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L'infection a papillomavirus humain (HPV) continue d'étre I'une des infections
sexuellement transmissibles les plus courantes dans le monde, 75-89% des individus
sexuellement actifs seront infectés a un moment donné de leur vie, le HPV est détecté dans
presque 100% des cas de cellules cancéreuses, alors qu'il n'est présent que dans 10,4% des cas
de femmes saines (1). Le potentiel oncogénique de ce virus était bien établi dans les tumeurs

malignes anogénitales et les cancers oropharyngés.

La plupart des infections a HPV sont aigués, de courte durée et asymptomatique (2).
Cependant, certaines femmes développeront une infection HPV associé a la maladie cervicale (3).
Bien qu'une majorité de lésions de bas grade soient secondaires a une infection au HPV a haut
risque (HR-HPV), la plupart d'entre elles ne progressent pas vers des lésions de haut grade, deux

pour cent seulement progressent vers un cancer invasif. (4)

Chaque année, de nouveaux cas de cancer du col de l'utérus sont détectés chez ~ 528
000 femmes, et le nombre de déceés du au cancer du col de l'utérus dans le monde entier est
d'environ 275 000 (5). L'infection a papillomavirus humain a haut risque 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)
sont reconnus 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 l'utérus (CC) (5).
Bien que la forte prévalence du HPV16 / 18 dans le CC soit commune dans le monde entier, la
distribution d'autres types du HPV a haut risque dans la fraction restante du CC 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 Chine), I'infection a HPV52 est plus fréquente que dans les régions

européennes, nord-américaines et africaines(5).

Les séquences d'ADN du HPV sont typiquement intégrées dans le génome de la cellule

hote, et la progression du cancer du col de 'utérus est significativement associée a l'intégration
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du génome viral (5). Le HPV intégré peut étre confirmé en utilisant un protocole basé sur la
réaction en chaine de la polymérase (PCR) pour l'amplification des transcrits d'oncogene du

papillomavirus.

Le 21eme siecle a été témoin de grands avancements scientifiques en oncologie
préventive avec le développement des vaccins contre le HPV. Les vaccins prophylactiques contre
HPV-16 et -18 sont capables d'empécher plus des deux tiers du fardeau mondial du cancer du

col invasif. (6)

L'immunisation contre le HPV a été introduite comme mesure préventive du cancer du col
de l'utérus dans certains pays, mais ne remplace pas le dépistage du cancer du col de l'utérus.
Méme si cette vaccination a été signalée comme étant immunogeéne, siir et efficace dans la
prévention des infections au HPV et des néoplasies cervicales intraépithéliales, l'incertitude
prévaut concernant l'efficacité clinique, la sécurité générale et l'effet sur I'immunogénicité,
malgré la recommandation de I'OMS de faire vacciner les filles agées de 9-13 ans, avant le début
de la vie sexuelle. Méme aux Etats-Unis, le taux de refus parental du vaccin contre le HPV était
de 28%, huit pour cent des parents retardaient le vaccin pour leurs préadolescents. L'hésitation
au vaccin montrée par les parents ainsi que les professionnels de santé a conduit a un faible

taux de vaccination, méme dans les pays développés. (6)

Par ailleurs, des études épidémiologiques ont montré que la prévalence du HPV, la
distribution des infections et des génotypes différe d'une région a l'autre (7). 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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I. Papillomavirus humain

1. Historique :

Le terme papillomavirus tient son origine des deux mots latins « papilla », signifiant «
bouton, mamelon, tétine », et « oma », désignant le caractere tumoral dans son ensemble. La
premiere description du HPV est réalisée en microcopie électronique par Strauss et a/, en 1949,

En 1976, Harald zur

Hausen a été le premier a publier I’hypothese du role des HPV dans I'étiologie du cancer
du col utérin, hypothese qu’il a confirmé 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. (8)

2. Classification des papillomavirus humain :

La classification des Papillomaviridae est basée sur la séquence nucléotidique du gene 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 géne L1 ne
dépassant pas 60%. Ces seize genres sont désignés par une lettre grecque (x a 1) mais
seulement cing (x, R, vy, 4 et n) comportent des papillomavirus humains (Figure 1), les autres
genres incluant uniquement des papillomavirus animaux. Ces genres sont ensuite subdivisés en
especes (papillomavirus ayant de 60 a 70% d’homologie) numérotées en chiffre arabe ; puis ces
espéces renferment différents types (ayant de 71 a 89% d’homologie) qui eux-mémes peuvent

étre subdivisés en sous-types (différence de 2 a 10 % par rapport au type.

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 plus proche génétiquement. Aujourd’hui, prés de 200 génotypes ont déja été mis

en évidence.
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Une seconde classification des HPV est basée sur leur tropisme tissulaire. On peut ainsi
distinguer les génotypes d’HPV a tropisme préférentiel cutané (dits « HPV cutanés ») et les
génotypes d’HPV a tropisme préférentiel muqueux (dits « HPV muqueux »). Cette distinction
n’est pas toujours absolue, certains types d’HPV n’ayant pas de tropisme strict pour la peau ou
les muqueuses. Les HPV cutanés appartiennent surtout aux genres béta et
gamma-papillomavirus, alors que les HPV muqueux appartiennent au genre alpha-papillomavirus

(Figure 1). (8)

Figure 1 : Arbre phylogénétique des HPV. (9)

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

Les HPV peuvent également étre classés en fonction de leur pouvoir oncogéne. Il faut

noter que cette classification prend en considération principalement des HPV a tropisme
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muqueux, car elle est basée sur le risque de cancer du col de l'utérus associé a HPV. Une
premiere classification distinguait des HPV a haut risque (HR) oncogéne, des HPV a risque
oncogene intermédiaire et des HPV a bas risque (BR) oncogene. Par la suite, I’Agence
Internationale de Recherche sur le Cancer (IARC) les a classés dans 4 groupes, comme pour les
autres carcinogenes, selon leur risque oncogéne : oncogénes, probablement oncogénes,

possiblement oncogénes et inclassables quant a leur potentiel oncogéne (Tableau I).

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

Niveau de risque Génotypes HPV muqueux Génotypes HPV cutanés

16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
1(oncogeénes)
51, 52,56, 58, 59

2A (probablement

68

oncogénes)

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

d’une épidermodysplasie
oncogenes) 30, 34, 69, 85, 97
verrciforme)

3 (non classables quand a

HPV des genres beta (sauf 5 et
leur potentiel oncogéne 6,11

8) et gamma
chez 'homme)

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

responsables des condylomes acuminés, sont considérés comme des HPV BR. (8)



Le dépistage du papillomavirus dans la région de Marrakech

3. Caracteres virologiques:

3.1. Structure du virus :

Les HPV sont des virus nus, de petite taille, mesurant 45 a 55 nm de diametre et
possédant une capside a symétrie cubique constituée de 72 capsomeres en structure
icosaédrique ( figure 2), leur génome est constitué d’une molécule d’ADN bicaténaire circulaire
d’environ 8000 paires de bases (figure 3)dont les séquences codant pour les protéines virales
sont regroupées sur un seul brin avec différents cadres ouverts de lecture ou ORF (Open Reading

Frame) qui se chevauchent.

Les HPV ont une organisation génétique commune en trois régions (Figure 4) : une région
de régulation non codante LCR (Long Control Region) ou URR (Upstream Regulatory Region), une
région E (Early) codant pour des protéines régulatrices ou impliquées dans la réplication de

I’ADN (E1 a E7) et une région L (Late) codant pour les protéines de capside (L1 et L2) (8)

Figure 2 : Structure de la capside virale des Papillomavirus au microscope électronique (10)
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Capsid Protein L1

Histone

Genomic DNA

Capsid Protein L2

Figure3 : Structure du papillomavirus (11)
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La région non codante LCR contient les promoteurs des génes précoces (p97 pour HPV16
et p105 pour HPV18). En amont des promoteurs, elle comporte des séquences régulatrices de la
réplication et de la transcription. C'est une région trés variable constituée de 400 a 1000

nucléotides, soit environ 10 % du génome. (Figure 5)

La région E (£ar/y) représente 50 % du génome et code pour les protéines précoces E1 a

E7 (Tableau Il) impliquées dans la régulation ou la réplication de I’ADN. (figure 5)

La région L (Late) code pour les protéines tardives de capside L1 et L2 (figure 5).

3.2. Protéines virales : (tableau I1)

La protéine E1 est nécessaire a la réplication de I’ADN viral. Comprenant de 600 a 650
acides aminés (68 a 75 kDa), elle est la seule enzyme produite par le virus. Elle posséde une
fonction hélicase, activité qui permet de séparer les deux brins d’ADN au niveau du site d’origine
de la réplication, favorisant ainsi la mise en place d’un complexe d’initiation de la réplication, et
une activité ATPase, essentielles a la réplication de I’ADN viral. Le rbéle de E1 dans la réplication
nécessite un couplage synergique avec la protéine E2. En effet, E1 n’a pas d’affinité spécifique
pour I’ADN et c’est son association avec la protéine E2 qui lui permet, via la formation
d’hétérodimeres E1-E2, de se fixer de facon préférentielle au niveau de I'origine de la réplication

pour exercer son activité

hélicase. Une mutation dans le site de liaison a E1 (E7 binding site, E1BS), ou des
mutations des protéines E1 et/ou E2 s’accompagnent d’une diminution voire d’un arrét de la

réplication virale.

La protéine E2, constituée de 400 acides aminés environ (50 kDa), est impliquée a la fois
dans la réplication et dans la modulation de la transcription virale. L’activation de la réplication
nécessite comme précisé auparavant une interaction synergique avec la protéine E1. La protéine
E2 se comporte aussi comme un facteur trans-inhibiteur en se liant a des sites situés a proximité
de la boite TATA des promoteurs p97 d’HPV16 et p105 d’HPV 18, provoquant un encombrement

stérique au site d’initiation de la transcription et réprimant ainsi I’expression des oncoprotéines

10
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E6 et E7. Elle joue aussi un role de régulation négative dans la transformation cellulaire et dans

I’apoptose.
La protéine E3 n’est produite que par de tres rares HPV et sa fonction reste inconnue.

La protéine E4, qui est codée par une région du génome ayant une grande diversité, est
une protéine cytoplasmique modifiant la structure de la kératine. La principale protéine E4
(17kDa) est traduite a partir d’'un ARNm ET1AE4. Bien que codée par un gene précoce, E4 est
exprimée plus tardivement et en abondance. Son expression a lieu approximativement en méme
temps que I'amplification du génome viral, précédant ainsi celle des protéines tardives L1 et L2.
La protéine E4 est ensuite clivée en structures multimériques qui lient les cytokératines et
favorisent la destruction du cytosquelette, particulierement dans les couches superficielles de
I’épithélium infecté. Ainsi, la protéine E4 participe a la production de particules virales, en
facilitant I'’encapsidation du génome et en favorisant la diffusion et la libération des virions

accumulés par destruction du réseau de filaments de cytokératine.

La protéine E5 est une petite protéine hydrophobe de 8 a 10 kDa, localisée au niveau des
systemes endomembranaires cellulaires. C’est I’'une des trois oncoprotéines codées par le virus,
qui est exprimée au stade précancéreux mais généralement pas dans les lésions cancéreuses.
Elle est surtout exprimée par les HPV oncogénes ou HR. Ses fonctions ne sont pas parfaitement
connues a ce jour mais elle participerait a la réplication de I’ADN viral et a la transformation. En
effet, la protéine E5 d’HPV16 se lie a la sous-unité de 16kDa de I’ATPase H+ vacuolaire qui
interfere avec I'acidité des endosomes et par conséquent augmente le recyclage a la membrane
plasmique du récepteur a I'EGF (EGFR, Epidermal Growth Factor Receptor) et au PDG
(Platelet-Derived Growth Factor), et leur activité. De plus, la protéine E5 induit une diminution de
la reconnaissance de la cellule infectée par le systeme immunitaire de I’hote. Elle interagit avec la
chaine lourde du CMH | dans le réticulum endoplasmique et I'appareil de Golgi, réduisant son

expression a la surface de la cellule et donc la présentation des antigénes viraux.

11
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Les protéines E6 et E7 jouent un rble clé puisqu’elles sont nécessaires au cycle viral
productif et a la transformation cellulaire induite par les HPV HR. Leur expression est
partiellement contrélée par la protéine E2. Ce sont les seules protéines virales constamment
exprimées dans le cancer du col utérin. Elles interagissent avec de nombreuses protéines et des
voies de signalisation et de régulation cellulaires. L’une des principales cibles de la protéine E6
des HPV HR est la protéine p53, qui possede une fonction de régulation négative du cycle
cellulaire. En cas de dommage de I’ADN, elle peut provoquer un arrét de du cycle cellulaire
permettant une réparation de I’ADN lésé. En cas de dommages trop importants, la protéine p53
peut induire I'apoptose, évitant la propagation de ces altérations aux générations suivantes de
cellules (figure 5 ). La protéine E6 des HPV HR induit la dégradation de p53 par le protéasome,

alors que celle des HPV BR réduit seulement son activité.

DNA Damage

Stress > " #@
Signal ’ u b
Apoptosis \ / DNA Repair ﬂ
Cell Cycle Active %
Arrest Cdk/Cyelin 3 gene

Complex l ' J

Inactive mRN A
Cdk/Cyclin b«
Complex @

Figure 5 : Roles physiologiques de la protéine p53. (13)

De son c6té, la protéine E7 a pour fonction, dans le cycle viral productif, de favoriser le
passage de la phase G1 a la phase S, permettant la réplication du génome dans les cellules
suprabasales. La protéine E7 des HPV HR interagit avec la protéine pRb, dont le role principal est
de bloquer le passage de la cellule de G1 a S en se liant au facteur de transcription pRb. E7
favorise sa liaison a la calpaine qui dégrade partiellement pRb, provoquant sa dégradation par le

protéasome.

12
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L’action conjointe de ces deux protéines oncogénes entre donc dans le mécanisme de
carcinogénese puisqu’elles sont impliquées dans la perte de commande de la régulation du cycle

cellulaire, I'immortalisation, la transformation cellulaire et le maintien du phénotype transformé.

Tableau Il : Protéines virales et leurs principales fonctions (14)

Protéines virales Caractéristiques et fonctions

El Hélicase. Controle de la réplication virale

Régule négativement le promoteur du géne précoce, et, avec E1, la
= réplication de I’ADN viral

Peut participer a la libération des particules virales en déstabilisant le réseau
= de cytokératine
E5 Stimule les signaux mitotiques des facteurs de croissance

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

majeure

Inactive de nombreuses protéines cellulaires dont pRb. Oncoprotéine virale
o majeure
L1 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

La protéine L1 est la protéine majeure de capside. De structure hautement conservée
entre les papillomavirus, elle porte les antigenes spécifiques de genre et certains antigénes
spécifiques de type. Sa capacité d’auto-assemblage pour former des pseudo-particules virales
(viral like particles, VLP) constitue la base des vaccins. Les VLP possedent notamment des
épitopes conformationnels communs avec la capside native et sont hautement immunogeénes,

tout en étant non infectieuses.

La protéine L2 est la protéine mineure de capside. Associée a la protéine L1, elle permet

I’lassemblage du virus et la stabilisation de la capside.
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3.3. Cycle de multiplication : (8) (Figure 6 et 7)

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, oesophage, moitié supérieure du larynx), du canal anal
et de 'appareil génital. Les HPV infectent I’épithélium en pénétrant a la faveur de microlésions
dans les cellules de la couche basale. Au niveau du col de I'utérus, cette pénétration est facilitée
au niveau de la zone de jonction entre I'épithélium malpighien de I’exocol 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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Apres la décapsidation du virus, ’ADN viral migre dans le noyau du kératinocyte ou il va 'y
avoir une phase de maintien de I’épisome viral. Le virus et la cellule reproduisent leur génome en
méme temps, les protéines E1 et E2 contrblant la réplication du génome viral par les enzymes
cellulaires et le maintien a un taux modéré (de ’ordre de 50 a 100 copies) du génome viral dans

les cellules filles des couches basales et suprabasales.

Les HPV contrélent I'expression des protéines virales de facon tres fine. Les protéines E6
et E7 sont ainsi exprimées a des taux faibles assurant le maintien de ces cellules suprabasales en

phase de synthese d’ADN (phase S via E7) tout en évitant leur apoptose (via E6).

La phase de maintien est suivie d’'une phase d’amplification du génome dans les couches
suprabasales. Dans les couches plus superficielles de I'épithélium, les genes codant pour les
protéines L1 et L2 sont exprimés, aboutissant a I’assemblage de milliers de particules virales et a
I'encapsidation de I’ADN viral. La protéine E4, synthétisée tardivement, est responsable des
modifications du cytosquelette de la cellule hote associées au trafic intracellulaire des
constituants viraux. Les particules virales seront libérées par les cellules desquamatives. Ces
virus peuvent alors se propager au niveau du méme ou d’autres épithéliums sains du méme

individu voire étre transmis a une autre personne par contact direct ou indirect.

L’effet cytopathique caractéristique d’une infection productive a HPV est la présence de
koilocytes dans les couches superficielles ou intermédiaires. lls correspondent a des cellules
épithéliales squameuses présentant un noyau oedémateux, agrandi et a la chromatine
irréguliére, ainsi qu’une vacuole intra cytoplasmique peri-nucléaire refoulant le cytoplasme vers
I’extérieur (Figure 8). La présence de telles cellules est quasiment un signe pathognomonique.
Les conséquences d'une infection persistante sont reflétées par des changements nucléaires de
plus en plus séveres selon le grade de la lésion concernée, avec des figures de mitose et des

bouquets de cellules pycnotiques.
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Figure 8: Koilocytes (17)

4. Histoire naturelle des infections a HPV :

4.1. Modes de contamination (8)

Le virus peut se transmettre par contact direct par voie sexuelle, par voie buccale ou par
autoinoculation (lésions de grattage), mais également par contact indirect, via des surfaces ou
des objets contaminés (comme les vétements par exemple) de par sa résistance dans le milieu

extérieur.

La voie classique de transmission des papillomavirus muqueux est la voie génitale. C’est
I’infection sexuellement transmissible (IST) la plus fréquemment rencontrée. La contamination a
lieu trés tot apreés les premiers rapports sexuels, ce sont les jeunes femmes qui sont le plus

souvent contaminées.

Les femmes acquiérent I’HPV lors des relations sexuelles avec un partenaire infecté : la
prévalence est donc importante autour des premiers rapports, ainsi, I'infection a 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. Une contamination verticale au cours de I'accouchement est
aussi décrite, I'’enfant pouvant alors rarement présenter une papillomatose laryngée,

conjonctivale ou anogénitale.
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4.2. Réponse immunitaire :

Le taux élevé de régression spontanée des lésions induites par HPV laisse supposer une

immunité spécifique efficace.

Lors d’une infection naturelle par le HPV, il existe une immunité basée d’une part sur la
production d’anticorps neutralisants qui s’opposent a la pénétration du virus dans les cellules
cibles, et d’autre part sur une réponse immunitaire cellulaire s’opposant a I'extension des

lésions existantes et a leur transformation (figure 9).

Aprés pénétration, le virus est pris en charge par les cellules de Langerhans qui migrent
vers les follicules lymphoides et jouent leur role de cellules présentatrices de I'antigene ce qui

conduit a la production de lymphocytes B et lymphocytes T CD4 et CD8.

a. Réponse humorale :

La réponse immunitaire humorale se définit par la production d’anticorps qui sont dirigés
contre les protéines de structure du virus, L1 et L2, et s’opposent a la pénétration des virus dans
les kératinocytes cibles. Ce sont les lymphocytes B, aidés par les lymphocytes T CD4 qui sont

responsables de la production d’anticorps.

Aprés une infection a HPV, des anticorps neutralisants sont détectés a la fois dans le
sérum et dans les sécrétions vaginales. Ces anticorps sont dits neutralisants car ils agissent
comme des gardiens a la surface du col pour neutraliser et éliminer les papillomavirus qui

pourraient s’y présenter.

Les anticorps anti HPV sont davantage le reflet d’une infection naturelle que de véritables
acteurs capables de lutter conter I'infection. En effet ces anticorps sont synthétisés tardivement,
6 a 12 mois apres une infection persistante, et seulement 72% des femmes infectées de maniere
persistante par HPV 16 ou18 vont synthétiser des anticorps. Ces anticorps transsudent du sérum

vers les secrétions cervicales a une concentration dix a vingt fois plus faible.

Les anticorps peuvent persister longtemps, dix a vingt ans, mais a un taux faible.

L’absence de virémie est en partie responsable de cette faible réponse humorale. En effet, le
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e
virus ne circulant pas dans le sang (car il est pris directement en charge par les cellules de

Langerhans), la stimulation des lymphocytes B est faible ce qui conduit a un faible taux

d’anticorps et peu de cellules mémaoire.

Les anticorps responsables de I'immunité humorale naturelle ne jouent donc aucun role
dans le contrble des infections déja établies ou I’évolution des lésions et ont peu d’impact sur

une réinfection ultérieure par le méme virus.

b. Réponse cellulaire :

Cette immunité cellulaire a pour réle d’empécher I’extension des lésions existantes et
leur transformation et, est dirigée non pas contre les protéines de structure mais principalement

contre les protéines précoces du virus.

Comme pour toute infection virale, les lymphocytes T CD4 et CD8 jouent un role dans le
controle de l'infection par HPV. Lors de l'infection, les cellules de Langerhans de I’épithelium
malpighien internalisent le virus et le transportent au ganglion drainant ou elles présentent les
antigenes viraux aux lymphocytes T. La réponse cellulaire passe notamment par les lymphocytes

CD8 qui ont la capacité de détruire les kératinocytes infectés.

Cette réponse immunitaire cellulaire est essentielle dans le processus de défense contre
les HPV. En effet, on remarque que la régression des lésions génitales est associée a une forte
réaction immunitaire a médiation cellulaire car les Iésions qui sont spontanément régressives
contiennent plus de lymphocytes T et de macrophages que les lésions qui ne régressent pas.
C'est pour cela que les patients immunodéprimés VIH positifs réactivent souvent HPV et

développent des cancers.

c. Echappement a la réponse immunitaire :

Le processus immunitaire contre les infections a HPV n’est pas performant et varie
beaucoup d’un sujet a I'autre. C’est pourquoi il est possible qu’une infection a papillomavirus ne
soit pas éradiquée spontanément et donc que des lésions évoluent ou qu’une infection

réapparaisse.
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Chez certains sujets, les HPV a haut risque échappent au systéme immunitaire comme en

témoignent les infections persistantes et la progression des lésions vers des formes

précancéreuses et cancéreuses.
Ces mécanismes d’échappement semblent liés :
— A la production de particules virales seulement dans les couches superficielles de
I’épithélium,
— Au déficit de l'initiation de la réponse immunitaire par des mécanismes de défaut de

présentation des antigénes viraux,

— A la faible production virale, I'infection étant productive surtout dans les lésions de type

condylomes,

— A l'absence de lyse cellulaire qui s’accompagne alors d’une absence de réaction
inflammatoire et de sécrétion de cytokines pro-inflammatoires locales, contribuant a un

défaut d’activation lymphocytaire,

Ainsi, tous ces mécanismes concourent a limiter la réponse immunitaire ce qui va
favoriser la persistance et la progression des infections génitales a HPV. Malgré cela, la guérison
spontanée est I’évolution la plus fréquente, démontrant qu’'un processus de défense méme

imparfait est capable de limiter et de bloquer I'infection virale.
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Figure 9 : Réponse immunitaire face au papillomavirus (18)

4.3. Evolution de I’infection :

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

La majorité des infections a HPV évolue dans le sens d’une clairance virale qui aboutit a la

guérison spontanée de I'infection (figure 10).

L'infection a 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 Iésions bénignes, comme

les condylomes ou des |ésions dites de bas grade qui régressent spontanément le plus souvent.

Dans environ 10% cas, l'infection persiste et est a |'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 sphére ORL. (19)
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Les infections a 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.

Les mécanismes responsables de la clairance virale semblent impliquer le systéme
immunitaire de I’hote. 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 |ésions cancéreuses.

Seule la persistance des infections a 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.
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Figure 10: Infection active, clairance, latence et réactivation (20)
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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 (14, 21). L'oncogénése est
essentiellement portée par les protéines virales oncogénes E6 et E7. L'augmentation de
I’expression de leurs génes est primordiale, en particulier dans les couches basales de
I‘épithélium infecté. E6 et E7 sont constamment exprimées dans les cellules tumorales. E5
posséde aussi des propriétés transformantes, mais cette protéine n’est pas indispensable pour la
transformation et le maintien du phénotype transformé. E6 et E7 interagissent avec de multiples
protéines cellulaires impliquées dans plusieurs voies de signalisation, notamment des protéines
impliquées dans le cycle cellulaire, I’apoptose, la réponse immunitaire et I’angiogenese. Par leurs
multiples interactions, E6 et E7 induisent une prolifération, une immortalisation cellulaire,

I’installation d’une instabilité chromosomique favorisant la transformation cellulaire. (figure 11)

Pl

—_— % -ﬁpup::nls;_'.«
£ activated <.

DNA damage

HPY
i

%< J 0

E7

Restriction point |
AT, : y Stop:
o, DE:,.
B—h — :‘:x
(-
/ L \PL__(P) s Proceed;
Growth Cak-cyelin : RIE: / Gl ——5

factor

Figure 11 : Mécanismes d’action de E6 et E7 (22)
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6. Infections par Papillomavirus et Iésions associées :

Les HPV sont des virus ubiquitaires et relativement bien adaptés a leur hote. lls sont dits
épithéliotropes car les infections liées a HPV touchent I’épithélium stratifié de la peau ou des
muqueuses, selon les génotypes incriminés. La grande majorité des lésions décrites sont
localisées sur trois territoires : soit au niveau de la peau, soit au niveau anogénital, soit au

niveau des VADS (Tableau lll). (8)
Les infections peuvent étre cliniques ou infracliniques, symptomatiques ou non.

Tableau il : Types d’HPV et lésions associées.

Principaux types HPV
Lésion P yp
associés
Verrues communes HPV 2, 4,7
HPV 3,10
Verrues plates Occasionnellement HPV 26 a
29 et 41
Verrues plantaires HPV 1, 2, 4
Verrues planes
, . L HPV 3,10
Epidermodysplasie Plaques pytiriasis-like HPV 5. 8
verruciforme Carcinomes de la peau exposée au ’
. HPV 5, 8
soleil
Condylomes HPV 6, 11, 40, 42, 43, 44,
54,61,71,72, 81, 89
Verrues anogénitales Tumeur de Buschke Lowenstein HPV 6
(ou condylome acuminé géant)
Papulose bowénoide HPV 16, 55
R HPV 16, 18, 31, 33, 45, 51,
Groupe 1 (oncogénes)
B Groupe 2A (probablement 52
Pré-cancers et cancers . HPV 68
. oncogenes)
anogénitaux G 2B ( bl )
roupe 28 tpossiblemen HPV 26, 53, 64, 65, 66, 67,
oncogenes) 68, 69, 70, 73, 83
Papillomes oraux HPV 2,6,7,11, 16, 18, 32,
Papillomes laryngés 57
Lésions orales Hyperplasie focale (maladie de HPV 6, 11
Heck) HPV 13, 32
Cancer oropharyngé HPV 16++, 18
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> HPV et cancer :

Les lésions associées aux HPV HR sont généralement bénignes mais une part non
négligeable d’infections peut aboutir a un cancer. Les HPV sont responsables de cancers au
niveau de plusieurs sites anatomiques chez les hommes et chez les femmes : cancer du col de
I'utérus, oropharyngé, anal, vulvaire et vaginal chez la femme ; cancer oropharyngé, anal et du
pénis chez I’homme. La proportion de cancers attribuables aux HPV varie suivant le site
anatomique (Tableau IV) (8). Le cancer du col de 'utérus est le cancer attribuable aux HPV le plus

fréquent, suivi par le cancer anal.

Tableau IV : Cancers attribuables aux HPV.

Cancer Localisation Part due au HPV
Cancer du col de I'utérus Monde 100%
Cancer pénien Monde 50%
Cancer anal Monde 88%
Cancer vulvaire Monde 43%
Cancer du vagin Monde 70%
Amérique du Nord 56%
Europe du Nord et de I'Quest 39%
Europe de I'Est 38%
Cancer de I'oropharynx Europe du sud 17%
Australie 45%
Japon 52%
Reste du monde 13%
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7. Prévention des infections a HPV

7.1. Prévention spécifique : vaccin anti HPV

a. Principe (8)
Le cancer du col peut étre prévenu grace a la vaccination contre certains génotypes
d’HPV. Elle a pour objectif d’induire une production d’anticorps neutralisants dirigés contre |
HPV, aboutissant a une mémoire immunitaire permettant de lutter contre le virus plus

rapidement en cas de contact.

La base de ces vaccins repose sur la propriété d’auto-assemblage de la protéine majeure
de capside L1 ( figure 12). L’introduction du géne de la protéine L1 au sein de cellules
eucaryotes aboutit a la production de pseudo-particules virales VLP, ayant un fort potentiel
immunogéne car possédant les mémes épitopes, notamment les épitopes conformationnels, que
la capside native, mais non infectieuse car dénuées de matériel génétique. Les cellules

eucaryotes utilisées pour la fabrication de ces vaccins ont des origines différentes :

= Cellules d’insectes infectés par des Baculovirus recombinants pour Cervarix®

= Saccharomyces cerevisiae pour Gardasil®

Virus Like :
Parficle :
(VLP)

- I— Capsoméra L1 A
: Protéine L1 P
2 g,
- o for - = T
' b : .
. Bull 3 T2 capsomeses
: TN :
5xL1 =
- {Microsoopee & foren siomgen
H IMiage G VLF LR
: ~ : Y
Virus HPV : : !
L1 = protéine exteme 3 Production en levure ou baculovirus : Vaccin

L2 = protéine interns

Figure 12 : Conception de VLP, bases de la vaccination contre HPV. (23)
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b. Recommandations :

A l'origine, les premiéres recommandations sur la vaccination contre HPV publiées en
2007 conseillaient une vaccination relativement tardive : elle concernait les jeunes filles de 14
ans, mais elle pouvait également étre proposée en rattrapage aux jeunes femmes de 15 a 23 ans
n’ayant pas eu de rapports sexuels, ou au plus tard dans l'année suivant le début de leur vie

sexuelle.

De nouvelles recommandations du HAS conseillent la vaccination chez les filles de 11 a
14 ans avec un rattrapage jusqu’a 19 ans révolus, chez les hommes ayant des relations sexuelles

avec les hommes jusqu’a 26 ans et chez les personnes immunodéprimées jusqu’a 19 ans. (24)

Deux schémas vaccinaux sont recommandés : un premier schéma avec 2 doses espacées
de 6 mois pour les jeunes filles de 11 a 13 ans révolus a la premiére dose pour Gardasil® et de
11 a 14 ans pour Cervarix®, et un schéma a 3 doses (0, 2 et 6 mois pour Gardasil® et 0, 1 et 6

mois pour Cervarix®) en rattrapage pour celles dgées de 14 a 19 ans.

Le vaccin nonavalent (appelé Gardasil 9®), dirigé contre les HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33,
45, 52 et 58 est développé en 2014, son impact potentiel est accru par rapport au vaccin
tétravalent : il permettrait d’éviter 90% des cancers anaux et du col, des CIN2 et 3, des verrues
génitales en cas de couverture vaccinale complete (25).

« GARDASIL 9 est indiqué pour l'immunisation active des individus a partir de 9 ans

contre les maladies dues aux HPV suivantes :

> Lésions précancéreuses et cancers du col de l'utérus, de la vulve, du vagin et de Il'anus

dus aux types d'HPV contenus dans le vaccin.
> Verrues génitales (Condylomes acuminés) dues a des types d'HPV spécifiques. (19)

La vaccination contre HPV présente des perspectives a court terme en France comme la
vaccination masculine et I’élargissement de la fourchette d’dge recommandé pour la vaccination.
Aux Etats-Unis, ou la vaccination masculine est déja mise en place, Garda8ilet Cervarix® sont

recommandés pour les filles et garcons de 11-12 ans, ainsi qu’en rattrapage jusqu’a 26 ans.(8)
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c. Efficacité de la vaccination contre HPV :

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

que soit le vaccin utilisé.

Warner K Huh et al ont entrepris une étude randomisée, a double aveugle, d'efficacité,
d'immunogénicité et de tolérance sur le vaccin anti-9VHPV sur 105 sites d'étude dans 18 pays,
le vaccin anti-9VHPV prévient l'infection, les anomalies cytologiques, les Iésions de haut grade et
les interventions cervicales liées aux VPH 31, 33, 45, 52 et 58. Le vaccin anti-9VHPV et le vaccin
gHPV avaient tous les deux un profil d'immunogénicité similaire vis—a-vis du HPV 6, 11, 16 et 18
(26).L'efficacité du vaccin a été maintenue jusqu'a 6 ans. Le vaccin anti-9VHPV pourrait
potentiellement offrir une couverture plus large et prévenir 90% des cas de cancer du col utérin

dans le monde. (26, 27).

Le Centre national de référence francais pour le HPV (Centre national de rééducation des
HPV, Institut Pasteur, Paris) déclare que I|'efficacité vaccinale est de 95,93% pour les vaccins
contre les type 6, 11, 16 et 18 et 38,7% contre les génotypes HPV a réactivité croisée 31, 33 et

45 [28].

Ces données sont conformes aux conclusions de ['Australie, ou l'introduction du vaccin
4vHPV a diminué la prévalence de VPH 6, 11, 16, 18 de 37,6% a 6,5% chez les femmes de 18 a

24 ans [29]

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

une infection par un HPV16 et/ou 18. (30)

7.2. Prévention non spécifique :

La prévention de la transmission d’HPV est assez délicate du fait de sa résistance dans le

milieu extérieur.

28



Le dépistage du papillomavirus dans la région de Marrakech

La transmission des HPV se fait par voie cutanéo-muqueuse, le plus souvent lors de
rapports sexuels, avec ou sans pénétration, et n’est que partiellement prévenue par les
méthodes de prévention habituellement efficaces contre les IST telles que le préservatif, en effet,
le virus peut étre présent sur la plupart de la zone pelvienne y compris sur des zones non

protégées par le préservatif.

L’infection génitale a HPV est trés fréquente puisque plus de 70% des hommes et femmes
sexuellement actifs rencontreront un papillomavirus au moins une fois dans leur vie, le
préservatif diminue la transmission d’HPV mais seulement partiellement, son utilisation est
cependant recommandée en prévention d’une infection, tout comme pour les autres infections

sexuellement transmissibles.

II. Le col de l'utérus :

1. Anatomie et histologie : (31)

> L'utérus est un organe musculaire creux composé d’un fond, un corps, un isthme et un
col. Les trompes établissent des liens entre l'utérus et la surface des deux ovaires. lls

sont ouverts sur la cavité utérine et la cavité péritonéale.

> Le corps et le fundus sont tapissés par I'endomeétre, qui subit des modifications au cours
du cycle menstruel. L'isthme est une partie courte et étroite entre le corps et le col de
l'utérus. Le col de l'utérus est une partie arrondie et distale de l'utérus avec un canal

central qui fait saillie dans le vagin.
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Figure 13 : Anatomie de I’appareil génital féminin (31)
> Les différents épithéliums (8)

L’exocol est tapissé par un épithélium malpighien, dit aussi épithélium pavimenteux strat

ifié non kératinisé, et I'’endocol par un épithélium cylindrique (figure 14).

La rencontre de ces deux types d’épithélium a lieu au niveau de la zone de jonction,
également appelée jonction pavimento-cylindrique. A I'origine, elle prend la forme d’une ligne
droite démarquant une différence de niveaux, correspondant a la différence d’épaisseur
cellulaire entre les deux épithéliums (Figure 15). Sa localisation est variable en fonction de
I'dage de la femme, de son statut hormonal, du traumatisme provoqué par un accouchement

ou de la prise d’une contraception orale.
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Cells of the ectocervix are
recognized as sheets of squamous
epithelial cells, similar to the
squamous cells of the vagina.

Endocervical columnar cells are
often seen in cytology in
honeycomb formation.

Figure 14: Endocol et exocol montrent une muqueuse trés spéciale (31)

Figure 15: Jonction pavimenteu-cylindrique est le point de rencontre de I’épithélium

pavimenteux de I’exocol et I’épithélium cylindrique endocervical. (31)

2. Composition cytologique : figure 16 (31)lo

L’épithélium malpighien de I’exocol est constitué de plusieurs couches de cellules (norma
lement 15 a 20 couches) de plus en plus fines (figure17). Il apparait opaque et de couleur rose

pale.
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e
Il forme une continuité avec I’épithélium vaginal et est assez résistant aux agressions ext

érieures

(bactéries ou acidité locale) de par sa nature stratifiée. Son architecture histologique peut étre

divisée en 3 couches :

= Une couche inférieure constituée d’une assise unique de cellules basales arrondies (figure
18) reposant sur la membrane basale, qui permet de séparer I'épithélium du stroma. Les
cellules basales se divisent pour former les couches de cellules parabasales (figurel9)
qui elles-mémes vont se différencier pour former la couche intermédiaire

* Une couche intermédiaire constituée de cellules polygonales (motif « en mosaique »)

(figure 20)

= Une couche superficielle composée de cellules aplaties, dites pavimenteuses. (Figure 21)

DLILIED Lo LS LS

‘Tha World's Bast Anatmical Charts
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Endometrium and columnar epithe-
lium of the endocervical canal meet
at the isthmus. Mote highly cellular
endometrial stroma.

Epithelium of the ectocervix is
non-keratinizing, stratified,
squamous and rich in glycogen.

Mucin-secreting cells and ciliated
cells of the endocervical canal.

Figure 16: Complexité cellulaire du col utérin (31)
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Figure 18 : Les cellules basales ont légérement un plus grand noyau et un rapport N / C plus
grand. La membrane nucléaire est lisse. Les cellules basales ne sont que sporadiquement trouvé

dans les frottis cervicaux (31)
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Figure 19: Cellules parabasales (31)

A droite : Coupe histologique montrant I’épithélium squameux en pleine maturité. La ligne noire
est agrandie en cercle supérieur droit indique la région des cellules parabasales a noyaux
hyperchromatiques.

A gauche : Cellules rondes-ovales, de 15-30 um de diamétre. Le cytoplasme est cyanophile et de
couleur dense bleu verdatre. Le noyau occupe environ la moitié de la cellule.

Figure 20 : Couche intermédiaire (31)

A droite : Coupe histologique montrant I'épithélium squameux en pleine maturité. La ligne noire
est agrandie en cercle supérieur droit indique la région de cellules intermédiaires qui sont
connectés avec ponts intercellulaires.

A gauche : Cellules polygonales de 35 a 40 um de diameétre. Légerement plus petites que les
cellules superficielles. Le cytoplasme est cyanophile et taches bleu-vert. Les noyaux sont
vésiculaire et environ 8 pm de diametre.
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|.‘
e =

Figure 21 : Couche superficielle (31)

A droite: Coupe histologique montrant épithélium squameux en pleine maturité. La ligne noire
est agrandie dans le cercle supérieur droit indique la région des cellules superficielles.

A gauche : Grandes cellules polygonales, 45-50 um de diamétre. Le cytoplasme est éosinophile
et se colore en rose. Noyaux sont petits (2 pm de diametre), ronds et pycnotic.

L’épithélium cylindrique est quant a lui formé d’une unique couche de cellules hautes
reposant sur la membrane basale (Figure 23). Il est beaucoup plus mince que I’épithélium
pavimenteux tapissant I’exocol. Il tapisse le canal endocervical et s’étend vers I'extérieur sur une
portion variable de I’exocol(ectropion). Lors d’un examen gynécologique, son aspect est plutot
rouge brillant, a cause de sa finesse qui permet de voir plus facilement la vascularisation sous-

jacente dans le stroma.
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Figure 22: L’épithélium cylindrique endocervical (31)

A droite : Coupe histologique montrant le canal endocervical bordé de cellules en forme de

colonne avec des noyaux localisés a la base.

A gauche : Les cellules endocervicales sont souvent groupées en nid d'abeille avec des frontieres

clairement définies et des bords arrondis
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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 du service gynéco-obstétrique a
I’hopital mere enfant ont subi une étude cytologique au laboratoire d’anatomo-pathologie du

CHU MED VI de Marrakech.

Il. Population étudiée :

Population cible :

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

- Age < 25 ans ou > 65 ans

— Regles et saighements

— Chimiothérapie

— Cancer du col
Le nombre de cas de femmes étudiées est de 100.

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 clinique :

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 levres, 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 l'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 prélévement, la
qguantité 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
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 I'on écarte lentement les valves du spéculum pour permettre I’engagement

du col qui se fixe entre les deux extrémités. (figure 23)

39



Le dépistage du papillomavirus dans la région de Marrakech

Col de l'utérus

Brosse
cervicale en
trident

Spéculum

Figure 23 : 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-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.

(Figure 24)

Figure 24 : Flacon utilisé pour conservation des frottis
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V. Etude cytologique :

Réalisée au sein de laboratoire d’anatomie pathologique de I’'Hopital ARRAZI du CHU Med

VI de Marrakech.

Aprés la réception des préléevements, I'identification des flacons a été faite, ensuite les
prélevements ont été traités par un systéme completement automatisé (figure 25) permettant de
traiter jusqu’a 48 échantillons en 40 min, c’est une technologie de sélection des cellules
d'intérét par sédimentation qui permet une préservation optimale de l'architecture native.
L’étalement est enrichi en cellules endocervicales et en cellules de la jonction avec préservation

de la structure en amas ce qui permet une lecture simplifiée et plus sire.

Figure 25: L’automate NPS ( photo du service anapath)
Cette technique se fait en Plusieurs étapes :
= Chargement des plateaux du travail :

—  Charger les lames et les flacons en vérifiant que le numéro de position est le méme

pour chacun des deux. (figure 26)

—  Positionner les buvards (une bandelette par ligne) (figure 27)
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— Insérer les chambres de décantations (figure 28) : les bords plans de la presse vers le

haut puis retourner la presse (la partie claire de la chambre et la face plane de la

presse sont en bas)

Figure 28: Insertion des chambres de décantations (photo du service anapat)
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e ——————————————————————————————————
=  Préparation des réactifs :
—  Solution de I’eau de javel
- Solution de décontamination
- Solution de Novastick
—  Solution préservative
= Positionnement des plateaux et des bacs contenants les réactifs sur I'automate
= Lancement du logiciel :

L’appareil NPS 50 est connecté a un ordinateur qui permet de démarrer le processus

d’étalement (figure 29/30)

aVAXCYT

MNEXT GENERATION CYTOLOCY

;;? - i s j
F S .
S A = K —:.*L':i‘_ 3
——— m—mi g 2 " o N

Figure 30: Logiciel NPS50 (photo du service anapat)
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e —
= Fixation :

Sécher les lames dans I’étuve a 56° pendant 5 minutes (figure 31)

Figure 31: L’étuve (photo du service anapat)
= Coloration :

Le processus de coloration cytologique utilise la coloration Papanicolaou, soit manuelle
soit grace a l'automate Dako Coverstainer (figure 32), qui permet une standardisation de la

technique de coloration et le montage des lames.

Figure 32: Automate de coloration (Daco coverstainer) (photo du service anapat)
* Lecture des lames :

Elle se fait sous microscope optique par le résidant d'anatomie pathologique et validé par

un autre confrere.

L'interprétation a été faite suivant le systéme Bethesda 2014:
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Type de prélévement :
Conventionnel, ou en milieu liquide
Qualité de prélévement :

= Satisfaisant pour ‘évaluation (décrire la présence ou l'absence de la composante
endocervicale ou de la zone de transformation et des autres indicateurs de qualité :

hémorragie, inflammation...)

= Non satisfaisant pour [I’évaluation (expliquer): échantillon rejeté non techniqué
(expliquer), échantillon techniqué et examiné mais insatisfaisant pour I'évaluation

(expliquer)
Catégorisation générale (facultatif) :

= Absence de lésions intraépithéliales ou de signes de malignité

= Anomalies des cellules épithéliales (voir interprétation et résultats)
Interprétation et résultats :

= Absence de lésions malpighiennes ou de signes de malignité :

- Modifications cellulaires bénignes : remaniements métaplasiques, changements

kératosiques, métaplasie tubaire, atrophie, changement accompagnant la grossesse.

- Changements réactionnels associés a: [linflammation, les radiations, et la

contraception intra-utérine
-  Etat des cellules glandulaires apres hystérectomie
= QOrganismes :

Trichmonas vaginalis, Candida, Vaginose bactérienne, Actinomyces, Herpés simplex

virus, Cytomégalovirus.
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= Anomalies des cellules malpighiennes :

Présence d’atypies de signification indéterminée (ASCUS)
Présence d’atypies ne pouvant pas exclure un haut grade (ASCH)
Présence de lésions intraépithéliales de bas grade (LSIL)

Présence de lésions intraépithéliales de haut grade (HSIL) : englobant la dysplasie

modérée et sévere, CIS, CIN2, et CIN3.

Présence de carcinome malpighien

= Anomalies des cellules glandulaires :

Présence d’atypies de signification indéterminée : des cellules endocervicales ou des

cellules endométriales.
Présence de Iésion : de bas grade ou de haut grade

Présence d’adénocarcinome : endocervical, endométrial, extra-utérin ou non

spécifique

= Autres tumeurs malignes : spécifier

Fournir au clinicien une breve description de la méthode utilisée et simplifier les résultats

Notes et commentaires annexés au rapport

Les suggestions doivent étre concises et suivre les recommandations internationales

Différents aspects retrouvés dans notre série :
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Cellule superficielle
Cellule intermédiaire
Cellule parabasale

Figure 33: Frottis d’aspect subnormal chez une patiente de notre étude

Cellules endocervicales en
nids d’abeilles

Figure 34: Aspect des cellules endocervicales sur un frottis satisfaisant pour I‘évaluation chez

une patiente de notre série.
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Polynucléaires neutrophiles

Figure 35: Frottis inflammatoire a prédominance Polynucléaire neutrophile chez une de nos

patientes.

Cellules superficielles parakératosiques

Figure 36: Altérations parakératosiques sur un des frottis de I’étude
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Koilocyte

Figure 37: Parakératose + koilocyte chez une patiente confirmée porteuse d’HPV dans notre

série

Cellules endocervicales en
métaplasie malpighienne

Cellule basale

Figure 38: Frottis atrophique chez une patiente agée de notre série.
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Noyau augmenté de taille

Figure 39 : Anomalies intraépithéliales de signification indéterminée (ASCUS) chez une patiente

jeune de notre série

VI. Etude moléculaire :

Réalisée au sein de laboratoire de Microbiologie de I’Hopital Militaire Avicenne.
Plusieurs étapes:
>  Prétraitement des FCV (préparation des échantillons / figure 40 et 41)

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
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P

-

Figure 40 : Préparation des échantillons (photo du service de Microbiologie de 'HMA)

\-__eppendorf‘(

Figure 41 : Centrifugation (photo du service de Microbiologie de 'HMA)

>  Préparation du mix : (figure 42)
Réaliser sous le poste de sécurité microbiologique PSM I
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
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Distribuer des aliquotes de 36 pl du nouveau mélange dans 24 tubes de PCR et conserver

a-20°C

Figure 42 : Sous la hotte, préparation du mix et les 24 tubes de PCR

(photo du service de Microbiologie de 'HMA)

>  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 43) et lancer le programme d’amplification (tableau V, figure 44)

Figure 43 : Systéme de PCR en temps réel CFX 96 de BIORAD

(photo du service de Microbiologie de 'HMA)
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Tableau V: Profil thermigue d’amplification

1 Cycle 25°C 10 min
1 Cycle 94°C 3 min
94°C 30s
15 Cycles 42°C 30 s
72°C 30s
94 °C 30s
35 Cycles 60 °C 30s
72 °C 30s
72°C 5 min
1 Cycle
8C i

Figure 44: Amplificateur CFX 96, profil thermique d’amplification

(photo du service de Microbiologie de I'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 1-2 jours.

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

46).

1

10:00

. w al
walues and navigats

ante
Lise the kev pad to enter

G’ through the proto o R

Figure 45: Incubation a 95°C (photo du service de Microbiologie de 'HMA)

Figure 46 : Refroidissement des produits PCR (photo du service de Microbiologie de 'HMA)
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> Hybridation : (figure 47 et 48)
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 47: Puces HPV placées dans I'Hybrispot 12 (photo du service de Microbiologie de I’'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

gue possible pour obtenir des puces propres.

Incuber a 41 ° C pendant 8 min.
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30 s).

5 min.

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

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

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 VI indique les volumes requis de réactifs E1 et E2 pour différents tests:

Tableau VI: 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 48: Les différents réactifs utilisés (photo du service de Microbiologie de 'HMA)
» Lecture:

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

capturées et analysées. (Figure 49 et 50)
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Figure 49: Systéme caméra-ordinateur (photo du service de Microbiologie de 'HMA)

I jjo -

REPOAT

HPV NEGATIVE

Figure 50: Analyse des images (photo du service de Microbiologie de 'HMA)
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La figure 51 montre la répartition des spots dans la puce HPV :
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Figure 51: Répartition des spots dans la puce HPV

"B": controle d'hybridation

"C": controle de I'amplification endogéne (géne humain de la R-globine)

«U»: sonde HPV Universal

"X": sondes spécifiques pour chaque génotype HPV

VIl. Modalités de recueil des données :

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

leur exploitation
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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 42 ans, la tranche d’age entre 25 et 44

ans est la plus représentée avec 56% de la population étudiée. (tableau VII / figure 52)

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

Tranche d’age 25-34 ans 35-44 ans 45-54 ans 55-65 ans
Nombre 27 (28%) 27(28%) 23(24%) 19(20%)

30,00%
25,00%
20,00%
15,00%
10,00%

5,00%

0,00%

55-65

Figure 52: Répartition du nombre total selon les tranches d’age

2.

Niveau socio—-économique:

Les FCV ont été réalisé au sien du service de gynécologie CHU MED VI, la majeur partie

des consultantes sont sous couverture Rammed, elles appartiennent a un niveau socio

économique bas.
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Tableau VIII: Répartition des patientes selon le niveau socio économique

Niveau Socio Economique Bas Moyen Haut
70 26 0
Echantillon
73% 27% 0%

80,00%

60,00%

40,00%

20,00%

0,00%

HAUT

Figure 53: Répartition des patientes selon le niveau socio économique

3. Contraception orale :

21 patientes n’utilisent aucune méthode contraceptive, soit 22 % de I’échantillon, et 69

patientes sont sous contraception orale.

Parmi les patientes HPV positif la majeure partie est sous CO, soit 85% des patientes.
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Tableau IX: Répartition des patientes selon I'utilisation de la CO

co Oui Non Total
Echantillon 69 (72%) 27 (28%) 96(100%)
Patiente HPV + 11 (85%) 2 (15%) 13 (100%)
;—r/l‘ ]
90,00%

80,00%

70,00%

60,00%
M echantillon

50,00%
[ patientes HPV +

40,00%

30,00%

20,00%

10,00%

0,00%

Figure 54: Répartition des patientes selon 'utilisation de la CO

4, Tabac:

Deux patientes parmi les 100 prélevées réclame étre tabagique, 33 sont exposées au

tabagisme passif, plus de la moitié de I’échantillon non pas le tabac comme FDR.

Tableau X: Répartition des patientes selon le tabagisme

Oui Non

Tabac 35 (36%) 61 (64%)
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M oui
M non

Figure 55: Répartition des patientes selon le tabagisme

5. Antécédents de cancer:

Aucune patiente n’a présenté un ATCD du cancer du col soit personnel ou familial, 15%

des patientes ont un ATCD personnel de cancer du sien.

Tableau XI: Répartition des patientes selon la présence du cancer du sein

Présent Absent

ATCDs de Cancer 14 (15%) 82 (85%)

i présent

L absent

Figure 56: Répartition des patientes selon la présence du cancer du sein
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6. Frotti cervico vaginal :

Soixante quatre patientes - soit les deux tiers 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 38% qui ont bénéficié d’un test de dépistage.

Tableau XII: Répartition selon la réalisation du FCV

FCV Fait Jamais fait
Echantillon total 32 (33%) 64 (67%)
Patientes HPV positif 5 (38%) 8 (62%)

70,00%

60,00%

50,00%

40,00% M echantillon

30,00% @ HPV +
20,00%

10,00%

-

0,00% - f
fait jamais fait

Figure 57: Répartition selon la réalisation du FCV

Il. Résultats de la cytologie :

Aucun frottis n'a présenté des lésions de malignité, 17 étaient normaux soit 18% de

I’échantillon
Les frottis inflammatoires représentent la moitié de la totalité des frottis.

Les frottis avec des stigmates d’infection HPV ne représentent que 7% (7 frottis), alors

que les frottis parakératosiques représentent 17%. (Figure 58)
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Les frottis avec ASCUS présentent une fréquence élevée de FDR (figure 59)

60,00%

50,00%

40,00%

30,00%

20,00%

10,00%

0,00%

Figure 58: Répartition des lésions dans I’échantillon

76%

74%

72%

70%

68%
66%
64%

62%
60%
58%
56%

co TABAC mycoses

Figure 59: Fréquence des FDR pour les frottis présentant des ASCUS
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IIl. Résultats du typage :

1. Résultat global :

Sur tout I’échantillon, seulement 13 FCV ont un test HPV positif, 4 FCV ont un test blanc
(quantité du matériel exploré est insuffisante/ non détectable), le reste ont un test HPV négatif.

Tableau XIIl / Figure 60

Tableau XIlII: Répartition des résultats du typage

Positif Négatif Blanc Total
13 79 4 96
HPV
14% 82% 4% 100%

m POSITIF
B NEGATIF
BLANK

Figure 60: Répartition des résultats du typage

2. Répartition du papillomavirus humain selon le génotype:

Parmi les 13 HPV positifs, 8 sont des HPV a haut risque, il s’agit du génotype 52, 73, 18,

45, 31, 68, avec une prédominance du HPV 52 qui a été détecté 3 fois.

3 des HPV positifs sont des HPV a bas risque, il s’agit de | HPV 70, 11, et 42.
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Les 2 restants sont des HPV de génotype non déterminé (génotype autre que les 36

détectés par HybriSpot 12 utilisé dans cette étude). (tableau XIV / figure 61 et 62)

23%

M non
determined

Figure 61: Répartition des HPV positif

Tableau XIV: Les différents génotypes détectés

Génotype HPV

HPV 52 3 23%
HPV 73 1 8%
HPV 18 1 8%
HPV haut risque
HPV 45 1 8%
HPV 31 1 8%
HPV 68 1 8%
HPV 70 1 8%
HPV bas risque HPV 11 1 8%
HPV 42 1 8%
Non déterminé 2 15%
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—> W HPVND

Pa

HPV 52

B HPV 70
mHPV11
W HPV 42
B HPV 52
mHPV73
W HPV 18
W HPV 45

HPV 31
W HPV 68

Figure 62: Répartition des différents génotypes détectés de HPV

8%

3%

2%

m NEGATIF

B BLANK

1 POSITIF haut risque
B POSITIF bas risque

M POSITIF non determined

Figure 63: Figure récapitulative de la répartition des résultats de test HPV
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Tableau XV: Tableau récapitulatif des résultats du génotypage

HPV Positif
HPV négatif Blanc
Haut risque Bas risque Non déterminé
79 4 8 3 2
HPV
82% 4% 8% 3% 2%

3. Répartition des résultats par tranche d’age :

Le HPV haut risque est plus fréquent chez les femmes dont I’dge est supérieur a 45ans,

alors que le HPV bas risque est plus fréquent chez les femmes dont I’dge est inferieur a 37ans.

Tableau XVI/ Figure 64

Tableau XVI : Répartition des HPV par Tranche d’Age

Age <37Ans >45Ans
HPV Haut risque 3 (23%) 5 (38%)
HPV Bas risque 2 (15%) 1 (8%)
HPV Non déterminé 2 (15%) 0 (0%)

2Q0,

hpv haut risque

hpv bas risque

hpv non déterminé

[ <37ans
[ >45ans

Figure 64: 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 large utilisation de la CO parmi les patientes HPV positif, alors que
seulement le tiers qui sont exposées a la fumée du tabac, de méme, seulement le tiers des
patientes qui présentaient des symptomes d’infection mycosique au moment du prélévement.

Tableau XVII / Figure 65

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

FDR co Tabac Mycoses

HPV Positif 11 (85%) 4 (31%) 5 (38%)

90,00%

80,00%

70,00%

60,00%

50,00%

40,00%
30,00%
20,00%

10,00%

0,00%

(6(0) TABAC mycoses

Figure 65: Présence de facteurs de risque pour les patientes HPV positifs
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5. Cytologie des frottis HPV positif:

Les frottis inflammatoires et parakératosiques présentent plus que la moitié des frottis

avec un test HPV positif.

Trente-huit pour cent des frottis présentent des stigmates d’infection HPV (présence de

koilocyres).

Aucun frotti normal n’a été noté chez les patientes HPV positif. (figure66)

80,00% 6%
R l

62%
60,00% % \ A
» 38%
40,00% ‘ /\ \
20,00% | \ f ! ‘ 8% 8% 8%
0,00% . . — < . 'L". {“‘. . .
< & & 2 2
& & 5 & & &
&£ N ¢ & NG Q
& o X O ©
@ N il & &
N 3 & @ S
< (Q,bo
&Q/

Figure 66: Cytologie des frottis HPV positif

72



Le dépistage du papillomavirus dans la région de Marrakech

73



Le dépistage du papillomavirus dans la région de Marrakech

. Caractéristiques de la population étudiée:

1. Age:

Dans notre étude, I’age 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. Cinquante quatre pour cent des patientes HPV positif avaient moins de 37 ans ce qui

rejoint les résultats d’autres études. (Tableau XVIII)

Dans I’étude de Monia Ardhaoui et al, I’dge des femmes variait entre 18 et 65 ans. La
fréquence de I'infection au HPV était plus élevée chez les femmes dgées de moins de 30 ans.
(32)

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 (33). Ces résultats concordent avec les résultats d’autres études réalisées au
Nigéria (Akarolo-Anthony et al. 2014 (34); Kennedy et al. 2016 (35)), en France (C.H. Bretagne et

al 2018 (4)), et en Chine (Feiyan Xiang et al 2018 (7)).

Tableau XVIII: Infection a papillomavirus et age

Tranche d’Age/ Age
Etude Pays/ Vllle HPV +
Moyen
Notre étude Marrakech/Maroc 25-65 ans <37 ans
Y.T. NEJO et al Nigeria 23-77ans <25 ans
C.H. Bretange et al France 23 ans +_ 3,3 <25 ans
Feiyan Xiang et al Chine/ Wuhane 16-83 ans <25ans
Monia Ardhaoui et al Tunisie 18-65 ans <30 ans

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 'augmentation de I'ectopie cervicale chez les jeunes
femmes pourraient les rendre plus susceptibles a I'infection par le HPV. (33)
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2. Niveau socio économique :

Dans notre étude 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.
(Tableau XIX)

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. (32, 33, 35)

D’autres études n'ont toutefois trouvé aucune association entre l'infection par le HPV et le
niveau socio-économique. (Baloch et al 2016 (36)).

Tableau XIX: Infection a papillomavirus et statuts social

Etude % Positivité du HPV dans différentes catégories

Niveau socio-économique bas : sans emploie, analphabete  10%

Notre étude . o , . .
Niveau socio-économique moyen: employé, niveau intellectuel 23%

Sans emploi 39% } p: 0,023
Employé 17%

Analphabétes 39%

Primaire 24% p: 0,003
Secondaire 26%

Universitaire 12%

Faible revenu 29%

Revenu moyen 15% }p :0,018

Haut revenu 15%

Y.T. Nejo et al
(Nigeria)

Analphabétes 25% 3
Primaire 50%
Secondaire 13% >p : 0,08

Kennedy et al
y Universitaire 13%

(Nigeria) Femmes aux foyer 38%
Inqualifiés  50% %
Professionnels 13%
Analphabétes  13%
Primaire 17%

Monia Arhdaoui et al Secondaire et universitaire 9%
Sans emploie 53%
Employés 47%

Employé 13%
Baloch et al ( Chine) mployes

Sans emploie 11%
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Le manque d'éducation et la pauvreté ont été associé a des pratiques sexuelles a haut

risque et a une mauvaise attitude de recherche de santé a l'origine de I'augmentation des IST

comme le HPV. (33)

3. Papillomavirus et contraception orale : tableau XX

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 l'utilisation de contraceptifs
hormonaux favorise la persistance des infections au HPV oncogénes 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. (37)

Par contre, selon Monia Arhdaoui et al, et Traore et al il n’y a aucune association

significative entre l'infection par le HPV et l'utilisation des contraceptifs oraux. (32, 38)

Tableau XX: Contraception orale et infection a papillomavirus humain

Etude Contraception Orale Utilisé Pas de Contraception Orale
Notre étude 85% 15%
Monia Arhdaoui et al 31% 69%
Traore et al 2% 98%
4. Parité :

Dans note étude, il n'ya pas de différence significative par rapport au nombre d’enfant,

cinquante quatre pour cent des femmes avec un test HPV positif ont 3 enfants ou plus, ce qui

rejoint les résultats de Y.T. Nejo et al. (33)

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) (35, 38)
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Tableau XXI: Infection a papillomavirus et parité

Etude % HPV par rapport aux nombre d’enfants
<2 enfants 46%
Notre étude
>3 enfants 54%
Nullipare 16%
1 enfant 28%
Nejo et al
2 enfants 20%
>3 enfants 18%
Nullipare 0%
<2 enfants 13%
Kennedy et al
3-4 enfants 25%
>5 enfants 63%
Nullipare 7%
Traore et al Primipare 15%
Multipare 78%
5. Tabac:

Seulement 2 patientes parmi les 100 cas étudiés sont tabagiques.

Plus de la moitié de I’échantillon n’ont pas le tabac comme FDR, seulement 31% des

femmes HPV positif sont des tabagiques passives ce ci peut étre expliqué par le fait que 73% des

femmes sont issues d’un niveau socio-économique bas.

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

passifs (33).

Tableau XXII: Positivité du papillomavirus chez les tabagiques

Etude Tabagisme Actif Tabagisme Passif
Notre étude 50% 31%
Nejo et al 33% 60%
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Le tabagisme influe sur I'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. (33) (39)

Le tabac n’a pas que I'action directe sur la persistance de l'infection au HPV, mais il
semble que les tabagiques ont un profil particulier qui additionne d’autres FDR : 1er rapport

sexuel précoce, plusieurs partenaires sexuels. (37)

6. Papillomavirus et mycoses :

Dans note étude, on note la présence d’infection mycosique chez 38% des patientes HPV
positif et chez 40% des patientes HPV négatif, ce qui rejoint les résultats de I'étude de Pablo
Romero-Morelos et al qui suggérent que la présence des mycoses est totalement indépendante

de l'infection au HPV. (40).

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(33)

Tableau XXIII: Répartition d’infection mycosique

Etude HPV Positif HPV Négatif
Notre étude 38% 40%
Pablo Romero-Morelos and all ( Mexico) 80 % 80%
Y.T. Nejo et al (Nigeria) 45% 40%

7. Dépistage :

Les femmes n'ayant jamais été dépistées pour un cancer du col utérin avaient une plus
grande prépondérance d'infection par le HPV. Dans notre étude 62% des femmes avec un test
HPV positif n’ont jamais bénéficié d’un test de dépistage, ce qui rejoint les résultats de I'étude

de Y.T. Nejo et al. (33)
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Tableau XXIV: Dépistage et infection a papillomavirus

FCV
Jamais fait Fait
Etude
Notre étude 62% 38%
Y.T. Nejo et al 85% 14%

L'infection au HPV favorise une série d'altérations cytoplasmiques et nucléaires
observables par cytologie : la koilocytose et la dyskératose en sont pathognomoniques. La
présence d’anomalies telle que ASCUS ou ASCH représentent la limitation de la cytologie en tant
que méthode de dépistage, les résultats négatifs du test HPV garantissent pratiquement que ces

atypies sont bénignes.

Dans une étude brésilienne, la comparaison des résultats cytologiques avec les résultats
du test HR-HPV n’a donné aucune différence statistiquement significative. Cette étude suggere
également que les dépistages utilisant un test HR-HPV sans test de Papanicolaou peuvent

entrainer des colposcopies inutiles. (41)

La discordance entre les résultats de la cytologie et le typage viral HPV peut étre expliqué

par :
» Lalecture des FCV est opérateur dépendante

= Le respect de la phase pré-analytique (délai entre le FCV et la réalisation de la technique

cytologique)

» Le typage peut mettre en évidence l'infection au HPV mais il ne peut pas mettre en
évidence les lésions de haut grade notamment les HSIL tout en sachant que plus la

carcinogénese évolue plus le taux du HPV réduit.

L’amélioration du dépistage du cancer du col passe par une amélioration des pratiques

de la part de tous les professionnels de santé et la responsabilisation des femmes, la
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mobilisation des médecins spécialistes et généralistes ainsi que la motivation des femmes a se
faire dépister en sont un versant important. Mais, méme si la généralisation de dépistage par
FCV augmente, il n’est pas garanti que le nombre de femmes atteintes d’un cancer du col
diminue, on arrive ainsi aux limites des performances du dépistage par cytologie, la
généralisation de la mise en place d’un dépistage par détection des HPV HR sur FCV pourrait

contribuer a changer les données.

Il. Les caractéristiques de l'infection a papillomavirus:

Sur les 96 échantillons étudiés, 13 étaient positif au HPV (14%) dont 64% sont a haut

risque. Ces résultats rejoignent ceux d’autres études. (Voir tableau XXV)

Au Honduras, des prélévements cervicaux de 111 femmes ont été étudiés, vingt sept
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. (42)

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. (7)

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%. (43)

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%.

(32).
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Tableau XXV: Fréquence des infections a papillomavirus humain

Etude Pays /Ville HPV + HPV HR
Notre étude Maroc/ Marrakech 14% 62%
Feiyan Xiang et al Chine / Wuhan 18% 79%
Aaron Atkinson et al Honduras 35% 62%
Geraldine McQuillan et al USA 40% 51%
Monia Arhdaoui et al Tunisie 13% 23%

L’infection a HPV HR est la plus prépondérante soit pour les études établies sur la population

générale (notre étude, I’étude de Feiyan Xiang et al (7), I’étude de Aaron Atkinson et al (42))

comme pour les études établis sur populations a risque (I’étude de D. Tasic et al : femmes avec

Iésions cytologiques (44)), ou vaccinées (I’étude de C.H.Bretagne et al (4)) (voir tableau XXVI).

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 XXVI: 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 62% 23%
Aaron Atkinson Honduras 62% 38%
Feiyan Xiang Chine / Wuhan 79% 21%

C.H Bretagne France 52% 48%
D. Tasic Serbie 80% 20%

Dans notre étude, I'infection au HPV bas risque est plus fréquente chez les patientes dont

I’age est<37ans, alors que I'infection a HPV HR est plus fréquente chez les patientes dont I’'age

est >45 ans, ceci peut étre expliqué par le pouvoir des HPV HR a persister dans I’épithélium

cervical. Ces résultats rejoignent celles de I’étude de Daniel Boda et al (45) et contrastent avec

les résultats de Feiyan xiang et al (7). (Voir tableau XX /)
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Ceci renforce la théorie de la répartition géographique de I'infection HPV : chaque région

a sa propre répartition.

Tableau XXVII: Fréquence de I'infection a papillomavirus bas risque par rapport a I’dge

Etude Pays / ville % HPV bas risque Age
Notre étude Maroc/ Marrakech 23% <37 ans
Daniel Boda Romanie / Bucarest 15% <35 ans
Feiyan xiang Chine / Wuhan 21% > 56 ans

Dans notre étude, I'infection au HPV est 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. (Voir tableau

XXVIII.

Dans I’étude de Pablo Romero-Morelos et al, I’infection a plusieurs génotypes du HPV est
plus fréquente, selon les auteurs, dans les échantillons sans altération apparente HPV positif,

seulement 10% avaient des infections multiples, tandis que pour les échantillons dysplasiques, il

a été constaté que 53% contenaient plusieurs infections au HPV. (40)

Tableau XXVIII: Fréquence des infections uniques et multiples dans les différentes études (4,7,

40,42,45)
Etude Pays / Ville Infection Unique Infection Multiple
Notre étude Maroc/Marrakech 85% 0%
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%
C.H Bretagne et al France 72% 28%
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La particularité des résultats de notre étude c’est qu’aucun frottis ne présentait des

lésions de malignité.

Méme si 52% des frottis sont inflammatoires, la corrélation entre les résultats de la
cytologie et de I'étude moléculaire est bien établie. En fait 17% de la totalité des frottis
présentaient des lésions de parakératose (14% étant le taux de positivité du HPV) ce qui
représentent 62% des frottis HPV positifs, ceci rejoint les résultats de I’étude turque réalisée sur
22 076 frottis et qui a montré qu’un résultat positif du test HPV a été observé plus fréquemment

dans les cas de parakératose que dans les cas sans parakératose (P <0,001). (46)

Les cellules malpighiennes atypiques (ASC) sont un terme cytologique créé pour décrire
une histologie douteuse et anormale, généralement révélateur d'une inflammation, de
modifications réactives et réparatrices ou d'une lésion précancéreuse provoquée par une
infection persistante au HPV (47]. Dans notre série ASCUS représentait 8% des frottis et il n’était
pas associé aux koilocytes ni a la positivité du test HPV, en revanche il y avait une fréquence

élevée des FDR pour les frottis avec ASCUS.

Dans une étude brésilienne transversale ayant évalué 1 346 cytologies en milieu liquide
puis les a comparés aux résultats du test HR-HPV, une koilocytose a été retrouvée dans 15% des

patients, le HPV HR était positif chez 54% des patientes avec ASCUS. (41)

Dans d’autres études, la présence de lésions cytologiques est toujours associée a un

pourcentage de positivité du test HPV. (Voir tableau XXIX)

Tableau XXIX: Répartition de I'infection HPV par rapport aux ASCUS (1, 4, 41)

. . . % Lésion dans
Etude Pays / Ville Lésion Cytologique )z . % HPV +
I’échantillon
Notre étude Maroc/Marrakech ASCUS 8% 0%
C.H Bretagne France ASCUS 47% 58%
Irena Aleksioka Macédoine ASCUS 16% 24%
Geilson Gomes de Brésile ASCUS 89% 54%
Oliveira
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L’HPV 52 est le plus fréquent dans notre étude comme dans plusieurs autres études

effectuées sur des populations différentes sur le plan géographique et sociodémographique,

c’est pour cela qu’il fait parti des 9 HPV contre lesquels on vaccine. Tableau XXX.

Cette répartition mondiale du HPV 52 peut étre expliquée par sa capacité a se soutenir en

tant qu’infection endémique. (1)

Tableau XXX : Génotypes les plus fréquents dans différentes études (4, 5, 6, 42)
) HPV le plus L .
Etude Pays / Ville fr . % Caractéristique de I’étude
réquen
Patientes
Notre étude Maroc/Marrakech HPV 52 23% asymptomatiques non
vaccinées
HPV 51 6% Patientes vaccinées contre
C.H Bretagne France ° HPV 16 et 18, présence
HPV 52 10% )
de lésions cytologiques
Patientes
Feiyan Xiang Chine / Wuhane HPV 52 4% asymptomatiques non
vaccinées
Patientes
Aaron Atkinson Handouras HPV 52 29% asymptomatiques non
vaccinées
Patientes
Ke Zhang Chine / Tangshan HPV 52 25% symptomatiques non
vaccinées
HPV 6 40% Patientes
Monia Arhdaoui Tunisie HPV 52 9; asymptomatiques non
(o)

vaccinées

> Les limites de I’étude :

La taille réduite de I'échantillon limite la généralisation des données.

La fréquence des frottis inflammatoires (62%) peut masquer certaines lésions cytologiques en

rapport avec l'infection HPV.
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> Recommandations: A la Ilumiere de nos résultats, on peut tirer quelques

recommandations :

— Lasensibilisation de la population contre I'infection au HPV dans la genése du cancer du col de

I'utérus.
— Limplication de tous les professionnels de santé dans le processus de sensibilisation.

— Laformation des futurs médecins de famille, ceux des centres de santé ainsi que le personnel

paramédical sur la réalisation du frottis cervico-vaginal.

— LUinstauration d’un dépistage systématique par frottis cervico-vaginal chaque 03 ans chez toutes

les femmes de 25 a 65 ans.

— L'introduction 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

I'utérus
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Les 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 deuxieme cancer de la femme et représente donc une préoccupation actuelle de

santé publique.

Le cancer du col de 'utérus est précédé par I'apparition de Iésions précancéreuses qui se

développent suite a la persistance de I'infection génitale par le HPV. Il faut généralement entre
10 a 20 ans pour que les Iésions précancéreuses évoluent en cancer invasif ce qui fait du cancer

du col une maladie relativement facile a prévenir et justifie donc son dépistage.

Notre étude prospective analytique, illustre une fréquence du papillomavirus estimée a

14% chez des patientes asymptomatiques ou le génotype 52 est prédominant représentant 23%.
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.
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Annexe 1 :

Fiche d’exploitation

1. identité :

Age: ..............

Téléphone @.............cooiiill Niveau socioéconomique : ............
Rammed : .............. Mutuelle : .............
2. ATCDS:

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

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

DDR :

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

Infection génitale : mycoses......... IST .......
Immunosuppression : ............... Corticothérapie : ................
Dernier test de dépistage du cancerdu col: ...................

Médicaments & ..o

3. ATCDs familiaux : cancerdecol : ............... autres : ...,

4. Examen cliniguedu ol ULEIIN & ..o e e

5. Résultats de la Cytologie & .o

0. RESUITAtS AU GENOTYDAGE & ettt et emenenes
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Annexe 2 :

Dépistage du papillomavirus humain dans la région de MARRAKECH

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 et cytologique 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 ainsi que la présence d’atypies cellulaires. Bien entendu votre participation a cette étude
n'entrainera pour vous aucun frais supplémentaire, le colt du prélévement et son analyse sont a la charge du promoteur de
I'étude.

Vous avez I'entiére liberté d'accepter ou de refuser la participation a cette étude.

Paraphe investigateur Paraphe patiente

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 contréle 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........cccuvvvieeveeeceesiesie 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 |'étude dans les conditions décrites ci-dessus.

NOM de 13 PALIENTE: ..eeeieeieeeeeer e s ereeree e

Signature et tampon de I'investigateur : Date
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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 cytologiques et moléculaires de 96 frottis
cervico-vaginaux réalisés au sein du service de Génécologie du CHU Med VI, I’étude moléculaire
est réalisée au sein du service de Microbiologie-Virologie de I’'Hopital Militaire Avicenne de
Marrakech complétée par une étude cytologique réalisée au sein du service d’Anatomopathologie

de I'Hopital Arrazi du CHU Med VI.

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

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

La fréquence du papillomavirus est estimé a 14%, avec prédominance du HPV 52
représentant 23%, le papillomavirus est plus fréquent chez les femmes dont I'age est < 37 ans,
cependant on note une prédominance du papillomavirus haut risque chez les femmes agées de

plus de 45ans. Cette infection est unique et non associée aux lésions cytologiques suspectes.

Méme si 52% des frottis sont inflammatoires, la corrélation entre les résultats de la
cytologie et de I’étude moléculaire est bien établie. En fait 17% de la totalité des frottis

présentaient des lésions de parakératose (soit 62% des frottis HPV positifs).

Le facteur de risque le plus retrouvé dans cette série est la contraception orale
représentant 85% des patientes HPV positif, trente et un pour cent sont des fumeuses passives et

38% ont une infection mycosique associée.

Les deux tiers des participantes n’ont jamais fait de test de dépistage, et la pluparts
d’entres elles n'ont pas de connaissance a propos du papillomavirus humain et son implication

dans la genése du cancer du col de 'utérus.
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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 cytological and molecular results of 96 cervico-vaginal smears
performed in the Genecology Department of the Med VI university hospital center, the molecular
study is carried out within the Microbiology-Virology department of the Avicenne Military
Hospital. Marrakech supplemented by a cytological study carried out within the Department of

Pathology of the Arrazi Hospital of Med VI university hospital center.

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 14%, highly represented by HPV 52
accounting for 23%, papillomavirus is more common in women <37 years, however, the
prevalence of high-risk papillomavirus is over 45 years old. This infection is unique and not

associated with suspicious cytologic lesions.

Although 52% of smears are inflammatory, the correlation between the results of cytology
and the molecular study is well established. In fact, 17% of all smears had parakeratosis lesions

(62% of positive HPV smears).

The most common risk factor in this series is oral contraception accounting for 85% of
HPV positive patients, thirty one percent are passive smokers and 38% have associated mycotic

infection.

Two-thirds of the participants have never been screened, and most of them have no

knowledge about humain papillomavirus and its involvement in the genesis of cervical cancer.
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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 humain papillomavirus infection awareness.
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