% 279
contraception
Sans 37% 165
contraception
Total 100% 444

Les moyens de contraception utilisés étaient : la contraception orale, le DIU (Dispositif intra-

utérin) et autres moyens. Un taux de 58% (258/444) de femmes qui avaient utilis¢ la

contraception orale et un taux de 13.3% (59/444) des femmes qui avaient utilisé¢ le DIU. La

contraception orale était le choix de 92.5% (258/279) des femmes ayant utilisé un moyen de

contraception.
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Nous notons que sur le total des femmes ayant utilisé¢ les moyens de contraception 13.6%

(38/279) des femmes ont utilis¢ deux moyens de contraception (Contraception orale et DIU).
IV.1.2.3.7 Ménopause

Dans la population de 1’étude, nous notons, un taux de 29% (127 /444) de femmes qui avaient

atteint la ménopause.

Nous signalons que 24 femmes n’avaient pas répondu a la question sur la fiche de

renseignements.

B Femmes ménopausées

B Femmes Non Ménopausées

Figure 41. Répartition des patientes selon la ménopause, N=420

Tableau 20. Répartition des patientes selon la ménopause

Y% Pourcentage
Ménopause 29% 127
Non 71% 293
Total 100% 420

Thése de Doctorat en Sciences Médicales, Prévalence et dis
Humain a haut risque de cancer du col utérin chez les femm:
Soutenue par Dr Samira OUKID

121




RESULTATS

IV.1.2.3.8 Notion de pratique de la Piscine

Dans la population de 1’étude, nous notons, un taux de 12 % (53 /444) de femmes qui se

rendaient a la piscine.

MW Oui H Non

Figure 42. Répartition des patientes selon la notion de pratique de la Piscine, N=444

Tableau 21. Répartition des patientes selon la notion de pratique de la Piscine

Oui Non Total
% 12% 88% 100%
Effectifs |53 391 444
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IV.1.2.3.9 Notion de ’utilisation du hammam ou bain

RESULTATS

Dans la population de 1’étude, nous notons, un taux de 16 % (71 /444) de femmes qui

utilisaient le bain (Hammam).

B Oui

H Non

Figure 43. Répartition des patientes selon la notion de I’utilisation du hammam ou bain, N=444

Tableau 22. Répartition des patientes selon la notion de I’utilisation du hammam ou bain

Oui Non Total
% 16% 84% 100%
Effectifs | 71 373 444
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1V.1.2.3.10 Tabagisme

Dans la population de I’étude, nous notons, un taux de 22,5% (100 /444) de femmes qui sont

exposées au tabagisme (98% (98/100) tabagisme passif et 2% (2/100) tabagisme actif).

B Femmes Exposées

B Femmes Non exposées

Figure 44. Répartition des patientes selon le tabagisme, N=444

Tableau 23. Répartition des patientes selon le tabagisme

% Effectifs
Exposées 22,50% 100
Non
exposées 77,50% 344
Total 100% 444
TS LV s ginaypes d Papillomavis 124

Humain a haut risque de cancer du col utérin chez les femmes dan;
Soutenue par Dr Samira OUKID



IV.1.2.3.11 Utilisation de I’échographie endovaginale

RESULTATS

Dans la population de 1’étude, nous notons, un taux de 47 % (209 /444) de femmes qui étaient

exposées a I’utilisation de I’échographie endovaginale.

53%

47%

M Oui

H Non

Figure 45. Répartition des patientes selon 1’utilisation de 1I’échographie endovaginale, N=444

Tableau 24. Répartition des patientes selon I’utilisation de I’échographie endovaginale

Oui Non Total
% 47% 53% 100%
Effectifs | 209 235 444
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I1V.1.2.3.12 Antécédents familiaux de cancer du col de ’utérus

Dans la population de 1’étude, nous notons, un taux de 7 % (31 /444) de femmes qui avaient

des antécédents familiaux de cancer du col de 1’utérus.

W Avec antécédents familiaux

M Sans antécédents familiaux

Figure 46. Répartition des patientes selon les antécédents familiaux de cancer du col de 1utérus, N=444

Tableau 25. Répartition des patientes selon les antécédents familiaux de cancer du col de 1’utérus

Avec antécédents Sans Total
familiaux antécédents
familiaux
% 7% 93% 100%
Effectifs 31 413 444
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IV.2 Prévalence des HPV a haut risque oncogéne de cancer du col de I’utérus

Dans notre étude, la prévalence des patientes HPV a haut risque positives dans la Wilaya de
Blida est de 3% (13 /444).

Huit différents génotypes de HPV-HR sont retrouvés : HPV 16, HPV 18, HPV 31, HPV 45,
HPV 52, HPV 56, HPV66 et HPV 68.

Deux (2) patientes sur 13 avaient une infection avec plusieurs génotypes HPV-HR.

Un total de 15 génotypes HPV-HR est retrouvé. La répartition des génotypes HPV-HR de
I’étude est comme suit : HPV 16 (4), HPV 45 (3), HPV 52 (2), HPV66 (2), HPV 18 (1), HPV
31 (1) HPV 56 (1) et HPV 68 (1).

97%

100% -
90% -
80% -
70% -
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20%

10% - - /
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Fréquence

HPV Négatifs HPV Positifs

Figure 47. Prévalence des HPV a haut risque chez les femmes de la Wilaya de Blida, N=444
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La répartition des HPV a haut risque selon la Commune de résidence montre une
prédominance de patientes positives a Blida 7/13 suivi de Ouled Yaiche 3/13, Beni Merad
2/13 et Beni Tamou 1/13.

Nombre

Blida Ouled yaich Beni mered Beni tamou

Ville

Figure 48. Répartition des HPV a haut risque selon la Commune de résidence, N=444

IV.3 Distribution des HPV-HR selon I’age

Dans la population de 1’étude, nous ne retrouvons pas une différence statistiquement
significative selon 1’age chez les patientes HPV a haut risque positives et les patientes HPV a
haut risque négatives [Négatif vs positif : moyenne d’age 44,32+10,02 vs 45,31+10,41,
p=0,636].
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Figure 49. Différence de la moyenne d’age entre les patientes HPV-HR positives et HPV-HR négatives

La répartition des patientes HPV-HR positives selon 1’age montre une prédominance des HPV
a haut risque dans la tranche d’age [40-49 ans] avec 5/13 HPV positifs (HPV 16,HPV 18,
HPV45, HPV68, HPV56 et HPVS52 ) suivi de la tranche d’age [30-39 ans] avec 3/13
( HPV 16, HPV66 et HPV45), 2/13 dans la tranche [50-59 ans] ( HPV16 et HPV31) et 2/13
dans la tranche d’age >60 ans ( HPV 45, HPV 56 et HPV66) et 1/13 dans la tranche déage

<30 ans ( HPV16).

IV.4 Distribution des HPV a haut risque selon I’anomalie cytologique

Dans la population de I’étude, la répartition des HPV a haut risque selon 1’anomalie
cytologique des FCU montre une prédominance des HPV a haut risque chez les femmes avec
un FCU sans anomalie cytologique 5/13, suivi de FCU avec des Iésions bas grade (Low grade
Squamous Intraepithelial Lesion, LSIL) 3/13, FCU avec des Iésions haut grade (High grade
Squamous Intraepithelial Lesion, HSIL), FCU avec des anomalies glandulaires atypiques
(Atypical glandular cells, AGC) 2/13 et FCU classé Atypical Squamous Cells of Undetermined
Signifiance (ASC-US) 1/13.

La distribution des génotypes HPV-HR chez les femmes de la Wilaya de Blida selon
I’anomalie cytologique est la suivante : FCU sans anomalie (HPV 16 et HPV 66), LSIL
(HPV45, HPV56, HVPS2 et HPV68), HSIL (HPV16 et HPV45), AGC (HPV 18 et HPV 31)
et ASC-US (HPV56).
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Dans la population de 1’étude, nous retrouvons que, la présence de lésion de haut grade

(HSIL) est fortement liée a la présence de HPV-HR avec une différence statistiquement

significative [OR= 15.49, p<0.005 et IC95% : 18.5% - 28.1%], Et que, 1’absence d’anomalie

cytologique est liée a 1’absence HPV-HR avec une différence statistiquement significative

[OR=0.16, p<0.008 et IC95% : 16.5% -29.1%)] (méme si cinq (5) patientes HPV-HR positives

sur 13 avaient un FCU sans anomalie cytologique).

Tableau 26. Comparaison entre les patientes HPV-HR positives et patientes HPV-HR négatives selon

I’anomalie cytologique

cytologie HPYV Positif HPV Négatif P OR IC 2 95%

N =13 (%) N =431 (%)
Sans anomalie 05 (38.46%) 324 (75.17%) 0.008 0,16 16.5% -29.1%
Lésions Bas 03 (23.08%) 73 (16.94%) 0.837 - -
grade (LSIL)
Lésion Haut 02 (15.38%) 05 (1.160%) 3.4.10° 15.49 18.5% -28.1%
grade (HSIL)
AGC 02 (15.38%) 15 (4.176%) 0.215 - -
ASC-US 01 (7.692%) | 14(3.248%) | 0.925 - -

(LSIL: Low grade Squamous Intraepithelial Lesion, HSIL: High grade Squamous

Intraepithelial Lesion, AGC: Atypical glandular cells, ASC-US: Atypical Squamous Cells of

Undetermined Signifiance)
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Tableau 27. Caractéristiques des patientes porteuses de HPV-HR

PO1 P02 P 03 P04 P05 P06 P 07 P08 P 09 P10 P11 P12 P13
Age (ans) 37 60 50 43 35 44 37 48 57 61 48 44 25
HPV-HR HPV 66 | HPV 45, | HPV 31 HPV 52, HPV 16 HPV 18 | HPV 45 HPV 56 HPV 16 HPV 66 HPV 45 HPV 16 HPV 16

HPV56 HPV 68

M NON Ooul NON oul NON NON NON NON NON NON NON NON NON
Cytologie SA LSIL AGC LSIL SA AGC HSIL ASC-US HSIL SA LSIL SA SA
Résidence BLIDA BLIDA O. YAICHE | B.MERAD O. YAICHE BLIDA BLIDA O.YAICHE | BLIDA B.MERAD | B. TAMOU | BLIDA BLIDA
Fonction NON NON Oul Oul Oul NON NON NON NON NON NON NON NON
APRS 18 16 18 19 22 19 25 24 25 15 21 19 20
DAS 20 8 8 24 13 23 12 1 32 45 28 16 5
NPS 1 1 2 3 1 1 1 2 3 2 1 1 1
Gestation 4 8 4 7 3 6 2 2 10 6 0 5 0
Parité BASSE BASSE BASSE BASSE BASSE BASSE BASSE BASSE BASSE BASSE / BASSE /
co oul Ooul NON oul Ooul oul oul oul oul NON NON NON NON
DIV / / NON / / / NON NON NON / / / /
Ménopause NON Ooul NON NON NON NON NON oul Ooul oul NON NON NON
Piscine Oul NON NON NON NON NON NON NON NON NON NON NON NON
Hammam NON NON NON NON NON oul NON oul Ooul NON NON NON NON
Tabagisme PASSIF NON PASSIF ACTIF NON PASSIF | NON NON PASSIF NON NON NON NON
EEV Oul Ooul oul oul Ooul oul NON oul Ooul NON NON NON Ooul
AFCCU NON NON NON NON NON NON NON NON NON NON NON oul NON
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(P : Patiente, HPV-HR : Papillomavirus Humain a haut risque, IM : Infection Multiple,SA : Sans anomalie,
LSIL: Low grade Squamous Intraepithelial Lesion, HSIL: High grade Squamous Intraepithelial Lesion, AGC:
Atypical glandular cells, ASC-US: Atypical Squamous Cells of Undetermined Signifiance, NSE : Niveau Socio-
Economique, APRS : Age du Premier Rapport Sexuel, DAS : Durée d’activité Sexuelle, NPS: Nombre de
Partenaire Sexuel, CO : Contraception Orale, DIU : Dispositif Intra-Utérin, EEV : Echographie Endovaginale,

AFCCU : Antécedents Familiaux du Cancer du Col de ['utérus, / : non mentionné)
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IV.5 Distribution des HPV a haut risque selon les facteurs de risque

IV.5.1 Age du premier rapport sexuel

Dans la population de 1’¢étude, la moyenne d’age du premier rapport sexuel est de 22 ans pour
les femmes HPV-HR négatives et de 20 ans pour les femmes HPV-HR positives. La
comparaison des ages du début de I’activité sexuelle des femmes HPV positives et des
femmes HPV négatives n’a pas montré de différence significative, [Négatif vs positif':

22,60+4,930 vs 20,08+3,201, p=0,06].
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Figure 50. Comparaison des ages du début de 1’activité sexuelle des femmes HPV positives et des femmes HPV

négatives
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IV.5.2 Durée de ’activité sexuelle

Dans la population de I’étude, la moyenne de la durée de I’activité sexuelle est de 21 ans pour
les femmes HPV-HR négatives et de 23 ans pour les femmes HPV-HR positives. La
comparaison de la durée de I’activité sexuelle chez les femmes HPV positives et les femmes
HPYV négatives n’a pas montré de différence significative, [Négatif vs positif: 21,15+ 10,78
vs 22,62+12,45, p=0,720].
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Figure 51. Comparaison de la durée de I’activité sexuelle des femmes HPV positives et des femmes HPV

négatives

IV.5.3 Nombre de partenaires sexuels

Dans la population de I’étude, la présence de plusieurs partenaires sexuels est un facteur de
risque d’acquisition du HPV a haut risque avec une différence statistiquement significative
entre les femmes HPV-HR positives et les femmes HPV-HR négatives [OR= 6.16, IC a 95%=
5.7% - 11.0%, p<0.007]. Ainsi, les femmes avec plusieurs partenaires sexuels ont 6 fois plus

de risque d’acquérir une infection a HPV-HR (Tableau 28).

Dans notre étude, les femmes avec un seul partenaire sexuel ne sont pas a risque d’acquérir le
HPV-HR avec une différence statistiquement significative [OR=0.16, IC a 95%=3.4 -
26.9%, p<6.5.107] (Tableau 28).
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Tableau 28. Comparaison des patientes HPV-HR positives et patientes HPV-HR négatives selon le nombre de partenaires

RESULTATS

sexuels

Nombre de | HPV Positif | HPV Négatif P OR IC 4 95%
partenaire N=13 N =431

Partenaire unique 9 (69.23%) 402 (93.27%) | 6.5.10° | 0.16 3.4-26.9%
Partenaire multiple | 4 (30.77%) 29 (6.729%) 0.007 6.16 5.7% - 11.0%
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Figure 52. Distribution des HPV a haut risque selon le nombre de partenaires sexuels, N=444

135



IV.5.4 Nombre de gestations

RESULTATS

Dans notre étude, la femme nullipare présente un risque d’acquisition du HPV a haut risque

avec une différence statistiquement significative entre les femmes HPV-HR positives et les

femmes HPV-HR négatives [OR=8.53, p<0.03, IC a 95%= 7.9% - 17.6%]. Ainsi, les femmes

nullipares ont 8 fois plus de risque d’avoir une infection 8 HPV-HR (Tableau 29).

Tableau 29. Comparaison des patientes HPV-HR positives et patientes HPV-HR négatives selon le nombre de gestation

Nombre de| HPV Positif | HPV Négatif P OR IC 4 95%
gestation N=13 N =431
0 2 (15.38%) 9 (2.088%) 0.033 8.53 7.9% - 17.6%
1 0 (0%) 17 (3.944%) 0.509 - -
2 2 (15.38%) 40 (9.281%) 0.795 - -
>3 9 (69.23%) 365 (84.69%) 0.263 - -

400 365
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Figure 53. Distribution des HPV a haut risque selon le nombre de gestation, N=444
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IV.5.5 Voie d’accouchement

RESULTATS

Dans la population de 1’¢tude, la voie d’accouchement chez les femmes HPV-HR positives et

les femmes HPV-HR négatives n’a pas montré de différence significative (Tableau 30).

Tableau 30. Comparaison des patientes HPV-HR positives et patientes HPV-HR négatives selon la voie d’accouchement

Voie

HPYV Positif

d’Accouchement N=11

HPV Négatif
N=416

Basse

11 (100%)

400 (96.15%)

0.567

Haute

00 (0%)

16 (3.846%)

1.000
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Y e

HPV Positif

HPV Négatif

M Voie Basse

H Voie Haute

Figure 54. Distribution des HPV a haut risque selon la voie d’accouchement, N=427*

*(11 femmes nullipares et 06 femmes n’avaient pas mentionné la voie d’accouchement)
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IV.5.6 Utilisation de moyens de Contraception

RESULTATS

Dans la population de 1’étude, la prise de contraception chez les femmes HPV-HR positives et

les femmes HPV-HR négatives n’a pas montré de différence significative (Tableau 31).

Tableau 31. Comparaison des patientes HPV-HR positives et patientes HPV-HR négatives selon la prise de contraception

Contraception HPYV Positif HPV Négatif P
N=13 N =431
Oui 0 (0%) 259 (89.40%) 1.000
Non 08 (100%) 07 (10.60%) 1.000
300 -
250 -
200 -
® Oui
150 - B Non
100 A
50 - 8 5
0 r
HPV Positif HPV Négatif
Figure 55. Distribution des HPV a haut risque selon la prise de contraception, N=444
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RESULTATS

IV.5.6.1 Utilisation de Contraception orale

Dans la population de 1’étude, ’utilisation de la contraception orale chez les femmes HPV-
HR positives et les femmes HPV-HR négatives et n’a pas montré de différence significative

(Tableau 32).

Tableau 32. Comparaison des patientes HPV positives et patientes HPV négatives selon la prise de contraception orale

Contra HPYV Positif HPYV Négatif P
Orale N=13 N =431
Oui 08 (61.54%) 123 (30.22%) 1.000
Non 05 (38.46%) 284 (69.77%) 1.000
300 -
250 A
200 -
o W Oui
n -
g 150 H Non
2
100 A
50 - 8 5
0 / .
HPV Positif HPV Négatif
Figure 56. Distribution des HPV a haut risque selon la prise de contraception orale, N=444
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IV.5.6.2 Utilisation du dispositif intra-utérin

Le nombre de femmes ayant répondu a la question sur 1’utilisation du DIU comme moyen de
contraception est de 74 femmes. On note que 5 patientes positives a HPV-HR n’avaient pas

mentionné ’utilisation du DIU.

Dans notre étude, I’utilisation DIU comme moyen de contraception n’est pas liée a la
présence de HPV-HR avec une différence statistiquement significative

[OR=0.00, p=8.5.10"7, IC95% : 0.000- 0.093] (Tableau 33).

Tableau 33. Comparaison des patientes HPV-HR positives et patientes HPV-HR négatives selon I’utilisation du DIU

DIU HPYV Positif HPV Négatif P OR IC 2 95%
N=8 N=66
Oui 0 (0%) 59(89.40%) | 8.5.107 [ 0,00 0.000- 0.093
Non 08 (100%) 07 (10.60%) | 0.5333 - -
60 -
50 -
40 -
H Oui
30 A H Non
20 A
8 7
10 A
0 T 1
HPV Positif HPV Négatif

Figure 57. Distribution des HPV a haut risque selon 1’utilisation du DIU, N=74
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RESULTATS

IV.5.6.3 Durée de la contraception

Dans la population de 1’étude, la moyenne de la durée de la contraception chez les femmes
HPV-HR positives est de 12.5 ans et de 6 ans chez les femmes HPV-HR négatives. La
comparaison de la durée de la contraception entre les femmes HPV-HR positives et femmes
HPV-HR négatives n’a pas montré de différence significative. [9,281+7,266 vs 11,00+8,106,
P=0,6819].
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Figure 58. Comparaison de la durée de contraception chez les femmes HPV positive et les patientes HPV

négatives
IV.5.7 Ménopause

Dans la population de 1’étude, la comparaison des femmes HPV-HR positives et des femmes

HPV-HR négatives selon la ménopause n’a pas montré de différence significative (Tableau

34).

On note que 24 femmes n’avaient pas répondu a la question de la ménopause sur la fiche de

renseignements.
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Tableau 34. Comparaison des patientes HPV-HR positives et patientes HPV-HR négatives selon la ménopause

Ménopause

HPYV Positif
N=13

HPV Négatif
N=407

Patientes

ménopausées

04 (30.77%)

123 (30.22%)

1.000

Patientes

ménopausées

non 09 (69.23%)

284 (69.77%)

0.977

300 ~

250 A

200 A

150 -

100 A

HPV Positif

HPV Négatif

M Patientes ménopausées

M Patientes non ménopausées
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Figure 59. Distribution des HPV a haut risque selon la ménopause, N=420
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IV.5.8 Notion de pratique de Piscine

RESULTATS

Dans la population de 1’étude, la notion de pratique de Piscine n’est pas liée a la présence de

HPV-HR, avec une différence statistiquement significative [OR=0.07, p<0.0001, 1C95% :
41.4 - 59.8] (Tableau 35).

Tableau 35. Comparaison des patientes HPV-HR positives et patientes HPV-HR négatives selon la notion de pratique de

Piscine
Piscine HPYV Positif HPV Négatif | OR IC 2 95%
N=13 N =245
Oui 1 (7.692%) 52 (21,22%) 0.964 - -
Non 12 (92.31%) 193 (78.77%) 0.002 0.07 414 -59.8
200 -
180 -
160 -
140 A
120 -
g 100 | m Oui
g H Non
2
80 -
60 -
40
20 -
0 T r
HPV Positif HPV Négatif

Figure 60. Distribution des HPV a haut risque selon la notion de pratique de Piscine, N=444
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RESULTATS

IV.5.9 Notion de I’utilisation du Bain ou Hammam

Dans la population de 1’étude, la comparaison de 1’utilisation du bain ou hammam entre les
femmes HPV-HR positives et femmes HPV-HR négatives n’a pas montré de différence
significative (Tableau 36).

Tableau 36. Comparaison des patientes HPV-HR positives et patientes HPV-HR négatives selon 1’utilisation du bain ou
hammam

Hammam HPV Positif HPV Négatif P
N=13 N =431
Non 10 (76.92%) 229 (53.13%) 0.158
Oui 03 (23.08%) 202 (46.87%) 0.158
229
250 -+
200 -
150 A
o H Non
el
g M Oui
2
100 -
50 A
10 3
0 T
HPV Positif HPV Négatif

Figure 61. Distribution des HPV a haut risque selon I’utilisation du bain ou hammam, N=444

Thése de Doctorat en Sciences Médicales, Prévalence et distribution des génotypes de Papillomavirus 144
Humain & haut risqu cer du col utérin chez les femmes dans la région de Blida
Soutenue par Dr Samira OUKID




IV.5.10 Tabagisme

RESULTATS

Dans la population de 1’étude, 1’exposition au tabagisme des femmes HPV-HR positives et

femmes HPV-HR négatives n’a pas montré de différence significative (Tableau 37).

Tableau 37. Comparaison des patientes HPV positives et patientes HPV négatives selon 1’exposition au tabagisme

Tabac HPYV Positif HPV Négatif P
N=13 N =431
Oui 4 (30.77%) 96 (22.27%) 0.700
Non 08 (61.54%) 335 (77.73%) 0.300
350 -
300 A
250 A
o 200 -
5 B Femmes Exposées
£
3 B Femmes Non exposées
150 -
100 -
50 -
0 T f
HPV Positif HPV Négatif

Figure 62. Distribution des HPV a haut risque selon 1’exposition au tabagisme, N=444
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IV.5.11 L’utilisation de I’échographie endovaginale

RESULTATS

Dans la population de I’étude, I’utilisation de 1’échographie endovaginale chez les femmes

HPV-HR positives et femmes HPV-HR négatives n’a pas montré de différence significative

(Tableau 38).

Tableau 38. Comparaison des patientes HPV-HR positives et patientes HPV-HR négatives selon ’utilisation de
I’échographie endovaginale

échographie HPYV Positif HPV Négatif P
endovaginale N=13 N =431
Oui 9 (69.23%) 200 (46.40%) 0.179
Non 4 (30.77%) 231 (53.60%) 0.179
250 -
200 A
150
M Oui
m Non
100 -
50 T 9 4
0 T
HPV Positif HPV Négatif

Figure 63. Distribution des HPV a haut risque selon I’utilisation de I’échographie endovaginale, N=444
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RESULTATS

IV.5.12 Antécédents familiaux de cancer du col
Dans la population de I’étude, la présence des antécédents familiaux de cancer du col chez les
femmes HPV-HR positives et femmes HPV-HR négatives n’a pas montré de différence

significative (Tableau 39).

Tableau 39. Comparaison des patientes HPV-HR positives et patientes HPV-HR négatives selon les antécédents familiaux
de cancer du col

Antécédents HPYV Positif HPV Négatif P
familiaux de cancer N=13 N =431
du col
Oui 01 (7.692%) 30 (6.961%) 1.000
Non 12 (92.31%) 401 (93.04%) 1.000
450 A
400 A
350 -
300 -
@ 250 - o Oui
o)
g H Non
Z 200 -
150
100
1 12
N
0 T 1
HPV Positif HPV Négatif

Figure 64. Distribution des HPV a haut risque selon les antécédents familiaux de cancer du col, N=444
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RESULTATS

Tableau 40. Récapulatif des facteurs de risque d’acquisition des HPV-HR chez les femmes dans la

Wilaya de Blida
Patientes Patientes OR ICa95% P
Facteurs de risque HPV-HR HPV-HR (Odd | (Intervalle de
positives négatives Ratio) confiance)

Age du premier 20,08+3,201 22,604,930 - - 0,06
rapport sexuel (an)
Durée de Pactivité 22,62+12,45 | 21,15£ 10,78 | - - 0,720
sexuelle (an)

Partenaire 9(69.23%) | 402(9327%) | 0.16 | 3.4-269% | 6.5.10
Nombre de unique 3
partenaires sexuels

Partenaire 4(30.77%) | 29(6.729%) | 6.16 | 5.7%-11.0% | 0.007

multiple

0 2 (15.38%) 9 (2.088%) 853 | 7.9%-17.6% | 0.033

1 0 (0%) 17 (3.944%) - - 0.509
Nombre de 2(1538%) | 40(9.281%) - - 0.795
gestations

>3 9(69.23%) | 365 (84.69%) - - 0.263
Voie Voic Basse 11(100%) | 400 (96.15%) 0.567
d’accouchement Voie Haute 00 (0%) 16 (3.846%) 1.000
Utilisation de Oui 08 (61.54%) | 271 (62.88%) 1.000
moyens de 0 )
Contraception Non 05 (38.46%) | 160 (37.12%) 1.000

Oui 08 (61.54%) | 250 (58.00%) 1.000
Contraception orale | =g 05 (38.46%) | 181 (42.00%) 1.000
Utilisation du Oui 0 59 (89.40%) | 0,00 0.000- 0.093 | 8.5.10
Dispositif intra- 7
utérin

Non 08 (100%) 07 (10.60%) | - - 0.5333

Patientes 04 (30.77%) | 123 (30.22%) 1.000
Ménopause menopausces

Patientes non | 09 (69.23%) | 284 (69.77%) 0.977

ménopausées
La notion de Oui 1 (7.692%) 52 (21.22%) - - 0.964
pratique de Piscine =g 12 (92.31%) | 193 (78.77%) | 0.07 414-598 | 0.002
La notion de Oui 10 (76.92%) 229 (53.13%) 0.158
i{“t"‘sa“"“ du Non 03 (23.08%) | 202 (46.87%) 0.158

ammam

Oui 4(30.77%) | 96(22.27%) 0.700
Tabagisme Non 08 (61.54%) | 335 (77.73%) 0.300
L’utilisation de Oui 9(69.23%) | 200 (46.40%) 0.179
PEchographie Non 4(30.77%) | 231 (53.60%) 0.179
endovaginale
Antécédents Oui 01(7.692%) | 30 (6.961%) 1.000
familiaux de cancer =G/ 12 (92.31%) | 401 (93.04%) 1.000

du col
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RESULTATS

IV.6. Devenir des patientes apres dépistage par le Test HPV

La prise en charge des patientes apres dépistage par le test HPV est organisée avec

un gynécologue en suivant les recommandations de I’OMS [191].

La prise en charge de nos patientes est illustrée sous forme d’algorithme (Figure 65).

444 patientes : Test HPV + FCU w

—

431 Patientes avec un Test
HPV négatif : Conduite a tenir
selon le résultat du FCU

|
\/

Refaire un FCU dans au moins
05 ans pour les Femmes avec
un FCU sans anomalie
cytologique : 324 femmes

Refaire un FCU dans 03 ans
pour les Femmes avec un FCU
avec anomalie cytologique : 73
femmes avec un FCU classé
LSIL, 15 femmes avec un FCU
classé AGC et 14 femmes avec
un FCU classé ASC-US.

Refaire un FCU pour les
femmes avec un FCU classé
HSIL : 05 femmes.

\

13 Patientes avec un Test HPV
Positif : Conduite a tenir selon
le résultat du FCU

<

Refaire un FCU dans 06 mois
pour les patientes avec un FCU
sans anomalie cytologique : 05
patientes.

Refaire un FCU avant
d’effectuer une colposcopie
pour les patientes avec des
FCU classé LSIL (03 patientes)
et AGC (02 patientes).

Programmer une colposcopie
pour les patientes avec des
FCU classés HSIL (02
patientes) et ASC-US (01
patiente).

Figure 65. Algorithme du devenir des patientes de I’étude aprés dépistage par le Test HPV
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V. DISCUSSION

Nous proposons une étude de prévalence des génotypes de HPV a haut risque de cancer du
col de I’utérus chez la femme blidéenne en choisissant de faire un dépistage primaire par Test
HPV et FCU. En effet, Le cancer du col se préte idéalement au dépistage. C’est un cancer
fréquent. La possibilité du traitement des formes précoces et les lésions précancéreuses
permet de faire la prévention secondaire. La cytologie est I’un des tests de dépistage simple et
efficace mais avec une sensibilité limitée obligeant a des répétitions de prélevements et surtout
générant un taux non négligeable de faux négatifs. Effectivement, 2/3 des cancers sont
observés chez des femmes n’ayant jamais eu de frottis (23,7%) ou avec un intervalle irrégulier
toujours supérieur a 3 ans (43,1%), mais 27,3% des cancers sont observés chez des femmes
ayant un frottis rendu normal depuis moins de 3 ans, et cette proportion approche 40% chez
les femmes de moins de 45 ans [192]. Ceci n’a rien d’étonnant quand on se rappelle que les
méta-analyses [193,194] font état d’une sensibilité du frottis cervico-utérin (FCU) de 57%.
C’est pour ces raisons qu’il faut réfléchir a des méthodes de dépistage plus sensibles. Il est
aujourd’hui unanimement reconnu que les papillomavirus humain a haut risque (HPV-HR)
représentent le seul facteur de risque indépendant de cancer du col et que, sans ce virus, il n’y a
pas de developpement de la maladie. C’est bien cette force d’association entre un agent viral et
le cancer du col qui a ouvert la porte d’une part, a la notion de prophylaxie vaccinale et d’autre
part, a I’intégration de la recherche des HPV-HR dans le dépistage des lésions précancéreuses.
Les premieres études comparant la sensibilité du test HPV a la cytologie pour le dépistage des
lesions CIN2+ ont montré la supériorité écrasante du test viral : 96,1 % versus 53 % [195,196]
avec 2 avantages supplémentaires : chiffres similaires dans toutes les études démontrant la
reproductibilité des tests alors que les résultats sont trés hétérogénes pour la cytologie, variant
de 18,6 a 76,7 % [197] et la sensibilité indépendante de I’age alors que pour la cytologie la
sensibilité est moins bonne chez les femmes jeunes : 59,6 % versus 79,3 % au-dela de 50 ans
[198]. Mais il existe un écueil majeur : c’est la spécificité tres inférieure a celle de la cytologie
: 90 % versus 96,3 %.

La sensibilité du test combiné « association du frottis et du test HPV » est quasi parfaite
100% pour Naucler [199] et le manque de specificité du test HPV est amélioré grace au triage
cytologique qui semble faire I’unanimité. Cuzick [129] en 2003 est le premier a démontrer
dans I’étude HART, que chez les femmes dépistées par le test HPV et le triage cytologique
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donnaient les mémes résultats que le recours immédiat a la colposcopie. C’est sur cette notion
qu’il a bati son arbre décisionnel (Figure 18).

L’infection a HPV est contractée dans I’immense majorité des cas par voie sexuelle. En
effet, on considére que 70 a 80 % des femmes ont rencontré ou rencontreront un HPV au cours
de leur vie sexuelle [200]. Cette infection trés fréquente chez les jeunes femmes, reflet de leur
activité sexuelle, est dans I’immense majorité des cas asymptomatique et transitoire,
n’aboutissant a aucune maladie [201]. Autrement dit, le fait d’avoir un HPV au niveau des
voies génitales ne devient « pathologique » qu’a distance des premiers rapports sexuels ; en
pratique au-dela de 25 & 30 ans. La prévalence de I’HPV est de 40-70% dans les 3-4 années
du début de I’activité sexuelle et diminue jusqu’a 7-10% apres I’age de 50 ans. Ce qui
prouve I’aspect transitoire de I’infection a HPV et I’intérét de cibler les infections HPV
persistantes [202]. En effet, seules les infections persistantes, chroniques, pourront ouvrir la
porte aux anomalies du cycle cellulaire et, au-dela, a la cancérisation éventuelle [203].

L’age du debut de I’activité sexuelle est différent selon les criteres socioreligieux. En effet,
dans notre société, I’age du début de I’activité sexuelle est souvent corrélé a I’a4ge du
mariage. L’office national des statistiques révele que la moyenne d’age du mariage de la
femme algérienne est 29 ans. Ce qui justifie notre choix d’inclure les femmes ayant une
activité sexuelle de plus de 5 ans dans notre echantillon au lieu de se baser sur le critére de
I’age entre 25 et 65 ans comme le recommandent le CNR de Papillomavirus et I’OMS, pour
augmenter la chance d’avoir les HPV a haut risque persistants et éviter les HPV a haut
risque en situation de portage transitoire.

Les prélevements cervicaux sont effectués par un personnel médical (nous méme, medecin
généraliste, gynécologue) ou une sage femme. C’est un acte médical qui nécessite un
personnel qualifié et un déplacement de la patiente. D’autres prélevements plus faciles
peuvent étre utilises pour le test HPV comme les urines et I’auto-prélevement vaginal qui
peuvent se faire par la patiente elle-méme. Cela améliorerait I’accés au dépistage. Les Kits
de I’auto-prélévement vaginal ne sont pas encore disponibles en Algérie. Nous rappelons que
le HPV est un virus nu résistant en milieu extérieur, la transmission par objet souillé est donc
possible. Il est donc impératif d’utiliser des speculums a usage unique ou des speculums

stérilisés et hermétiqguement emballés avant I’ utilisation.
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Le nombre de prélevements cervicaux recrutés était 453 prélevements, quatre ont été exclus
avant I’analyse génomique car les candidates n’obéissaient pas a un critere d’inclusion
« activité sexuelle plus de 5 ans ». Ainsi, un total de 449 prélevements cervicaux a été
analysé par PCR en temps réel avec le Cobas 4800 test. Chaque réaction nous permettait
d’analyser 22 échantillons. Un total de 23 réactions a été réalisé. Nous avons été contraints
de refaire deux réactions car certains résultats étaient invalides. La qualité de la détection et
du génotypage de I’HPV est liée a celle du prélevement, le prélevement doit cibler la zone de
jonction du col et doit ramener les cellules susceptibles de contenir I’ADN viral, cette étape
est validée par le contrble interne qui mets en évidence I’ADN cellulaire de la Beta globine.
La bonne conservation des réactifs aussi joue un role primordial essentiellement pour le
contrble positif qui risquerait de se décharger et contrle négatif qui risquerait de se
contaminer [204]. Dans notre étude, un seul prélevement était invalide méme apres la

deuxiéme réaction et donc a été exclu de I’étude.

Nous avons retenu 444 prélevements cervicaux ayant les critéres d’inclusion et validés par le
Cobas 4800 test. Les 9 prélevements exclus rappelons le : 5 patientes avaient une activité
sexuelle de moins de 5 ans (Une patiente exclue apres I’analyse génomique et vérification
des criteres d’inclusion), 3 patientes exclus aprés épuration statistique car elles ont été

prélevées deux fois et un prélevement invalide par le Cobas 4800 test aprés deux reactions.

Notre étude a ciblé les femmes habitant la Wilaya de Blida, un total de 444 femmes est
inclus dans I’étude : 42% (187/444) des femmes dépistées étaient originaires de Blida centre,
21% (93/444) de Ouled Yaiche et 17.75% (79/444) de Beni Merad et 6.5% (29/444) de
Bouarfa, et le reste des femmes étaient originaires des autres villes. Un taux 88% (391/444)
des femmes dépistées étaient des non fonctionnaires. Le contact avec les candidates était
facile. Ces derniéres étaient enthousiastes a se faire dépister avec le Test HPV. Le

consentement était quasi-immeédiat.

L’étude épidémiologique menee par I’International Agency for Research on Cancer (IARC)
sur plus de 1500 femmes issues de 11 pays montre que, tous ages confondus, la prévalence
mondiale des infections génitales a HPV (tous types confondus) est de 10,5%. Cette étude fait

également état d’une large variabilité de cette prévalence entre les pays étudiés allant de
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1,4% en Espagne a 25,6% au Niger [205]. La prévalence, tous ages et tous types d’HPV
confondus, est estimée a 25,6% en Afrique, a 8,7% en Asie, a 14,3% en Amérique du Sud et a
5,2% en Europe [205].

Dans notre étude, la prévalence des patientes HPV a haut risque (HPV-HR) positives est
faible, elle est estimée a 3% (13 /444). La répartition des HPV-HR est comme suit : quatre
(4) HPV 16, (1) HPV 18, HPV 31 (1), HPV 45 (3), HPV 52 (2), HPV 56 (1), HPV66 (2) et
HPV 68 (1). La répartition des HPV a haut risque selon la commune de résidence montre une
prédominance de patientes positives a Blida 7/13 suivi de Ouled Yaiche 3/13, Beni Merad
2/13 et Beni Tamou 1/13.

Nos résultats rejoignent ceux de Hammouda et al qui retrouvent une faible prévalence de 4%
de HPV-HR chez les femmes a Zéralda en 2010 [206]. Nos résultats sont similaires a ceux
retrouvés dans les études en Turquie [207], Tunisie [208] et Egypte [209] ou les prévalences
des HPV-HR sont de 3.5%, 6.6% et 6.5%, respectivement. Au Maroc [210], une étude

retrouve une prévalence de 15%.

Nos résultats sont inferieurs comparés a ceux retrouvés en Europe, ou les prévalences sont
variables selon les pays: Slovénie (12.6%) [211], Roumanie (31%) [212], Macédonie
(40.8%) [213], et Grece (48.6%) [214].

En Asie, la prévalence des HPV-HR chez les femmes est plus élevée comparé a notre étude.
En Chine, Feiyan Xiang et al ont réalisé une étude qui a intéresse 13 775 femmes sur une
période de 2 ans, 13.96% des femmes étaient porteuses du HPV-HR [215]. En Corée, une
cohorte de 18,170 de femmes retrouve une prévalence de HPV-HR égale a 12.48% [216].

Les prévalences du HPV-HR sont plus élevées en Amérique latines comparées a notre étude.
Au Honduras, une étude retrouve 24.3% de femmes HPV-HR positives [217] et 23% au
Paraguay [218]. En Australie, une étude de dépistage chez 2620 femmes retrouve une
prévalence de HPV-HR de 26.5% [219].

Aux USA, entre 2013-2014, la prévalence du HPV-HR était de 51% [220], dans une autre
étude, la prévalence chez les femmes d’origine latine au Texas était de 61%. Ces valeurs sont

largement supérieures a nos résultats [221].
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Les régions a forte prévalence sont celles ou I’incidence du cancer du col utérin est le plus

élevé, et les régions a prévalence plus faible avaient les plus faibles incidences [82].

Cependant, deux régions n'ont pas suivi ce schéma: Asie du Sud et Europe de I'Est. Les études

de I’Asie du Sud, principalement de I’Inde, a présenté une incidence de cancer du col utérin

relativement élevée (taux d'incidence normalisé selon I'age, 25,0 nouveaux cas pour 100 000

femmes par an) [222] mais un taux faible de la prévalence de HPV, avec une prévalence

globale ajustée de 7,1%. Contrairement, en Europe de I'Est, une prévalence élevée du HPV est

estimée a 21,4% mais une incidence relativement faible (14,5 nouveaux cas pour 100 000

femmes par an [au-dessous de I’incidence mondiale de 15,2]) [222].

Tableau 41. Prévalence des HPV-HR et I’4ge moyen des patientes dans la littérature et dans notre

population d’étude

Pays Taille de I’échantillon Moyenne d’age/an Prevalence HPV-HR
Zéralda, 2011[206] 759 - 4%
Maroc, 2010[210] 938 42,5 15%
Tunisie 2016[208] 325 40.7 6.6%
Egypte , 2014[209] 443 39.3 6.5%
Turquie 2018[207] 1060992 - 3.5%
Grece 2019[214] 144 - 48.6%
Roumanie 2019[212] 10553 45.67 31%
Slovenia 2010[211] 4431 - 12.9%
Macedonia 2018[213] 1895 40,8 40,58 %
Chine 2018 [215] 13775 32.98 13.96%
Corée 2018[216] 18,170 41.40 12.48%
Paraguay, 2015[218] 181 30 23%
Texas, USA, 2014 808 36.5 64%
[221]

Australie, 2014 [219] 2620 32.6 26.5%
Notre etude 444 44 37 3%

Huit différents genotypes HPV-HR sont retrouvés dans notre étude (HPV 16, HPV 18, HPV
31, HPV 45, HPV 52, HPV 56, HPV66 et HPV 68) et deux patientes sur 13 avaient une
infection avec plusieurs génotypes HPV-HR.

risque de ¢ c
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Selon la littérature, Environ 3,2% des femmes dépistées ont eu des infections avec plusieurs
types de HPV, soit 20,0 % chez les femmes HPV positifs. D’autres analyses multivariées

n’ont pas pu identifier les facteurs de risque liés a ces infections multiples [82].

Les génotypes prédominants dans notre étude sont HPV 16 (4/15) suivi de HPV 45 (3/15),
(2/15) HPV 66 et (2/15) HPV52. Les quatre génotypes HPV-HR les plus courants dans le
monde sont le HPV16 (3,2 %), le HPV18 (1,4 %), le HPV52 (0,9 %), le HPV31 (0,8 %) et le
HPV58 (0,7 %) [82]. Comparé avec d’autres génotypes, le HPV31 est particulierement
fréquent en Europe (2,3 %) et le HPV52 est particulierement fréquent en Ameérique du Nord
(2,1 %), I’Afrique (2,4 %) et I’Asie (0,7 %) apres le HPV16 dans I’estimation globale. Le

HPV45 est rare (0,5 %), habituellement classé apres le reste des génotypes oncogenes [82].

Selon les études, la prévalence de I’infection a HPV diminuait avec I’age, avec un pic
de prévalence observée chez les femmes plus jeunes (25 ans). Chez les femmes d'age moyen
(35 a 50 ans), la prévalence du HPV variait d’une région géographique a I’autre: Afrique
(20%), Asie / Australie (15%), Amérique du Sud (20%), Amérique du Nord (20%), Europe du
Sud / Moyen-Orient (15%) et Europe du Nord (15%). Des tendances incohérentes de la
prévalence du HPV ont été notées chez les femmes agées, avec une baisse ou un plateau de la
prévalence du HPV chez les personnes agées dans la plupart des études, alors que d’autres ont
montré une augmentation de la prévalence du HPV chez cette population la. Les variations
mondiales de prévalence du HPV selon I’age semblent refléter largement les différences de

comportement sexuel entre les régions géographiques [91].

L’étude ARTISTIC de dépistage primaire combiné chez 24 510 femmes &gées entre 20-64 ans
a démontré aussi que la prévalence de I’HPV diminue avec I’age et cela quelque soit le grade
du frottis : 33% entre 20-29 ans, 15% entre 30-39 ans, 9% entre 40-49 ans, 6% entre 50-69
ans [223].

Nos résultats sont différents. Dans notre étude, 1’age des femmes variait entre 24 et 85 ans.
L’age moyen était de 44,37+£10.02 [95% 1C=43.43-45.30]. La différence de la moyenne d’age
entre les patientes HPV a haut risque positives et HPV a haut risque négatives n’est pas
significative [Négatif vs positif: 44,32+10,02 vs45, 31+10,41, p=0,636]. Trente quatre
pourcent des femmes prélevées sont agées entre 40-49 ans. La répartition des patientes HPV

positives selon I’age montre un pic de prévalence des HPV a haut risque dans la tranche d’age
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[40-49 ans] avec un taux de 3.33% (5/150) pour 5 /13 cas HPV positifs suivi de la tranche
d’age [30-39 ans] avec un taux de 2.41% (3/124) pour 3/13, un taux de 1.9% (2/105) pour
2/13 dans la tranche [50-59 ans] ; 2/13 cas positifs dans la tranche d’age >60 ans soit 3/30
femmes et 1/13 chez les femmes de moins de 30 ans soit 1/22 femmes. Hammouda et al
retrouvent les mémes résultats avec un pic de prévalence de 8.1% constaté chez les femmes
agées de 45 ans ou plus [203]. Pareil, en Egypte, le pic de prévalence de HPV-HR était (9,2%,
8/87) dans le groupe d’age des 45 a 54 ans [209].

Dans une étude de dépistage a Marrakech chez les femmes agées entre 25 et 65 ans avec un
age moyen de 42 ans [28]. Cinquante quatre pour cent des patientes HPV positif avaient
moins de 37 ans. Dans I’étude Tunisienne de Ardhaoui et al, I’age des femmes variait entre 18
et 65 ans. La fréquence de I’infection au HPV était plus élevée chez les femmes agées de
moins de 30 ans [208]. Ces comparaisons montrent que la répartition des HPV selon I’age

chez la femme algérienne semble différer de celle des femmes tunisiennes et marocaines.

En Turquie, la répartition des HPV selon I’age dans une enquéte de dépistage chez un
échantillon de plus d’un million de femmes est de 4,3% (30 a 34 ans), 4,0% (35-39), 3,6%
(40-44), 3,2% (45-59) et 2,8% (60-65), respectivement [207].

Dans I’étude de Nejo et al, I'dge des femmes variait entre 23 et 77 ans avec un 4ge moyen de
42,5 + 11,5 ans. Le taux d’infection au HPV était plus élevé chez les femmes agées de moins
de 25 ans [224]. En Australie, la Prévalence de HPV selon est de 66.3% chez les
femmes < 21 ans et de 15.3% chez les femmes > 40 ans [219]. Les mémes résultats sont

retrouvés dans d’autres études réalisées en France [225] et en Chine [215].

La distribution du HPV par age se présente soit sous forme d’une courbe bimodale ou une
courbe unimodale inclinée vers la gauche. Les raisons derriere ces 2 modeles différents sont
encore controversées. La détection de I’infection a HPV chez les femmes commence toujours
avec un pic juste aprés le début des relations sexuelles, aprés l'infection diminue
progressivement pour atteindre a un plateau chez les femmes d'dge moyen. Dans certaines
populations, un deuxiéme pic moins raide est observé chez les femmes agées [82,91], et dans
deux grands centres d’études américaines ce deuxieme pic était méme égal au premier pic
[226, 227]. L'hypothése de I'immunosénescence, changements dans le comportement sexuel
au cours de l'age moyen, ou un effet de cohorte peut jouer un role [228]. D’autres

scientifiques ont suggéré que la périménopause peut étre en cause des taux plus élevés de
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persistance du HPV chez les personnes agées plutdt qu'une nouvelle acquisition de HPV.
Althoff et al [229] ont suggéré que ce deuxieme pic peut étre partiellement expliqué par des
indicateurs de schémas hormonaux meénopausiques, tels que I’index de masse corporelle
et appartenance ethnique. La cause pourrait étre multifactorielle et résulter du
comportement sexuel, caractéristiques virales telles que type HPV, susceptibilité de I'hdte
[82].

Bien que les comparaisons soient difficiles en raison du faible nombre de femmes dépistées.
D’apres notre étude et celle de Hammouda et al [206], la courbe de prévalence du HPV selon
I'dge en Algérie semble différer quelque peu de ceux de la littérature, avec une diminution
observée chez les femmes de moins de 30 ans et une augmentation chez la femme de plus de
40 ans. La Corrélation entre la prévalence de I’infection & HPV-HR dans la population
générale et le développement du cancer du col utérin a été démontrée, principalement chez les
personnes agees [227]. La survenue du cancer du col selon les genotypes HPV a été évalué
dans une cohorte anglaise et I’une des conclusions de I’étude est que I'infection par un HPV a
haut risque chez les femmes agées de plus de 40 ans était associée a un risque environ 30 fois
plus élevé de cancer invasif du col utérin par rapport aux femmes de moins de 40 ans selon le
type de HPV retrouvé [230,231].

L'association de I’infection a HPV-HR avec des anomalies cytologiques est hautement
significative. Effectivement, Notre étude a démontré que les patientes avec des lésions a haut
grade HSIL ont 15 fois plus de risque d’avoir un HPV a haut risque [OR= 15.49, p<0.005].
La distribution des HPV-HR selon I’aspect cytologique des FCU montre une prédominance
des HPV-HR chez les femmes avec un FCU sans anomalie cytologique 38.43%, suivi de
23.08% LSIL, 2/7 HSIL, 2/17 des AGC et 1/15 ASC-US. Malgré la prédominance des
HPV-HR dans les FCU sans anomalie, I’analyse statistique a démontré que les femmes avec
un FCU sans anomalie ne présentent pas un risque d’acquisition de HPV-HR [OR= 0,16,
p<0.008]. Le lien entre la présence de lésions HSIL et HPV-HR est prouvé dans la
littérature.

Dans I’étude marocaine de Souho et al, avec une cohorte de 633 femmes, la répartition des
HPV-HR selon le profil cytologique était de 34,3%; 73,3%; 80,2% et 76,9% chez les
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femmes avec cytologie normale, ASCUS, LSIL et HSIL, respectivement. Il a été constaté
que les anomalies cytologiques sont aussi significativement liées a HPV positivité (p <0,05)
[232].

En Macédonie, La présence HPV était fortement associée aux anomalies cervicales.
La prévalence de HPV-HR était plus élevee chez 79,1% des femmes avec des Iésions HSIL et
plus faible chez les femmes avec des FCU classé ASCUS 23,9% et avec les lésions LSIL
25,6% [213].

Une étude francaise sur 6539 frottis, montre la distribution des HPV a haut risque selon
I’anomalie cytologique comme suit: Frottis normaux : 13,7%, ASC-US : 17,1%, LSIL:
24,1%, HSIL: 55,6% [233].

En Corée, Yung-Taek Ouh et al ont trouvé une prévalence globale des HPV HR était plus
élevée dans les cytologies ASCUS / LSIL que dans la cytologie normale. La prévalence des
HPV HR augmentait avec I'augmentation de la gravité de la cytologie cervicale (p = 0,028).
Des HPV HR ont été détectés dans 2 012 (11,4%) des 17 717 cas de cytologie normale, 92
(40,4%) des 228 cas d'ASCUS, 113 (74,8%) des 151 cas de LSIL et 45 (90,0%) des 50 cas de
HSIL / ASC-H [216].

Une étude réalisée sur les femmes américaines d’origine latine, a retrouvé une différence
significative entre la présence de HPV-HR et les lésions HSIL (P <0,01). Le taux de 55%
HR-HPV chez les femmes avec des FCU sans anomalie cytologique et 92% HR-HPV était

dans les lesions HSIL ont été constate [221].

Dans notre étude, La distribution des génotypes HPV-HR selon I’anomalie cytologiques est la
suivante : FCU sans anomalie (HPV 16 et HPV 66), LSIL (HPV45, HPV56, HVP52 et
HPV68), HSIL (HPV16 et HPV45), AGC (HPV 18 et HPV 31) et ASC-US (HPV56).

Une étude anglaise, cas témoin, a évalué le risque de survenue du cancer du col selon les
génotypes HPV-HR et a retrouvé que le risque de survenu de cancer invasif suivait cet ordre
HPV16>HPV18>HPV45>HPV33. Le risque de survenue de cancer du col était nul pour
(OR=0) pour HPV 51 et 68 [231]. Une étude cohorte coréenne du suivi de femme avec frottis
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normaux pendant 16 ans avec un taux 13,3% HPV oncogéne. Trente sept cancers sont
survenus dont 25,5% causés par HPV16, 18% par HPV58 et 13,5% par HPV18, et 7 cancers

survenus sans infections HPV a I’inclusion [234].

Combiner le test HPV au résultat cytologique des FCU nous a permis de trier les vraies
Iésions LSIL, 14 femmes avec des FCU classés ASC-US et 15 femmes avec des FCU classés
AGC. L’absence de I’HPV a haut risque dans les 5/7 cas des lésions HSIL encourage a éviter
la colposcopie et insisterait plutot a refaire un FCU. Nous rappelons que 5 femmes sans
anomalie cytologique étaient HPV a haut risque positives, le dépistage primaire combiné nous
a permis de cibler les vraies candidates au suivie avec des FCU chaque 6 mois/un an. De ce
fait, dans notre étude, 5 femmes sans anomalie cytologique positives a HPV-HR bénéficieront
d’un FCU dans 6 mois. Pour les femmes avec un résultat HPV-HR négatif un suivi avec un
FCU est proposé dans 5 ans pour les femmes sans anomalie cytologique et dans 3 ans pour les
femmes avec anomalie cytologique (Figure 18). L’utilisation du test HPV a ainsi permis
d’espacer le suivi par FCU chez les patients sans risque.

La persistance et le type de HPV-HR sont des facteurs de risque nécessaires mais insuffisants
pour le développement des Iésions précancéreuses et cancéreuses du col. Afin d’évaluer les
facteurs de risque d’acquisition de I’HPV, un questionnaire fut établit et proposé aux femmes
incluses dans notre étude. Les facteurs de risque a évaluer sont: I’age du premier rapport
sexuel, le nombre de partenaire sexuel, le nombre de gestation, la parité, la voie
d’accouchement, la ménopause, la contraception, le tabagisme, les antécédents familiaux de
cancer du col. Le virus de HPV, rappelons-le, est un virus nu a capside icosaédrique de nature
protéique. Cette propriété lui confere une résistance dans le milieu extérieur et donc le risque
de transmission par les objets et les eaux souillés existent. C’est pourquoi, la notion de de la
pratique de la piscine, le bain, I’exposition a I’échographie endovaginale ont été intégrés dans

le questionnaire.

Comme vu précédemment, dans notre étude, I’age n’est pas un facteur de risque d’acquisition
de I’HPV par contre la présence d’anomalie cytologique est un facteur de risque lié a HPV-
HR en cas de lésions HSIL, mais les patientes avec FCU sans anomalie cytologique ne

présentent pas de risque d’acquisition le HPV-HR.
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Dans notre étude, deux facteurs de risque d’acquisition de I’HPV-HR ont été retrouvés avec
des valeurs statistiguement significatives : Les partenaires sexuels multiples [OR= 6.16,
p<0.007, 95% IC=5.7% - 11.0%] et la femme nullipare [OR= 8.53, p<0.033, 95% IC=7.9% -
17.6%]. L’analyse statistique multivariée a aussi retrouvé que les femmes avec un seul
partenaire sexuel [OR= 0.16, p<6.5.107, 95% 1C=3.4 - 26.9%], qui utilisaient le DIU comme
moyen de contraception [OR= 0,1, p<0.001, 95% IC=12.5% - 19.2%)] et qui se rendaient a la
piscine [OR=0.07, p<0.002, 95% IC=41.4 to 59.8%] ne présentent pas de risque d’acquisition
de HPV-HR.

La contraception orale, la multiparité, le tabagisme, le bain, I’échographie endovaginale et les
antécédents familiaux de cancer du col ne sont pas considerés comme facteurs de risque dans
notre étude car I’analyse statistique multivariée n’a pas montré des valeurs statistiquement

significatives.

Les facteurs de risque d’acquisition de I’infection a HPV-HR sont variables selon les régions

géographiques.

L’infection génitale a HPV est I’infection sexuellement transmissible la plus fréquente ce qui
explique que la présence de partenaire multiple soit un facteur de risque retrouvé quasiment
dans toutes les études. Cependant, certaines études [235,236] montrent que ni I’age au
premier rapport sexuel, ni le nombre de partenaires sexuels, n’étaient significativement
associes a HPV infection. Ces résultats doivent étre examinés a la lumiére du caractére
extrémement sensible de cette question et la possibilité de réponse inexacte, ce qui entraine un

biais d’exposition erroné lors de la classification.

Comme dans notre étude, les partenaires multiples et la nulliparité sont retrouvés comme
facteurs de risque significatifs dans les résultats de Hammouda et al. La nulliparité, qui est un
facteur de protection contre la cancer du col, est a présent associée au HPV-HR d’apres les
enquétes de surveillance de prévalence de HPV du centre international de recherche sur le
cancer [237,238] mais cette association est susceptible d'étre confondu par un comportement
sexuel non mesuré. Niveau d'éducation et &ge au premier rapport sexuel, ce qui ont été
présentés comme des facteurs de risque de cancer du col en Algérie [238] et ailleurs, [236,
239,240].

161



DISCUSSION

Ardhaoui et al retrouvent les facteurs de risque d’infection par le HPV suivants : le tabagisme
(OR: 2,8 [0,8-9,6]), le faible revenu (OR: 9,6 [1,4-63,4), mauvais type de logement (OR: 2,5
[1-6,8]), partenaires sexuels multiples (OR: 4,5[0,9 a 22,9]) [208].

Souho et al de Fez, ont démontré que I’infection a HPV était significativement associée a
I’age, au nombre des partenaires sexuels et statut ménopausique (p <0,05). Le niveau
d'éducation, I'age au début des rapports sexuels, I’utilisation de contraceptifs oraux, le
tabagisme passif, des antécédents de fausse couche et I'utilisation de salles de bains publiques
ne semblaient pas déterminants dans l'acquisition du HPV [232]. Par contre, Alhamany et al
de Rabat, ont montré que l'utilisation de contraceptifs oraux est un facteur de risque
significatif (p = 0,0206) [210].

Au Paraguay, Les femmes infectées par le HPV avaient des relations sexuelles plus jeunes (16

ans ou moins, p = 0,018) et un nombre plus élevé de partenaires sexuels (p = 0,028) [218].

Le tabagisme augmente le risque d’infection et de la persistance de HPV en fragilisant le
systéme immunitaire [241]. Dans notre étude, I'association du tabagisme et I’HPV-HR n'est
pas significative, probablement en raison de la taille limitée de I’échantillon. Dans la
littérature, il a été démontré que le tabagisme était associé a une prévalence accrue de HPV
[242].

La grossesse et la ménopause sont responsables de nombreux changements psychologiques,
physiologiques et hormonaux pouvant affaiblir le systeme immunitaire [243,244]. L'immunité
réduite permet non seulement l'infection par le HPV, mais constitue également un milieu
favorable a la persistance du HPV et a I'apparence des lésions cellulaires. Les grossesses
multiples et les accouchements par voie basse favorisent les lésions au niveau de la jonction
du col et présentent ainsi un facteur de risque d’infection de HPV. Ni la multiparité, ni
I’accouchement par voie basse ni la ménopause, n’étaient significatifs dans notre étude. Nejo
et al et Kennedy et al et Traore et al ont constaté que le risque d'infection au HPV était

environ deux fois plus élevé chez les femmes multipares [224, 241, 245].

Une étude australienne suggére que l'utilisation de contraceptifs hormonaux favorise la

persistance des infections au HPV oncogénes pouvant conduire a une progression au cancer
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du col utérin mais n‘augmente pas le risque de nouvelles infections a HPV. Cette étude
indique également que ces risques liés aux contraceptifs oraux sont généralement reversibles,
avec un retour a des niveaux de risque similaires a ceux des femmes qui n’ont jamais pris de
contraception orale [244]. Dans notre étude comme dans les études Arhdaoui et al [208] et
Traore et al il n’y a pas d’association significative entre I'infection par le HPV et I'utilisation
des contraceptifs oraux [245]. Par contre, nos résultats démontrent que les femmes qui
utilisaient le DIU comme moyen de contraception ne sont pas a risque d’acquérir le HPV
(p<0.005).

Le risque de transmission des HPV par I’exposition a I’échographie endovaginale n’est pas
significatif dans notre étude, méme si 9/13 des femmes exposées a I’échographie

endovaginale étaient HPV-HR positives.

Dans notre étude, la pratique de la piscine n’a pas un lien avec I’acquisition de HPV avec un
OR= 0.07 et une différence statistiquement significative p= 0.002. La nature résistante de
HPV dans le milieu extérieur incite au respect des régles strictes d’hygiéne dans les
collectivités (bains) et les loisirs aquatiques. Effectivement, ce virus peut persister sur les
surfaces humides (sols, bors de la piscine...) ainsi que le linge mouillé. Il faut insister sur
I’utilisation de matériel médical a usage unique et/ou stérile et la désinfection systématique
des sondes endovaginales aprés I’iutilisation. Notre étude rassure sur la qualité de la
désinfection des sondes endovaginales ainsi que I’hygiéne respectée dans les piscines de la
Wilaya de Blida.

Les patientes sont convoquees pour la récupération des résultats et le suivi adéquat. Les
femmes HPV-HR négatives sont triees selon le résultat de leur cytologie : 75% (324/444)
femmes sans anomalie cytologique sont invitées a refaire un FCU dans au moins 5 ans, 22%

(102/444) des femmes avec anomalie cytologique sont invitées a refaire le FCU dans 3 ans.

Les résultats de notre étude doivent étre interprétés avec précaution vu la taille faible de notre
échantillon, qui hélas était conditionné par la disponibilité des réactifs. Le point fort de notre
étude est la détection des génotypes HPV a haut risque dans le laboratoire de référence de
Papillomavirus de I’Institut Pasteur d’Algérie par des techniques moléculaires sensibles et
reproductibles, le Test Cobas 4800 et Lineary array genotyping de Roche, qui permettent
I’obtention de résultats rapides et fiables.
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Le test HPV retrouve toute sa place dans le dépistage primaire du cancer du col de I’utérus en

permettant de trier les patientes a risque, de justifier la colposcopie et d’espacer les FCU.

Des enquétes elargies de prévalence de HPV-HR dans la population algérienne sont
primordiales pour connaitre les génotypes prédominants et établir une cartographie

écologique de ce virus.
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VI. RECOMMANDATIONS ET PERSPECTIVES

Le dépistage du cancer du col de I'utérus par le Test HPV est désormais recommandé par
I’OMS pour toutes les femmes a partir de I’age de 30 ans. Dans les lignes directrices de lutte
contre cancer du col de 1’utérus publiées en 2014 par I’OMS, il est conseill¢ d’utiliser une
stratégie associant un dépistage par test HPV et un traitement plutot que d’utiliser une
stratégie associant un dépistage par cytologie suivie d’une colposcopie (avec ou sans biopsie)

et un traitement.

Afin d’améliorer la stratégie du dépistage du cancer du col de ’'utérus dans la Wilaya de
Blida, il est primordial d’approvisionner le laboratoire de microbiologie du CHU de Blida de
I’outil moléculaire nécessaire pour la recherche des HPV-HR et rendre ainsi le Test HPV

accessible.

L’infection a HPV est une infection sexuellement transmissible (IST). De ce fait, il est
recommandé d’éviter les facteurs de risque d’acquisition des IST comme les rapports sexuels

non protégés et les partenaires sexuels multiples.

Le respect des regles d’hygiene dans le milieu hospitalier (Usage de spéculums stériles ou a
usage unique, gants, désinfections des sondes endovaginales, matériel chirurgical stérile),
dans les bains et les salles d’activités aquatiques est primordial pour éviter la transmission

du Papillomavirus Humain qui rappelons le est un virus nu résistant dans le milieu extérieur.

Les prélevements cervicaux de la population d’étude ainsi que les extraits d’ADN des HPV-
HR retrouvées sont conservés a -20°C pour des études moléculaires ultérieures telles que le

séquencage des souches HPV-HR et la recherche de HPV a bas risque.
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VIl. CONCLUSION

Le papillomavirus Humain HPV est un virus a ADN particulier, par son tropisme cutanéo-
mugueux et son pouvoir oncogene qui sont liés aux génotypes. Effectivement, les HPV a
tropisme genital sont classes selon leurs genotypes en HPV a bas risque oncogene et HPV a
haut risque oncogene (HPV-HR). Les génotypes HPV a haut risque
(16,18,26,31,33,35,39,45,51,52,53,56,58,59,66,67, 68,69,70,73,82,85) sont responsables de
nombreuses anomalies vulvaires, vaginales, pénienne, de la voie bucco-pharyngée et des
cancers de I'oropharynx en plus d’étre responsables du cancer du col utérin. Les génotypes
HPV-HR, HPV 16 et 18 sont responsables de plus de 70% de tous les cas du cancer du col
dans le monde [3].

En Algérie, le cancer du col de I’utérus représente 10.6% des cancers chez la femme. Il est
classé troisiéme apres le cancer du sein et le cancer du colon selon les données statistiques du
ministére de la santé 2016-2017 [246]. En 2015, les données Epidémiologiques du Réseau
National des Registres du Cancer révelent 1323 cas de cancer du col de I’utérus chez la
femme algérienne et ce chiffre va augmenter pour atteindre 1360 cas en 2025 [247]. Cette
maladie représente un énorme probléme de santé publique dans le monde par son incidence et

sa mortalité qui restent élevée [3] malgré la disponibilité de stratégie préventive efficace.

En effet, le cancer du col de I’utérus est un cancer évitable par deux stratégies préventives. La
prévention primaire par la vaccination anti-HPV qui cible les génotypes a haut risque
prédominants sous forme de vaccins bivalents (HPV 16, HPV18), quadrivalents (HPV 16,
HPV18, HPV6, HPV11) ou nanovalents (HPV6, HPV11, HPV16, HPV18, HPV31, HPV45,
HPV52, HPV58). Et la prévention secondaire qui est basée sur la recherche des anomalies

cytologiques par des FCU avec ou sans recherche de I’ADN viral par des Tests HPV.

Afin d’apporter des données sur la prévalence des HPV a haut risque et leur distribution selon
I’age et I’anomalie cytologique, nous avons réalisé une étude de cohorte prospective dans la
Wilaya de Blida entre Janvier 2018 et Avril 2019 au niveau de I’EPSP Ouled Yaiche et le
service de gynécologie-obstétrique de I’unité Hassiba Ben Bouali-CHU de Blida. Nos
résultats ont montré une prévalence de 3% (13/444) de HPV a haut risque chez la femme
blidéenne. Le pic de prévalence est observé chez les femmes agées entre 40-49 ans. Huit
différents génotypes HPV-HR sont retrouvés : HPV 16, HPV 18, HPV 31, HPV 45, HPV 52,
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HPV 56, HPV66 et HPV 68. Les génotypes prédominants sont HPV 16 suivi de HPV 45,
HPV 66 et HPV56. Deux patientes sur 13 avaient une infection avec plusieurs génotypes
HPV-HR.

Le HPV-HR est retrouvé dans 38% des frottis sans anomalie, ce qui signale I’importance du
dépistage combiné dans le tri des vraies patientes candidates au suivi gynécologique. Notre
étude a démontré que les patientes avec des lesions a haut grade HSIL ont 15 fois plus de
risque d’avoir un HPV a haut risque avec une différence statistiquement significative. Grace
au Test HPV, les colposcopies étaient orientées et efficaces pour les patientes ayant des FCU
anormaux et un HPV a haut risque (3/13 LSIL, 2/13 AGC, 2/13 HSIL, 1/13 ASC-US), donc
des colposcopies inutiles ont été évitées pour les autres patientes ayant des FCU anormaux
avec absence HPV-HR. Les femmes avec un résultat HPV négatif seront invitées a refaire le
frottis aprés au moins 5 ans si le FCU est normal ou apreés 3 ans si le FCU est anormal. Le test
HPV permet ainsi d’espacer les FCU.

Plusieurs facteurs de risque sont impliqués dans la carcinogenése de HPV a haut risque. Dans
notre étude la présence de plusieurs partenaires sexuels et la femme nullipare présentent un
facteur de risque d’acquisition de HPV-HR avec une différence statistiquement significative.
Ainsi la présence de plusieurs partenaires sexuels augmenterait le risque d’acquisition de
HPV a haut risque de 6 fois, et la femme nullipare a 8 fois plus de risque d’acquérir HPV a
haut risque.

Notre étude a aussi démontré que I’utilisation du DIU comme moyen de contraception, la
notion de la pratique de la piscine et la présence d’un seul partenaire sexuel n’avaient pas un

lien avec I’acquisition de HPV-HR avec une différence statistiquement significative.

La prévalence relativement faible du HPV a haut risque a Blida est cohérente avec
I’incidence du cancer du col de I’utérus en Algérie qui est estimée a 10,2 cas pour 100 000
femmes par an en 2015 [247]. Les femmes les plus touchées sont les femmes agées de plus
de 40 ans.

Ces données bien qu’insuffisantes vu la taille faible de notre échantillon nous pousse a
réfléchir a améliorer la stratégie du dépistage du cancer du col de I’utérus a Blida en
recherchant le HPV-HR afin de connaitre I’écologie virologique dans la population pour une

meilleure prise en charge des patientes.
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Il est bien clair que le laboratoire de virologie joue un role principal dans la démarche de la
prévention et la prise en charge du cancer du col de I’utérus. En effet, la disponibilité d’outils
moléculaires sensibles et rapides permet la détermination des génotypes des HPV-HR grace
aux Tests HPV.

Le test HPV retrouve toute sa place dans la stratégie de lutte contre du cancer du col de

I’utérus.

Des enquétes élargies de prévalence de HPV-HR dans la population sont primordiales pour
connaitre la distribution des génotypes prédominants afin d’établir une cartographie

écologique de ce virus en Algérie.
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Ministére de I’enseignement supérieur et de la recherche scientifique
Université Blida I
Faculté de médecine

Objet : AVIS ETHIQUE

Nous soussignés, Pr.E.M.SIAHMED et Pr.L. KEDJI, professeurs en
médecine membres élus du comité d’éthique de ’université Blida I,
représentants la faculté de médecine, certifions avoir examiné la demande
du Dr Samira OUKID, microbiologiste, relative au dépistage du
Papillomavirus Humain oncogéne dans le cadre d’un travail de recherche
quant a la lutte contre le cancer du col utérin.

Il s’agit d’études usitées de par le monde .En Algérie, I’équipe de
PINSP du Pr HAMMOUDA et de I’équipe du Pr. AYYACHE ont déja

procédé a ce type de procédé diagnostique.

Cette étude ne pose pas de probléme d’éthique.

Blida le 14/07/2019

Pr EL Mahdi SIAHMED Pr LILA KEDJI
Membre élu du comité d’éthique Membre élu du comité d’éthique
Faculté de médecine
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CENTRE HOSPITALO-UNIVERSITAIRE DE BLIDA
CLINIQUE Hassiba BENBOUALI

SERVICE DE GYNECOLOGIE OBSTETRIQUE
CHEF DE SERVICE

Pr. M. S. OUKID

Tél : 025.32.39.89 / Eméil : gyn.blida188@gmail.com

AUTORISATION

Je soussigné certifie autoriser le Dr. Samira OUKID maitre assistante en

microbiologie a effectuer des prélevements pour le test HPV chez des patientes

dans le service.

Cette attestation est délivrée pour servir et valoir ce que de droit.

P/ Le Chef de Service
Dr. M. ZEMOUCHI
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FICHE DE RENSEIGNEMENTS

Centre Hospitalo-

universitaire de Blida

Clinique Hassiba Ben Bouali

Service de laboratoire central

FICHE DE RENSEIGNEMENTS POUR RECHERCHE DE GENOTYPE HPV A HAUT RISQUE DE CANCER DU
COL UTERIN

Numéro d’ordre :

Date du prélévement :

Nom: Prénom:
Age:
Adresse:

Profession:

N° de téléphone:

L’age du premier rapport sexuel:
Durée de ’activité sexuelle:
Nombre de partenaire :

Nombre de grossesse :

Voie d’accouchement :

Nombre d’avortement :
Ménopause : depuis :

Contraception :

Orale : DCI/NC :

date du début : durée :
Autres : durée :

Antécédents familiaux de Kc du col :
Lien de parent¢ :

Utilisation de 1’échographie endovaginale :
Combien de fois :

Natation :

Tabagisme :

Niveau socio-€conomique :

Signes gynécologiques :
- Leucorrhées
- Meétrorragie
- Signe de vulvo-vaginite

Examen du col utérin :

- Normal - ulcération érosion
- Inflammatoire - aspect de leucoplasie
- Saignant au contact

- Ectropion

- Autres :

Données ana pathologiques :
Résultat cytologique :

Résultat de la colposcopie :

Autres : (biopsie/conisation)

Données virologiques : (IPA virologie)
Présence de HPV :

Génotype(s) retrouvé(s) :

plusieurs génotypes :
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FICHE DE RESULTAT

Laboratoire de Papillomavirus —IPA Date:

RESULTAT TEST HPV

Nom et Prénom : Age:

Technique utilisée : Détection de I’ADN du Papillomavirus humain HPV par amplification génomique
PCR en temps réel ( Cobas 4800 Roche) .

Resultats :

Genotype HPV 16 :

Genotype HPV 18 :

Autres Genotypes HPV (31,33,35,39,45,51,52,56,58,59,66 et 68):

Conclusion:
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MATERIELS NECESSAIRES POUR LE GENOTYPAGE PAR COBAS
4800 TEST

Manipulation des échantillons et des réactifs

- Milieu de collecte de cellules pour PCR cobas® (Roche P/N 05619637190,
facultatif)

- Embouts CO-RE, 1 000 uL, portoir de 96 (Roche P/N 04639642001 ou
Hamilton P/N 235905)

- Réservoir de réactif de 50 mL (Roche P/N 05232732001)

- Réservoir de réactif de 200 mL (Roche P/N 05232759001)

- Plaque d’extraction (puits profonds) du systéme cobas® 4800 (Roche P/N
05232716001)

- Plaque AD (micropuits) 0,3 mL du systéme cobas® 4800 et film scelleur
(Roche P/N 05232724001)

- Sac a déchets solides [Roche P/N 05530873001 (petit) ou 04691989001
(grand)]

- Chute a déchets en plastique Hamilton STAR (Roche P/N 04639669001)

- Tubes de 13 mL a bout rond, (Sarstedt P/N 60.541.122) a utiliser comme tubes
d’échantillon secondaires

- Bouchons, couleur neutre (Sarstedt P/N 65.176.026); pour reboucher les
¢chantillons apres I’analyse dans des tubes Sarstedt a bout

rond de 13 mL

- Gants jetables, non poudrés

Instruments et logiciel

- Appareil cobas x 480

- Analyseur cobas z 480

- Unité de controle du systéme cobas® 4800 avec logiciel du systéme, version
1.0 ou supérieure

- Editeur d’ordres de travail cobas® 4800, version 0.2.9.0912 ou supérieure

Equipement et matériel facultatif

- Pipettes : capacité de 1 000 uL

- Embouts de protection contre les aérosols exempts de RNase : capacité de 1
000 pL

- Centrifugeuse équipée d’un rotor a godets oscillants avec une FCR minimale
de 1 500

- Plaque magnétique autonome (Roche P/N 05440777001)

- Agitateur vortex (un seul tube)

- Agitateur vortex multitubes [p. ex. VWR P/N 58816-116]
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MATERIEL NECESSAIRE POUR LE GENOTYPAGE PAR LINEAR
ARRAY TEST

Zone de préamplification — préparation de réactifs

* Pour le GeneAmp® PCR System 9700 a 96 puits dorés d’Applied Biosystems,
utiliser les tubes de réaction MicroAmp® (AB# N801-0533), les bouchons (AB#
N801-0535 ou AB# N801-0534), plaques/récupérateurs (AB# 403081) ou
I’ensemble (AB# 403083) et la base (AB# N801-0531) Ready-pack MicroAmp
* Sac en plastique refermable

* Pipette Eppendorf Multipette®*

* Eppendorf Combitip® plus 1,0 mL ou 1,25 mL (stérile, enveloppé
individuellement)*

* Pipetteurs (capacité 50 pL a 125 pL)* avec embouts a barri¢re aérosol ou a
déplacement positif, exempts d’ADN et de DNase

* Gants jetables, sans poudre

Zone de préamplification — préparation de échantillons et de controles

* Pipette Eppendorf Multipette™*

* Eppendorf Combitip plus 1,0 mL et 5,0 mL (stérile, enveloppé
individuellement)*

* Pipetteurs (capacité 20 uL, 200 uLL et 1000 uL)* avec embouts a barricre
aérosol ou a déplacement positif, exempts d’ADN et de DNase

* Tubes a bouchon fileté stériles 2,0 mL (Sarstedt 72.693.005 ou équivalent)

* Portoirs de tubes (Sarstedt 93.1428 ou équivalent)

* Ethanol absolu — conforme aux spécifications d’ACS

* Tubes coniques de polypropylene stérile ; 15 mL et 50 mL : (Corning 430052
et 430290 ou équivalent)

* Pipettes sérologiques jetables stériles (5 mL, 10 mL et 25 mL)

* Pipet-Aid® (Drummond 4-000-100 ou équivalent)

* Microcentrifugeuse (min. FCR 12 500 x g) ; Eppendorf 5415C, HERMLE
Z230M ou équivalent

* M¢élangeur Vortex

* Blocs a chaleur seche 56 °C £2 °C et 70 °C £ 2 °C

* Distributeur a vide (par exemple, QIAvac 24, n° cat. 19403 ; QIAvac 24 Plus,
n° cat. 19413 avec systéme de connexion QIAvac, n° cat. 19419)

* Source a vide [par exemple, une pompe capable de fournir un vide de -800 a -
900 mbar, KNF Neuberger LABOPORT® modéle UN840.3FTP (115 V, 60 Hz)
ou modele N840.3FT.18 (230 V,50 Hz), ou pompe a vide QIAGEN P/N : 84000
(110 V, 60 Hz), 84010 (115 V, 60 Hz) ou 84020 (230 V, 50 Hz)] avec tube relié
au distributeur

» Régulateur a vide (QIAGEN n° cat. 19530), facultatif

* Tubes de collecte (2 mL, QIAGEN n° cat. 19201), facultatif

* Gants jetables, sans poudre
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MATERIELS NECESSAIRES POUR LE GENOTYPAGE PAR LINEAR
ARRAY TEST

Zone de postamplification — amplification/détection

* GeneAmp PCR System 9700 a 96 puits dorés (Applied Biosystems, P/N :
4314878)

* Pipettes sérologiques de polystyréne jetables stériles (5 mL, 10 mL et 25 mL)
* Pipetteur multi-canaux (capacité 100 uL)*

* Pipetteurs (capacité 20 puL, 200 pL et 1000 uL)* avec embouts a barriere
aérosol ou

a déplacement positif, exempts d’ADN et de DNase

» Mélangeur Vortex

* Eau distillée ou déminéralisée

* Bain-marie a agitation a 53 °C £ 2 °C capable de fournir environ 60 tr/m
(Bellco Hotshaker Plus,

P/N : 774622110 (115 V, 60 Hz) ou P/N : 774622220 (230 V, 50 Hz) ou
équivalent)

* Bain-marie a 53 °C + 2 °C

 Agitateur a mouvement orbital capable de fournir environ de 60 tr/m
Forceps, acier inoxydable (VWR # : 30033-042 ou équivalent)

* Stylo a encre indé€lébile résistant a la chaleur, aux produits chimiques et a I’eau
(Sharpie®

Industriel Super Permanent Marker, P/N : 13801 ou équivalent)

* Appareil d’aspiration a vide avec réservoir de collecte de liquide adéquat
(flacon a filtrer avec

parois ¢épaisses de marque PYREX® de Corning P/N : 5340-2L ou équivalent)
* Aspirateur/robinet diviseur d’aiguilles a 12 canaux (Art Robbins Instruments,
P/N : 102-5020-12)

* Anneau en plomb de poids d’environ 500 g (VWR # : 29700-004 ou
¢quivalent)

* Fioles ou flacons de stockage de 1 L,2 L, 3 L

* Bécher de 100 mL, 250 mL, 500 mL

* Cylindres gradués de 100 mL, 250 mL, 500 mL, 1 L

* Pipette Eppendorf Multipette*

* Eppendorf Combitip plus 50 mL (stérile, enveloppé individuellement)
 Adaptateur 50 mL Eppendorf Biopur® (P/N : 0030 069.480)

* Solution de nettoyage pour plaque de culture RBS35 (VWR # : PI27952 /
Pierce # : 27952)

* Gants jetables, sans poudre
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Résumé:

Introduction- Objectif : les infections persistantes a Papillomavirus humain a haut risque (HPV-HR) sont associées aux
1ésions précancéreuses et cancéreuses du col de I’utérus.

Le cancer du col de 1’utérus est le quatriéme cancer chez la femme en Algérie. Peu de données algériennes sont connues sur
le Papillomavirus a haut risque et le cancer du col de I’utérus. Le but de notre travail est de déterminer la prévalence

des Papillomavirus Humain a haut risque du cancer du col de I’utérus dans la région de Blida, de connaitre la distribution
des Papillomavirus Humain a haut risque selon 1’dge et selon 1’anomalie cytologique.

Patientes et méthodes : les prélévements cervicaux pour le test HPV sont effectués grace a une cytobrosse et conservés dans
les milieux de transport a +4°C jusqu’a analyse moléculaire.

La recherche des génotypes HPV-HR est effectuée par PCR en temps réel et par PCR en point final, suivi d’une hybridation
reverse au laboratoire des Papillomavirus et Herpesviridae ainsi que d’autres a I’Institut Pasteur d’ Algérie.

Résultats : entre Janvier 2018 et avril 2019, 453 prélévements cervicaux sont réalisés et un échantillon de 444 patientes est
retenu pour la recherche des HPV-HR. La moyenne d’age des patientes est de 44 ans [24-84, 1C95%=43,43-

45,30]. La prévalence de HPV & haut risque chez la femme blidéenne est de 3% (13/444). Le pic de prévalence quant a lui,
est observé chez les femmes agées entre 40-49 ans. Huit différents génotypes HPV-HR sont retrouvés

1 HPV 16, HPV 18, HPV 31, HPV 45, HPV 52, HPV 56, HPV66 et HPV 68. Les génotypes

prédominants sont HPV 16 suivi de HPV 45, HPV 18, HPV 66 et HPV56. Deux patientes sur 13 avaient une infection avec
plusieurs génotypes HPV-HR. Le HPV-HR est retrouvé dans 38% des frottis sans anomalie et les patientes avec des Iésions
a haut grade HSIL ont 15 fois plus de risque d’avoir un HPV a haut risque [OR= 15.49, p<0.005]. Dans notre étude, les
facteurs de risque d’acquisition des HPV-HR sont les partenaires sexuels multiples [OR= 6.16, p<0.007, 95% IC=5.7% -
11.0%)] et la nulliparité [OR= 8.53, p<0.033, 95% IC=7.9% - 17.6%]. L utilisation du dispositif intra-

utérin [OR= 10,1, p<0.001, 95% 1C=12.5% - 19.2%], la piscine [OR=0.07, p<0.002, 95% 1C=41.4-59.8%)] et un seul
partenaire sexuel [OR=0.16, p<6.5.10-3, 95% IC=3.4 - 26.9%] ne représentent pas un facteur de risque d’acquisition de
I’infection a HPV-HR.

Conclusion : la prévalence de HPV-HR dans la région de Blida est de 3%. Le taux le plus élevé est observé chez les femmes
agées entre 40-49ans. HPV 16 prédomine et les HPV-HR retrouvés représentent 55% des HPV-HR vaccinaux. La présence
de HPV-HR est fortement liée a la présence des lésions HSIL.

Mots Clés: HPV-HR, cancer du col, HPV 16, Test HPV.

Summary:

Introduction-Aim: Persistent high-risk human papillomavirus (HPV-HR) infections are associated with precancerous and
cancerous cervical lesions.

Cervical cancer is the fourth most common cancer among women in Algeria. Few Algerian data are known on high-risk HPV
and cervical cancer. The purpose of our work is to determine the prevalence of high-risk Human Papillomavirus of cervical
cancer in Blida, to know the distribution of high-risk Human Papillomavirus by age and cytological anomaly.

Patients and methods: Cervical samples for HPV testing are taken with a cytobrush and stored in transport media at +4°C
until molecular analysis.

The search for HPV-HR genotypes is carried out by real-time PCR and end-point PCR, followed by reverse hybridization at
the Papillomavirus and Herpesviridae laboratory and others at the Pasteur Institute in Algeria.

Results: Between January 2018 and April 2019, 453 cervical samples were taken and a sample of 444 patients was selected
for HPV-HR testing. The average age of the patients is 44 years[24-84, 95% C1=43.43-45.30]. The prevalence of high-risk
HPV amoung Blidean women is 3% (13/444). The peak prevalence rate is observed in women aged 40-49 years. Eight
different HPV-HR genotypes are found: HPV 16, HPV 18, HPV 31, HPV 45, HPV 52, HPV 56, HPV66 and HPV 68. The
predominant genotypes are HPV 16 followed by HPV 45, HPV 18, HPV 66 and HPV56. Two out of 13 patients had an
infection with several HPV-HR genotypes. HPV-HR is found in 38% of smears without abnormality and patients with high-
grade HSIL lesions are 15 times more likely to have high-risk HPV[OR= 15.49, p<0.005]. In our study, the acquisition risk
factors for HPV-HR are multiple sexual partners [OR= 6.16, p<0.007, 95% CI=5.7% -11.0%] and nulliparity[OR= 8.53,
p<0.033, 95% CI=7.9% - 17.6%]. The use of the intrauterine device [OR= 0.1, p<0.001, 95% IC=12.5% - 19.2%)], the
swimming pool [OR=0.07, p<0.002, 95% IC=41.4-59.8%] and a single sexual partner [OR= 0.16, p<6.5.10-3, 95% IC=3.4 -
26.9%] do not represent a risk factor for acquisition of HPV infection.

Conclusion: The prevalence of HPV-HR in Blida region is 3%. The highest rate is observed in women aged 40-49 years.
HPV 16 predominates and the HPV-HR found represent 55% of the vaccine HPV-HR. The presence of HPV-HR is strongly
related to the presence of HSIL lesions.

Keywords: HPV-HR, cervical cancer, HPV 16, HPV test.
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