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Au moment d’étre admis a devenir membre de la

profession médicale, je m’engage solennellement a

consacrer ma vie au service de humanité.

Je traiterai mes maitres avec le respect et la

reconnaissance qui leur sont dus.

Je pratiquerai ma profession avec conscience et dignité.

La santé de mes malades sera mon premier but.

Je ne trahirai pas les secrets qui me seront confiés.

Je maintiendrai par tous les moyens en mon pouvoir

l’honneur et les nobles traditions de la profession

meédicale.
Les médecins seront mes freres.

Aucune considération de religion, de nationalité, de race,

aucune

considération politique et sociale, ne s’interposera entre

mon devoir et mon patient.

Je maintiendrai strictement le respect de la vie humaine

des sa conception.

Meéme sous la menace, je n‘userai pas mes connaissances

meédicales d’une facon contraire aux lois de Uhumanité.

Je m’y engage librement et sur mon honneur.

Déclaration Geneve, 1948
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Le cancer du col de l'utérus (CCU) représente une réelle menace pour les femmes a
travers le monde, avec environ 569 847 nouveaux cas et 311 365 déces par an. |l représente le
troisieme cancer chez les femmes dans le monde. (1) Au Maroc, le CCU est la 2éme cause de
cancer chez les femmes apres le cancer du sein, avec environ 3388 nouveaux cas et 2465 déces
par an avec une incidence standardisée sur 17,2 nouveaux cas par an pour 100 000 femmes. (2)

Les principaux facteurs de risque associés au développement du CCU comprennent
I'infection au papillomavirus humain a haut risque oncogéne, ainsi que d’autres facteurs
impliqués notamment : I’adge, le niveau socio-économique, le tabagisme actif et passif, I’age du
premier rapport sexuel, le nombre de partenaires sexuels, la multiparité et I'utilisation prolongée
de la contraception orale. (1)

Les HPV infectent les cellules épithéliales de la peau ou des muqueuses, et sont répartis
en 3 classes principales selon leur tropisme (cutané, muqueux, ou mixte). Au sein des HPV a
tropisme muqueux, on distingue les HPV a bas risque entrainant des lésions bénignes, et les HPV
a haut risque qui sont responsables de cancers. (3)

Actuellement, 216 génotypes d’HPV sont identifiés dont un minimum de 13 génotypes
comme étant oncogénes (HPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,53, 56, 58 et 59). (4) Les types
16 et 18 sont mis en évidence dans 50 a 60 % des Iésions de haut grade de ce fait sont les deux
génotypes les plus prévalents dans le cancer du col utérin. La prévalence des génotypes 16 et 18
est globalement similaire quelle que soit la population étudiée. La répartition des autres
génotypes a haut risque oncogéne est variable en fonction des études. (5)

Les HPV affectants les muqueuses génitales sont transmis par voie sexuelle et sont
fréquents des le début de la vie sexuelle, puisqu’ils sont détectés chez un tiers des femmes
entre I'adolescence et le début de la vingtaine. Il est établi que 80% de la population sera
infectée a un moment de sa vie par ce virus, et certains risquent de I’étre a plusieurs reprises. (6)

Les infections qu’ils génerent disparaissent souvent spontanément et sans signe clinique.
(6) La majorité des femmes éliminent le virus en huit a vingt-quatre mois. Cette clairance est

d’autant plus fréquente que les patientes sont jeunes expliquant ainsi les résolutions spontanées
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de certaines dysplasies cervicales. (7) Cependant, I'infection persiste chez 10% des femmes
parmi lesquelles certaines développeront une lésion précancéreuse appelée néoplasie cervicale
intra—épithéliale, qui est un précurseur du cancer du col de l'utérus. (8) L'intervalle entre la
premiere transformation cellulaire liée a un HPV oncogéne et I'apparition d’un tel cancer est en
moyenne de 13 ans. (9) Le type d’HPV ainsi que sa persistance sont les deux principaux facteurs
prédictifs de I’évolution vers des lésions intra épithéliales d’origine malpighienne. (7)

La prévention secondaire du cancer du col de I'utérus repose actuellement dans le monde
sur la détection des lésions prénéoplasiques du col utérin par la réalisation de frottis cervico-
utérins (FCU). Au Maroc, un programme national marocain de lutte contre le CCU a été mis en
place des 2010, basé sur l'inspection visuelle apres application d'acide acétique (IVA) pour
dépister les femmes agées de 30 a 49 ans avec un intervalle de 3 ans.

Pour la prévention primaire, depuis 2008, une vaccination préventive est proposée par
GARDASIL® quadrivalent ou CERVARIX® bivalent pour éviter la contamination par les génotypes
d’HPV les plus fréquemment mis en cause dans le cancer invasif du col de I'utérus, et d’autres
pathologies tumorales. Cette vaccination est destinée aux jeunes filles agées de 11 a 25 ans

idéalement avant le début d'une activité sexuelle. (10)

L’objectif de cette étude est :

e D'estimer la prévalence et la distribution des génotypes d’HPV identifiés par
dépistage dans une population de femmes saines habitants la région de GUELMIM
et BENI MELLAL.

e Et en outre, étudier sa corrélation avec les lésions cytologiques mises en évidence

sur les frottis cervico-vaginaux recueillis au cours de I'étude.

Un travail qui s’inscrit dans le but de fournir des données utiles qui guideront les
mesures de prévention du cancer du col de l'utérus et la recherche sur les vaccins préventifs au

Maroc.
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I. Type et cadre d’étude :

Il s’agit d’une étude rétrospective de type descriptive et analytique qui s’est déroulée en
2019. Elle a été réalisée au sein du service de Bactériologie-Virologie de I’'Hopital Militaire
Avicenne de Marrakech (HMA) et Anatomopathologie du Centre Hospitalier Universitaire
Mohammed VI Marrakech.

Nous avons récupéré les dossiers des femmes suivies en consultation gynécologique des
centres de santé régionale de Beni Mellal et Guelmim, au niveau du laboratoire de Bactériologie-
Virologie de I’'Hopital Militaire Avicenne de Marrakech (HMA) contenant les résultats du
génotypage de leurs frottis cervico-vaginaux.

Nous avons également récupéré leurs frottis cervico-vaginaux pour faire une étude
cytologique au niveau du service d’Anatomopathologie du Centre Hospitalier Universitaire

Mohammed VI Marrakech.

Il.Population étudiée :

Population cible :

e Femmes agées de 25 a 65 ans se présentant en consultation gynécologique.
Criteres d’exclusion :

e Age < 25ansou > 65ans.

e Régles et saignements.

e Chimiothérapie.

e Cancer du col.

Le nombre de cas de femmes étudiées est de 95.
L’origine des patientes est soit rurale ou urbaine au niveau de la région de Guelmim et

Beni Mellal.
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lll. Phase pré analytique :

La nature de I'étude a été parfaitement expliquée a la population étudiée, un
consentement écrit a été obtenu de la part de chaque participante. Un questionnaire (fiche
d’exploitation) regroupant les renseignements cliniques et les facteurs de risque de I'infection au

HPV est documenté (Voir annexes).

1. Examen clinique :

L’examen en position gynécologique commence d’abord par 'inspection du périnée et de
la vulve (a la recherche notamment des condylomes...). Aprés avoir écarté les petites levres, le
spéculum sera introduit sans lubrifiant (qui va altérer le matériel ramené). Le spéculum doit étre
de taille adéquate pour ne pas traumatiser la patiente. Le col doit étre parfaitement mis en
évidence et I'orifice du canal endocervical bien visible. Les parois vaginales doivent étre

explorées en totalité sous colposcopie lors du retrait du spéculum.

2. Frottis cervico-utérin :

Il est toujours réalisé avant le toucher vaginal. C'est en dehors des regles, pendant la
période para ovulatoire, quand la glaire cervicale translucide produit un effet de loupe au niveau
d’un orifice externe au maximum de son ouverture, que le prélévement est conseillé.

La présence de leucorrhée accompagnée d’irritation et d’'une muqueuse rouge vernissée,
signe cliniquement une infection et doit faire reporter le prélevement du frottis, de méme, des
muqueuses atrophiques saignant au moindre contact.

Ce sont la qualité du préléevement, la quantité suffisante et la bonne conservation du
matériel cellulaire qui permettront au pathologiste d’améliorer la performance de cette méthode

de dépistage.
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2.1 Mise en place du spéculum non lubrifié :

Elle doit étre douce et progressive pour le confort de la patiente et pour éviter un
saignement iatrogéne des muqueuses. Introduit dans I’axe longitudinal de la vulve, le spéculum
en prenant appui sur la fourchette entrouvre les petites levres, récline les vestiges hyménaux et
progresse dans le tiers externe du conduit vaginal : a ce niveau une rotation d’un quart de tour
replace les valves du spéculum a [I’horizontale et permet de glisser sur les parois
postérieures et antérieure du vagin jusqu’a la sensation de ressaut du col, au fond du déme
vaginal.

C'est a ce moment précis que l'on écarte lentement les valves du spéculum pour

permettre I'’engagement du col qui se fixe entre les deux extrémités. (Figure 1)

= SErattis Cervico-Vagind|mmsmna:

Figure 1 : réalisation du FCU :

2.2 Prélévement en couche mince :

L’essuyage doux du col a I'aide d’un coton monté a I'extrémité d’une pince longuette le
débarrasse de ses sécrétions. Ainsi exposé, le col va permettre de réaliser des frottis sur trois
niveaux (endocol-exocol-jonction). Le prélevement est réalisé en utilisant une brosse. Le matériel
prélevé est ensuite immédiatement rincé dans le flacon qui contient un fixateur permettant le

transport au laboratoire. Une brosse sécable peut aussi étre laissée dans le flacon.
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Figure 2 : frottis en milieu liquide :

Les flacons peuvent étre ainsi conservés a 4 ° C.

IV. Phase analytique :

1. Etude moléculaire :

Réalisée au sein du laboratoire de Microbiologie de I’'Hopital Militaire Avicenne (HMA),
I’étude moléculaire des frottis ont été réalisé par le Software hybrispot 12 PCR auto:
C’est une plateforme semi-automatique DNA flow, entierement guidé par I'écran qui

fournit des instructions précises pendant le processus d'analyse.

Parmi ses Caractéristiques et avantages :
¢ Semi-Automatique.
e Distributeur de réactifs (bras robotique).
e Contréle de température et de temps.
e Contréle du vide.

e Capture d'images des chips.
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e Deux blocs PCR de 12 puits.

¢ Une chambre d'hybridation de 12 échantillons.

e Capacité a exécuter deux techniques en méme temps : amplification et hybridation.
¢ Identification par code-barres (QR) des réactifs et des échantillons.

e Controle complet du processus par capteurs (vide, niveaux, température).

e Lumiére UV pour la décontamination de I'ADN.

e Minimisation des risques d’erreurs et de contaminations.

,

Zone a:
L’amplification
Zone b :
L'hybridation
(1):Des
ependorffs

(2) : Des chips
(3): Solution A a
41°C

(4):Réactif {B},
{C}, {D} {E} a

température
ambiante.

Figure 3 : Hybrispot 12 PCR auto :

Le résultat est obtenu apres 3h35 min de traitement par I'automate. La lecture est
réalisée a l'aide d’une caméra connectée a un ordinateur. Les images des chips HPV sont

capturées et analysées. (Figure 3)

L’hybrispot 12 PCR auto reconnait 36 génotypes d’une maniére simultanée :
e HPV a haut risque : 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66,
68,73 et 82.
e HPV a faible risque : 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 55, 61, 62, 67, 69, 70, 71, 72,

81,84 et 89.
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Figure 4 : Les images analysées (photo du service de microbiologie de I'HMA) :

(1) : cing points d’amplification - A gauche : HPV+
(2) : Deux points d’hybridation - A droite : HPV-
(3) : Génotype positif

2. Etude cytologique :

Les flacons des frottis ont été récupérer du service Bactériologie-Virologie de I’Hopital
Militaire Avicenne de Marrakech (HMA) et acheminer au service d’Anatomopathologie du Centre
Hospitalier Universitaire Mohammed VI Marrakech dans une glaciere.

La cytologie a été réalisé selon les étapes suivante :

2.1. Etalement des cellules sur des lames et les fixer :

Les frottis cervico-vaginaux en phase liquide sont traités par l'automate Novacyt qui
réalise un étalement en monocouche : les cellules sont remises en suspension, concentrées et
transférées sur lame en une couche.

La fixation des cellules s’est faite par séchage des lames dans I’étuve pendant 5 minutes.

-10 -
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e METHODE D UTILISATION DE NPS 50
ervice d’anatomie pathologique MARRAKECH
T CHS MOH:]\«H\/I;ED IVP M.;RER?AKECH : -

Dr L.EL-HAMRI , Pr H.RAIS

[. Chargement des plateaux de travail |

RN
1. Charger les lames ( la partie teintée est orientée vers I’extérieur) F et
2. Charger les flacons en controlant que le numéro de position est le {’

(TS SR

méme por le flacon et pour la lame (vérifier que les flacons ne e — -
comprennent pas la brosse dans I’axe central) oo
3.Positionnement des buvards : une bandelette par ligne de 8 * _',! .i"‘f‘ C r

4. Insertion des chambres de décantation: les bords plans de la e——
presse vers le haut puis etourner la presse( la partie claire des
chambres et la face Plane de la presse en bas).

..-q.cnﬂ |
| o |

. -
x 1 -eeaa-&aa, /|
i 2 T <

I1. Préparation des réactifs

1. Solution de décontamination: 2 ml dans 1 litre de 1eau distilée

2. Solution de I'eau de javel:100 ml de javel+200 ml de I’eau distilée
3. Solution de Novastick: 200micl + 20ml de sérum salé

4. Solution préservative: 0.5g DTT+ 20m! de la solution préservative
Positionnement des bacs contenant les réactifs

I1I. Lancement du logiciel
Allumer I’apparein NPS50 et allumer I’ordinateur
Double clique sur I'icone NPS50 présente dans le bureau
Entrer le nom (user) le mot de passe (nova) et cliquer sur OK
puis cliquer sur démarrer

Effectuer les vérifications demandées avant de cliquer sur la case correspondante
Les bechers sont colorés en jaune ou en vert selon le volume (Cliquer sur ok )

Connexion de robot

Placement du plateau

Niveau de bidon d’évacuation des
déchets Niveau des différentes
solution préparées

Choisir le mode et le nombre de flacons

pour chaque plateau s a7
| =
Cliquer sur démarrer et lancer le cycle = 7T
A la fin du cycle | e —— 1|
Sortir les plateaux de e = |
I’automate L
Relacher la pression de la presse )
Attendre 5 minutes l%,{ ‘ i Ol 0 O voamy oy
Retirer les lames " B *Q eeesss g‘i‘ B
POOO0000@ |

Sécher les lames dans

’ : ' ‘ T el ! I

I’étuve 4 55° pendant 5 min V_ Colorer les lames au

Retirer les flacons de leur support . '
PPOTL - e Papanicolaou

: ) = Monter les lames

Figure 5 : Méthode d’utilisation du Novacyt :

-11 -
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Figure 6 : Etalement des cellules sur des lames par Novacyt au service d’Anatomopathologie du
Centre Hospitalier Universitaire Mohammed VI Marrakech :

2.2. Coloration par technique de PAPANICOULAQOU :

La technique de coloration utilisée est celle de PAPANICOULAOU. Cette coloration associe
un colorant nucléaire I’hématoxyline de Harris, a des colorants cytoplasmiques I'orange G, et le

mélange polychrome EA50 de PAPANICOULAOU.

-12 -
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I_ PAPANICOULAOU

La fixation des ¢talements par Ether-Alcool > 15 min

Eau de robinet " 5min"
<M
N
Alcool 70 % " 5min"

Rincage

b
Rincage

Eau lithinée "30 sec”

\/___Rincage

Alcool 80 % "30 sec"

Y
\ Alcool 90 % "30 sec"

*

e . Alcool 95 % "2min" -

N

Alcool pur "30sec”

3 bains d'Alcool pur
«Déshydratation» | .

= 7

Figure 7 : Etapes de la coloration par technique de PAPANICOULAOU :

-13-
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Figure 8 : Les bains de la coloration par technique de PAPANICOULAOQOU au service

d’Anatomopathologie du Centre Hospitalier Universitaire Mohammed VI Marrakech :

2.3. Analyse des lames par les anatomopathologistes :

Une fois les lames correctement, fixées et colorées, la lecture a été faite par les médecins
anatomopathologistes du service d’Anatomopathologie du Centre Hospitalier Universitaire
Mohammed VI Marrakech et les résultats sont rendus selon la classification de Bethesda 2014 :

e Un frottis de qualité non satisfaisante
e Certaines infections ou inflammations bénignes
e Absence de lésion malpighienne intra-épithéliale ou de signe de malignité (frottis
normal)
e Anomalies des cellules malpighiennes :
o ASC-US, ASC-H
o Lésion malpighienne intra-épithéliale de bas grade (LSIL regroupant koilocytes,
dysplasie légére ou CIN 1)
o0 Lésion malpighienne intra-épithéliale de haut grade (HSIL regroupant dysplasie
moyenne et sévere ou CIN Il et CIN )
o Carcinome malpighien (cancer)
e Anomalies des cellules glandulaires atypies des cellules glandulaires (AGC) :
o Atypies des cellules glandulaires en faveur d’un néoplasie
o Adénocarcinome endocervical in situ (AIS)

o Adénocarcinome
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Tableau | : Photos de lames de FCU sous microscope optique :

Lame de FCU normale sous microscope optique

X25

Lame de FCU tres inflammatoire sous

microscope optique X25

Lame de FCU classé LSIL sous microscope

optique X25
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Lame de FCU classé LSIL sous microscope

optique X40

Lame de FCU classé ASC-US sous microscope

optique X25

Lame de FCU classé ASC-US sous microscope

optique X40
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Lame de FCU classé ASC-H sous microscope

optique X25

.
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Lame de FCU classé ASC-H sous microscope

optique X40

V. Modalité de recueil des données :

Les données collectées sont récupérées sur feuille Excel pour faciliter leur exploitation.
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|. Caractéristigues de la population étudiée :

L’age des participantes dans notre étude était entre 19 et 65 ans.
Leur moyenne d’age était de 49,63 ans + 8,8. (Figure 29)

La majorité (42,11%) des participantes se situait dans la tranche d’age comprise entre 35

et 44 ans. (Tableau I, figure 9)

Tableau Il : Répartition du nhombre total selon les tranches d’age :

Tranches d’age 15-24 ans 25-34 ans 35-44 ans| 45- 54 ans 55- 65 ans
Pourcentage 1,05% 25,26% 42,11% 27,37% 4,21%
Nombre 1 24 40 26 4

=7 Mean = 39.63
Std. Dev.=8.84
N=95

207 “

- 157
10
o
10 20 30 40 50 B0 70

Figure 9 : Répartition de la population étudiée selon I’dge :
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Répartition du nombre total selon les tranches d'age
a0

40
30

20

Pourcentage

10

g 105

168-24 ans 2h-34 ans 35-44 ans 4A-54 ans AA-65 ans

Tranches d'age

Figure 10 : Répartition du nombre total selon les tranches d’age :

2. Niveau socio-économique :

Les FCU ont été réalisés en consultation gynécologique du centre de la santé reproductive
a I’hopital régionale de Guelmim et Beni Mellal. La majeure partie des consultantes sont sous
couverture Rammed, elles appartiennent a un niveau socioéconomique bas.

(Tableau Ill, figure 11)

Tableau Il : Répartition des patientes selon leur niveau socio—économique :

Niveau socio-économique Bas Moyen Haut
, . 54 36 5
Echantillon
56,84% 37,89% 5,26%
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50

407

307

Percent

20

107

[==)

Classe Socio-économique

56.84%
37.89%
5.26%
T T T
Bas Moyen Haut

Figure 11 : Répartition des patientes selon le niveau socio—-économique :

3. Contraception orale :

27 patientes n’utilisaient aucun moyen contraceptif, soit 28,4% de I|’échantillon. 63

patientes sont sous contraception orale (66,3%) et 5 patientes utilisaient des méthodes

contraceptives locales (1 patiente utilisait les préservatifs lors des rapports sexuels, 3 patientes

utilisaient un DIU et 1 seule patiente utilisait la contraception injectable).

Tableau IV : Répartition des patientes selon |'utilisation de la contraception orale :

Contraception orale

Oui

Non

Echantillon

63 (66,3%)

32 (33,7%)
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Contraception orale

Man
33,7%

Oui
66,3%

Figure 12 : Répartition des patientes selon |'utilisation de la contraception orale :

4. Tabac:

Toutes les patientes n’ont pas le tabac comme facteur de risque.

Tableau V : Répartition des femmes selon le tabagisme :

Ooul NON

Tabac 0% 100%

Tabac

@ Mon

Figure 13 : Répartition des femmes selon le tabac :
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5. Parité :

Dans notre étude, 73 femmes avaient plus d’un enfant, soit 76,8% de notre échantillon, et

22 femmes avaient un enfant ou moins, soit 23,2%. (Tableau IV, figure 14)

Tableau VI : Répartition des participantes selon la parité :

Parité <1

> 2

Echantillon 23,2%

76,8%

Parite

1}
(]

Figure 14 : Répartition des participantes selon la parité :

6. Nombre de partenaires sexuels :

84 patientes dans notre étude réclament avoir un seul partenaire sexuel, soit 88,4% de

notre échantillon. 11 femmes ont déclaré avoir plusieurs partenaires sexuels, soit 11,6% de

I’échantillon. (Tableau VI, figure 15)

Tableau VII : Répartition des participantes selon le nombre de partenaires sexuels :

Nombre de partenaires sexuels <1

> 2

Echantillon 84 (88,4%)

11 (11,6%)
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Nombre de partenaires sexuelles

z2
11,6%

1
88,4%

Figure 15 : Répartition des participantes selon le hombre de partenaires sexuels :

7. Infection génitale :

Dans notre série étudiée, 16 participantes ont présenté des infections génitales soit

16,8% de notre échantillon. (Tableau VI, figure 16)

Tableau VIII : Répartition des participantes selon la présence d’infection génitale :

oul NON
Infection génitale % 16,8% 83,2%
Nombre d'infection génitale 16 79

Infection génitale

oui
16,8%

non
83,2%

Figure 16 : Répartition des patientes selon la présence d’infection génitale :
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8. Antécédents de cancer :

Dans notre échantillon, 4 patientes ont présenté un ATCD familial du cancer du col du
coté maternel et 1 patiente a un ATCD familial de cancer du sein du coté maternel. Alors
gu’aucune patiente n’a présenté un ATCD personnel du cancer du col et aucune participante a
notre étude n’a présenté un ATCD d’un autre cancer de localisation gynécologique. (Tableau IX,

figure 17)

Tableau IX : Répartition des patientes selon la présence d’ATCD de cancer du sein et du col :

Sans ATCD familial du
ATCD Familial du ATCD Familial du .
. cancer du col ni cancer
cancer du col cancer du sein .
du sein
, . 4 1
Echantillon 90 (94,74%)
(4,21%) (1,05%)

Répartition des patientes selon la présence du cancer du sein et du col

- o ATCD Familial du cancer du col

—__ ATCD Familial du cancer du sein

Sans ATCD familial

Figure 17 : Répartition des patientes selon la présence d’ATCD
de cancer du sein et du col :

9. Dépistage du cancer du col de |'utérus par FCU :

93 patientes n’ont jamais fait un FCU et n’ont jamais bénéficié d’un dépistage du cancer

du col utérin, soit 97,89% de I’échantillon. (Tableau X, figure 18)
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Tableau X : répartition selon la réalisation de FCU :

FCU Fait Jamais fait

Nombre total 2(2,11%) 93 (97,89%)

FCV

- Fait

Jamais fait

Figure 18 : Répartition selon la réalisation du FCU :

10. Vaccination :

Aucune patiente n'a jamais été vaccinée.

Il.Résultats du génotypage :

1. Résultat global :

Sur notre échantillon, 11 FCU ont un test HPV positif, soit un taux d’infection totale

11,58%, le reste ont un test HPV négatif. (Tableau XI, figure 19)

Tableau XI : répartition des résultats du typage :

Positif Négatif
11 84
HPV
11,58% 88,42%
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Typage

Positif @ NEégatif

Figure 19 : Répartition des résultats du typage :

2. Répartition du papillomavirus humain selon le génotype

Parmi les 11 FCU avec un test HPV positif, 9 génotypes ont été détectés. (Tableau XIl,
figure 20 et 21)
e 8 sont des HPV a haut risque, il s’agit du génotype 31, 35, 45, 52, 56 : 2 génotypes
ont été détectés sur le méme frottis (HPV 31 et HPV 56).
e 3 sont des HPV a bas risque il s’agit du génotype 62, 72, 81 : 3 génotypes ont été
détectés sur le méme frottis dont un a haut risque HPV 35 avec deux a bas risque :
HPV 62 et 81.
e 3 sont des HPV positifs de génotype non déterminé (génotype autre que les 36

détectés par HybriSpot 12 utilisé dans cette étude).
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Génotypes HPV +

MNon déterming
21 4%

57.1% | HPY-HR
HPV-BR 57.1%
21,4%
Figure 20 : Répartition des HPV positifs :
Tableau XII : Les différents génotypes détectés :
GENOTYPES HPV
HPV-HR HPV-BR Non déterminé

[Types HPV 31 35 45 52 56 62 72 81 3
INombre 2 3 1 1 1 1 1 1
|Pourcentage 14,28%| 21,44% | 7,14% 7,14% 7,14% | 7,14% | 7,14% |7,14% 21,44%

Geénotypes HPV +

HPFY 31
HPFY non déterming 14,3%
21, 4%
HPV 81 HPV 35
7.1% 21,4%
HPY 72
7.1%
HPY B2 HPY 45
7.1% 71%
HPFY 56 HPFY &2

7, 1% T1%

Figure 21 : Répartition des différents génotypes détectés d’HPV :
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3. Répartition des résultats par tranche d’age :

L’age des participantes HPV positif dans notre étude était entre 26 et 53 ans.

Leur moyenne d’age était de 39,63 ans + 2,7.

Les HPV haut risque et sont plus fréquents chez les femmes dont ’age est supérieur a 40

ans. (Tableau Xl figure 22)

Tableau XIII : Répartition des résultats du typage par tranche d’age :

Age <37 Ans >40 Ans
HPV-HR 2 (28,57 %) 5(71,43 %)
HPV non déterminé 2 (66,66 %) 1 (33,34%)
HPV-BR 0 (0 %) 2 (100 %)

Répartition de HPV par tranche d'age

<37 Ans [ =40Ans

HPY-HR HPY naon déterminé HPY-BR

Figure 22 : Répartition des HPV+ par tranche d’age :

4, Résultats selon la présence des facteurs de risque

Les facteurs de risque étudiés sont : le niveau socio-économique, la contraception orale,

plusieurs partenaires sexuels, la multiparité, I'infection génitale et le tabac.
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Parmi les femmes HPV+, on note : (Tableau XIV, figure 23)
e 72,7% appartiennent a un niveau socio-économique bas.
e 45,5% étaient sous contraception orale.
e 27,3% des participantes avaient plusieurs partenaires sexuels.
e 54% avaient 2 enfants ou plus.
e 9 femmes ont présenté des infections génitales soit 81%.

e Alors que le facteur du tabac était absent chez toutes les participantes.

Tableau XIV : Présence des facteurs de risque pour les femmes HPV+ :

HPV +

Bas 8 (72,7%)

Niveau socio-économique Moyen 3 (27,3%)
Haut 0 (0%)

Contraception orale 5 (45,5%)

Plusieurs partenaires sexuels 3(27,3%)
Multiparité 6 (54%)
Présence d’une infection génitale 9 (81%)

Présence des facteurs de risque pour les femmes HPV+

100,00%
75,00%
50,00%
25,00%
0,00%
Miveau socio- Contraception orale Flusieurs Multiparité Infection génitale
gconomigue bas partenaires sexuels

Figure 23 : Présence des facteurs de risque pour les femmes HPV+ :
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lll. Résultats de la cytologie :

1. Résultat global :

Sur notre échantillon, 20 FCU (21%) sont normaux, 65 FCU (68,5%) sont inflammatoires, 1
FCU (1,1%) a comme résultat LSIL, 8 FCU (8,4%) ont comme résultat ASC-US, et 1 FCU (1,1%) a

comme résultat ASC-H. (Tableau XV, figure 24)

Rappel du systéme BETHESDA 2014:
ASC-US : Cellules malpighiennes atypiques de signification indéterminée
ASC-H : Cellules malpighiennes atypiques ne permettant pas d’exclure une Iésion
malpighienne intra-épithéliale de haut grade
LSIL : Lésion intra—épithéliale de bas grade

HSIL : Lésion intra-épithéliale de haut grade

Tableau XV : Répartition des résultats de la cytologie :

FCU Echantillon
Normal* 20 (21%)
Inflammatoire* 65 (68,5%)
LSIL 1(1,1%)
ASC-US 8 (8,4%)
ASC-H 1(1,1%)

*Absence de lésion malpighienne intra—-épithéliale ou de signe de malignité
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Répartition des résultats de la cytologie

ASC-H R

normal*

ASC-US

LSIL

Inflarmmatoire™

Figure 24 : Répartition des résultats de la cytologie :

2. Résultats de la cytologie selon le génotypage du papillomavirus :

Pour les HPV a haut risque : 1 FCU (14,28%) est normal, 1 FCU (14,28%) est inflammatoire,

1 FCU (14,28%) a comme résultat LSIL, 3 FCU (42,88%) ont comme résultat ASC-US, et 1 FCU

(14,28%) a comme résultat ASC-H.

Pour les HPV a bas risque : 1 FCU (33,33%) est inflammatoire, et 2 FCU (66,64%) ont

comme résultat ASC-US.

Pour les HPV a génotype non déterminé : 2 FCU (66,64%) sont inflammatoires, et 1 FCU

(33,33%) a comme résultat ASC-US.
Pour les HPV négatifs: 19 FCU (22,62%) sont normaux, 61 FCU (72,62%) sont

inflammatoires, et 4 FCU (4,76%) ont comme résultat ASC-US.
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Tableau XVI : Répartition des génotypages d’HPV selon la cytologie :

HPV génotype HPV

Haut risque Bas risque Non déterminé Négatif
Normal* 1 (14,28%) 0 0 19 (22,62%)
Inflammatoire* 1(14,28%) 1(33,33%) 2 (66,64%) 61 (72,62%)
LSIL 1(14,28%) 0 0 0
ASC-US 3 (42,88%) 2 (66,64%) 1(33,33%) 4 (4,76%)
ASC-H 1(14,28%) 0 0 0
Total 100% 100% 100% 100%

Répartition des génotypes d'HPV selon la cytologie
B ASC-H ASC-US M LSIL M Inflammatoire* Mormal*

100%

75%

50%

25%

0%

Haut risque Bas risque Mon determing Mégative

Figure 25 : Répartition des génotypages d’HPV selon la cytologie :

Parmi les cytologies normal, 1 génotype (5%) d’HPV-HR 35 a été détecté, le reste étant

négatif.

Pour les cytologies inflammatoires, 9 génotypes ont été détectés :
e HPV-HR 52 a été détecté sur 1 FCU (1,53%).
e HPV-BR 72 a été détecté sur 1 FCU (1,53%).
e HPV non déterminé a été détecté sur 2 FCU (3,09%).

e Le reste étant négatif (93,85%).
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Pour LSIL, 2 génotypes ont été détectés :
e HPV-HR 35 a été détecté sur 1 FCU (50%).

e HPV-BR 56 a été détecté sur 1 FCU (50%).

Pour ACS-US, 9 génotypes ont été détectés :
e HPV-HR 35 a été détecté sur 2 FCU (20%).
e HPV-HR 45 a été détecté sur 1 FCU (10%).
e HPV-BR 62 a été détecté sur 1 FCU (10%).
e HPV-BR 81 a été détecté sur 1 FCU (10%).
e HPV non déterminé a été détecté sur 1 FCU (10%).

e Le reste étant négatif (40%).

Pour les ASC-H, 1 génotype (100%) HPV-HR 31 a été détecté.

Tableau XVII : Répartition des cytologies des FCU selon les génotypes d’HPV :

HPV génotype e
Haut risque Bas risque Non L. Total
. ., | Négatif

31 35 45 52 56 62 72 81 déterminé
Normal* 0 ! 0 0 0 0 0 0 0 19 100%
(5%) (95%) 0
Inflammatoire* 0 0 0 ] 0 0 ! 0 2 61 100%
(1,53%) (1,53%) (3,09%) | (93,85%) 0
LSIL ] 0 0 0 ] 0 0 0 0 0 100%
(50%) (50%) 0

2 1 1 1 1 4
ASC-US 0 0 0 0 100%
(20%) | (10%) (10%) (10%) (10%) (40%) 0
1

ASC-H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100%
S¢ (100%) 0
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Répartition des cytologies des FCU selon les génotypes d’'HPV
B NEgative MNon determiné Basrisque [l Hautrisque

100,00%

100%

75,00%

50,00%

25,00%

0,00%

Mormal* Inflammataire™ LsiL ASC-US ASC-H

Figure 26 : Répartition des cytologies des FCU selon les génotypes d’HPV :
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I. Rappels sur les papillomavirus humains :

1. Historique de I'infection HPV :

Le terme papillomavirus tient son origine des deux mots latins « papilla », signifiant
« bouton, mamelon, tétine », et « oma », désignant le caractere tumoral dans son ensemble.

En 1949, la premiere description d’HPV est réalisée en microscopie électronique
par Strauss et al. En 1976, Harald zur Hausen a été le premier a publier ’hypothese d’un réle des
HPV dans |'étiologie du cancer du col utérin, hypothése qu’il a confirmée par la suite.

Il a également largement participé a la recherche pour la mise au point d’un vaccin. Ses

travaux lui ont valu le prix Nobel de physiologie et de médecine en 2008. (11)

2. Classification des HPV :

Les papillomavirus humains sont des petits virus nus a ADN bicaténaire circulaire
appartenant a la famille des Papillomaviridae.

La classification des Papillomaviridae est basée sur la séquence nucléotidique du géne L1
codant pour la protéine majeure de capside. Cette famille est composée de seize genres dont
I'appartenance est définie par une homologie de séquence nucléotidique du gene L1 ne
dépassant pas 60%. Ces seize genres sont désignés par une lettre grecque (x aT) mais
seulement cinqg («, R, vy, 4 et n) comportent des papillomavirus humains (Figure 27), les autres

genres incluants uniquement des papillomavirus animaux.
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HPVhr et br

Cutanés et muqueux HPVbr

Cutanés

HPVbr
Cutanés
Gomma-popilomavirug
HPVhr et br
Cutanés
HPVbr
Cutanés

Figure 27 : Arbre phylogénétique des HPV :

En rouge : HPV a haut risque du groupe | dont HPV16 (x-7) et HPV18 (x-9).

Ces genres sont ensuite subdivisés en espéces (papillomavirus ayantde 60a 70%
d’homologie) numérotées en chiffre arabe. Ces especes renferment différents types (ayant de
71 2 89% d’homologie) qui eux-mémes peuvent étre subdivisés en sous-types (différence
de 2 a 10 % par rapport au type) et méme en variants (différence inférieure a 2 %).

Ainsi, pour qu’un nouveau type d’HPV soit reconnu, il faut que son génome complet
soit séquencé et que sa séquence L1 présente une divergence de plus de 10% avec la séquence
L1 du type connu le proche génétiquement. Aujourd’hui, prés de 213 génotypes ont été mis en

évidence. (13)
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Figure 28 : Fréquence de distribution des génotypes d’HPV
en fonction de la séquence nucléotidigue du géne :

On peut encore classifier les HPV selon leur tropisme et leur pathogénicité. (14)

Tenant compte que l'infection HPV est une infection épithéliotrope. Les génotypes d’HPV
sont séparés en trois classes principales en fonction de leur tropisme :
e Le tropisme cutané appartenant principalement au genre beta-papillomavirus.
e Le tropisme muqueux appartenant au genre alpha-papillomavirus.

e Le tropisme mixte.

Dans le tropisme muqueux, les HPV sont classés en fonction de leur pouvoir oncogene.
Une premiére classification distinguait des HPV a haut risque (HPV-HR) oncogéne, des HPV a
risque oncogene intermédiaire et des HPV a bas risque (HPV-BR) oncogéne.

Par la suite, I’Agence Internationale de Recherche sur le Cancer (IARC) les a classés dans 4
groupes, comme pour les autres carcinogénes, selon leur risque oncogene: oncogénes,
probablement oncogenes, possiblement oncogenes et inclassables quant a leur potentiel

oncogene. (Tableau XVIII)
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Tableau XVIII : Classification des HPV selon I'lARC, derniére mise a jour 7 avril 2015 :

Niveau de risqué Génotypes HPV muqueux
1 (oncogénes) 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,51, 52, 56, 58, 59
2A (probablement oncogeénes) 68
2B (possiblement oncogenes) 26, 53, 66, 67, 70, 73, 82,30, 34, 69, 85, 97

3 (non classables quant a leur potentiel

6,11
oncogene chez I’lhomme)

Ainsi, les HPV-HR correspondent aux HPV du groupe 1 « oncogenes » (avec en particulier
les HPV 16 et 18) avec ceux du groupe 2A « probablement oncogenes ».

Ces deux groupes sont impliqués dans 96 % des cancers du col de 'utérus. Les HPV 16
et 18 représentants a eux deux plus de 70% des cas (HPV 16 étant responsable de 50% des
cas a lui tout seul).

Le groupe 2B « possiblement oncogénes » contient des HPV classés auparavant comme
HPV-HR (HPV 66 et 82). Les HPV 6 et 11 sont classés dans le groupe 3 et sont responsables des

condylomes acuminés, sont considérés comme des HPV-BR. (15)

3. Caractéristiques virologiques :

3.1 Structure du virus :

Les papillomavirus humains sont des virus appartenant a la famille des Papillomaviridae.

Ce sont des virus de petite taille (55 Nm de diametre) et nus (c’est-a-dire non enveloppés).

Figure 29 : Structure de la capside virale des Papillomavirus au microscope électronigue :
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Ils sont composés d’une capside icosaédrique formée de 72 capsomeres, et d’un génome

fait d’un double brin d’ADN circulaire d’environ 8000 paires de base.

Seul un seul brin est codant et il comporte 3 régions : (figure 30)

La région précoce E (Early) : traduite précocement, subdivisée en plusieurs régions

(ET1, E2, E3, E4, E5, E6 et E7), code pour des protéines non structurales nécessaires a
la réplication de I’ADN viral et a I’assemblage de nouvelles particules virales au sein
des cellules infectées.

La région tardive L (Late) : tardivement traduite, code pour les deux protéines de

structures (L1 et L2) qui composent la capside. L1 constitue 80% de la capside, elle
est dite protéine majeure de la capside. L2 est dite protéine mineure de la capside.

La région de régulation LCR (Long Control Region) : non codante, contient des

séquences régulatrices de la réplication et de la transcription virale. C’est une région

trés variable constituée de 400 a 1000 nucléotides, soit environ 10% du génome viral.

E2 E2 El SPI E2 E2 TATA PE

Figure 30 : Organisation du génome HPV16, d’aprés Doorbar et al (2012).
PE : Promoteur précoce ou p97, PL : Promoteur tardif ou p670
PAE : Polyadénylation précoce, PAL : Polyadénylation tardive
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3.2 Les protéines virales :

Tableau XIX : protéines virales et leurs principales actions : (15)

Protéines virales Caractéristiques et fonctions

El Hélicase, controle la réplication virale.

> Régule négativement le promoteur du géne précoce, et avec El la
réplication virale.

E4 Peut participer a la libération des particules virales en déstabilisant le
réseau de cytokératine.

E5 Stimule les signaux mitotiques des facteurs de croissance.

E6 Inactive de nombreuses protéines cellulaires dont p53.
Oncoprotéine virale majeure.

E7 Inactive de nombreuses protéines cellulaires dont pRb.
Oncoprotéine virale majeure.

L] Protéine majeure de la capside, se trouve dans les vaccins dirigés
contre HPV.

L2 Protéine mineure de la capside, favorise I’encapsidation de I’ADN viral.

4. Histoire naturelle de I’'infection a papillomavirus humain :

On

confondu) :

4.1. Modes de contamination :

distingue trois modalités de transmission des papillomavirus (tout génotype
(14)

Une transmission par contact direct : Pour les HPV a localisation génitale, ce contact

peut avoir lieu par voie sexuelle. Les femmes étant majoritairement exposées dans
les premieres années de leur sexualité, ainsi I'infection HPV évolue inversement a
I’dge de la patiente. Le taux est maximal chez les jeunes filles de moins de 20 ans
ayant une activité sexuelle (jusqu’a 70%) et diminue progressivement pour atteindre
environ 7,5% des patientes de plus de 50 ans.

Des contaminations indirectes par l'intermédiaire d'objets contaminés : qui

s'expliquent par la grande résistance de la capside de ces virus nus dans le milieu

extérieur, a la congélation et a la dessiccation. Linges contaminés, bain avec un
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individu contaminé, sol contaminé des piscines sont donc des facteurs de transmission
des papillomavirus. Les HPV génitaux peuvent étre retrouvés dans les poils pubiens et
les sécrétions génitales. Ces infections externes peuvent migrer secondairement au
niveau du col, l'infection est alors possible en I'absence de toute pénétration.

e Une contamination de la meére a l'enfant est également possible lors de

I'accouchement par voie naturelle ou in utero par passage transplacentaire des virus.
Ce fait est étayé par la présence d'ADN viral dans le liquide amniotique en I'absence
de rupture des membranes chez des femmes ayant une infection cervicale a HPV.

e |Les virus HPV ne sont pas transmis par voie sanguine.

Compte tenu des modalités de transmission similaires, plusieurs types d'HPV peuvent
étre simultanément ou successivement inoculés a un méme individu. Les co-infections sont

donc fréquentes.

4.2, Cycle viral :

Les HPV ont un tropisme particulierement marqué pour les épithéliums malpighiens, qui
sont les seuls permissifs a I'infection. Ces épithéliums malpighiens sont situés au niveau de
I’épiderme, des voies aérodigestives supérieures, du canal anal et de I'appareil génital. (16)

Les HPV pénétrent dans I’épithélium a travers des microlésions dans les cellules de la
couche basale. Au niveau de col de I'utérus, la zone de jonction entre I'épithélium glandulaire de
I’endocol et I'épithélium malpighien de I'exocol est la plus vulnérable. Chez les jeunes
adolescentes, I’extension de cette zone de jonction pourrait également expliquer la susceptibilité
de cette tranche d’age a I'infection lors des premiers rapports sexuels. (16)

Les HPV se fixent sur des récepteurs cellulaires situés a la surface des cellules de la
membrane basale exposée suite a un microtraumatisme, puis I'entrée dans la cellule se fait par
endocytose. L’ADN viral est libéré de sa capside et transporté au niveau du noyau via le réseau
protéique du cytosquelette ou il est maintenu sous la forme d’épisome (ADN circulaire extra-

chromosomique). (17)
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Le cycle viral comporte 2 phases distinctes : (18)

e La premiere phase, non productive, est observée dans la couche basale de
I’épithélium. Le génome viral subit une amplification, grace aux protéines E1 et E2,
jusqgu’a atteindre 50 a 100 copies par cellule. On parle de phase non productive, car
il n’y a pas de production de virions.

e La seconde phase, productive, est étroitement liée a I'état de différenciation des

cellules épithéliales. Elle se déroule dans les couches superficielles de I’épithélium.

Au fur et a mesure que les cellules épithéliales se différencient, deux processus viraux
sont enclenchés dans les cellules infectées : une intensification de I'amplification du génome
viral, et la transcription des génes tardifs dans le cytoplasme. (19)

Ainsi I'expression des protéines structurales L1 et L2 dans les couches superficielles de
I’épithélium permet I’encapsulation du génome viral au niveau du noyau et la production de
nouveaux virions.

Les cellules chargées de virions desquament et se lysent a la surface de I’épithélium,
permettant la diffusion du virus, au niveau du méme épithélium, ou vers d’autres épithéliums
sains, voire étre transmis a un autre individu par contact direct ou indirect. (17)

Parfois, le virus peut rester a I’état latent dans les cellules basales de I’épithélium.
Toutefois, le cycle de réplication peut se relancer a tout moment, sous l'influence de facteurs

endogenes ou exogenes.
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ZONE DE DESQUAMATION
(élimination des couches
superficielles de I"'épiderme)
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formation des virions
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Cycle non productif J
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génome viral
expression des protéines précoces
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Figure 31 : Représentation du cycle viral le long d’un épithélium malpighien :

4.3. Evolution de I'infection : (20)

L’infection peut évoluer selon deux modes : clairance virale ou latence.

La majorité des infections HPV évolue dans le sens d’une clairance virale qui aboutit a la
guérison spontanée de I'infection. (Figure 32) L'infection HPV est généralement asymptomatique
et transitoire. Elle implique souvent plusieurs génotypes d’HPV et induit une protection partielle
contre une nouvelle infection chez 50 a 70% des femmes. Elle peut s’accompagner du
développement de lésions bénignes, comme les condylomes ou des lésions dites de bas grade
qui régressent spontanément le plus souvent.

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

Les infections HPV a bas risque sont éliminées plus facilement que les infections a HPV a
haut risque. En effet, les infections a HPV 16 ou 18 sont éliminées en 16 mois environ, alors que

les infections a HPV 6 ou 11 sont éliminées en 8 mois environ.
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Les mécanismes responsables de la clairance virale semblent impliquer le systéme
immunitaire de I’hGte. Ainsi, ces réponses immunes seraient moins efficaces vis-a-vis des HPV a
haut risque, favorisant leur persistance.

Cependant dans certains cas, I’ADN viral peut persister sous forme épisomale a I’état
latent, et soit évoluer vers une infection productive lors d’une réactivation, soit s’intégrer au
génome cellulaire et entrainer par la suite des Iésions cancéreuses.

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

vers un cancer est élevé.
Clairance virale
Infection Réponse

active immunitaire Clairance virale dans la
majorité des cas

Diflerentiating
cell laoyerns
- Infection Réactivation
ok latente

Infection persistante par un HPV HR
= facteur de risque de cancer

-

Figure 32 : Infection active, clairance, latence et réactivation :

5. Oncogeneése virale :

Les connaissances sur I'oncogenése virale liée aux HPV reposent principalement sur des
études effectuées sur le modéle du cancer du col de l'utérus. (21, 22)

Parfois, I'infection HPV persiste et entraine alors I’apparition des lésions intra-épithéliales
de bas grade puis de haut grade pouvant aller jusqu’au cancer.

Un certain nombre de facteurs propre au virus (la charge virale, génotype : HPV-HR) et a
I’h6te (age, le statut immunitaire, le tabac et la contraception orale, conduites sexuelles)

influence sur la persistance virale. L’échappement immunitaire est I’'un des principaux facteurs.
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L’oncogenése est essentiellement portée par les oncoprotéines virales et principalement,
E5, E6 et E7, qui diminuent I'’expression des récepteurs de surface et inhibent le systéeme
d’interféron, en contribuant a I'inefficacité de la réponse immunitaire.

L’augmentation de I'expression de ces protéines est primordiale dans les cellules de la
lame basale de I'épithélium infecté. E6 et E7 interagissent avec de nombreuses protéines
cellulaires (p53 et pRb) et entrainent un déreglement des voies de signalisation, favorisant la
survie et la prolifération cellulaire par inhibition de I’apoptose, l'instabilité génétique et

I’échappement a la réponse immunitaire. (Figure 33)
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