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Dépistage du papillomavirus humain dans le col de I'utérus chez les femmes de Marrakech

_ INTRODUCTION



Dépistage du papillomavirus humain dans le col de I'utérus chez les femmes de Marrakech

———————— ——— ]
Le papillomavirus humain (HPV) est l'infection virale la plus courante de I’appareil
reproducteur. La plupart des hommes et des femmes ayant une activité sexuelle seront infectés

a un moment de leur vie et certains risquent de I’étre a plusieurs reprises.

La période de contamination critique pour les femmes comme pour les hommes se situe
au tout début de I'activité sexuelle. Le HPV se transmet au cours des rapports sexuels méme s’il
n’y a pas pénétration. Le contact génital peau contre peau est un mode de transmission bien

connu.

Il existe de nombreux types de HPV et beaucoup ne posent pas de probleme. Les
infections a HPV disparaissent généralement sans aucune intervention en I’espace de quelques
mois et environ 90% d’entre elles ont disparu dans les deux ans qui suivent la date a laquelle
elles ont été contractées. Un faible pourcentage d’infections générées par certains types de HPV

peut persister et évoluer vers un cancer du col de I'utérus.

Le cancer du col de I'utérus est de loin la maladie la plus courante liée a I’'HPV. La quasi-

totalité des cas de CC sont attribuables a I'infection a I’'HPV.

Chaque année, de nouveaux cas de CC sont détectés chez ~ 528 000 femmes, et le
nombre de décés di au cancer du col de 'utérus dans le monde entier est d'environ 275000
L'infection a HR-HPV est la principale cause de la carcinogenése cervicale. Plus de 200 génotypes
différents du HPV ont été identifiés, il y a plus de 10% de différences dans la séquence
nucléotidique L1 entre les génotypes. Un minimum de 13 génotypes du HPV a haut risque
(HPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 et 68) est reconnu comme étant les agents
responsables du cancer du col de l'utérus. HPV16 et HPV18 sont les deux génotypes les plus
prévalents dans le cancer du col de I'utérus(1). Bien que la forte prévalence du HPV16 / 18 dans
le cancer du col soit commune dans le monde entier, la distribution d'autres types du HPV a haut
risque dans la fraction restante du cancer du col révéle des variations spécifiques a la région,

notamment, dans les pays d'Asie de I'Est (y compris le Japon, la Corée du Sud, Taiwan et la
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Chine), l'infection a HPV52 est plus fréquente que dans les régions européennes, nord-

américaines et africaines

L’infection par certains types d’HPV entraine également un pourcentage de cancers de
I’anus, de la vulve, du vagin, du pénis et de 'oropharynx, qui sont potentiellement évitables en
utilisant des stratégies de prévention primaire analogues a celles proposées pour le cancer du

col de 'utérus.

Les types d’HPV non cancérogénes (en particulier 6 et 11) peuvent provoquer des
condylomes acuminés et une papillomatose respiratoire (maladie au cours de laquelle se
développent des tumeurs dans les voies respiratoires reliant le nez et la bouche aux poumons).
Bien que ces affections débouchent trés rarement sur un déces, elles peuvent entrainer une forte

occurrence de la maladie. Les condylomes acuminés sont trés courants et hautement contagieux.
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I. Caracteres virologiques du papillomavirus humain (HPV).

La cause majeure de CC est I'infection par les papillomavirus humains (HPV) dits
de haut risque dont on retrouve I’ADN dans 99,7 % des biopsies. C’est en 1972 que les
premieres expériences initiées par le prix Nobel de médecine et de physiologie 2008, le
Pr. Zur Hausen, ont permis d’établir une relation directe entre le cancer du col de
I'utérus et linfection par les HPV. Ce lien fut finalement reconnu en 1996 par

I’organisation mondiale de la santé (OMS) et le NIH (National Institutes of Health).

1. Classification

Les papillomavirus humains constituent un groupe de virus appartenant a la
famille des Papillomaviridae responsables des proliférations cutanéomuqueuses, le plus

souvent bénignes, mais parfois malignes.

De 150 a 200 types viraux ont été identifiés a ce jour dans l'espece humaine.

2. Fiche d'identité des virus de la famille des papillomaviridae

Le groupe des papillomavirus est un groupe hétérogéne qui présente cependant
des similitudes dans la structure de la capside, dans l'organisation génomique et au
hiveau du cycle de réplication. Le tableau ci-apres résume les principales

caractéristiques des virus de cette famille.
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Tableau | : Principales caractéristiques des virus de la famille de papillomaviridae

Photos et schéma Fiche d'identité

- Famille : Papillomaviridae
(du latin papilla, diminutif de populo signifiant bouton, et du

suffixe grec -ome, désignant le caractére tumoral)

- Tropisme : épithélial (peau et mugueuse)

- taille : 45 & 55 nanométres de diamétre de 8 000 paires de

HPV16 HPV18 HPV31 | basesenviron

Source : Joumal af virology ; tuly 2013 Volume 87 Number 13| - Structure de la particule virale :

Figure 1a: Structure de différents virus du papillome humain. - virus nu (sans enveloppe)
- capside icosaédrique de 72 capsoméres constituée de

pentons de protéine majeure L1 associée a une protéine L2,

- génome : molécule circulaire d'ADM double brin d'environ 8kpb
dont un seul brin est codant.

Une dizaine de cadres ouverts de lecture encore nommés phases
ouvertes de lecture [POL ou ORF : open reading frame des Anglo-
Saxons) portées par un seul des deux brins d'ADN sont groupées
en deux grandes régions :

- une région E feary) codant des protéines non structurales
- une région L {late) codant les protéines de capside.

Du fait d'un épissage alternatif, de 12 & 15 protéines sont en fait

synthétisées

Source : http.//zmbe. uni-muenster. de/fnstitutes/imv/schelhaas/Schefres de htm Source : htto://www.jle.com/s-docs/00/00/C6/85/article ohtml

2.1. Tropisme et Lésions des HPV en fonction des génotypes viraux

Les HPV sont des virus extrémement répandus, caractérisés par une spécificité d'hote
étroite, qui infectent la peau et les muqueuses, plus précisément les épithéliums
malpighiens (pluristratifié, pavimenteux). Les virus HPV sont responsables de lésions
fréquentes généralement bénignes telles que les verrues et condylomes (verrues localisées
dans les régions génitales ou péri anales que I'on connait aussi sous le terme de "crétes de
coq"). Cependant, certains génotypes des papillomavirus humains sont associés a des

cancers tels le carcinome du col utérin.

In vivo, les virus HPV infectent les cellules de la couche basale des épithéliums

malpighiens et ont un tropisme positif pour les kératinocytes.
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Lésions bénignes Liées aux HPV lllustration

Verrue palmaire

source : http.://www.allodocteurs.fr

Verrue vulgaire digitale
source : mt pédiatrie, vol. 13, n° 1,

Janvier—février 2010

Condylomes acuminés de la région
inguinale (source : mt pédiatrie, vol. 13,

n° 1, janvier—février 2010)

Figure 1 : illustration des principales Lésions bénignes Liées aux papillomavirus humains.
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Le tableau <€iaprés résume les principales manifestations cliniques dues aux

papillomavirus humains et les principaux génotypes viraux impliqués :

Tableau Il : Les différents types de Lésions cutanéomuqueuses et les génotypes viraux

associés.
Localisation . . : -
. ) Lésions Types viraux impliqués
de | ‘infection
1,2,3,4,7,10,57, 60, 63
Verrues plantaires
27 et 49 chez les patients immunodéprimés
Peau
Epidermodysplasies 5M, 819,12, 14M, 15 170, 19, 20M a 25,
verruciformes 36, 46, 47M, 50
16,18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
Carcinome du col utérin
59, 68 @
Lesions dysplasiques 6,11, 30,40,42 a44,56 a 58,61, 62, 66
Muqueuse
Condylome acuminé 6,11
génitale
Tumeur de
6,11,54
Buschke—Loewenstein 3
Maladie de Bowen &4 16, 34
Muqueuse Hyperplasie épithéliale focale 13, 32
oro-
pharyngée Papillomatose orale floride 6,11,16
Muqueuse )
) Papillomes larynges 6,11, 32
laryngée
Légende :

1 = Génotypes associés aux cancers cutanés de I'épidermodysplasie verruciforme
2 = Tous les génotypes de cette série peuvent aussi étre détectés dans les lésions
dysplasiques du col utérin
3 = Condylome acuminé géant
4 = Lésions précancéreuses (dyskératose vulvaire) de la femme ménopausée
-cible du vaccin Gardasil® : HPV-6, 11, 16, 18

-cible du vaccin Cervarix® : HPV-16, 18
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Parmi les HPV a tropisme génital, qui retiennent toute notre attention puisque

majoritairement impliqués dans le CC, on distingue :

- Les HPV-16 et 18 a haut risque oncogéne qui sont responsables des Lésions
précancéreuses et cancéreuses du col utérin, mais aussi d'autres localisations

ano—génitales (anus, vagin, vulve, pénis).

Parmi les génotypes d'HPV a haut risque oncogéne, les types 16 et 18 sont les plus
prévalents dans le cancer du col de | ‘utérus. Au niveau mondial, le virus HPV-16 est
associé a plus de 50 % des cas des cancers du col de I'utérus et HPV—18 a plus de 15 % des

cas.

- Les HPV-6 et 11 a bas risque qui sont associés a des Lésions sans potentiel
d'évolution vers des Lésions de haut grade et le cancer invasif. Les génotypes
HPV—-35, 11, 6 sont présents dans moins de 5% des cancers du col de I'utérus (source

OMS)

by

Les coinfections avec plusieurs types d'HPV ne sont pas rares (20 a 30%). Les
associations entre HPV a haut risque et a bas risque dans les Lésions cancéreuses sont
également fréquentes et certaines associations préférentielles ont été décrites (HPM6 e t
52, HPV—16 et 68, HPV—18 et 11). L'impact de la présence de plusieurs types d'HPV sur la

durée et la persistance de | ‘infection n'est pas bien compris a | ‘heure actuelle.

Les HPV ont un tropisme positif pour les kératinocytes et une spécificité pour certains

sites anatomiques:

- HPV-1 est associé aux verrues plantaires et ne s'observe que dans les épithéliums

trés kératinisés de la paume ou de la plante des pieds

- HPV—-16 est associé avec I'épithélium squameux du col utérin et n'infecte jamais la

plante des pieds.

10
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Tableau Il : Relation entre le type et le tropisme viral
Tropisme du ; :
Génotype viral
virus HPV
1,2,4,5,8,9,12,14,12,17,19,20,21,22,23,25,27,36,38,41,47,48,49,50,
Cutané
57,60,63,65,75,76,80,88,92,93,95,96
6,11,13,16,18,26,30,31,32,33,34,35,39,42,44,45,51,52,53,54,56,58,
Muqueux
59,61,62,66,67,68,69,70,71,72,73,74,81,82,83
Mixte 3,7,10, 28, 29, 40, 78, 91,94
Légende :

Cible du vaccin Gardasil® : HPV-6, 11, 16, 18
Cible du vaccin Cervarix® : HPV-16, 18

2.2. Laphylogénie

Les papillomavirus appartiennent a la famille des Papillomaviridae. Ce sont des virus
trés anciens qui ont évolué parallelement a | ’hote qu’ils infectent. De ce fait, la
nomenclature pour les désigner consiste a rajouter au suffixe PV (papillomavirus), |
‘abréviation désignant | ‘hote infecté dérivée du terme anglais. Ainsi on parle d’HPV, de
CRPV, de BPV (bovine papillomavirus) etc. De trés nombreuses espéces, appartenant a des
groupes taxonomiques trés éloignés, sont infectées par des papillomavirus. En plus de leur
spécificité d’hote, les papillomavirus présentent une spécificité tissulaire. lls sont
épithéliotropes stricts et infectent les épithéliums muqueux comme cutanés. Leur tropisme
tissulaire et la caractérisation de leur pouvoir pathogéne ont Longtemps servi de
classification, cependant cette méthode ne reflétait pas correctement | ’histoire évolutive des

papillomavirus et ne rendait pas compte de leurs similitudes génétiques.

L’arbre phylogénétique présenté dans la figure 2 est construit sur la base de la
séquence de la protéine L1 qui est tres conservée au cours de I'évolution chez les différents

types de papillomavirus.

11
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Genre
Alpha-papillomavirus

Beta-

Delta-
papillomavirus

Epl.i.s, 5 - . I-': R e
5 »< d P F T R Gamma-

i Vi E /
/) poeuL

/ /ey ‘CRP\P
-~ ¥ S,

/

Pi-papillomavirus
Eta-paplllomavirus l{i‘""

|

- &
Mu-papillomavirus Xi-papillomavirus
Lambda-papillomavirus

Kappa-papillomavirus Nu-papillomavirus
lota-papillomavirus

PePy
Thnla-papilhnmaﬂmsL

papillomavirus

papillomavirus

Omikron-papillomavirus

Schéma . S.Beaudin
Source . http.//www.jle.com/e—docs/00/04/57/22/article.phtml?fichier=images

Figure 2 : Classification des papillomavirus humains et animaux sur la base de la

séguence du géne codant la protéine majeure de la capside L1.

BPV : Bovine papillomavirus (bovin) COPV : Canine papillomavirus (chien) EEPV :

Equine papillomavirus (cheval) DPV : Deer papillomavirus (cervidés)

On peut voir que la famille des Papillomaviridae est subdivisée en une douzaine

de genres (variable selon les méthodes utilisées) désignés par une lettre grecque (a, p,

y, etc.). Chaque genre est divisé en especes. Cellegi sont désignées par un chiffre.

Enfin, au sein d'une espéce, les virus sont classés en types (HPV16, HPV—18 etc.). Par

exemple, le papillomavirus humain HRV16, susceptible de causer un cancer du col

utérin, appartient au type HPV—16, a I'espéce 9 et au genre a.

12
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On considere que des virus appartiennent a des types distincts si leurs génomes
présentent moins de 90% d'identité au niveau de la séquence nucléotidique. Au sein d'un

sous—type, on peut trouver plusieurs variants et plusieurs isolats.

Les HPV pouvant infecter le col de I'utérus appartiennent au groupe alpha qui
comprend soixante membres. Les HPV de type béta, gamma, Mu et Nu sont retrouvés

principalement dans les infections cutanées.

Cette classification illustre également la trés grande variété des papillomavirus
humains et autres animaux et montre la distance phylogénétique entre les groupes

d’HPVaetpouy.

3. Structure du virus : exemple du virus HPV-16

3.1. Ultrastructure du virus

Les premieres études sur la biologie des papillomavirus ont porté sur le virus du
papillome bovin de type 1 (BPVM), qui a servi comme type de référence pour la
caractérisation de la capside, du génome et de la réplication virale pour I'’ensemble des
papillomavirus. Il a ensuite été montré que ces éléments sont trés similaires entre les

divers types de papillomavirus.

Penton de protéine L1
Taille de la particule virale = environ 50 nm
Source : http://ccr.cancer.gov/staff/qallery.asp?profileid=5921

Figure 3 : Organisation de la capside d'un virion de HPV-16, avec une vue montrant la

protéine L2 (rouge) de la capside associée a la surface intérieure de la protéine L1 (bleu).

13
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3.2. Organisation du génome et principales fonctions des protéines

Le génome des papillomavirus est divisé en trois sections:
- Larégion précoce contenant les génes E6, E7, E1, E2, E4 et E5
- Larégion tardive contenant les génes L1 et L2
- Larégion régulatrice LCR (/fong control région).

Le génome des papillomavirus humains permet I'expression d’au moins huit
protéines (E1 a E7 + L1 et L2 sans compter les protéines produites par épissage

alternatif) dont la fonction est indiquée dans les figures 5 et 6.

Dans la majorité des cellules infectées, le virus est sous forme épisomale,
c’est—a—dire un ADN circulaire capable de se répliquer de maniére autonome mais non
intégré au génome de la cellule hote (figure 5). Dans des cas minoritaires, on le retrouve

intégré au génome de I’hote qu’il infecte, ce qui participe au processus oncogeéne.

14
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LCR = Région non codante

Elle contient le promoteur : zone de fixation des protéines virales issues de I'expression
des génes précoces E1 et E2 gui interviennent dans |'expression des génes tardifs L1 et 12

E2 E2 E2 E2 TATA  PET
i # Ei SPI#2 W —
[ - L L ;
TISE N 7 e
/
- '
3 r
\‘ i
LY £
#
iy i
\
LY s
LY ,
A3 !
LY ra
*.\ fﬁnqupmtéines

', LCR /i

!

Protéines majeure TR .
Réplication de FADM wiral

helicase

de capside

Protéine mineure

de capside ~  Contréle de la transcription

Réplication de FADM wviral
\
Prolifération cellulaire Amplification du génome viral

Amplification du génome Interaction avec le cytosguelette

Schéma . M.Naspetti et S.Beaudin

Localisation des promoteurs viraux :

P97 = promoteur viral des genes précoces situé dans la région non codante (LCR) P670 =
promoteur viral tardif localisé dans la région codante E1

Figure 4: Représentation schématigue du génome circulaire d’HPV-16 montrant la

localisation des génes précoces (E : early) et tardifs (L1 et L2 : late) et celle de la région LCR

(long control région).
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Ci—apres, les principales fonctions des protéines virales :

Tableau IV : Les principales protéines du papillomavirus humain de type 16 et leurs

fonctions associées.

Protéines virales

Caractéristiques et fonctions

El Hélicase. Controle de la réplication virale

Régule négativement le promoteur du géne précoce, et, avec El, la
E2

réplication de I’ADN viral

Peut participer a la libération des particules virales en déstabilisant le
E4

réseau de cytokératine
ES Stimule les signaux mitotiques des facteurs de croissance

Inactive de nombreuses protéines cellulaires dont p53. Oncoprotéine
E6

virale majeure

Inactive de nombreuses protéines cellulaires dont pRb. Oncoprotéine
E7

virale majeure

Protéine majeure de la capside. Se trouve dans les vaccins dirigés
L1

contre HPV
L2 Protéine mineure de la capside. Favorise I’encapsidation de I’ADN viral

16
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4. Cycle viral des papillomavirus

4.1. Généralités sur le cycle de réplication du virus du papillome humain

Les HPV sont des virus spécifiques d’espéces et ont un tropisme particulierement marqué
pour les épithéliums malpighiens, qui sont les seuls permissifs a I'infection. Ces épithéliums
malpighiens sont situés au niveau cutané (couche de I'épiderme), au niveau des voies
aérodigestives supérieures(VADS) (Cavité buccale, pharynx,  ocesophage, moitié supérieure du

larynx), du canal anal et de I’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 l'utérus, cette pénétration est facilitée au niveau de la zone de
jonction entre I'épithélium malpighien de I'exo col et I’épithélium glandulaire de I’endocol, qui
est particulierement vulnérable. L’attachement des particules virales est réalisé principalement
par I'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 un microtraumatisme.

L’entrée dans la cellule se fait ensuite par endocytose, médiée par des vésicules a

clathrine (HPV16 ou 18) ou par des cavéoles (HPV31).

Le cycle viral est ensuite étroitement lié a I'état de différenciation des cellules

épithéliales.

Les protéines virales sont synthétisées de facon séquentielle dans I'épithélium infecté

selon la différenciation cellulaire.
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Figure 5 : Les étapes essentielles du cycle viral, ’entrée, la décapsidation, ou encore

I’'assemblage et la sortie du virus.

4.2. Les particularités du cycle des papillomavirus humain

< Les différents types de cycles viraux

Le cycle viral des HPV est lié au programme de différenciation des cellules infectées,
ce qui implique l'existence d'une coordination entre I’expression des genes viraux et la

progression des cellules infectées vers la surface de I’épithélium.

Trois principaux types d'infection peuvent étre définis sur la base de I'expression des

génes viraux dans les cellules infectées :
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- L'infection latente ou phase non productive (Figure 6) au cours de laquelle le virus pénétre

au niveau des cellules basales de I'épithélium sans expression des genes dans aucune des

cellules de I'épithélium. L'épithélium apparait sain.

- L'infection productive ou phase productive (Figure 6). Sous l'influence de certains
facteurs endogenes et exogénes, le virus se réplique sans s'intégrer au génome de la
cellule infectée. Cette phase est caractérisée par l'expression des génes viraux tardifs, L1
et L2 dans les cellules intermédiaires et superficielles de I'épithélium infecté. Cela permet
la production de particules virales completes dans les cellules superficielles de

I'épithélium et la propagation du virus.

- L'infection transformante qui se produit aprés ou de maniére concomitante a une
infection aigué productive dans les couches basales. L'expression des génes viraux
précoces, E6 et E7, dans les couches basales conduit a une instabilité chromosomique et
a des anomalies qui persistent et peuvent conduire a un cancer invasif. Le génome viral
des HPV a haut risque s'integre alors au génome de la cellule infectée contrairement au

HPV a bas risque.

Les mécanismes du maintien de l'infection latente et du passage de l'infection latente

a productive ne sont pas parfaitement élucidés a ce jour.

Cellules saines

Cellules supe rﬁcielles|:

Cellules infectées

Cellules intermédiaires
Couche supra basale

—
Cellules basales [ S 3 h) \
Tt 11
Lame basale
(1) Phase non productive )P . e
(L) Phs on productive L.)l hase productive
L'épithélium apparait sain Le virus se multiplie et migre dans
I'épithélium

Figure 6 : Image illustrative de différents types d’infection a I'HPV
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% Le cycle viral dépend de I'état de différenciation de la cellule.

A la faveur d'une lésion dans le revétement cutané ou muqueux le virus infecte les
cellules basales de I’épithélium qui, en se multipliant, migrent vers la surface tout en se

différenciant.

Dans les couches basales de I'épithélium, seuls s'expriment les geénes viraux

précoces; il n'y a pas de production de particules virales.

Seules les cellules les plus différenciées des couches superficielles, c'est—a—dire les
cellules en voie de kératinisation, assurent le cycle viral complet (expression des geénes
précoces non structuraux et des geénes tardifs structuraux) avec une abondante production
de particules virales. La desquamation de ces kératinocytes infectés assure la propagation

du virus.

Dans les cellules basales de I'épithélium du col de l'utérus, le virus peut exister soit

sous forme épisomale, soit s'intégrer au génome cellulaire selon le type d'infection.

La figure 7 ci—apres présente les modalités d'expression des génes viraux.
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Virus
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Cell Proliferation
] :
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Dermis
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Source : http://www.clinsci.org/cs/110/0525/cs1100525f02.htm Presolution=HIGH

Figure 7 : Les modalités d’expression des génes viraux

Légende :
Les différentes couches de cellules présentes dans I'épithélium sont indiquées sur la

gauche.

Les principaux événements qui se produisent aprés l'infection virale et les
conséquences de l'expression des génes viraux sont représentés schématiquement sur la

droite.
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L'épiderme est représenté en couleur et le derme sous—jacent est indiqué en gris. Les
cellules de I'épiderme exprimant des marqueurs du cycle cellulaire sont représentées avec
des noyaux rouges. L'apparition de ces cellules -adiessus de la couche basale est une
conséquence de l'infection par le virus, et en particulier, I'expression des oncogénes viraux

E6 et E7.
L’intensité de la couleur sur la fleche traduit la quantité de protéine exprimée.

- Les genes E6 et E7 s'expriment en faible quantité dans la couche basale (cellules peu
différenciées a forte activité mitotique) et en grande quantité dans la couche supra

basale.

- Les genes E1, E2, E4 et E5 s'expriment en faible quantité dans la couche basale et dans
la partie inférieure de la couche supra basale mais en forte quantité dans la partie

supérieure de la couche supra basale.

Ainsi l'expression de E6 et E7, en présence d'un faible niveau de E1 et E2 dans les
couches basales et supra basales permet la multiplication du génome viral sous forme
épisomale (I’épisome correspondant a I’ADN viral circulaire capable de se répliquer de
maniére autonome mais non intégré dans les chromosomes de la cellule héte) en quantité

relativement limitée (10 a 200 copies).

Le maintien des cellules basales et supra basales en phase de synthése d’ADN (phase
S du cycle cellulaire), indispensable au cycle viral, est assuré par les protéines E6 et E7,

exprimées a faible taux.

- L'expression des protéines virales nécessaires a la réplication du génome se produit dans
les cellules exprimant E6 et E7 qui suit I'activation du promoteur p670 (Figure 8) dans les

couches supérieures (cellules épithéliales montrés dans le vert avec des noyaux rouges).

- L'élévation des niveaux d'expression des protéines E1, E2, E4 et E5 dans la partie
supérieure la couche supra basale et dans la couche granulaire facilite I'amplification du

génome viral.
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Les protéines de capside L1 et L2 sont exprimées en quantité importante uniquement au
sein des cellules les plus différenciées des couches supérieures de I'épithélium. La
formation de la protéine L2 permet a I'assemblage des particules virales, I'expression de
L1 permettant la formation de virions infectieux. L'accumulation de la protéine E4
(responsable des modifications du cytosquelette associées au trafic intracellulaire des
constituants viraux) a proximité de la surface de I'épithélium permet d'améliorer

I'efficacité de la libération du virus.

Les cellules chargées de virions desquament et sont lysées a la surface de I'épithélium,
permettant la propagation du virus. Ces cellules, visibles sur le frottis cervig@rin,

sont nommées koilocytes et sont symptomatiques d'une infection par un HPV. L’infection
productive aboutit a la production d’un trés grand nombre de particules virales,
favorisant la dissémination de l’infection. Lorsque I’infection productive évolue vers la
persistance virale, les protéines E6 et E7 permettant le maintien de la prolifération
cellulaire, sont préférentiellement exprimées. Dans les lésions précancéreuses, les phases
du cycle viral sont maintenues, mais la réplication virale est tres faible et I'infection virale
abortive stimule la prolifération cellulaire via E6 et E7. Le nombre de cellules produisant
des virions est faible, les ARN messagers E6 et E7 sont abondants, et les cellules
transformées par HPV sont majoritaires. Une forte charge virale d'ADN du virus HPV, en
particulier une augmentation de la charge virale de E6 et une diminution de la charge
virale de E2 témoignent de [I'intégration virale. La présence d’ARN messagers E6 et E7
constituent également des facteurs pronostiques d’évolution vers une lésion de haut
grade ou un cancer, que ce soit au niveau des muqueuses génitales ou des muqueuses

oro pharyngées
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Il. Epidémiologie, mode de transmission et pouvoir pathogéne des

HPV

L'infection a HPV représente l'infection Sexuellement Transmissible (IST) la plus
fréquente au monde et touche 75 a 80% des personnes sexuellement actives. On estime en
2009 gu'environ 291 millions de femmes dans le monde sont infectées par I'HPV, autrement

dit qu'elles sont porteuses de I'ADN d'un ou plusieurs type d'HPV

En 2014, le nombre de femmes dans le monde porteuses d’HPV sous la forme de

Lésions visibles ou invisibles est estimé a 325 millions

1. Mode de transmission des virus HPV

On distingue trois modalités de transmission des papillomavirus (tous génotypes

confondus):

- une transmission par contact direct : Pour les HPV a localisation génitale ce contact peut

avoir lieu par voie sexuelle. Sont également concernés les rapports oraux et anaux.

- 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. Linge contaminé, bain avec un individu contaminé, sol

contaminé des piscines ... sont autant de facteurs de transmission des papillomavirus.

Les HPV génitaux peuvent étre retrouvés dans les poils pubiens et les sécrétions

génitales. L'infection est alors possible en I’ absence de toute pénétration.

- une contamination de la mére a I'enfant est également possible lors de | ‘accouchement
par voie naturelle. La contamination de la mere a I'enfant in utéro par passage
transplacentaire du virus a également été décrite. 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.
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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 (de I'ordre de 20 a 30 % dans la population féminine).

2. Devenirs de l'infection suite a une contamination par des HPV

Environ 75 % des femmes sexuellement actives rencontreront un HPV au cours de leur
vie et seront susceptibles de développer une pathologie virdonduite. On estime que 70%
des infections virales disparaissent spontanément a 1 an, 90 % a 3 ans (notion de "clairance
virale"). L'age avancé, un terrain immunodéprimé, une charge virale importante, le
tabagisme (avec effet temps et effet dose), un groupe HLA particulier sont associés a la

persistance de l'infection et au risque d'apparition de lIésions histologiques viro—induites.

Si Linfection par un HPV a haut risque est une condition nécessaire au
développement d’une Lésion précancéreuse et d’un cancer génital, elle n’est pas suffisante,
car cette infection guérit souvent spontanément et le cancer n’en est qu’une conséquence
rare. L’issue de I'infection (de la Latence au cancer) dépend de facteurs viraux (variation du
potentiel oncogene), de facteurs environnementaux et de facteurs (incomplétement
identifiés) liés a | ‘hote.

Des études suggerent cependant que L’issue des Lésions génitales est sous la
dépendance de facteurs génétiques de I’hote tels certains alleles des genes du CMH de

classe Il.

Ci-apres, quelques facteurs augmentant le risque de développer le cancer du col de

l'utérus:
= Les infections a HPV (en particulier par des HPV a haut risque)
= Les rapports sexuels a un age précoce

= La multiplicité des partenaires sexuels
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= La multiparité
= Le tabagisme

= |’utiiisation prolongée de contraceptifs hormonaux

L’'immunosuppression ou certaines infections (Ch/amydia trachomatis ou virus de |

‘herpés simplex de type 2, VIH).

lll. Le col de l'utérus:

1. Histologie

Le col de I'utérus est tapissé par deux types d’épithélium (figure 8):
Epithélium pavimenteux (appelé également épithélium malpighien)
= Epithélium cylindrique (appelé également épithélium glandulaire).

Zone de jonction ou de transition séparant les 2 types d’épithélium.

/4~ Trompe
/.//_\
i

\\«_\___

«——<Z_ Caité wérine

4
(5’1/——— Muqueuse utérine = endométre
- f(.

o

4—— Myométre

Canal endocervical |
v

Muqueuse de I'endocol
i 4 Cul de sac vaginal
: i Colde lutérus

Glandes +

Mugqueuse de I'exocol

Cul de sac vaginal —————

Cawvité vaginale

Epithélium de I'endocol |
Epithélium de I'exocol }

Paroi vaginale

Muqueuse de I'endocol
Muqueuse de ['exocol

Figure 8: schéma montrant I’épithélium endocervical, I’épithélium exo cervical et |la zone de

Epithélium vaginal :
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L’épithélium pavimenteux stratifié est constitué de plusieurs couches de cellules de plus
en plus plates. Il tapisse normalement la plus grande partie de I'exo col et du vagin. Il est

opaque et de couleur rose pale avant la ménopause (figure 9).

Sa couche inférieure (basale), constituée de cellules rondes, est fixée a la membrane
basale qui sépare I'épithélium du stroma fibromusculaire sous-jacent. Aprés la ménopause,
I’épithélium pavimenteux s’amincit (moins de couches cellulaires), il prend une couleur rose
blanchatre et devient plus fragile, donc plus sensible aux traumatismes, ce qui se traduit

souvent par de petites hémorragies ou pétéchies.

. Couche cellukzire . z "
superficielle -

Couche cellutsire
Intermediaire

Couche pambasale

i Papile

Membrane basale N T E ﬁ_} I. A il A
Couche celulsire ™~ TR P - IR

basala 2 e T

Figure n°9: Epithélium pavimenteux stratifié (x20).

L’épithélium cylindrique tapisse le canal endocervical et s’étend vers I’extérieur sur une
portion variable de I’exo col. Il est constitué d’une seule couche de cellules hautes reposant sur
la membrane basale. Cet épithélium est donc beaucoup plus mince que [I'épithélium
pavimenteux qui tapisse I’exo col. A I’examen au spéculum endocervical, il apparait d’un rouge

brillant. (9)(Figure 10)
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Figure n°10: Epithélium cylindrigue (x40)

La jonction pavimento-cylindrique originelle (JPC) se présente sous la forme d’une ligne
étroite, marquée par une dénivellation a cause de la différence d’épaisseur entre les épithéliums

pavimenteux et cylindrique. (Figure 11)

~ Epithélum ___
‘pavimenteux

_Epithélium _ .-
cylindrique

Figure n°11 : Jonction pavimento-cylindrigue (x10).

La localisation de la JPC originelle varie avec I’'age de la femme, son statut hormonal, le
traumatisme provoqué par I'accouchement et l'utilisation ou non d’une contraception orale

. (Figure 12)

Lorsqu’il est exposé a l'acidité vaginale, I'épithélium cylindrique est progressivement
remplacé par un épithélium pavimenteux stratifié, constitué d’'une couche basale de cellules

polygonales dérivées des cellules de réserve sub-épithéliales.
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C’est ce processus physiologique normal de remplacement de I'épithélium cylindrique
par un épithélium pavimenteux qui est appelé métaplasie pavimenteuse et qui donne naissance
a une nouvelle JPC. Une fois arrivé a maturation, I’épithélium pavimenteux nouvellement formé
ressemble beaucoup a I'épithélium pavimenteux originel. Toutefois, a I’examen visuel, la JPC
nouvellement formée est différente de la JPC originelle. La zone de remaniement correspond a la
région du col entre la JPC originelle et la nouvelle JPC, la ou s’est produite la métaplasie
pavimenteuse, c’est-a-dire la ou I’épithélium cylindrique a été remplacé par un épithélium

pavimenteux.

_.Epithélium pavimenteux originel (natif)

- Jonction pavimento-cylindrique originelle

Epithélium pavimenteux métaplasique
(Zone de remaniement)
e - Epithélium cylindrigue

~-.. Jrifice externe

-Mouvelle Jonclion pavimento-cyindrique

Figure n°12 : Zone de remaniement du col de I'utérus d’'une femme en activité génitale.
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Epithélium cylindrique glandulaire (une couche
de cellules) en continuité avec I'épithélium
glandulaire endométrial.

Il présente un aspect rouge et brillant.

Il intervient dans la sécrétion de la glaire
cervicale (glycoprotéines) sous l'influence des
cestrogénes.

* = glandes endocervicales

Région d'affrontement des 2 épithéliums qui
subit des remaniements permanents. La
transition entre les deux épithéliums s& fait de
maniére abrupte et se situe au niveau de
I'orifice externe.

Zone de naissance des cancers qui doit étre
surveillée par frottis cervicaux vaginaux

Epithélium malpighien (pluristratifié,
pavimenteux et non kératinisé) en continuité
avec |'épithélium malpighien vaginal.

Il présente un aspect rose et lisse.

Figure n°13: les principales caractéristiques histologigues de chacune des zones du col de

'utérus

2. Rappel anatomique

2.1. Configuration de I’'utérus et du col de I’utérus :

L’utérus est I'organe de la gestation ; situé entre la vessie et le rectum, au-dessous des
anses intestinales et du colon iléo-pelvien et au-dessus du vagin. Il représente vers sa partie
moyenne un rétrécissement appelé isthme et qui le divise en 2 parties : supérieure qui est le

corps et inférieure qui est le col.

Le corps utérin est de forme conoide et aplati d'avant en arriére ; le fundus de l'utérus est
fortement convexe dans le sens antéropostérieur, rectiligne transversalement chez la nullipare et

convexe chez la multipare.
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Les cornes utérines prolongent le fundus et se continuent avec les trompes, elles donnent

insertion aux ligaments ronds et propres de l'ovaire.

Le col est cylindrique et un peu enflé a sa partie moyenne. Il est divisé en deux portions

par l'insertion vaginale :
= La portion supra-vaginale, prolongeant le corps.

= La portion vaginale (anciennement appelée intra-vaginale), visible au spéculum et
accessible au doigt par le toucher vaginal. Celle-ci est percée a son sommet d'un
orifice : l'orifice externe du col qui donne acces au canal cervical. L'aspect en est
variable : chez la nullipare, l'orifice est punctiforme ; chez la primipare, l'orifice
s'allonge transversalement avec une lévre antérieure, une lévre postérieure et deux
incisures latérales. Chez la multipare, le canal cervical prend I'aspect d’une fente large

et irréguliere.
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Figure n°14 : Anatomie du col utérin et ses rapports.
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2.2. Rapports :

L’'utérus ayant dans son ensemble la forme d’un cOne aplati d’avant en arriére, on lui
distingue : deux faces antérieure et postérieure, deux bords latéraux, une base dirigée en haut
et un sommet tourné vers le bas qu’est le col. Le col utérin répond :

= En avant : a la vessie par l'intermédiaire d’'une couche de tissu cellulaire lache, sans

interposition de péritoine.

= En arriere : aux anses intestinales et au rectum, par l'intermédiaire du péritoine qui se
réfléchit sur la face antérieure du rectum formant le cul de sac recto-vaginal de Douglas.
o Latéralement : aux ligaments larges (ou parametres) qui sont longés par les arteres et

veines utérines et l'uretére pelvien.
= En haut : au corps de l'utérus duquel il est séparé par I'isthme.

= En bas : a la paroi vaginale. Le vagin s’attache sur toute la paroi du col utérin de telle

sorte qu’on peut diviser le col en 2 parties : extra vaginale et vaginale

33



Dépistage du papillomavirus humain dans le col de I'utérus chez les femmes de Marrakech

f':’b”
Partie %
Pratique §

34



Dépistage du papillomavirus humain dans le col de I'utérus chez les femmes de Marrakech

_ INTRODUCTION
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Beaucoup d’études épidémiologiques ont montré que la prévalence du HPV, la
distribution des infections et des génotypes différe d'une région a l'autre.

Ces études moléculaires pourraient fournir des données utiles pour justifier les stratégies

de vaccination locales.

Pour cette raison, notre étude s’inscrit dans cet objectif pour mettre en évidence les

génotypes du HPV circulants chez les femmes saines de la région de Marrakech.
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. Type et cadre d’étude.

Il s’agit d’une étude prospective de type descriptive et analytique réalisée au sein du
service de Bactériologie-Virologie de I’Hopital Militaire Avicenne de Marrakech (HMA). Des frottis
cervico-vaginaux chez les femmes suivies en consultation dans les centres de santé de la région

de Marrakech.

Il. Population étudiée :

Population cible :

- Femmes agées de 25 a 65 ans se présentant en consultation dans les centres de santé.

Criteres d’exclusion :

- Age < 25 ansou > 65 ans
- Régles et saignements
- Chimiothérapie
- Cancer du col
Le nombre de cas de femmes étudiées est de 106.

L’origine des patientes est soit rurale ou urbaine au niveau de la région de Marrakech.

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 a I’HPV est documenté (Voir annexes).
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IV. Réalisation des frottis cervicaux vaginaux :

1. Examen clinigue :

L’examen en position gynécologique commence d’abord par I'inspection du périnée et de
la vulve (a la recherche notamment des condylomes...). Aprés avoir écarté les petites lévres, le
spéculum sera introduit sans lubrifiant (qui va altérer le matériel ramené), ceci avec doigté et

douceur.
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-vaginal :

Il est toujours réalisé avant le toucher vaginal. C’est en dehors des régles, 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 prélevement 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.

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 iatrogene 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
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———————— ——— ]
replace les valves du spéculum a I’horizontale et permet de glisser sur les parois postérieure et

antérieure du vagin jusqu’a la sensation de ressaut du col, au fond du dome vaginal.

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

permettre '’engagement du col qui se fixe entre les deux extrémités. (Figure 15)

Bree e uriilosd porar réalier & Mroetie claes sn miiey Bguide

L

—
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Figure 15 : Cyto-brosse introduite dans le col

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-exo col-jonction), le prélévement 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.

(Figure 16)
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Figure 16: Flacon utilisé pour conservation des frottis

V. Etude moléculaire :

Réalisée au sein de laboratoire de Microbiologie de I'Hopital Militaire Avicenne.
Plusieurs étapes:

— Prétraitement des FCV (préparation des échantillons / figure 17et 18et 19)

Dans des ependorff vides on met 200pl du liquide ol on a conservé les cyto-brosses, on

les centrifuge pendant une minute puis on jette le surnageant et on ajoute 400ul du PBS,

ensuite on les centrifuge la 2éme fois pendant une minute puis on jette le surnageant et

on ajoute 25ul du PBS, les échantillons sont ainsi préparés, on peut les conserver

pendant une semaine a 4°C

41



Dépistage du papillomavirus humain dans le col de I'utérus chez les femmes de Marrakech

Figure 17: Préparation des échantillons (photo du service de Microbiologie de ’HMA)

—

Figure 18: Préparation des échantillons (photo du service de Microbiologie de I’'THMA)
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Figure 19 : Centrifugation (photo du service de Microbiologie de I’'HMA)

= Préparation du mix : (figure 20)
Réaliser sous le poste de sécurité microbiologique PSM II: (figure 21)
Décongeler le mélange PCR multiplex
Bien mélanger en retournant le flacon plusieurs fois

Ajouter au flacon de mélange PCR le volume total d'’ADN polymérase et de glycosylase
d'ADN uracile, bien mélanger en inversant plusieurs fois et centrifuger pendant quelques

secondes

Distribuer des aliquotes de 36 pl du nouveau mélange dans 24 tubes de PCR et conserver

a-20°C
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Figure 20: Sous la hotte, préparation du mix (photo du service de Microbiologie de ’'HMA)

Figure 21 : Le poste de sécurité microbiologique PSM Il (photo du service de Microbiologie de

’HMA)
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— Amplification par PCR multiplex en temps réel :
Ajouter 4 pl de chaque échantillon au 36 pl du mix, placer les dans le systéme de PCR en

temps réel CFX 96 (figure 23) et lancer le programme d’amplification ( figure 24)

Figure 23 : Systéme de PCR en temps réel CFX 96 de BIORAD

(photo du service de Microbiologie de ’HMA)
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Figure 24 : Le programme d’amplification (photo du service de Microbiologie de ’'HMA)

Conserver les produits de PCR a 8-10°C une fois I'amplification terminée.

Les échantillons peuvent étre immédiatement hybridés ou conservés dans un

réfrigérateur post PCR a 8-10° C pendant 1-2jours.

Pour un stockage plus long, il est recommandé de conserver a -20 ° C.
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]
— Incubation :

Dénaturer les produits de PCR en les chauffant a 95°C pendant 10 min dans un

thermocycleur (figure 25) et en les refroidissant sur de la glace pendant au moins 2 min.

I | IEHFY

10:00

jf\"i navig jte

3lj to enter u.jl']':"i

| steps.

- LJse the } 2Yp .
through the protoco

Figure 25: Incubation a 95°C (photo du service de Microbiologie de ’HMA)
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— Hybridation : (figure 26)

Préchauffer le réactif A (solution d'hybridation) a 41 ° C dans un bain marie.

Placer chaque puce HPV dans la position indiquée dans le dispositif Hybrispot 12.

Figure 26: Puces HPV placées dans I’Hybrispot 12 (photo du service de Microbiologie de ’HMA)

Régler la température de la chambre a 41 ° C. Distribuer 300 pl de réactif A préchauffé

(Solution d'hybridation) dans chaque puce, incuber a 41 ° C pendant au moins 2 min.
Retirer le réactif par le vide (appuyez sur la pompe).

Mélanger 270 pl de réactif A préchauffé (solution d’hybridation) (41 ° C) et 30 pl de
chaque solution dénaturée du produit PCR. Distribuer dans la puce HPV
Remarque: Lorsque vous travaillez avec des échantillons PCR directs, certains débris cellulaires
peuvent étre déposés au fond des tubes de PCR; évitez de prendre ces débris autant que

possible pour obtenir des puces propres.
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Incuber a 41 ° C pendant 8 min.

Retirer le réactif sous vide (assurez-vous que la pompe est connectée pendant au moins

30 s).
Effectuer 3 lavages avec 300 pl de réactif A préchauffé (solution d'hybridation) (41 ° C).
Régler la température de la chambre a 29 ° C.
Distribuer 300 pl de réactif B (solution de blocage) dans chaque puce et incuber pendant
5 min.

Retirer le réactif sous vide.

Lorsque la température atteint 29 ° C, verser 300 pl de réactif C (streptavidine-alcaline

Phosphatase) dans chaque puce.
Incuber pendant 5 min a 29 ° C.
Retirer le réactif par le vide.
Régler la température de la chambre a 36 ° C.
Effectuer 4 lavages avec 300 pl de réactif D (tampon de lavage |).

Préparer le volume requis de solution de développement E en mélangeant les réactifs E1

et E2. Le tableau 5 indique les volumes requis de réactifs E1 et E2 pour différents tests:

Tableau 5: Volumes de réactifs E1 et E2 a mélanger dans le flacon E en fonction du nombre

d'échantillons a traiter

Vol (ul)/1 test

Vol (ul)/4 test

Vol (ul)/8 test

Vol (pl)/12 test

El

200

700

1400

2200

E2

200

700

1400

2200
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Lorsque la chambre atteint 36 ° C, verser 300 pl de réactif E (solution de développement)

dans chaque Puce.
Incuber a 36 ° C pendant 8 min.
Retirer le réactif par le vide.

Effectuer 2 lavages avec 300 pl de réactif F (tampon de lavage Il) dans chaque puce

Figure 27: Les différents réactifs utilisés (photo du service de Microbiologie de ’HMA)
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— Lecture :

A l'aide d’une caméra connectée a un ordinateur, les images des puces HPV sont

capturées et analysées. (Figure 28)

Figure 28 : Systéeme caméra-ordinateur (photo du service de Microbiologie de I’'THMA)
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Figure 29 : montre la répartition des spots dans la puce HPV :

IV. Modalités de recueil des données :

Les données collectées des questionnaires sont récupérées sur feuille Excel pour faciliter

leur exploitation
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I. Caractéristiques de la population étudiée :

1. L’age:
L’'age des participantes est entre 25 et 65 ans.

L’age moyen des patientes de notre étude était de 43,3 ans, la tranche d’age entre 35 ans

et 54 ans est la plus représentée avec 60% de la population étudiée. (Tableau VI / figure30)

Tableau VI : Répartition du nombre total selon les tranches d’age

Tranche d’age 25-34 ans 35-44 ans 45-54 ans 55-65 ans
Nombre 24 (23%) 30(28%) 34(32%) 18(17%)

45_54ANS 32,00%
35_44ANS 28,00%

’

25_34ANS 23,00%
| | | |

0,00% 5,00% 10,00% 15,00% 20,00% 25,00% 30,00% 35,00%

Figure 30 : Répartition de la population étudiée selon les tranches d’age
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2. Niveau socio-économique:

Les FCV ont été réalisé dans des centres de santé de la région de Marrakech, la majeur
partie des consultantes sont sous couverture soit Rammed ou mutuelle, elles appartiennent a un

niveau socio—-économique moyen. (tableau VII/ figure31)

Tableau VII : Répartition des patientes selon le niveau socio—économigque.

Niveau Socio-
Bas Moyen Haut
économique
39 66 1
Population étudiée
37% 62% 1%

M niveau bas
H niveau moyen

niveau haut

Figure 31 : Répartition des patientes selon le niveau socio-économique
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3. Contraception orale :

61 patientes n’utilisent aucune méthode contraceptive, soit 58% de I’échantillon, et 29

patientes sont sous contraception orale (27%).
Parmi les patientes HPV positif ,50% des patientes qui sont sous contraception orale.

Tableau VIII : Répartition des patientes selon ['utilisation de la CO

CO Oui Non Total
Echantillon 29 (27%) 77 (73%) 106(100%)
Patiente HPV + 3 (50%) 3 (50%) 6 (100%)

B NON
mOUl

ECHANTILLON patientes hpv+
H NON 73% 50%
mOUl 27% 50%

Figure 32 : Répartition des patientes selon | utilisation de contraception orale.
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4, Tabac:

Aucune patiente parmi les 106 prélevées réclame étre tabagique, hors 12 sont exposées

au tabagisme passif.

Parmi les 6patientes qui sont hpv+,2 sont exposées au tabagisme passif

Tableau IX : Répartition des patientes selon le tabagisme

Tabagisme passif Oui Non
Echantillon 12(11%) 94(89%)
Patientes hpv+ 2(33%) 4(67%)

FIGURE 33:REPARTITION DES PATIENTES SELON LE FDR DU

Figure 33 : Répartition des patients selon le FDR du tabac

TABAC

OUl = NON

patientes hpv+
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5. Antécédents de cancer :

Dans notre échantillon, 1 patiente a présenté un ATCD familial du cancer du col et 4

patientes ont un ATCD familial de cancer du sien.

Tableau X : Répartition des patientes selon la présence du cancer du sein et du col

ATCD familial du

cancer du col

ATCD familial du

cancer du sein

Sans atcds du cancer
du col ni cancer du

sein

Echantillon

1(1%)

4(4%)

101(95%)

echantillon

M atcds du ke du col

1%

M atcds du ke du sein

ABSENCE D'ATCDS

Figure 34 : Graphisme des patientes selon la présence du cancer du sein et du col
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6. Frottis cervico vaginal :

89 patientes - soit 84% des participantes - n’ont jamais fait un FCV et n’ont jamais

bénéficié d’un dépistage du cancer du col.

Parmi les patientes HPV positif, seule 1 patiente qui a déja bénéficié d’un test de

dépistage.
Tableau XI : Répartition selon la réalisation du FCV
ATCDS DE FCV NON Total
Echantillon 17(16%) 89(84%) 106
Patientes HPV+ 1(17%) 5(83%) 6

atcds de fev non

90% 84%

83%

80% |
70%
60%
50%
40%
30%
20% Wk 2 Er

10% | ! r

echantillon PATIENTES HPV+

Figure 35 : Répartition selon la réalisation du FCV
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Il. Résultats du typage :

1. Résultat global :

Sur tout I’échantillon, seulement 6 FCV ont un test HPV positif, le reste a un test HPV

négatif.

Tableau XII : Répartition des résultats du typage

Positif Négatif Total
6 100 106
hpv
6% 94% 100%

= POSITIF
= NEGATIF

Figure 36 : Répartition des résultats du typage
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2. Répartition du papillomavirus humain selon le génotype:

Parmi les 6 HPV positifs :

4 sont des HPV a haut risque, il s’agit du génotype 58, 66, 59, 68

1 est hpv a bas risque, il s’agit du génotype 44, 55

1 est hpv positif de génotype non déterminé (génotype autre que les 36 détectés par

HybriSpot 12 utilisé dans cette étude)

GYNOTYPE HPV+

M a hautrisque M basrisque Mindeterminé

Figure 37 : Répartition des hpv+

Tableau XIII : Les différents génotypes détectés

Hpv58 1 14 ,28%
Hpv66 1 14 ,28%
Hpv haut risque
Hpv59 1 14 ,28%
Génotype hpv Hpv638 1 14 ,28%
Hpv44 1 14 ,28%
Hpv bas risque
Hpv55 1 14 ,28%
Indéterminé 1 14 ,28%
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®HPV58 ®HPV66 mHPV59 mHPV68 mHPV44 mHPV55 Mindeterminé

Figure 38 : Répartition des différents génotypes détectés de HPV

3. Répartition des résultats par tranche d’age :

I’HPV haut risque est plus fréquent chez les femmes dont I'dge est inférieur a 35, alors

que hpv bas risque est vu chez une femme dont I’age est de 45ans.

Tableau XIV : Répartition des HPV par Tranche d’Age

Age <35Ans >40Ans

HPV Haut risque 3(43%) 1(14%)

HPV Bas risque 0 2 (29%)

HPV Non déterminé 0 1 (14%)
45% 43%

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

5%

0%

29%

14%

o I

HPV HAUT HPV BAS RISQUE HPV NON
RISQUE @<35ans @ sup40ans’ERMINE

Figure 39: Répartition des HPV par Tranche d’Age
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4, Résultats selon la présence des facteurs de risque:

Les facteurs de risque étudiés sont : la contraception orale, le tabac, et la présence
d’infection mycosique.

On note une utilisation de 50% de la CO parmi les patientes HPV positif, alors que
seulement le tiers qui est exposé au tabagisme passif, hors aucune patiente n’a présenté des

symptomes d’infection mycosique au moment du prélévement.

Tableau XV : Présence de facteurs de risque pour les patientes HPV positifs

FDR Cco Tabac (passif) Mycoses

HPV Positif 3 (50%) 2 (33%) 0(0%)

LES FDR LIES AUX PATIENTS HPV
POSITIFS

50% 50%
| 1

0%

infection mycosique

Figure 40 : Les facteurs de risque pour les patients hpv positifs
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. Caractéristigues de la population étudiée:

1. Age:

Dans notre étude, I'age des femmes était entre 25 et 65 ans. L’age moyen était de 43,3
ans. La tranche d’age entre 35 et 54 ans est la plus représentée avec 60% de la population

étudiée. 50% des patientes HPV positif avaient moins de 32 ans. (Tableau XVI)

Dans I’étude de Fatima ait lhaj, faite au sein du chu Med VI Marrakech, I’dge des femmes
était entre 25 et 65 ans. L’age moyen était de 42 ans. La tranche d’age entre 25 et 44 ans est la
plus représentée avec 56% de la population étudiée. 54% des patientes HPV positif avaient moins

de 37 ans ce qui rejoint les résultats d’autres études. (Tableau XVI)

Dans I’étude TUNISIENNE de Monia Ardhaoui et al, I’dge des femmes variait entre 18 et 65
ans. La fréquence de l'infection au HPV était plus élevée chez les femmes agées de moins de 30

ans.

Dans I'étude de Y.T. Nejo et al I'dge des femmes variait entre 23 et 77 ans avec un age
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 . Ces résultats concordent avec les résultats d’autres études réalisées au

Nigéria (Akarolo-Anthony et al. 2014 ; Kennedy et al. 2016), en France (C.H. Bretagne et

al 2018), et en Chine (Feiyan Xiang et al 2018).

Tableau XVI : Infection a papillomavirus et dge

Tranche d’Age/Age
Etude Pays/ Ville ge/Ag HPV +
Moyen
Notre étude Marrakech centres de santé /Maroc | 25-65 ans <32 ans
Fatima ait Ihaj Marrakech chu med6/Maroc 25-65 ans <37 ans
Y.T. NEJO et al Nigeria 23-77ans <25 ans
C.H. Bretagne et al France 23 ans +_3,3 <25 ans
Feiyan Xiang et al Chine/ Wuhan 16-83 ans <25ans
Monia Ardhaoui et al | Tunisie 18-65 ans <30 ans

65




Dépistage du papillomavirus humain dans le col de I'utérus chez les femmes de Marrakech

Le taux d’infection élevé chez les jeunes femmes coincide avec le début de I'activité
sexuelle. Certains mécanismes biologiques tels que l'immaturité cervicale, la production
inadéquate de mucus cervical protecteur et I'augmentation de I'ectopie cervicale chez les jeunes
femmes pourraient les rendre plus susceptibles a l'infection par le HPV. (Y.T. Nejo, D.O. Olaleye,

G.N. Odaibo)

2. Niveau socio-économique :

Dans notre étude 62% des femmes sont de moyen niveau socio-économique, et

I’infection au HPV était plus fréquente chez ce niveau.

En comparant avec I’étude faite au chu Med VI, 73% des femmes sont de bas niveau
socio—économique, pourtant I'infection au HPV était plus fréquente chez les patientes de moyen

niveau socio-économique.

Pour Y.T. Nejo et al, le taux d'infection par le HPV était plus élevé chez les femmes de
bas niveau socio-économique, ce qui rejoint les résultats de Kennedy et al et Monia Ardhaoui et

al.

D’autres études n'ont toutefois trouvé aucune association entre I'infection par le HPV et le

niveau socio-économique.

3. Papillomavirus et contraception orale :

Parmi les femmes HPV positif, 50% des femmes sont sous contraception orale .cela
signifie qu’il n’y a aucune association significative entre I'infection par le hpv et 'utilisation des

contraceptifs oraux. Ce qui rejoint les résultats tunisiens , et les résultats de Traore et al

Au chu Med VI Marrakech, Parmi les femmes HPV positif la majeure partie est sous
contraception orale, soit 85% ce qui suggere son implication dans la persistance de I'infection
par le HPV . Cette constatation a été approuvée par une étude australienne qui suggére que

|'utilisation de contraceptifs hormonaux favorise la persistance des infections au HPV oncogeénes
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pouvant conduire a une progression au cancer du col utérin mais n'augmente pas le risque de
nouvelles infections au HPV. Cette étude indique également que ces risques liés aux
contraceptifs oraux sont généralement réversibles, avec un retour a des niveaux de risque

similaires a ceux des femmes qui n’ont jamais pris de CO

Tableau XVII : Contraception orale et infection a papillomavirus humain

Etude Contraception Orale Utilisé Pas de Contraception Orale
Notre étude 50% 50%
Monia Arhdaoui et al (Tunisie) 31% 69%
Traore et al (Burkina-Faso) 2% 98%

Fatima ait lhaj (Marrakech CHU
85% 15%

Med VI)

4. Papillomavirus et parité

Dans notre étude, il y a de différence significative par rapport au nombre d’enfant, les
deux tiers des femmes avec un test HPV positif ont 2 enfants ou moins, ce qui rejoint les

résultats de Y.T. Nejo et al

Par contre Kennedy et al. (2016) et Traore et al ont constaté que le risque d'infection au

HPV était environ deux fois plus élevé chez les femmes ayant une parité plus élevée (3)

Dans les résultats de Marrakech chu Med VI, I’étude a montré qu’il n’y a pas de différence

significative par rapport au nombre d’enfants
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Tableau XVIII : Infection a papillomavirus et parité

Etude

% HPV par rapport aux nombre d’enfants

Notre étude

Nullipare17%
1 OU 2 enfant50%

>3 enfants 33%

Nejo et al

Nullipare 16%
1 enfant 28%
2 enfants 20%

>3 enfants 18%

Kennedy et al

Nullipare 0%
<2 enfants 13%
3-4 enfants 25%

>5 enfants 63%

Traore et al

Nullipare 7%
Primipare 15%

Multipare 78%

Chu Med VI, Marrakech 2019

<2 enfants 46%

>3 enfants 54%

5. Papillomavirus et tabac:

Seulement 12 patientes parmi les 106 cas étudiés sont exposées au tabagisme passif.

Plus de la moitié de I’échantillon n’ont pas le tabac comme FDR, seulement 33% des

femmes HPV positif sont des tabagiques passives. Ce qui rejoint I'étude faite au chu

Marrakech

Pour Y.T. Nejo et al, l'infection au HPV était significativement associée aux fumeurs

passifs
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Tableau XIX : Positivité du papillomavirus chez les tabagiques

Etude Tabagisme actif Tabagisme Passif
Notre étude(c/s Marrakech) 0% 33%
Fatima ait lhaj(chu Med VI) 50% 31%
Nejo et al 33% 60%

Le tabagisme influe sur l'immunité en diminuant le nombre de cellules de Langerhans
présentant l'antigéne dans la muqueuse génitale, ce qui pourrait favoriser l'infection et la

persistance du HPV contribuant ainsi a la transformation maligne

6. Papillomavirus et mycoses :

Dans note étude, on note la présence d’infection mycosique chez 31% des patientes,
toutes ces patientes sont hpv négatif. Alors que les patientes hpv positif n’ont pas I'infection
mycosique lors du préléevement ce qui rejoint les résultats de I’étude de Pablo Romero-Morelos
et al qui suggerent que la présence des mycoses est totalement indépendante de l'infection au

HPV

Pour I’étude de Fatima ait lhaj, on note la présence d’infection mycosique chez 38% des
patientes HPV positif et chez 40% des patientes HPV négatif

Pour I’étude de Nejo et al, ils estiment que, bien que le taux d'infection par le HPV était
relativement plus élevé chez les femmes présentant des mycoses que chez celles qui n'en

présentaient pas, la différence n'était pas statistiquement significative

Tableau XX : Répartition d’infection mycosigue

Etude HPV Positif HPV Négatif
Notre étude 0% 33%
FATIMA AIT LHAJ 38% 40%
Pablo Romero-Morelos and all ( Mexico) 80 % 80%
Y.T. Nejo et al (Nigeria) 45% 40%
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Il. Les caractéristiques de I'infection a papillomavirus:

Sur les 106 échantillons étudiés, 6 étaient positif au HPV (6%) dont 67% sont a haut

risque. Ces résultats rejoignent ceux d’autres études.

Au chu Med 6 Marrakech, sur les 96 échantillons étudiés, 13 étaient positif au HPV dont

64% étaient a haut risque

Au Honduras, des prélevements cervicaux de 111 femmes ont été étudiés, 27
échantillons positifs au HR-HPV et 18 échantillons positifs au BR-HPV ont été identifiés. Au total
35% de I’échantillon étudié avait au moins une infection au HPV et 64% étaient négatifs a la fois

pour HR-HPV et BR-HPV

En Chine, Feiyan Xiang et al ont réalisé une étude qui a intéressé 13 775 femmes sur une
période de 2 ans pour étudier les caractéristiques de distribution des différents génotypes du
HPV chez les femmes a Wuhan. 2436 femmes étaient porteuses du HPV (soit un taux d’infection
totale de 18%). Le taux d'infection a HR-HPV était significativement plus élevé que celui des

infections a BR-HPV

Aux USA, en 2013-2014, la prévalence du HPV génital chez les femmes était de 40%,

avec prédominance de I'infection HR-HPV qui représentait 51%

En Tunisie, Monia Arhdaoui et al ont mené une étude transversale qui a intéressé 391
cas, la prévalence globale du HPV était de 13% avec prédominance du HPV BR représentant

49%
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Tableau XXI : Fréguence de I'infection hpv selon plusieurs études

Etude Pays /Ville HPV + HPV HR
Notre étude Maroc/ Marrakech centres de santé 6% 67%
FATIMA AIT LHAJ Maroc/Marrakech chu med 6 14% 62%
Feiyan Xiang et al Chine / Wuhan 18% 79%
Aaron Atkinson et al Honduras 35% 62%
Géraldine MC Quillan et al USA 40% 51%
Monia Arhdaoui et al Tunisie 13% 23%

D’apres le dépistage de I'infection hpv selon plusieurs études ; L’infection a HPV HR est la
plus prépondérante (notre étude, I’étude de Fatima ait lhaj , 'étude de Feiyan Xiang et al ,

I’étude de Aaron Atkinson et al ).

Ceci est expliqué par le pouvoir d’échappement des HPV HR a la réponse immunitaire et
de persistance dans les cellules cervicales sans étre détectés grace aux propriétés de la protéine
E5 qui induit une diminution de I'expression des protéines virales a la surface des cellules

infectées.

Tableau XXII : Répartition des infections a Papillomavirus haut risque et bas risque dans

différentes études.

Etude Pays / ville HPV haut risque HPV bas risque
Notre étude Maroc / Marrakech centres de sante 67% 17%
Fatima ait Ihaj Maroc/Marrakech chu Med VI 62% 23%
Aaron Atkinson Honduras 62% 38%
Feiyan Xiang Chine / Wuhan 79% 21%

D’aprés I'analyse de nos résultats, on constate que I'infection au HPV bas risque est plus

fréquente chez les patientes dont I’dge est >44ans, alors que I'infection a HPV HR I’est beaucoup
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plus chez les patientes dont ’age est <32ans. Ces résultats contrastent avec celles de I'étude

de Daniel Boda et al et rejoignent les résultats de Feiyan xiang et al

Ceci renforce la théorie de la répartition géographique de I’infection HPV : chaque région

a sa propre répartition.

Tableau XXIll : Fréquence de I'infection a papillomavirus bas risque par rapport a I’age

Etude Pays / ville % HPV bas risque Age

i Maroc/ Marrakech
Notre étude ) 33% > 44ans
centres de santé

Maroc/Marrakech chu

Fatima ait lhaj 23% <37 ans
Med VI

Daniel Boda Romanie / Bucarest 15% <35 ans

Feiyan xiang Chine / Wuhan 21% > 56 ans

Dans notre étude, I'infection a plusieurs génotypes du hpv est trouvée chez 1 patiente

HPV positif.

Dans I’étude de Pablo Romero-Morelos et al, I'infection a plusieurs génotypes du HPV

est plus fréquente, il est trouvé chez 63% des HPV positifs

Au contraire, au chu Med VI, I'infection au HPV a été trouvée unique, un seul type du HPV
est détecté, ce qui concorde avec les résultats de plusieurs études ou I'infection unique est plus
fréquente, cela est expliquer par le fait que I'infection au HPV joue un role protecteur contre une
nouvelle infection en provoquant une inflammation locale et donc une immunité active

localement
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Tableau XXIV_: Fréguence des infections unigues et multiples dans les différentes études.

Etude Pays / Ville Infection Unique | Infection Multiple
) Maroc/Marrakech
Notre étude i 67% 17%
centres de santé
. Maroc/Marrakech chu
Thése 9 /2019 FMPM 85% 0%
med6
Feiyan Xiang et al Chine / Wuhan 76% 25%
Pablo Romero-Morelos et al Mexico 37% 63%
Daniel Boda et al Romanie/Bucarest 55% 13%
Aaron Atkinson et al Honduras 95% 5%
— Les limites de I'étude :
La taille réduite de I'échantillon limite la généralisation des données.
— Recommandations :
A la lumiere de nos résultats, on peut tirer quelques

recommandations :

- La sensibilisation de la population contre I'infection au HPV dans la genése du cancer du

col de l'utérus.

- L’implication de tous les professionnels de santé dans le processus de sensibilisation.

- La formation des futurs médecins de famille, ceux des centres de santé ainsi que le

personnel paramédical sur la réalisation du frottis cervico-vaginal.

- L’instauration d’un dépistage systématique par frottis cervico-vaginal chaque 02ans chez

toutes les femmes de 25 a 65 ans.

- Lintroduction d’un vaccin anti-HPV adapté aux génotypes circulants au Maroc a l'issue

d’une étude plus élargie chez les femmes saines ainsi que celles ayant développée un

cancer du col de 'utérus.
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.Ces infections par le papillomavirus humain (HPV) sont reconnues comme parmi les plus

fréquentes des infections sexuellement transmissibles. Tandis que la plupart des infections a
HPV sont inapparentes et transitoires, une infection génitale persistante par certains génotypes
viraux peut conduire au développement du cancer du col de l'utérus. Ce cancer est, en
fréquence, le deuxiéme cancer de la femme aprés le cancer du sein et représente donc une

préoccupation actuelle de santé publique.

:Ng)tre étude prospective analytique, illustre une fréquence du papillomavirus estimée a

6% chez des patientes asymptomatiques avec une prédominance d’infection HPV haut risque
(67%) sans aucune prédominance d’'un génotype. Les résultats rejoignent ceux d’autres études
méme si la taille réduite de I’échantillon empéche toute corrélation statistiquement significative.
En revanche, elle constituera la base d’une étude plus élargie sur le plan national pour réaliser
une carte de répartition du HPV a I’échelle du royaume du Maroc, permettant ainsi I'introduction
ultérieure d’un vaccin anti-HPV adapté aux génotypes circulants et pour épargner des facteurs

de risques qui peuvent étre impliqué dans la genese d’une infection HPV.
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Résumé

La prévalence de l'infection cervicale par le papillomavirus humain (HPV) chez les femmes
varie grandement dans le monde entier, elle est étroitement liée au risque du cancer du col de
l'utérus. La détection du papillomavirus humain a haut risque est devenue de plus en plus

attrayant en tant qu’outil primaire de dépistage, en raison de sa sensibilité et de sa rentabilité.

Dans ce travail, nous rapportons les résultats génotypiques de 106 frottis cervico-
vaginaux réalisés au sein des centres de santé de la région de Marrakech, I’étude moléculaire est
réalisée au sein du service de Microbiologie-Virologie de I’Hopital Militaire Avicenne de

Marrakech.

Le but de cette étude prospective analytique est de déterminer les génotypes circulants

du papillomavirus dans la région de Marrakech chez les femmes dgées de 25 ans a 65 ans.

La fréquence du papillomavirus est estimé a 6%, avec prédominance du HPV haut risque
représentant 67%, le papillomavirus haut risque est plus fréquent chez les femmes dont I’dge est

< 32 ans, sans la prédominance d’aucun génotype (hpv44, hpv55, hpv58, hpv66, hpv59, hpv6s).

Aucun facteur de risque n’est trouvé dans notre étude, et la plupart des patientes n’ont
pas de connaissance a propos du papillomavirus humain et son implication dans la genése du
cancer du col de l'utérus. Avec une fréquence de 83% des patients HPV positif qui n’ont jamais

fait de test de dépistage.

En conclusion, les résultats préliminaires obtenus peuvent étre élargies sur le plan
national pour déterminer les génotypes les plus fréquents au Maroc. Cette étude incite a mettre

le point sur la vaccination anti HPV et la sensibilisation sur I’infection a papillomavirus humain.
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Abstract

The prevalence of cervical infection by human papillomavirus (HPV) in women varies
widely around the world and is closely related to the risk of cervical cancer. The detection of
high-risk human papillomavirus has become increasingly attractive as a primary screening tool

because of its sensitivity and cost-effectiveness.

In this work, we report the molecular results of 106 cervico-vaginal smears
performed in the health centers of the region of Marrakech, the molecular
study is carried out within the Microbiology-Virology department of the Avicenne Military

Hospital.

The purpose of this prospective, analytical study is to determine circulating genotypes of

papillomavirus in the Marrakech region among women aged 25 to 65 years.

The prevalence of papillomavirus is estimated at 6%, with predominance of high risk hpv
accounting for 67%, high-risk papillomavirus is more common in women <32 years old, without

the predominance of any genotype.

No risk factors were found in our study, and most patients have no knowledge of the
human papillomavirus and its involvement in the genesis of cervical cancer. With a frequency of

83% of hpv positive patients who have never been screened.

In conclusion, the preliminary results obtained can be broadened at the national level to
determine the most frequent genotypes in Morocco. This study incites us to update HPV

vaccination and human papillomavirus infection awareness.
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Annexes 1 :

Fiche d’exploitation

1. Identité :

NOM &

Age @ ...

Résidence : .......coccoviiiiiiiiii

Téléphone :..........c.oooiiiii, Niveau socioéconomique : ............
Rammed : .............. Mutuelle : .............

2. ATCDS :

Ménarche :...................

Activité sexuelle : début : ............. Nombre de partenaire : ......
Parité : ..........

Type de contraception: ..............

DDR : o

ATCDs néoplasiques : ....................

Infection génitale : mycoses......... IST .......

Tabac :................

Immunosuppression @ ............... Corticothérapie : ................
Dernier test de dépistage du cancerdu col: ...................
Médicaments @ ........ocooiiiiiiiiii

3. ATCDs familiaux : cancer de col : ............... autres : .......oeeuveenns
4. Examen clinique du col utérin @ ...t
5. Résultats du génotypage : ...cccceeueriiiieminiiiicmcer s rrnme e eremn e e e e e s
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Annexe 2 :
Note d’information et consentement des patientes

Nom et prénom de la patiente : N° dossier :

Madame,

Objectif de I'étude

Vous étes invités a participer a une étude épidémiomolécullaire des FCV. Le but de cette étude
est de corréler la présence d’atypies cellulaires au génotype en portage au niveau du col utérin,
et d’évaluer I'efficacité de la vaccination contre I’HPV pour prévenir le cancer du col.

Déroulement de I'étude

Dans le cadre de cette étude, un frottis cervico-vaginal sera fait. Il sera traité et analysé et
permettra d’identifier les génotypes d’HPV en portage au niveau du col. Bien entendu votre
participation a cette étude n'entrainera pour vous aucun frais supplémentaire, le colt du

préléevement et son analyse sont a la charge du promoteur de I'étude.
Vous avez l'entiére liberté d'accepter ou de refuser la participation a cette étude.

Les données personnelles recueillies au cours de cette étude pourront étre transmises dans le
respect du secret professionnel au représentant du promoteur de I’étude et des autorités de

santé dans un but de controle de conformité.

A cette fin, les données médicales vous concernant seront transmises au promoteur de la
recherche ou aux personnes ou sociétés agissant pour son compte. Ces données seront

identifiées par un numéro de code et/ou vos initiales.

Je déclare avoir été informés par le docteur......ccoeeiiiiiiiiiiiiiiiic e, de la nature et du
déroulement de cette étude, avoir eu la possibilité de poser toutes les questions s'y rapportant.
Je suis absolument libre de refuser ma participation. J’accepte de participer a I'étude dans les

conditions décrites ci-dessus.

Nom de la [0 1 1= o} S
Sighature PP Date e
Signature et tampon de I'investigateur

Date
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