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RESUME

RREESSUUMMEE
e cancer du col utérin est l’un des rares cancers humains évitables, en effet sa
prévention repose sur le diagnostic précoce des lésions précancéreuses et au

préalable sur l’examen cytologique du frottis cervico-vaginal or, il est prouvé que la
sensibilité de ce dernier ne dépasse pas 60 %. Plus récemment, un nombre inacceptable de
cancers invasifs ont été observés chez des femmes régulièrement contrôlées par frottis,
d’où la nécessité de recourir à des techniques plus performantes de dépistage. Notre
objectif était de déterminer les différents facteurs de risque associés à la survenue du
cancer du col d’utérus d’une part, et de faire une corrélation entre la détection virale et les
données cyto-histologiques en étudiant la relation entre la charge virale et le grade
histologique de la lésion cancéreuse et enfin, vérifier si la détection moléculaire de ce
virus pouvait contribuer à améliorer le diagnostic des lésions précancéreuses du col utérin
d’autre part.
Notre travail est divisé en deux parties : la première partie concerne une étude
rétrospective descriptive de 210 dossiers médicaux enregistrés entre 1998 et 2015 au
niveau de service de gynécologie- obstétrique du CHU de Sidi-Bel-Abbès. La seconde
partie consiste en une étude de détection de l’HPV HR par immuno-histochimie de 52
biopsies de patientes atteintes de carcinomes épidermoïdes  et de dysplasies cervicales au
niveau du service  d’anatomopathologie de CHU de Sidi-Bel-Abbès, et la détection des
HPVHR par biologie moléculaire (PCR et HCII) chez 115 femmes souffrant d’une
pathologie cervicale recrutées au niveau des services de gynécologie de CHU d’Alger.
Les résultats de l’étude épidémiologique indiquent que la majorité (96%) des cas présente
un carcinome épidermoïde de type invasif, dont le symptôme le plus fréquent est
l’apparition de métrorragie. L’âge moyen des patientes était de 50,4 ± 3,96 ans et que la
tranche ménopausique était la plus touchée (56%). Parmi les facteurs les plus plausibles
ont été signalés, la précocité de l’activité sexuelle (91%), la multiparité (60% plus de 5
grossesses). De même d’autres facteurs pourraient êtres incriminés tels que le
vieillissement et le niveau socio-économique bas dans presque 50% des cas.
La deuxième partie du travail montre que la recherche des HPV HR par
immunohistochimie était positive dans presque 91% de carcinomes épidermoïdes et 84%
des dysplasies cervicales, et la détection par PCR et le test HCII indique que 42,61% des
femmes atteintes de problèmes cervicales s’avéraient positifs.
Au terme de cette étude nous constatons que l’infection à HPV est largement incriminée
dans les lésions pré-cancéreuses et cancéreuses du cancer cervical par contre, l’intensité
du marquage, ne présente aucune corrélation entre le grade histologique de la lésion et
l’âge des patientes. Un examen cytologique combiné à un test des HPV HR augmentera la
sensibilité du dépistage et donnera une protection maximale face au cancer du col utérin.

Mots clés : cancer - col utérin – Facteurs de risque - immunohistochimie – HPV HR-
HCII - PCR.
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RESUME

SSUUMMMMAARRYY
he cancer of the uterine collar is one of rare avoidable human cancers, indeed its
prevention rests on the early diagnosis of the precancerous lesions and with the

precondition on the cytological examination of the cervical smear, but it is proven that the
sensitivity of this last does not exceed 60 %. More recently, an unacceptable number of
invasive cancers were observed among women regularly controlled by smear, from where
need for resorting to more powerful techniques of tracking. Our objective was to
determine the various factors of risk associated with occurred with the cancer of the collar
of uterus on the one hand, and to make a correlation between viral detection and the cyto-
histological data by studying the relation between the viral load and the histological rank
of the cancerous lesion, and to check if molecular detection this virus could contribute to
improve the diagnosis of the precancerous lesions of the cervix on the other hand.
Our work is divided into two parts: the first part relates to a retrospective study of 210
files recorded between 1998 to 2015 on the level of service of gynecology obstetric of
CHU of Sidi-Bel-Abbès. The second part consisted of the immuno-labling of the HPV by
immunohistochemistry technic of 52 biopsies coming from patients presenting of
epidermoïde carcinoma and the cervical dysplasia at the level of the service of
anatomopathology of CHU of Sidi-Bel-Abbès, and the detection of the HPVHR by
molecular biology (PCR and HCII) among 115 women presenting a cervical pathology
coming from the gynaecology department of Algiers.
The results of the epidemiologic study indicate that the majority (96%) cases present
epidermoide carcinoma of the invasive type, of which the most frequent symptom is the
appearance of metrorragie. The average age of the patients was of 50,4 ± 3,96 years and
that the menopausic section was touched (56%).Among the most plausible factors were
announced, the precocity of the sexual activity (91%), the multiparity (60% more than 5
pregnancies).In the same way other factors could beings accused such as ageing and the
socio-economic level low in almost 50% of the cases.
The second part of work shows that the research of HPV HR by immunohistochemistry
was positive in almost 91% of epidermoïdes carcinoma and 84% of the cervical dysplasia.
Among the 115 affected patients, 42, 61% were found positive.
Finally, this study confirmed that the infection with HPV is largely accused in the pre-
cancerous and cancerous lesions of cervical cancer on the other hand, the intensity of
marking does not present any correlation with the histological rank of the lesion nor with
the age of the patients. In conclusion a cytological examination combined with a test of
HPV HR will increase the sensitivity of tracking and will give a maxima protection
against the cancer of the cervix.

Key words: cancer – cervix - Factors of risk - immunohistochemistry - HPV HR- HCII-
PCR.
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RESUME

ملخص
ولدلك الوقایة منھ تعتمد , یعتبر سرطان عنق الرحم من بین السرطانات النادرة التي یمكن اجتنابھا

إثباتأین تم , فحص اللطخةتشخیص الخلایا فيالسرطانیة و بالأولویة علىللإصاباتعلى الفحص المبكر

في مرحلة متطورة تم اناتو حالیا عدد غیر مقبول من السرط. %60أن فعالیة ھدا الفحص لا تتعدى 

إلىضرورة اللجوء إلى، مما یدعو ھدا الفحصعند نساء تمت مراقبتھن بشكل منتظم عن طریقھااكتشاف

.عن ھدا المرضللكشفو فعالیةأكثر تطوراأخرىطرق

قة ما تبیان العلاالمساعدة للإصابة بھدا المرض من جھة، والكشف عن مختلف العواملھدفنا من العمل ھو

بالفیروس الإصابةو كدا العلاقة ما بین شدة النسیجيبین الكشف عن الفیروس و معطیات الفحص الخلوي و 

عن ھدا الفیروس یساھم في تحسین تشخیص الجزیئيبحث ا كان الإذو التحقق , السرطانیةالإصابةو مرحلة 

.من جھة أخرىالسرطانیة لعنق الرحمالإصابات

على 2015و 1998ن ملف مسجل في فترة ما بی210یخص دراسة القسم الأول: ینقسمإلىالعمل مقسم 

ھو دراسة و القسم الثاني ، سیدي بلعباسیة و التولید بالمستشفى الجامعي للأمراض النسائمستوى مصلحة ا

شریحة نسیج 52و ھدا یخص HPVلفیروس )l’immunomarquage(د على الكشف عن طریق متعت

المستشفى نفس بما قبل بالسرطان بمصلحة طب الأمراض و الأنسجةبإصاباتت بالسرطان و لنساء مصابا

من نساء مصابات بأمراض على مستوى مأخوذأنبوب 115دراسة لمجموعة من العینات مكونة من كداو،

. من مصلحتي الطب النسائي لمنطقة الجزائر العاصمةمأخوذةالرحم 

في مرحلة carcinome épidermoideھي ) 96%(الحالات معظم، بینت أنالإحصائیةنتائج الدراسة

سنة وفئة النساء ما بعد 3, 96±50,4معدل العمرھو . متقدمة و من أعراضھ الأكثر شیوعا النزیف الدموي

تعدد الولادات , )%91(من بین العوامل كدلك سجلنا الزواج المبكر ). %56(سن لیأس ھي الأكثر اصابة 

من 50%في وعوامل أخرى محتملة كالشیخوخة و المستوى المعیشي الرديء ). ولادات5أكثر من 60%(

عن طریق HPVHRالبحث عن الفیروس  القسم الثاني من العمل بین أن. الحالات

)l’immunohistochimie ( حالة 30كان ایجابیا في)84.21(حالة 16من السرطانات و ) %90.91% (

بالنسبة للفحص كانت ایجابیة) %42.61(حالة 49أنبوب الخرط، 115و من بین السرطان لحالة ما قبل 

.HCIIو PCRبواسطة 

السرطانیة لعنق الرحم، الإصاباتتشمل نسبة كبیرة من HPVبـ الإصابةة نستنتج أن من خلال ھده الدراس

یة و أن ربط الفحص الخلوي مع الفحص السرطانالإصابةبینما لا توجد علاقة بین كثافة الفیروس و مرحلة 

.الفیروسي یزید من فعالیة الكشف و یضمن أكثر حمایة ضد السرطان عنق الرحم

-عوامل الخطر–عنق الرحم -سرطان: كلمات المفتاح immunohistochimie -HR HPV -HCII

PCR-.
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IINNTTRROODDUUCCTTIIOONN

L’échelle mondiale le cancer du col utérin constitue un véritable

problème  de santé publique avec 493 000 nouveaux cas et 200 000

décès identifiés par année (Ferlay et al., 2004).

En Algérie, le cancer du col de l'utérus est la 2ème cause de mortalité par cancer

chez la femme après celui du sein, avec 1391 décès par an (Belkacem, 2006).

L’infection persistante à papillomavirus humains oncogènes dits à haut risque

(HPV HR) constitue le risque majeur de développer un cancer du col utérin.

Cependant, l’infection à HPV est relativement fréquente dans la population

générale, Winer et d’autres chercheurs en 2005 estiment qu’environ sept femmes

sur dix ont été exposées au moins une fois durant leur vie aux HPV et que sans

intervention, une femme sur cinq exposées aux HPV peut développer un cancer

du col. L’exposition à ce virus se fait par contact sexuel souvent lors des

premiers rapports. D’autres facteurs de risque peuvent intervenir tels que la

précocité des rapports sexuels, la multiplicité des partenaires sexuels, l’hygiène,

la multiparité, les lésions condylomateuses, les antécédents de dysplasies, la

contraception, le tabagisme et le niveau socio-économique des femmes (Douvier,

2010).

Le cancer cervical peut se développer graduellement sur une période de

plusieurs années. Il se manifeste initialement sous forme de dysplasie cervicale,

une infection précancéreuse caractérisée par des modifications anormales des

cellules de l’épiderme du col. Si la dysplasie cervicale n’est pas détectée et traitée

de façon efficace  elle peut évoluer en cancer (Michel et Castaigne, 1995).

Le cancer du col utérin est l’un des rares cancers humains évitables. En effet, sa

prévention repose sur le diagnostic précoce des lésions bénignes ou

précancéreuses dont le traitement rend en principe impossible le développement

d’un cancer (Monsonégo, 2006).

Le dépistage du cancer du col utérin, ainsi que des néoplasies cervicales

repose au préalable sur l’examen cytologique du frottis cervico-vaginal. Or, il est

prouvé que la sensibilité de ce dernier ne dépasse pas 60 % (Fahey et al. 1995).

À
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Plus récemment, un nombre inacceptable de cancers invasifs ont été observés

chez des femmes régulièrement contrôlées par frottis (Monsonego, 2002). D’où

la nécessité de recourir à des techniques plus performantes de dépistage, plus

sensible tel que HC2 (l’hybrid Capture 2) et la PCR (Polymerase Chain

Reaction).

L’origine virale du cancer du col de l’utérus ouvre la possibilité d’envisager

une vaccination. Les résultats préliminaires sur le vaccin prophylactique sont très

encourageants. La possibilité de prévenir le cancer du col utérin grâce à la

vaccination pourrait devenir une réalité dans un futur proche et avec une

couverture vaccinale de 100 %, il pourrait théoriquement prévenir un peu plus de

70 % des cancers du col utérin qui ne sont actuellement pas évités par le

dépistage cytologique (Lowndes et Gill, 2005).

La recherche de l’agent causal  a été à la base du succès de lutte contre la plus

part des maladies infectieuses. Les études épidémiologiques sur l’infection à

HPV ont établi le rôle de ces virus dans la genèse des néoplasies cervicales intra-

épithéliales et du cancer du col et que la densité de la charge virale en milieu

liquide est fortement liée au grade histologique de la lésion. Ces données

prouvent aussi la valeur potentielle du test HPV dans le domaine clinique. Notre

objectif est de déterminer les différents facteurs de risque associés à la survenue

du cancer du col de l’utérus d’une part, et d’autre part, confirmer l’implication de

l’HPV dans ces pathologies en vérifiant sa présence par immunohistochimie et

biologie moléculaire, et montrer s’il existe une  corrélation entre l’âge, la charge

virale et le grade histologique des lésions cervicales.
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1. Données épidémiologiques

1. 1. Le cancer du col dans le monde

L’importance majeure des infections à HPV tient essentiellement à

l’ampleur du problème médical et social que représente le cancer du col de

l’utérus : le cancer du col est la deuxième cause de cancers féminins dans le monde

et représente environ 10 % de la totalité des cancers. En 2002, on estimait à

493 000 le nombre de cancers invasifs, 83 % de ces cancers sont observés dans les

pays en voie de développement (Council of the European Union, 2003). Les zones

à risque pour le cancer du col sont situées en Afrique du Sud et de l’Est, les

caraïbes et l’Amérique centrale ou l’incidence moyenne est supérieure à 30 pour

100 000 femmes par an (figure 1) (Monsonego, 2007). Chaque année on estime à

273 000 les décès induits dont trois quarts sont enregistrés dans les pays en voie de

développement (Ferlay et al., 2004).

€

Fig. 1 : Incidence du cancer cervical dans le monde (Monsonego, 2007)
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En France, avec 2820 cas et 940 décès estimés pour l’année 2010, le cancer

du col de l’utérus se situe au douzième rang des cancers chez la femme par sa

fréquence et au quinzième rang par sa mortalité (Institut de Veille Sanitaire ;

2010).

1. 2. Le cancer du col en Algérie

En l’absence d’enregistrements systématiques basés sur des données

épidémiologiques, le cancer du col utérin a été longtemps considéré comme le

premier cancer féminin en Algérie.

La première étude sur la morbidité cancéreuse a été faite en Algérie par Yaker et

Dekkar ; c’est une étude rétrospective réalisée sur 10 ans, allant de 1966 à 1975.

Elle a permis de recenser 19 824 tumeurs malignes primitives diagnostiquées

histologiquement entre le 1er Janvier 1966 et le 31 December 1975 dans les

laboratoires d’anatomie pathologique d’Alger, d’Oran et de Constantine qui étaient

les seuls laboratoires d’anatomopathologie existant à cette époque, cette enquête a

porté sur 9867 cas  de cancers masculins (49,8 % des cas) et 9957 cas de cancers

féminins (50,2 % des cas). Le cancer du col de l’utérus été identifié comme le

premier cancer féminin avec 3002 cas, suivi des cancers de la peau autres que les

mélanomes (2449 cas) et des cancers du sein (1147 cas).

Dix registres du cancer ont été progressivement mis en place en Algérie depuis

1986. Ils couvrent une population moyenne de 10 millions de personnes sur 31

millions d’habitants. Ceux d’entre eux qui publient des rapports annuels identifient

le cancer du col utérin  comme la deuxième localisation féminine après celle du

sein (Hamid-Chérif et Sekfali, 1994) (Hammouda et al., 2002) (Mokhtari et al.,

2002).

1. 3. Les infections à HPV

Parmi les génotypes d’HPV (près de 120), une vingtaine présente un

tropisme génital. Parmi eux, on distingue les HPV dits à « haut risque » (HPV 16,

18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56 et 58) et les HPV dits à « bas risque » (HPV 6, 11,

42, 43 et 44). La distribution de ces types varie avec la géographie mondiale. Sur

une série de cancers invasifs provenant de 22 pays (Amérique, Europe, Afrique et
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Asie, la prévalence de l’HPV 16 est prédominante (50-60 %), suivie de celle de

l’HPV 18 (10-12 %), de HPV 31 et 45 (4-5 % chacun), de l’HPV 33 (3 %)… En

Amérique du Nord et en Europe, environ 70 % des cancers du col utérin sont

associés aux HPV 16 et 18. en Asie de Sud-Est , les HPV 18 sont présents avec une

fréquence élevée de 32 % (Munoz et al., 2004).

L’infection génitale à HPV est l’une des infections sexuellement

transmissibles les plus fréquentes. L’exposition aux HPV se produit le plus souvent

chez la femme jeune, peu après le début de son activité sexuelle. Le taux

d’infection à HPV chez la femme jeune se situ entre 19 à 49 %. La prévalence de

l’infection est fonction de l’âge: le pic de prévalence se situe entre 20 et 25 ans ;

cette prévalence diminue ensuite très sensiblement (Figure 2) (Richardson et al.,

2003).
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Fig. 2 : Fréquence de l’infection à HPV et des Atypies koïlocytaires selon l’âge

(Richardson et al., 2003).
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2. Histoire naturelle du cancer du col

Le lien de causalité entre le cancer du col de l’utérus et le virus HPV et à

présent bien reconnu. Le virus HPV est généralement transmis par contact

cutanéomuqueux de la sphère génitale (Mcintoch, 2000).

La plupart des infections à HPV sont infracliniques et transitoires, Seul un très

faible pourcentage de ces infections génitales à HPV va aboutir à des lésions

malignes (Riethmuller et al., 2002).

2. 1. Élimination spontanée

Compte tenu du mode de transmission du virus, le préservatif ne protège pas

complètement contre les infections à HPV. La plus part des femmes vont être

infectées par un HPV à haut risque à un moment donné de leur vie mais toutes ne

vont pas développer des modifications cellulaires anormales. En effet, la majorité

(plus de 80%) des infections à HPV sont transitoires, asymptomatiques et

guérissent spontanément (Giuliano et al., 2002).

Les lésions précancéreuses peuvent persister pendant plusieurs années, mais

peuvent aussi régresser pour donner des formes subcliniques, voire des formes

latentes. La charge virale diminue progressivement et de façon linéaire de la forme

clinique à la forme subclinique puis latente. Les lésions subcliniques et latentes,

plus difficiles à détecter, sont probablement les plus courantes. Les lésions de bas

grade incluant les condylomes plans et les CIN 1 et les lésions indéterminées ou

ASCUS seraient les plus communes. Ces lésions apparaissent en général un à deux

ans après le début de l’infection (Riethmuller et al., 2002).

2. 2. Évolution possible vers un cancer

Le cancer du col utérin peut survenir si l’infection par un HPV à haut risque

devient persistante. Les facteurs suivants sont également associés au

développement du cancer du col chez la femme infectée par un type à haut risque

de HPV : l’âge précoce du début des relations sexuelles, un nombre de grossesses

élevé, le tabagisme, l’utilisation à long terme de contraceptifs oraux et des

antécédents d’infections sexuellement transmissibles (Chlamydia, Herpes simplex
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de type 2, HIV). Ces cofacteurs accroissent le risque de cancer cervical d’un

facteur variant de deux à quatre (Franco et al., 2001) (Hildesheim et al., 2001).

Le cancer du col utérin se développe lentement. Il apparaît généralement 10 à

15 ans après l’infection initiale par le HPV et seulement si l’infection persiste  au

cours de cette période de temps. Depuis le début de l’infection par le HPV et

jusqu’à l’apparition du cancer, les cellules du col passent par plusieurs stades qui

peuvent être identifiés grâce à la présence des cellules anormales dans un frottis.

Cependant, ce processus peut régresser si le système immunitaire élimine le virus

(Figure 3) (Riethmuller, 2007). Dans ce cas, des frottis réalisés régulièrement par

le gynécologue permettent d’observer la disparition des anomalies (Michel et

Castaigne, 1995).

3. Facteurs de risque

Si l’infection persistante par des HPV à haut risque constitue le principal

facteur de risque de développer un cancer du col de l’utérus, d’autres facteurs liés

à l’hôte ou à l’environnement pourraient influencer le risque de progression d’une

Fig. 3 : Histoire naturelle du cancer du col (Riethmuller, 2007)
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infection à HPV vers la malignité. Ces facteurs agissent en favorisant la

persistance de l’infection ou comme cofacteurs de la carcinogénèse.

3. 1. Âge

L’âge des patientes modifie de façon évidente la durée du portage. Les

patientes âgées de plus de 50 ans éprouvent plus de difficultés à éliminer les

infections à HPV. Ainsi, la proportion de patientes négatives après une période de

3 ans passe ainsi de 85 % à l’âge de 21 ans à 74 % à 51 ans. Cette persistance plus

fréquente chez les patientes âgées paraît être la conséquence de

l’immunosénescence due à l’âge, la diminution des capacités immunitaires

favorisant la persistance de l’infection (Rappillard, 2010).

Alors que l’acquisition de nouvelles infections par HPV est plus fréquente chez les

femmes jeunes, celles-ci parviennent donc plus rapidement et plus souvent à les

éliminer. La figure 4 décrit un pic d’incidence de l’infection à HPV autour de l’âge

de 22 ans et  concerne environ 12 % des femmes à cet âge (Detournay et al.,

2009).

Fig. 4 : Taux d’incidence et de prévalence des infections à papillomavirus

humains à haut risque oncogène (HPV-HR) par âge en France

(Detournay et al., 2009)
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3. 2. Tabagisme

Une méta-analyse a montré que les fumeuses étaient significativement plus

à risque de développer un cancer du col malpighien avec un risque relatif de 1,6 en

comparaison avec les femmes n’ayant jamais fumé. Par contre selon cette étude il

n’y pas de relation entre adénocarcinome et tabagisme (Douvier, 2010).

Selon le Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC) le risque relatif

(mesurant le risque de survenue d'un événement entre deux groupes, le groupe

exposé et le groupe non exposé = pourcentage de fumeurs ayant un cancer du col

sur le pourcentage de non fumeurs ayant un cancer du col) est de 1.83 et la fraction

de cancers du col attribuable au tabagisme est de 23% en France pour l’année 2006

(IARC Working Group, 2007) et (Institut National du Cancer, 2010).

La plupart des études prenant en compte la dose, la durée ou le nombre de paquets

par années mettent en évidence une augmentation du risque quand l’exposition

augmente. Ce phénomène serait dû à l’accumulation de nicotine et carcinogènes

dans la glaire cervicale agissant comme cofacteurs des HPV, ou pouvant avoir un

effet immunosuppresseur (Park, 1997). En effet, la diminution des cellules de

Langerhans chez les patientes fumeuses montre l’action immunosuppressive de la

nicotine et de ses dérivés.

3. 3. Contraception orale

Une synthèse de 26 études réunissant au total plus de 12500 femmes

atteintes d’un cancer du col de l’utérus montre une augmentation du risque de

cancer invasif chez les femmes prenant ou ayant pris des contraceptifs oraux. Ce

risque augmente avec la durée d’utilisation ; l’augmentation du risque est de 10%

pour une utilisation de moins de 5 ans, de 60% pour une utilisation de 5 à 9 ans, et

de 100% (doublement du risque) pour une utilisation de plus de 10 ans (Schlegel,

1990).

D’après une autre étude, l’augmentation du risque est plus importante chez les

femmes en cours de traitement contraceptif, et diminue après utilisation pour

redevenir, 10 ans après, identique au risque des femmes n’en ayant jamais pris

(Segondy, 2008).
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3. 4. Multiparité

Le nombre de grossesses élevé a été trouvé associé à un risque augmenté de

cancer du col dans la plupart des études. Dans une analyse réalisée par le CIRC, le

risque est quatre fois plus élevé chez les femmes ayant mené sept grossesses à terme

que chez les nullipares et le risque augmente linéairement avec le nombre de

grossesses (Munoz et al., 2002).

Une autre étude démontre aussi l’importance de l’âge à la première grossesse.

Ainsi plus la grossesse a lieu à un âge jeune, plus le risque est élevé (International

Collaboration of Epidemiological studies of Cervical Cancer, 2006).

Des facteurs hormonaux liés à la grossesse ou le traumatisme cervical lié à

l’accouchement pourraient être des causes possibles (ACCP, 2009).

3. 5. Statut immunitaire

L’immunodéficience, qu’elle soit innée (déficits congénitaux) ou acquise

(VIH, traitement anti rejet de greffe), est impliquée dans l’évolution maligne de

l’infection à HPV. Selon les études, le risque de cancer du col chez les patients

VIH positifs est environ dix fois plus élevé que dans la population générale (Dal

Maso et al., 2001) et (Bonnet et Morlat, 2006).

En effet, la baisse des défenses immunitaires induite par le VIH augmente le risque

d’infection par HPV et est responsable d’un mauvais contrôle de cette infection,

rendant la progression de la maladie beaucoup plus rapide. On remarque donc des

cancers du col chez des femmes plus jeunes. Outre le fait que la prévalence de

l’infection à HPV soit plus élevée chez les femmes infectées par le VIH, on

observe aussi que ces femmes ont un risque accru d’être infectées par un type

oncogène plutôt qu’un autre type, que la co-infection par plusieurs types

oncogènes est fréquente et que des types dits non oncogènes dans la population

générale deviennent oncogènes chez ces patientes immunodéprimées (Berrébi et

al., 2008).

En 2000, les affections cancéreuses étaient à l’origine de 28% des décès recensés

chez les sujets VIH+ et les décès par cancer du col représentaient 1% des ces

affections (Bonnet et Morlat, 2006).
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L’infection à HIV représente aussi un facteur de risque non négligeable de

développer d’autres affections malignes, tels que cancers de la vulve, de l’anus ou

du pénis dus aux HPV. Les patientes séropositives ont donc plus de lésions

cervicales à HPV, plus de lésions sévères, plus de lésions persistantes ou qui

s’aggravent et plus de récidives après traitement (Berrébi et al., 2008).

Un suivi particulier est donc nécessaire pour ces personnes séropositives au VIH et

on leur recommande un examen gynécologique complet annuel avec frottis

cervical et colposcopie (Rappillard, 2010).

3. 6. Coinfection à d’autres maladies sexuellement transmissibles

Une enquête cas-témoin a montré que chez des femmes HPV positives, la

présence d’anticorps contre les Chlamydiae était associée à un risque de cancer du

col de l’utérus deux fois plus important que chez les femmes n’ayant pas ces

anticorps (Smith et Munoz, 2002).

Une autre enquête a montré qu’une infection par un virus herpès simplex de type 2

était aussi un cofacteur de l’infection à HPV et augmentait le risque de cancer

cervical invasif. En effet, parmi les femmes HPV positives, le risque de développer

un cancer du col utérin est multiplié par trois chez les femmes porteuses du virus

herpès simplex de type 2 (Smith et Herrero, 2002).

3. 7. Prédisposition génétique

La prédisposition génétique pourrait être un cofacteur important, comme dans

la plupart des cancers mais, elle n’intervient probablement que dans une faible

proportion de cancers du col de l’utérus. Les gènes HLA ont été étudiés et il a été

démontré que certains gènes HLA auraient un effet protecteur alors que d’autres

seraient des facteurs de risque de malignité.

Des études portant sur les familles suggèrent également que le fait d’avoir une

mère ou une sœur atteinte d’un cancer du col de l’utérus augmente le risque (Denis

et al., 2008).
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3. 8. Nutrition

Actuellement, aucune étude sur ce sujet n’est réellement convaincante mais,

la consommation élevée de légumes, d’acide folique, de vitamine A et

d’antioxydants serait associée à un effet protecteur possible contre les néoplasies

cervicales (Garcia-Closas et al., 2005)

4. Lésions malpighiennes

4.1. Condylome cervical

Le  condylome du col utérin est dû à un papovirus à ADN, du groupe des

papillomes humains ; il est transmis par contact sexuel et par contamination. Sur le

plan microscopique ; les couches basales et parabasales restent habituellement

normales. Les autres assises cellulaires montrent des cellules ballonisées

(koïlocytose), à noyau hyperchromatique, généralement dépourvu de nucléole. Le

noyau est entouré d’un espace clair, autour duquel le cytoplasme, condensé,

contient parfois de la kératine. Les mitoses peuvent être nombreuses et les cellules

possèdent parfois deux ou plusieurs noyaux. Il n’y a pas d’inclusion virale dans le

condylome (Cabane et Bonenfant, 1980).

4. 2. Lésions précancéreuses du col

Diverses classifications histologiques des lésions précancéreuses du col ont

été proposées depuis cinquante ans. Initialement, quatre groupes lésionnels ont été

retenus : la dysplasie légère, modérée sévère et le carcinome in situ (Reagan et al.,

1953). Ultérieurement Richart (1973) a introduit le terme de néoplasie cervicale

intraépithéliale (CIN) réduisant ces lésions à trois grades de 1 à 3 en fonction de

leur sévérité. La dysplasie légère correspond à CIN 1 et la dysplasie modérée à la

CIN 2. La dysplasie sévère et le carcinome in situ ne constituent qu’une seule

entité, la CIN 3. La classification cytologique de Bethesda (1988) propose quant à

elle, deux groupes pathologiques : la lésion malpighiennne intraépithéliale de bas

grade (regroupant infection à HPV et CIN 1) et la lésion malpighiennne



Etude Bibliographique Chapitre I : Epidémiologie et diagnostic des lésions cervicales

15

intraépithéliale de haut grade, correspondant à la CIN 2 et à la CIN 3 (voir Annexe

2 et Annexe 3).

Les lésions dysplasiques se caractérisent par une désorganisation de

l'architecture de l'épithélium malpighien avec perte de la maturation et de la

stratification habituelle, des atypies cytonucléaires et des mitoses. La membrane

basale de l'épithélium est toujours respectée.

- CIN 1 ou dysplasie légère : modifications ne dépassant pas le 1/3 inférieur de

l'épithélium ;

- CIN 2 ou dysplasie modérée : modifications ne dépassant pas le 1/3 moyen de

l'épithélium ;

- CIN 3 ou dysplasie sévère : modifications atteignant toute la hauteur de

l'épithélium (Mourits et al., 1992).

4. 3. Carcinome microinvasif

L’étape ultérieure correspond à la microinvasion. Au sein de la lésion

intraépithéliale est apparu un clone cellulaire plus agressif qui vient rompre la

membrane basale séparant habituellement le revêtement épithélial du conjonctif.

Cette « early stromal invasion » est généralement mieux différenciée que la CIN 3

dont elle provient, ce qui permet son identification.

Selon la définition actuelle de la Fédération Internationale de Gynécologie

Obstétrique (FIGO) (voir Annexe 12 et Annexe13), le carcinome micro-invasif de

stade IA1 inclut les lésions de profondeur comprise entre 0 et 3 mm et dont la

largeur ne dépasse pas 7 mm. Le stade IA2 correspond à un envahissement de 3 à 5

mm de profondeur et limité à 7 mm de largeur. Ces éléments conditionnent le

risque de métastase ganglionnaire. En cas de profondeur inférieur ou égale à 3 mm,

le risque est inférieur à 1 %. Si la micro-invasion se situe entre 3 et 5 mm, le risque

est de 2 % (Ostor, 1995).
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4. 4. Carcinome épidermoïde infiltrant

Ils constituent la grande majorité des tumeurs malignes du col utérin (90 %).

Il est défini par la présence de massifs ou de travées confluentes et anastomosées,

disposés au sein d’un stroma fibreux ou inflammatoire. Les cellules tumorales

souvent  de taille moyenne, à cytoplasme assez abondant, ont des membranes

cytoplasmiques généralement bien visibles. Leur noyau est d’aspect variable à

contours réguliers ou irréguliers, monomorphe ou avec anisocariose. La

chromatine est dense (hyperchromatisme) ou répartie en amas irréguliers. Les

nucléoles sont proéminents et on peut trouver des foyers de nécrose (Stock et al.,

1994) (Yuan et al., 1998).

En fonction de la maturation de la cornée, et de la taille des cellules néoplasiques,

l’OMS propose trois principaux types de carcinomes épidermoïdes dont la

structure serait liée au pronostic. Par ordre de gravité croissante, on distingue :

4. 4. 1. Carcinome kératinisant avec globes cornés

Il comporte de nombreuses cellules parakératosiques au noyau relativement

gros et de formes bizarres (cellule fibre, têtard), granulations intracytoplasmiques,

noyau hyperchromatique ;

4. 4. 2. Carcinome non kératinisant à grandes cellules

C’est une forme très fréquente, identique à la précédente mais sans

maturation cornée. De nombreuses cellules tumorales sont présentes, elles sont de

taille très variée, les formes nucléaires sont souvent très anormales, le rapport

nucléole/noyau est très élevé et le cytoplasme peut être abondant et mal défini,

voire absent ;

4. 4. 3. Carcinome non kératinisant à petites cellules

L’étalement est caractérisé par des petites cellules avec un petit noyau à

chromatine épaissie, de formes anormales des noyaux (indentations, bombement)

pouvant être oblongs et fins. Pour les caractères nucléaires, la chromatine est

fragmentée en morceaux anguleux, tranchant avec une répartition plus ou moins
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régulière et une membrane nucléaire intacte, le rapport nucléo-cytoplasmique peut

être élevé (Abeler et al., 1994).

5. Lésions glandulaires

Les adénocarcinomes infiltrants du col, dont la fréquence est en

augmentation, représentent 10 % des cancers cervicales. L’infection à HPV est

singulièrement l’HPV 18 sont incriminés dans sa genèse (Riethdorf et al., 2000).

Ils s’observent volontiers chez la femme jeune et sont diagnostiqués en général

tardivement, au stade d’invasion. L’adénocarcinome in situ est considéré comme la

lésion précurseur.

5. 1. Adénocarcinome in situ

Le revêtement épithélial cylindrique endocervical et les glandes

endocervicales, normalement bordées par un épithélium cylindrique bien

différencié et mucosécrétant, deviennent limités par un épithélium pluristratifié,

constitué de cellules à noyau hyperchromatique avec des images de mitoses. Il

concerne généralement la zone de transformation et s’étend le long du canal

endocervical sur une longueur de1 à 1,5 cm pouvant atteindre jusqu’à 3 cm

(Shipman et Bristow, 2001).

5. 2. Adénocarcinome infiltrant

Dans l’adénocarcinome infiltrant, le caractère invasif de la prolifération

glandulaire se traduit par des modifications architecturales. Le tissu conjonctif

situé entre les glandes disparaît, elles deviennent juxtaposées et constituent des

massifs creusés de cavités glandulaires, réalisant des images dites cribriformes ou

polyadénoïdes (Hanselaar et al., 1997).

6. Tumeurs secondaires

Elles sont rares mais plus fréquentes que les adénocarcinomes primitifs. Les

unes proviennent de cancers éloignés, tels que ceux du sein, du rein ou de

l’estomac; elles posent des problèmes difficiles d’identification. Les autres
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correspondent à des propagations de voisinage, à partir de carcinomes

endométriaux, tubaires, ovariens ou recto-sigmoïdiens (Cabanne et Bonenfant,

1980).

7. Dépistage cytologique du cancer du col utérin

Le dépistage du cancer du col est, en théorie, un des plus efficaces puisqu’il

permet de détecter des lésions précancéreuses et d’éviter la survenue du cancer.

Une fois le processus de cancérisation enclenché, il permet de détecter des lésions

in situ, c’est-à-dire à un stade où 100% des malades peuvent être guéries (Thomas,

2001).

Le dépistage cytologique est basé sur la pratique régulière et systématique de

frottis cervico-vaginal tous les trois ans dès la période d’activité sexuelle et jusqu’à

65 ans. C’est un examen simple non douloureux ayant pour but de recueillir des

cellules au niveau de cul de sac vaginal postérieur, de l’exocol et de l’endocol pour

détecter des anomalies cellulaires à travers une observation microscopique des

étalements (Figure 5) (Decaussin-Petrucci, 2006).

Fig. 5: Technique de prélèvement d’un frottis cervico-vaginal
(Decaussin-Petrucci, 2006)



Etude Bibliographique Chapitre I : Epidémiologie et diagnostic des lésions cervicales

19

Les résultats des dépistages sont obtenus après coloration des frottis soit par :

- la méthode de Papanicolaou (voir annexes1 et 3), la plus ancienne datant de plus

de 50 ans en grande partie abandonnée mais encore utilisée. Elle comporte 4

classes :

• classe I : frottis propre

• classe II : frottis inflammatoire

• classe III : frottis suspect

• classe IV : présence de cellules carcinomateuses

- soit la méthode de Bethesda (voir annexes 2 et 3), datant de 1988, elle fait

intervenir la notion d’infection à papilloma virus humain (HPV) dans le

développement des cancers génitaux (Gandar, 1990). Elle identifie :

• Les lésions de bas grade incluant les CIN 1 ;

• Les lésions de haut grade incluant les CIN 2 et 3.

Le frottis dit en suspension liquide, consiste à prélever les cellules à la

surface du col et à les transférer dans un milieu liquide adéquat. Le procédé

consiste à rondomiser l’échantillon, à éliminer de ce liquide le mucus, le sang et les

globules blancs qui peuvent gêner l’interprétation. Les cellules sont ensuite

transférées sur une couche mince permettant ainsi une interprétation plus aisée des

anomalies cytologiques. Avec les techniques validées, il est démontré qu’on

améliore la qualité des échantillons mais aussi la performance diagnostique de la

détection cytologique des lésion dysplasique (Limay et al., 2003) (Hutchinson et

al., 1999).

8. Dépistage histologique

La biopsie est un prélèvement tissulaire cervical généralement prélevé lors

d’une colposcopie. L’examen microscopique permet le diagnostic des lésions

condylomateuses qui se manifestent par la présence de :

- Coïlocytes ;

- parakératose (cellules en voie de desquamation fortement kératinisées) ;

- papillomatose (épaississement de la muqueuse avec disposition en plis) ;

- et souvent une hypercanthose (bourgeonnement vers le stroma).
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La lésion dysplasique est caractérisée par la présence des troubles de maturation :

perturbation de la différenciation cellulaire, activité mitotique importante de la

muqueuse basale avec dysmaturité nucléocytoplasmique.

Les classifications de l’OMS en 1968 et de Richart en 1975 superposable et

applicable à la cytologie ont permis de subdiviser les dysplasies en histologie (voir

Annexe 4 et annex 5) .

9. La colposcopie

En 1925, Hinselmann introduisait la colposcopie afin d’explorer le col utérin

au  caractéristiques d’infection à HPV tel que les colpites virales révélées par :

- L’application de l’acide acétique à 3 % durant 20 à 45 secondes. La couche de

mucus cervicale s’estompe et le réactif révèle d’éventuel lésions : différences de

densité cellulaire, d’épaisseur et de kératinisation de la muqueuse et interruption de

l’épithélium. Pour bien observer le support vasculaire cellulaire l’usage d’un filtre

vert est utile.

- l’application de solution iodée de lugol (test de Shiller) permet de meilleur

définition des limites de la lésion et son degré de maturation, les tissu mature

riches en glycogène absorbent l’iode ; les lésions carcinomateuse sont « iodo

négatives ».

Des images encore plus évocatrices comme les condylomes ou encore les

transformations atypiques de grade I ou II, sont observées, considérés comme des

précurseurs des carcinomes invasifs (Singh, 1990).

10. Marqueurs biologiques

Deux marqueurs sont actuellement utilisés : l’Antigène Carcino-

Embryonnaire (ACE) et l’Antigène Squamous Cell Carcinoma (SCC). Ils doivent

être dosés avant tout geste thérapeutique. Outre leur valeur pronostique, ils servent

à apprécier la qualité du traitement.

- L’ACE : Te Velde et al. (1988) ont montré qu’un taux élevé supérieur à 5µg/L,

surtout à un stade précoce de la maladie, était de mauvais pronostic avec un taux

élevé de récidive après traitement initial.
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- Le SCC : un taux élevé de l’antigène SCC supérieur à 15 µg/L semble être de

mauvais pronostic (Villet, 1990).

11. Test HPV et le dépistage du cancer du col utérin

Le HPV ayant été identifié comme une cause nécessaire  du cancer du col

utérin, tester sa présence pourrait être un moyen de dépistage efficace de ce cancer

chez les femmes.  Les HPV sont des virus extrêmement résistants au froid et à la

dessiccation. Ils ne poussent pas en culture et par conséquent ne sont pas

détectables par la sérologie (Monsonégo, 1988).

Plusieurs méthodes de détection sont utilisées à savoir ; la microscopie

électronique, le test à l’immunopéroxydase et les techniques de biologie

moléculaires.

11. 1. Microscopie électronique (ME)

Cette méthode est laborieuse en routine est le nombre de particules HPV

repéré est faible. Elles sont plus souvent repérées dans les lésions productives

(Koïlocytes, cellules dyskératosiques) (Monsonégo, 1988).

11. 2. Test à l’immunopéroxydase (TIP)

C’est un test immunohistochimique mettant en évidence les protéines de la

capside virale. Ces deux méthodes (ME, TIP) reconnaissent les virus dans les

lésions bien différenciées et donc peu dysplasiques. En effet, à ce stade le virus se

multiplie dans les cellules qu’il réinfecte et se trouve ainsi à l’état libre. Au stade

de dysplasie avancée, le virus intègre progressivement le génome cellulaire ; il

induit ainsi des modification des protéines de la cellule, avec comme conséquence

un manque de maturation et de différenciation du tissu. C’est pourquoi dans les

lésions indifférenciées, la détection du virus par TIP est souvent négatif

(Monsonégo, 1988).

11. 3. Techniques de biologie moléculaire

Reposent sur la mise en évidence de l’ADN viral dans les cellules infectées.

On distingue les techniques de détection de l’ADN viral sans amplification
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(techniques d’hybridation moléculaire) et après amplification par PCR (techniques

d’amplification) (Lopes, 2005).

11. 3. 1. Techniques d’hybridation moléculaire

Plusieurs techniques sont disponibles : le southern blot est une technique très

longue (plusieurs jours), lourde et onéreuse, qui manque de sensibilité et ne peut

être appliquée au dépistage de masse. Le dot-blot est une méthode qui présente

l’intérêt d’être plus sensible, plus simple et plus rapide que le southern-blot mais,

elle manque de spécificité (faux positifs) (Lopes, 2005).

A - L’hybridation in situ (HIS)

Elle est réalisée sur frottis cellulaires et/ou coupes tissulaires. Elle permet de

préserver la morphologie du prélèvement et de localiser spécifiquement les cellules

infectées, donc d’établir des corrélations avec l’histopathologie (Lopes, 2005).

B - L’hybridation en phase liquide

Cette technique d’hybridation moléculaire non radioactive, commercialisée

par Digene Diagnostics sous le nom de Hybrid CaptureTM a été agréée comme

méthode de détection des HPV par l’Agence Française de Sécurité Sanitaire des

Produits de Santé (AFSSAPS) (Pascal, 2003).

A partir d’un brossage cervico-vaginal, la détection de l’ADN viral se fait par

hybridation avec des sondes ARN. La capture des hybrides est réalisée avec un

anticorps spécifique des hybrides et ces couples ADN/ARN sont ensuite révélés

par une technique immunoenzymatique utilisant un substrat qui permet une

amplification du signal par un mécanisme de chimio-luminescence.

Il existe deux mélanges de sondes : sondes d’ARN spécifiques de 13 types d’HPV

à haut risque oncogène (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68) et de 5

types HPV à bas risque oncogène (6, 11, 42, 43, 44) (Lopes, 2005) (Figure 6).
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C’est une méthode simple, rapide (environ 4 heures), reproductible, très

sensible et applicable en routine à de grandes séries. Elle permet aussi une analyse

semi-quantitative de la charge virale mais elle ne permet pas de génotyper

spécifiquement l’HPV isolé à partir des cellules infectées (Lopes, 2005).

11. 3. 2. Les techniques d’amplification

A - PCR

A l’heure actuelle, la technique d’amplification en chaîne de séquences

d’ADN par la polymérase (polymerase chain reaction ou PCR) est la méthode la

plus sensible (elle nécessite 10 à 100 copies d’ADN dans le prélèvement pour être

positive) pour mettre en évidence l’HPV au niveau des prélèvements génitaux.

Cette réaction est le plus souvent réalisée à l’aide d’amorces dites consensus ; elles

sont choisies au sein des régions communes et très conservées des génomes d’HPV

et permettent l’amplification de la grande majorité des génotypes anogénitaux. Les

amorces consensus les plus couramment citées dans la littérature sont les couples

MY09/MY11 et GP5+/GP6+, tous les deux localisés dans la région L1.

L’identification du génotype précis d’HPV s’effectue dans un second temps à

partir du produit de PCR; différentes stratégies peuvent être suivies : l’hybridation

Fig. 6 : Les étapes du test Hybride Capture TM  (Pascal, 2003)
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à l’aide de sondes spécifiques, les analyses de profil de restriction et le séquençage

direct du produit de PCR. Pour augmenter la sensibilité de la PCR, on peut utiliser

2 couples d’amorces et réaliser 2 PCR successives (PCR nichée ou nested-PCR).

A côté de ces techniques « maison », une trousse PCR (marquée CE-IVD)

vient récemment d’être commercialisée par Roche diagnostics sur le principe de la

détection globale des 13 génotypes HPV à haut risque avec absence de génotypage

précis. La PCR reste une technique délicate, exposée aux risques de contamination

(Lopes, 2005).

B - PCR in situ

Au même titre que l’hybridation in situ, cette technique permet d’associer la

très grande sensibilité de la PCR et la localisation tissulaire des acides nucléiques.

Cette technique qui permet de génotyper des HPV sur des coupes fixées en

paraffine, s’avère souvent très délicate, difficile dans sa réalisation et sa

reproductibilité avec un risque de faux positifs lié à un bruit de fond trop élevé

(Lopes, 2005).

C - PCR quantitative

Le développement de PCR quantitatives notamment celles basées sur la

technologie récente en temps réel permet de mesurer la charge virale du virus au

sein d’un échantillon. L’apport de ce paramètre quantitatif en tant que facteur

pronostic d’évolutivité de la lésion cervicale reste encore néanmoins à évaluer.

12. Immunomarquage moléculaire : P16

La P16 est une protéine de prolifération qui est normalement exprimée au

cours de la division cellulaire. Elle fait partie d’un ensemble de protéines chargées

de réguler le cycle, et intervient pour ralentir la préparation de la phase G1/S de

synthèse des brins complémentaires d’ADN, qui prélude à la mitose. Sa propre

synthèse est commandée par un gène situé sur le bras court du chromosome 9. Au

cours de plusieurs cancers (leucémies, vessies, voies aérodigestives supérieures,

poumon …), la fonction de la protéine P16 est perdue, par mutation ponctuelle,
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délétion ou méthylation de l’ADN. Dans les lésions de haut grade induites par une

infection persistante par un type oncogène d’HPV et les cancers du col utérin

s’observe au contraire une accumulation importante de P16, à la fois nucléaire et

cytoplasmique (Monsonego, 2007).

13. Traitement des lésions génitales

Les taux de survie donnent une indication directe de la gravité de la maladie

et de l'impact du traitement du cancer. Dans le cancer du col utérin, les taux de

survie à 5 ans sont généralement élevés.

Le traitement d’une lésion cervicale est engagé par la gynécologue dès le résultat

de l’examen cytologique confirmé par la biopsie dirigée par la colposcopie.

Les lésions génitales sans dysplasie seront traitées par un agent chimique (acide

trichloroacétique à 85 %), Thermocoagulation ou au laser. Lors d’un HPV à haut

risque associé à ces lésions, un suivie attentif est nécessaire.

Le traitement du cancer cervical dépend du stade d'évolution de la maladie,

de la taille de la tumeur ainsi que de l'âge de la patiente, de son état de santé

général et de son désir de conserver sa fertilité. La forme la plus précoce du cancer

du col utérin est le carcinome in situ (stade 0), un cancer non envahissant qui peut

être traité à l'aide de diverses techniques, telles que l'excision électrochirurgicale à

l'anse, la conisation (prélèvement sur le col utérin, d'un fragment endocervical de

forme conique), la cryothérapie, le traitement au laser ou l'hystérectomie.

Au stade avancé, le cancer a essaimé d'autres parties de l'organisme et relève

généralement d'une radiothérapie, d'une chimiothérapie, ou des deux modalités

thérapeutiques (Haouam, 2003).

13. 1. Cancer du col au stade 0

Avec un traitement approprié, le taux de guérison du carcinome cervical in

situ, CIN II ou CIN III devrait approcher les 100 %. Une maladie envahissante non

dépistée, traitée par une thérapie ablative inadéquate, est la cause d’échec la plus

courante.
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Les méthodes de traitement des lésions malpighiennes exocervicales incluent

la cryothérapie, l’excision électrochirurgicale à l’anse diathermique, le traitement

au laser, la conisation ou l’excision.

Lorsque le processus néoplasique s’étend jusqu’à la marge du cône endocervical, il

faut exclure toute possibilité de cancer envahissant.

Pour l’adénocarcinome in situ (ACIS) du col, le traitement repose sur :

- la conisation (si les marges du cône étaient précédemment négatives);

- l’hystérectomie abdominale ou vaginale;

- si les marges du cône sont positives, une évaluation s’impose afin d’exclure tout

adénocarcinome envahissant.

13. 2. Cancer envahissant du col

Différents traitements sont proposés en rapport avec le stade de la tumeur :

13. 2. 1. Stade IA et stade IA1

- Conisation : Si la profondeur de l’envahissement est inférieure à 3mm, si aucune

atteinte du système vasculaire ou lymphatique n’est observée et si la patiente désire

de préserver sa fertilité.

- Hystérectomie totale : Si la profondeur de l’envahissement, attestée par

conisation, est inférieure à 3mm, si les marges sont nettes et s’il n’y a pas d’atteinte

des voies vasculaires ou lymphatiques, la fréquence de l’infiltration ganglionnaire

est suffisamment faible pour que la lymphadénectomie ne soit pas nécessaire.

L’ovariectomie est facultative et doit être reportée à une date ultérieure chez les

femmes plus jeunes.

- Curiethérapie endocavitaire : Au stade IA1 et lorsque l’on observe aucun

envahissement capillaire ou lymphatique, la fréquence de l’infiltration

ganglionnaire est suffisamment faible pour rendre superflu l’emploi d’un faisceau

externe. En cas d’atteinte de l’espace vasculaire, il faut traiter comme un stade

IA2.



Etude Bibliographique Chapitre I : Epidémiologie et diagnostic des lésions cervicales

27

13. 2. 2. Stades IA2, IB et IIA

- Hystérectomie radicale avec lymphadénectomie pelvienne : envisagée dans les

cas où la profondeur de l’envahissement tumoral est incertaine en raison d’une

tumeur envahissante située au niveau de la marge de résection du cône chirurgical.

- Curiethérapie intracavitaire et radiothérapie externe.

- Trachélectomie et paramétrectomie radicale avec lymphadénectomie pelvienne :

pour les patientes désireuses de préserver leur fertilité et qui présentent une lésion

de petite taille, il s’agit d’une nouvelle option thérapeutique à envisager. Les

résultats à long terme de cette intervention ne sont pas encore connus.

En cas d’adénocarcinome envahissant, les options de traitement sont les

mêmes que celles susmentionnées.

13. 2. 3. Stade IIB

D’ordinaire, les cancers du col au stade II sont traités par radiothérapie.

13. 2. 4. Stade III

Le traitement de choix est la radiothérapie externe parallèlement à une

curiethérapie endocavitaire. Les patientes présentant une atteinte unilatérale de la

paroi pelvienne ont un meilleur pronostic que celles dont l’atteinte est bilatérale ou

dont le tiers inférieur du vagin est atteint.

13. 2. 5. Stade IV

Le traitement de choix est la radiothérapie. En présence d’une fistule

rectovaginale ou vésicovaginale, ou d’une absence de réponse à la radiothérapie, et

s’il n’y a aucune atteinte régionale ou à distance, une exentération pelvienne peut

être envisagée.

Aucun traitement chimiothérapeutique standard du cancer du col de stade IV

n’a un effet palliatif appréciable. La thérapie par irradiation hyperfractionnée peut

être utilisée en cas de lésion centrale, ainsi que la chimiothérapie et l’exentération

pelvienne (Drouin et al., 1999).
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13. 3. Cancer du col récidivant

Il n’existe aucun traitement standard pour les récidives régionales ou à

distance du cancer du col. Certaines patientes peuvent être des candidates

appropriées aux essais cliniques testant des combinaisons de médicaments ou de

nouveaux agents anticancéreux. Dans le cas d’une récidive centrale localisée,

l’exentération pelvienne peut permettre une survie à cinq ans de 50 à 60% chez

certaines patientes.

Pour les récidives dans le bassin seulement, lorsque la patiente a subi un traitement

primaire par chirurgie, la radiothérapie seule ou combinée à la chimiothérapie peut

guérir 40 à 50% des patientes (Drouin et al., 1999).

14. Suivi

Chez les patientes atteintes d’un cancer envahissant du col dont le traitement

par chirurgie ou radiothérapie est terminé, une récidive peut survenir. Le cas

échéant, la récidive se produit dans 80% des cas durant les premières années du

suivi et, dans 98% des cas, au cours des cinq premières années. Lors de chaque

visite, il faut effectuer un examen gynécologique, une palpation des ganglions

lymphatiques (supraclaviculaires et inguinaux) et un examen cytologique.

Pour la fréquence du suivi, il est conseillé de le faire:

- une fois tous les trois mois durant la première année ;

- une fois tous les quatre mois durant la deuxième année ;

- une fois tous les six mois entre la troisième et la cinquième année ;

- une fois par ans entre la sixième et la dixième année de suivi, puis selon les

besoins.

Pendant les cinq premières années, le suivi de la patiente doit être assuré par

un centre de soins tertiaire spécialisé dans le traitement du cancer (Drouin et al.,

1999).
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1. Infections virales à HPV

Human papillomavirus (HPV) représente l’une des maladies sexuellement

transmissibles les plus fréquentes. La fréquence des infestations virales à HPV a

augmenté ces dernières années. Elle est actuellement estimée à environ 6 % dans la

population générale. La prévalence est actuellement deux fois supérieure à celle de

l’herpès génital. Les HPV affectent 1 à 2 % de la population aux États-Unis, mais

10 à 15 % de la population présenterait une infection latente (Laurent, 1996)

(Frisch et al., 1997).

Il est bien démontré que le HPV joue un rôle primordial dans le

développement des lésions intra-épithéliales et des cancers génitaux chez la

femme, du cancer anal et probablement pénien. Ce virus a un tropisme particulier

pour l’épithélium épidermoïde en général. Cette caractéristique explique sans

doute son implication dans d’autres cancers, comme les carcinomes épidermoïdes

de la sphère ORL et de l’œsophage (Bosch et al., 1995).

Des données épidémiologiques ont démontré le rôle des HPV dans la genèse

de ces lésions. En effet, des HPV ont été retrouvés dans 93 % des cancers du col.

Chez une femme porteuse de HPV surtout oncogène, le risque de cancer est

augmenté 130 fois. Ce risque est multiplié par 10 à 30 pour le cancer anal (Mork et

al., 2001).

Les HPV sont des virus d’ADN circulaire qui infectent les cellules

épithéliales et provoquent des lésions tumorales. L’infestation virale se produit au

niveau d’une excoriation ou d’une ulcération et se traduit par la présence d’ADN

épisomal dans les assises basales. La réplication virale se fait au niveau du noyau

et se produit dans les assises plus superficielles en même temps que la

différenciation de l’épithélium. Dans les néoplasies intra-épithéliales de haut grade

et les carcinomes infiltrants, le génome de certains types de HPV s’intègre à

l’ADN chromosomique (Sobhani et al., 2001).
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2. Famille des papillomavirus

Les papillomavirus ont été mis en évidence par des techniques moléculaires

au milieu des années 1970 et il été déjà proposé que la diversité des lésions

observées puisse être liée à la diversité génétique de ces virus (Zur Hausen, 1977).

Les papillomavirus appartiennent à la grande famille des papillomaviridae dont

118 génotypes ont été totalement caractérisés et séquencés en 2004 (De Villiers et

al., 2004). Les papillomavirus sont des virus ubiquitaires très anciens et très

stables, qui ont évolué avec leurs hôtes respectifs. Beaucoup d’espèces animales

abritent des papillomavirus telles que les bovins, les caprins les équins, les

rongeurs, les oiseaux, les reptiles et l’homme. C’est chez ce dernier que la plupart

des génotypes ont été identifiés et nous comptons 96 HPV et 22 papillomavirus

animaux. Il n’a pas été rapporté de contamination croisée entre espèces animales,

ce qui suggère que chaque papillomavirus est spécifique de son hôte (Stanley et al.,

2006).

3. Classification des papillomavirus

La classification actuelle repose sur des identités de séquence codant la

protéine majeure de capside L1, la protéine la plus conservée. Nous distinguons

seize genres qui possède moins de 60 % d’identité et sont désignés par une lettre

grecque (alpha à pi). Ces genres se subdivisent en espèces qui présentent 60 à 70 %

d’identité sur L1 et sont numérotés à l’aide d’un chiffre arabe. Au sein des espèces,

nous retrouvons les « types classiques » de papillomavirus qui partagent entre 71 et

89 % d’identité de séquence sur L1 (De Villiers et al., 2004).

Cette classification coïncide parfois avec les propriétés biologiques des

virus. Néanmoins, il est classique de distinguer les HPV cutanés des HPV

muqueux en fonction de leur site d’infection préférentiel et les HPV à haut risque

des HPV à bas risque en fonction de leur potentiel oncogénique. Ainsi certains

virus sont responsables de lésions bénignes telles que les verrues plantaires ou

palmaires (HPV 1, HPV 2), ou encore des condylomes génitaux (HPV 6, HPV 11).
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D’autres sont à l’origine de lésions précancéreuses et cancéreuses au niveau

de la peau (HPV 5, HPV 8 associés à une génodermose rare, l’épidermodysplasie

verruciforme) ou des muqueuses (principalement HPV 16 et HPV 18). On estime

que 80 à 90 % des condylomes génitaux externes sont associés aux HPV 6 et HPV

11 et plus de 70 % des cancers du col utérin sont associés aux HPV 16 et HPV 18

(Tableau I) (Monsonego, 2007).

Tableau 1 : Manifestations cliniques des principaux types d’HPV muqueux
(Monsonego, 2007)

HPV

muqueux

Types

principaux

Autres

types
Expression clinique

HPV à bas

risque
6, 11 42, 43, 44, 55

Condylomes externes génitaux

Papillomatose laryngée

Tumeurs de Buschke-

Löwenstein

HPV à haut

risque
16, 18

31, 33, 35,

39, 45 , 51,

52, 56, 58,

59, 66, 68

Cancer du col utérin et lésions

précurseurs

Carcinomes du : pénis, vulve,

vagin, anus

Condylomes plans

Maladie de Bowen

4. Organisation structurale et génomique

Les papillomavirus sont des virus nus donc très résistant aux conditions

environnantes. En particulier, ils sont peu sensibles à la chaleur ou encore au

chlore utilisé dans les piscines. Ce sont des petits virus de 52 à 55 nm de diamètre

dont la capside est composée de 72 capsomères qui s’organisent en une symétrie

icosaédrique (figure 7) (Stanley et al., 2006). Le génome des HPV est constitué

d’un ADN circulaire double brin d’environ 7 900 paires de base. L’ensemble des

gènes est transcrit à partir d’un seul brin. Il existe environ 79 types différents de
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HPV, d’après la classification établie en fonction des homologies de séquences

(Sobhani, 2000).

L’analyse de la séquence de chacun des nombreux HPV étudiés révèle une

organisation génétique similaire, constituée de 8 à 10 phases ouvertes de lecture

(POL) codant pour des protéines de type précoce E (Early) ou tardif L (Late) ainsi

que d’une région non codante (RNC), appelée également longue région de contrôle

(LCR) (Sobhani, 2000).

Dans les lésions contenant des HPV oncogènes de type 16 et 18, les protéines des

gènes E6 et E7 fixent les protéines cellulaires p53 et pRb (rétinoblastome) dont la

conséquence est la dérégulation du cycle cellulaire et la transformation tumorale

(figure 8) (Orth et al., 1997).

Les principales propriétés biologiques des protéines codées par les différentes POL

sont résumées dans le tableau II.

Fig. 7 : Modèle de la capside virale du papillomavirus

(Stanley et al., 2006)
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Tableau 2 : Propriétés biologiques des protéines des HPV à haut risque et à bas
risque (Monsonego, 2007)

Protéine HPV à bas risque HPV à haut risque
E1 Activation de la réplication de l’ADN viral
E2 Localisation nucléaire :

- activation de la réplication de l’ADN viral en synergie avec E1
- répression de la transcription de E6 et E7

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

E4 Maturation des virions

E5 Stimulation de la prolifération cellulaire :
- recyclage des récepteurs à l’EGF et au
PDGF
- inhibition de l’expression membranaire du
CMH de classe I

E6 Liaison à p53 : répression de son activité transcriptionnelle

Protéine oncogène, favorise la dégradation
de p53 par le protéasome

E7 Liaison à p130 : favorise l’entrée en cycle des cellules

Protéine oncogène, favorise la dégradation
de la protéine de susceptibilité au
rétinoblastome p105Rb

L1 Protéine majeure de capside
Auto-assemblage si produite in vitro

L2 Protéine mineure de capside

Fig. 8 : Organisation du génome du HPV 16 (Orth et al., 1997).
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5. Cycle de multiplication virale

Après transmission par contact sexuel, les HPV vont infecter les cellules

souches de l’épithélium malpighien. Les cellules cibles pourraient être atteintes

directement par le virus au niveau de la zone de jonction entre l’épithélium

malpighien de l’exocol et l’épithélium glandulaire de l’endocol. Il est également

proposé que le virus accède à ces cellules cibles via des microlésions présentes au

niveau du col   utérin (Monsonego, 2007).

La figure 9 montre que l’infection des cellules souches épithéliales par les

HPV peut se faire directement au niveau de la zone de jonction (A1) ou grâce à

une microlésion présente au niveau de l’exocol (A2).

Les virions ciblent les cellules souches qui possèdent un (des) récepteur (s)

ad hoc. (B) le génome virale est répliqué sous forme épisomale dans le noyau des

cellules épithéliales. Au fur et mesure de la différenciation, les protéines tardives

des HPV sont produites et permettent l’assemblage des virions. Ceux-ci sont

libérés de façon concomitante à la desquamation des cellules épithéliales.

(C) L’intégration de l’ADN virale (trait dans les noyaux) est une caractéristique

des HPV à haut risque. Elle conduit à une expression accrue de E6 et E 7,

CBA
2

A
1

Fig. 9 : Cycle de multiplication des HPV (Monsonego, 2007)
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oncoprotéines virales responsable de la perte de point de contrôle du cycle

cellulaire et c’est l’action combinée de E6 et E7 qui est responsable de

l’immortalisation puit de la transformation de la cellule infectée par un HPV à haut

risque (Monsonego, 2007).

5. 1. Entrée cellulaire

Les mécanismes d’entrée des papillomavirus humains sont encore loin

d’être parfaitement bien élucidés. C’est grâce à l’utilisation de pseudo-particules

virales que les interactions virus-cellule sont mieux appréhendées. Les récepteurs

utilisés seraient spécifiques des types d’HPV. Des héparanes sulfates favoriseraient

la fixation des virus sur la membrane cellulaire (Giroglou et al., 2001) et une

intégrine serait nécessaire à l’entrée des papillomavirus. À titre d’exemple, l’HPV

6 semble utiliser l’intégrine α6β1 ou α6β4 mais pas l’HPV 11 ou l’HPV 33.

Très récemment, il a été rapporté que la laminine 5, une protéine de la lame basale

et ligand des intégrines serait capable de piéger des virions HPV 11 ou des VLP

HPV 11 et faciliterait leur interaction avec des cellules épithéliales exprimant

l’intégrine alpha-6 (Culp, 2006). Ensuite l’internalisation des virus se fait par

endocytose grâce à des systèmes dépendant des clatrines pour les HPV 16 ou 58 ou

par des systèmes dépendant des cavéoles pour l’HPV 31 (Bousarghin et al., 2003).

Les virions sont ensuite transportés vers le noyau via le réseau protéique du

cytosquelette (microtubules et/ou microfilaments d’actine). La décapsidation se fait

juste avant l’entrée de l’ADN viral dans le noyau où la réplication peut débutée

(Monsonego, 2007).

5. 2. Réplication de l’ADN viral

La multiplication limitée du génome viral dans les cellules souches est sous

le contrôle des protéines précoces E1 et E2. Ceci  permet d’obtenir de 50 à 100

copies d’ADN viral par cellule et constitue la phase d’établissement. Cette étape du

cycle de multiplication est dite non productive car il n’y a pas de production de

virions. Cette phase prend place au cours de la phase S du cycle cellulaire.
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Vient ensuite une phase de maintenance des génomes viraux qui correspond

au maintien d’un nombre constant de génomes d’HPV au fur et à mesure des

divisions cellulaires. Elle est observée dans les couches basales et suprabasales de

l’épithélium. Les génomes d’HPV nouvellement synthétisés se répartissent,

comme l’ADN cellulaire, dans chaque cellule fille. La protéine E2 joue un rôle

essentiel dans la ségrégation des génomes viraux au cours de la division cellulaire

(Lehman et Botchan, 1998).

Au fur et à mesure que les cellules épithéliales se différencient, une phase

d’amplification de l’ADN viral par un mécanisme de réplication de type « en

cercle roulant » pourrait intervenir (Flores et Lambert, 1997).

De façon concomitante, la transcription des gènes tardifs est activée

vraisemblablement par des facteurs cellulaires impliqués dans la différenciation

épithéliale. L’expression des protéines L1 et L2 dans les couches les plus

superficielles de l’épithélium permet alors l’encapsidation du génome et la

production de nouveaux virions infectieux. Ces virions sont enfin libérés dans le

milieu extérieur avec les cellules desquamantes. La muqueuse est alors très

infectante et le risque de transmission des HPV est très important (Monsonego,

2007).

Le cycle viral est étroitement dépendant du cycle cellulaire. Pour maintenir

les cellules en cycle, les protéines E7 et E6 sont exprimés à un faible taux. La

protéine E7 des HPV à bas risque et à haut risque induit la dégradation de p130,

une protéine régulatrice du cycle cellulaire, nécessaire au maintien des cellules en

phase de quiescence (Zhang et al., 2006). Par ailleurs, la protéine E6 des HPV à

bas risque et à haut risque se lie à p53 et inhibe son activité transcriptionnelle, ce

qui limite sa capacité à stopper le cycle en G1 ou en G2/M (Thomas et Chiang,

2005).
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5. 3. Clairance et latence de l’infection

La plus part des infections sont contrôlées par des mécanismes qui ne sont

pas encore parfaitement élucidés. Ainsi on estime, que la clairance virale est

réalisée en huit à seize mois, et cette durée pourrait être différente en fonction des

génotypes considérés (Franco et al., 1999). La clairance des HPV à bas risque est

de l’ordre de trois à six mois alors que celle des HPV à haut risque est de douze à

seize mois. La mise en place d’une réponse immunitaire joue un rôle important

dans la clairance virale et limiterait par ailleurs les réinfections ultérieures par les

mêmes génotypes (Monsonego, 2007).

Dans certains cas, l’infection virale peut être latente et une protéine issue de

la traduction d’un petit transcrit de fusion E8 et E2 pourrait être responsable de ce

phénomène en limitant très fortement la réplication de l’ADN viral (Stubenrauch et

al., 2000). Si ce type d’infection est asymptomatique, elle peut être réactivée au

cours d’une période d’immunosuppression par exemple, conduire à une reprise de

la réplication/production virale et finalement à l’apparition de lésion du col

utérin (Monsonego, 2007).

Fig. 10 : Persistance, clairance et progression des infections à HPV à haut
risque (Clavel et al., 2008)
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6. Intégration des papillomavirus et carcinogenèse

L’intégration du génome des HPV dans celui de la cellule hôte est

événement propre aux HPV à haut risque. C’est aussi un événement « terminal »

dans le cycle de ces virus, car une fois leur génome intégré, la multiplication virale

ne peut plus avoir lieu.

L’intégration nécessite tout d’abord la linéarisation du génome viral qui

s’opère le plus souvent au niveau des phases ouvertes de lecture E1 et E2. Il

s’ensuit des anomalies d’expression de la protéine E2 (absence d’expression,

protéine tronquée, protéine inactive) qui n’inhibe plus l’expression des

oncoprotéines virales E7 et E6. c’est l’expression continue et concomitante de E7

et E6 qui est à l’origine de l’immortalisation et de la transformation des cellules

infectées (figure 11) (Aubin et al., 2003).

La protéine E7 est composée de 98 acides aminés et de nombreuses études

ont montré qu’elle se liait avec une forte affinité aux protéines suppresseurs de

tumeur de la famille pRb, et en particulier à p105Rb hypophosphorylée. Cette

liaison favorise la dissociation des complexes p105Rb -E2F, conduisant à la

libération des facteurs de transcription E2F, ce qui favorise l’entrée de la cellule en

phase S. plus récemment il a été observé que E7 induisait la dégradation de

p105Rb par le protéasome et que cette dégradation été nécessaire à

l’immortalisation des cellules et à l’induction d’anomalies lors de la mitose (Aubin

et al., 2003).

La protéine E6, en coopération avec E7, joue aussi un rôle important dans

l’immortalisation et la transformation des cellules. E6 a la propriété d’interagir

avec de nombreuses protéines cellulaires et la première identifiée fut la protéine

suppresseur de tumeur p53. Cette protéine qui est mutée dans plus de 50 % des

cancers humains est sauvage dans les cancers du col utérin. La demi-vie de p53 est

considérablement réduite dans les cellules infectées par les HPV à haut risque. En

effet E6 favorise la dégradation de p53 en association avec l’ubiquitine ligase
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E6AP (E6 associated protein). E6AP assure l’étiquetage de p53 par des molécules

d’ubiquitine qui constituent un signal de dégradation par le protéasome 26S.

Par ailleurs E6 est capable de séquestrer p53 dans le cytoplasme sans la dégrader

mais en bloquant son activité de facteur de transcription essentiel dans la

régulation du cycle cellulaire. En fin, une part importante de l’activité

immortalisante de E6 passe par le ciblage d’autres protéines cellulaires.

En particulier, E6 active la transcription du gène Htert qui code la sous-unité

catalytique limitante de la télomérase favorisant son activité et donc le maintien

des télomères au cours des divisions successives (Gewin et Galloway, 2001).

E6 interagit aussi avec de nombreuses autres protéines à domaine PDZ

impliquées dans la régulation du cycle cellulaire ou dans l’adhérence. Ainsi,

l’action combinée des oncoprotéines virales E6 et E7 conduit à une prolifération

cellulaire qui n’est plus contrôlée et s’accompagne d’une accumulation

d’anomalies génétiques qui peut conduire à l’immortalisation puis à la

transformation de la cellule.

Le rôle de E6 et E7 dans la carcinogenèse induit par les HPV à haut risque

est aujourd’hui bien établi. Néanmoins, d’autres mécanismes entrent en jeu. En

effet, l’ADN viral s’intègre dans le génome cellulaire et ceci de façon aléatoire. La

mutagenèse insertionnelle est très rare. Toutefois, une intégration à proximité ou

dans un oncogène ou anti-oncogène cellulaire a déjà été décrite et peut contribuer

au processus d’immortalisation (Reuter et al., 1998).
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7. Réponses immunitaire anti-HPV

La particularité des HPV est d’avoir pour cible les kératinocytes basaux des

épithéliums malpighiens kératinisés ou non. Après une brèche dans l’épithélium la

pénétration des HPV dans les kératinocytes se fait grâce à des récepteurs qui leur

sont propres, bien identifiés pour certains HPV (comme l’intégrine alpha-6 pour

HPV 6), moins bien identifiés pour d’autres (glycosaminoglycanes, syndécane-1,

héparanes sulfates pour HPV 16).

G1

S

G2

M

E7 pRb

E7

E2F

E2F pRb

p53 E6

E6 p53

Fig 11: Mécanismes moléculaires de la carcinogenèse induite par

les HPV à haut risque (Aubin et al., 2003).
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Les antigènes viraux, après leur pénétration dans le kératinocyte, peuvent alors être

présentés à la surface ce ces cellules sous forme de peptides de petite taille (8 à 11

acides aminés) en association avec les molécules HLA de classe I ou de peptides

de plus grande taille (13 à 25 acides aminés) en association avec les molécules

HLA de classe II présentes sur les kératinocytes infectés (Monsonego, 2007).

La stimulation du système immunitaire lymphocytaire T, initialement naîf

vis-à-vis des HPV, passe obligatoirement par une présentation de l’antigène aux

lymphocytes T, par des cellules présentatrices professionnelles de l’antigène de la

lignée des cellules dendritiques (CD) incluant les cellules de Langerhans présentes

dans les épithéliums malpighiens. Les cellules de Langerhans ont la propriété de

pouvoir fixer les particules virales entières grâce aux récepteurs aux HPV qu’elles

présentent à leur surface (Frazer et al., 1999).

Elles ont aussi la propriété d’internaliser des particules virales comme cela a été

montré in vitro pour les cellules dendritiques en présence de particules virales

vides (Da Silva et al., 2001).

Les cellules de Langerhans ont ensuite la capacité de pouvoir migrer vers les

organes lymphoïdes drainant les sites concernés et transporte alors soit des

particules virales entières soit des corps apoptotiques de kératinocytes. Les cellules

de Langerhans après avoir capter l’antigène, subissent des transformations et

l’expression de CCR7 à leur surface leur permet de migrer sous l’attraction de la

chimiokine MIP-3 bêta (Charbonnier et al., 1999), une fois dans ces organes

lymphoïdes, les cellules de Langerhans elle-même ou bien via d’autres cellules

dendritiques présentent ces antigènes à la fois aux lymphocytes T CD4+ et TCD8+

(figure 12) (Monsonego, 2007).

Les lymphocytes T ainsi stimulés, acquièrent la propriété à leur tour, via un jeu de

synthèse de chimiokines et d’expression de molécule de surface, de migrer grâce à

la circulation sanguine cette fois, vers les épithéliums infectés et d’aller au contact

des kératinocytes infectés.
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Le rôle de lymphocyte T dans l’élimination des kératinocytes infectés,

même s’il n’a pas encore été démontré de façon formelle, est de détruire ces

kératinocytes, soit par cytotoxicité directe, soit par l’interaction de la molécule Fas-

L présente sur les lymphocyte T et de la molécule Fas présente sur les

kératinocytes infectés ou tumoraux. Soit encore grâce à la synthèse par les

lymphocytes T de cytokines comme le TNF-α.

La reconnaissance des kératinocytes infectés par les lymphocytes T activés est

favorisée par la synthèse d’IFN-γ qui permet d’augmenter l’expression de

molécules HLA de classe I et II à la surface des kératinocytes (Monsonego, 2007).
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Fig. 12 : Réponses immunitaires à HPV (Monsonego, 2007)
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8. HPV et la vaccination

L’origine virale du cancer du col de l’utérus ouvre la possibilité d’envisager

une vaccination soit pour prévenir l’infection (vaccin prophylactique), soit pour

l’immunothérapie si l’infection a déjà eu lieu (vaccin immunothérapeutique).

Le principe de la vaccination thérapeutique, qui est une forme d'immunothérapie,

est d'induire une réponse immunitaire contre un constituant spécifique des cellules

tumorales ciblées (antigène tumoral), réponse qui se traduit en particulier par la

production de "cellules tueuses" capables de détruire très spécifiquement la

tumeur.

Les vaccins à HPV prophylactiques actuels sont fondés sur les VLP (Virus-Like

particles). Il s’agit de la production d’une capside entière dépourvue d’ADN et

composée de l’assemblage de la protéine majeure L1 de l’enveloppe virale des

HPV à risque. En microscopie électronique ces VLP ne peuvent se distinguer des

virus eux-mêmes. Ce vaccin est indiqué pour la prévention des dysplasies

cervicales de haut grade (CIN 2/3), du cancer du col utérin, de lésions dysplasiques

vulvaires de haut grade (VIN 2/3), mais aussi de lésions génitales externes

(condylomes acuminés) liées à un HPV de type 6 et 11(Ministère de la santé et des

solidarités français, 2006).

8. 1. Histoire de la vaccination à HPV

Le développement de vaccins prophylactiques HPV s’est longtemps heurté à

divers problèmes techniques. Le cycle viral du papillomavirus étant strictement lié

à la différenciation des cellules épithéliales, il est donc difficile de produire ce

virus en culture et ainsi d’envisager l’élaboration de vaccins atténués ou tués. De

plus, les vaccins vivants atténués auraient contenu des gènes viraux

potentiellement oncogènes ce qui aurait interdit leur utilisation à titre préventif

chez les individus en bonne santé.

Pour produire ce vaccin, l’attention s’est alors tournée vers la protéine L1, protéine

majeure de capside, qui porte les épitopes conformationnels responsables de

l’induction d’anticorps neutralisants. Les premières tentatives visant à produire
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cette protéine à partir de bactéries ont échoué : la protéine purifiée était le plus

souvent produite sous une mauvaise conformation et n’induisait pas une production

suffisante d’anticorps neutralisants dans les modèles animaux.

La réalisation de vaccins préventifs anti-HPV a été possible seulement à partir des

années 1990 avec la découverte des pseudoparticules virales (VLP : Virus Like

Particles). On a observé que la protéine L1 avait la capacité spontanée de s’auto

agencer dans les cellules eucaryotes pour former une enveloppe sphérique tout à

fait semblable à celle du virus (figure 13) (Peter Öhlschläger; 2009). Ces

pseudoparticules virales ressemblent donc au virus sans contenir son matériel

génétique. De ce fait, une fois inoculées, elles ne provoquent pas la maladie mais

en revanche, suscitent une réaction immunitaire en trompant le système

immunitaire qui les reconnait comme des virus. C’est de cette innovation

importante basée sur la production des VLP qu’est né le principe de vaccination

contre les papillomavirus (Rappillard, 2010).

8. 2. Fabrication des VLP (pseudo particules virales)

Il s’agit donc de produire une capside entière composée de l’assemblage de la

protéine majeure L1 de l’enveloppe virale des HPV. Les VLP sont produites par

génie génétique in vitro : on introduit le gène L1 dans différentes cellules

Fig. 13: Transformation de la protéine L1 en VLP

(Peter Öhlschläger; 2009)
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eucaryotes (insectes, levures…) (figure 14) (Monsonego, 2007). Le Gardasil® est

produit sur levures (Saccharomyces cerevisiae), le Cervarix® sur cellules

d’insectes (système baculovirus) (Rappillard, 2010).

8. 3. Mécanisme d’action du vaccin

Le but de ces vaccins prophylactiques est de produire des titres élevés

d’anticorps qui pourraient neutraliser les particules virales avant leur entrée dans

l’épithélium épidermoïde de la zone de transformation du col utérin, prévenant

ainsi l’acquisition d’une infection à HPV. Ces anticorps sont produits en réponse à

l’injection des VLP contenus dans le vaccin et sont donc dirigés contre la protéine

L1 du virus.

La vaccination se faisant par voie parentérale, les anticorps sériques vont

atteindre la muqueuse vaginale par transsudation (figure 15), afin de neutraliser les

virus introduits localement lors de rapports sexuels. S’il y a alors contamination

par un HPV, le virus va pénétrer au niveau de la cavité vaginale et les anticorps

Fig. 14 : Fabrication du vaccin anti HPV (Monsonego, 2007)
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neutralisants vont aller se fixer sur les déterminants L1 de la capside virale et ainsi

empêcher l’infection des cellules basales par le virus (Rappillard; 2010).

L’immunité conférée par les VLP est systématique et très élevée, beaucoup plus

intense que celle induite par une infection naturelle. L’immunisation par voie

intramusculaire conduit ainsi à une synthèse d’anticorps (IgG) reconnaissant la

particule virale native, ces anticorps ont un titre sérique extrêmement élevé après

vaccination, de l’ordre de 80 à 200 fois le taux d’anticorps naturels obtenus après

une infection (Bourgault-Villada, 2013).

8. 4. Les vaccins antipapillomavirus présents sur le marché

Depuis 2006, deux vaccins contre l’infection et les maladies associées aux

HPV ont reçu les autorisations des structures responsables de la santé publique

dans plus de 100 pays. Ces vaccins prophylactiques sont destinés aux jeunes

femmes agées de 9 à 26 ans, et leur administration est recommandée avant le

premier rapport sexuel. Ces vaccins prophylactiques qui sont utilisés actuellement

dans les pays développés sont : Gardasil® et Cervarix® (figure16).

Fig. 15 : Mode d’action du vaccin anti HPV (Monsonego, 2007)
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- Gardasil® (Sanofi Pasteur MSD)

Le Gardasil® est un vaccin VLP recombinant quadrivalent dirigé contre les

HPV 6, 11, 16 et 18, permettant de protéger à la fois contre le cancer du col de

l’utérus (HPV 16 et 18) et contre les condylomes acuminés (HPV 6 et 11,

impliqués dans 90 % des condylomes), développé par Merck & Co et

commercialisé en Europe par Sanofi Pasteur MSD (Rappillard, 2010).

- Cervarix® (GSK)

Le Cervarix® est un vaccin recombinant bivalent, dirigé uniquement contre les

HPV 16 et 18, ciblant la protection contre le cancer du col utérin, développé par

GlaxoSmithKline (GSK) (Rappilard, 2010).

Fig. 16 : Les deux vaccins anti HPV disponibles sur le marché
(Rappillard, 2010)
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Ces deux vaccins ne sont pas interchangeables, toute vaccination initiée avec l’un

des deux vaccins doit être menée à terme  avec le même vaccin.

En 2014, le schéma vaccinal est adapté en fonction de l’âge et du vaccin :

- Vaccine Gardasil® :

entre 11 et 13 ans : deux doses espacées de 6 mois,

entre 14 et 19 ans révolus : trois doses administrés selon un shéma 0,2 et 6 mois ;

- Vaccin Cervix® :

entre 11et 14 ans : deux doses espacées de 6 mois,

entre 15 et 19 ans : trois doses administrés selon un shéma 0,1 et 6 mois

(Bourgault-Villada, 2013).

Dans les pays développés, la vaccination est déjà mise en place avec de

bons résultats. Dans les pays émergents, surtout en Amérique latine, un projet

pilote de vaccination a donné un résultat presque similaire à ceux obtenus dans les

pays développés. L’Inde, le Pérou, l’Ouganda et le Vietnam sont les premiers pays

en développement qui ont des projets d’instauration de cette vaccination à large

échelle (Ratiarson, 2010).

8. 5. Effets indésirables et surveillance

Les effets secondaires les plus fréquemment  observés sont des réactions

locales au point d’injection, parfois de la fièvre, et plus rarement des syncopes

vaso-vagales justifiant la recommandation d’une surveillance médicale de quinze

minutes après la vaccination.

Le plan de gestion des risques de l’ANSM, montre que sept ans après leur mise sur

le marché, il n’y a pas d’augmentation du risque de survenue de maladies auto-

immunes, en particulier de sclérose en plaque, associée à la vaccination contre les

HPV en France (Chemlal et Heard, 2014).

8. 6. Vaccination des garçons

La vaccination des garçons pourrait avoir un double intérêt. D’une part, elle

permettrait de diminuer la fréquence des verrues ano-génitales et autres cancers de
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l’anus et du pénis, ainsi que des cancers ORL, d’autre part elle participerait

indirectement au contrôle des infections à HPV et des maladies génitales et anales

viro-induites de leurs partenaires (Riethmuller et Brun, 2010).

La vaccination conjointe des garçons et des filles ne serait efficace qu’en cas de

faible couverture vaccinale (Garnett, 2005).

La prévalence des cancers masculins induits par les HPV pourrait être réduite des

deux tiers si 90% des filles étaient vaccinées. Une spécialiste australienne Dr Karen

Canfell, souligne que la priorité reste la vaccination des filles pace que le cancer

du col est la plus lourde des complications de l’infection à HPV, et parce que les

partenaires masculins (futurs) bénéficieront en quelque sorte de la vaccination

féminine (Health Day News, 2015).

8. 7. Vaccination des patients immunodéprimés

Quant aux sujets immunodéprimés (sujets VIH+ ou recevant un traitement

immunosuppresseur), particulièrement exposés au développement de cancer, leur

vaccination pourrait être intéressante, mais on manque de données sur leur réponse

post- vaccinale (Hantz et al., 2005). Comme avec les autres vaccins, une réponse

immunitaire satisfaisante peut ne pas être obtenue chez ces sujets. Bien que

l’immunogénicité et l’efficacité de ces vaccins puissent être réduites chez les

femmes infectées par le VIH, l’avantage potentiel de la vaccination dans ce groupe

est particulièrement important en raison de leur risque accru de maladies liées au

HPV, y compris le cancer du col (Rappillard, 2010).

Une étude portant sur 120 enfants infectés par le VIH, âgés de 7 à 11 ans a été

menée aux Etats-Unis en 2008. Plus de 99,5% d’entre eux ont présenté des

anticorps contre les types 6, 11, 16 et 18 après avoir été vaccinés contre le vaccin

quadrivalent. Les titres moyens géométriques des anticorps dirigés contre les

quatre types d’HPV ont été plus bas chez les enfants infectés par le VIH que chez

les témoins non infectés ayant le même âge, mais ces différences n’ont été

statistiquement significatives que pour les types 6 et 18 (OMS, 2009).
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Partie I

Épidémiologie du cancer du col utérin

I. 1. Type d’étude

La première partie du travail consiste en une étude rétrospective descriptive

qui s’est déroulée au niveau du service de gynécologie- obstétrique du CHU de

Sidi Bel Abbes, et concerne toute une période de dix sept ans allant de 1998 à

2015.

I. 2. Population cible

Nos données ont été collectées à partir des dossiers médicaux des

patientes enregistrés entre le 1er Janvier 1998 et le 31 Décembre 2015 dont 210

femmes âgées entre 25 et 85 ans soufrant d’un problème oncologique relatif au

cancer du col utérin.

I. 3. Objectif

L’objectif principal de cette étude était de déterminer les différents facteurs

de risque associés à la survenue du cancer du col de l’utérus au niveau de notre

région de Sidi-Bel-Abbes.

Les paramètres pris en considération sont nombreux à savoir :

- la distribution du nombre de cas par année : fréquence annuelle ;

- le type et le grade histologique ;

- les motifs de consultation ;

- l’âge des patientes ;

- l’âge de mariage ;
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- la parité ;

- la prise de contraception orale ;

- les pathologies associées (diabète, HTA, infection génitales, et autres) ;

- les facteurs génétiques ;

- et le niveau socioéconomique.

1. 4. Limites de l’étude

Cette étude présente quelques lacunes dues à une insuffisance au niveau du

report des informations dans les rapports trimestriels d’évaluation des activités de

dépistage du cancer du col utérin.

1. 5. Supports de données

Les supports de données étaient constitués essentiellement par le

questionnaire élaboré pour le programme de dépistage de masse (voir Annexe 11).

Les données étaient relatives aux caractéristiques sociodémographiques des

participantes, leurs antécédents gynécologiques et obstétricaux, et leur activité

génitale ainsi que la prise de contraception hormonale.

1. 6. Analyse des données

Les données recueillies étaient de nature quantitative et qualitative, une

analyse descriptive a été réalisée dans une base de données à l’aide d’un support

informatique. Les tableaux et les graphiques ont été configurés sur Microsoft

Excel® 2007.

Les résultats sont présentés sous forme de propositions (pourcentages) pour les

variables quantitatives et exprimés en (moyenne ± écart type) pour les variables

qualitatives.
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Partie II

Détection des HPV HR par techniques d’immuno-

histochimie et de biologie moléculaire (HC II et PCR)

II. 1. Prélèvements

La deuxième partie de l’étude est un travail de paillasse qui consiste à faire

la recherche et la détection des HPV HR par deux types de techniques une

conventionnelle : immuno-histochimie et l’autre biologie moléculaire (HC II et

PCR).

- L’immuno-marquage des l’HPV HR par immuno-histochimie cette étude

rétrospective consiste à faire la détection des HPV à haut risque oncogène par une

technique simple et moins coûteuse sur l’immuno-histochimie de 52 biopsies

provenant de patientes âgées entre 38 et 80 ans, présentant des carcinomes

épidermoïdes  et des dysplasies cervicales administrées entre 2002 et 2008 au

niveau du service  d’anatomo-pathologie de CHU Abdelkader Hassani de Sidi-Bel-

Abbès.

- La détection des HPV HR par biologie moléculaire (HC II et PCR) cette étude

concerne un groupe de prélèvement composé de 115 écouvillons de grattage

prélevés chez des femmes présentant une pathologie cervicale provenant de deux

services de gynécologie de la région d’Alger : une partie provient du service de

Gynécologie du CHU de Zeralda et l’autre partie du service de Gynécologie

Obstétrique du CHU de Parnet. Ces dernières ont toutes  suscité un examen cyto-

histopathologique.
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Les prélèvements sont transportés au laboratoire Virus et Cancers (sous la

responsabilité de Pr BOUGUERMOUH), service de Virologie Humaine de

l’Institut Pasteur d’Alger (Unité de Sidi-Fredj), dans le milieu de transport (Digène

HPV DNA Assay) (figure 17) et sont ensuite  conservés à -20°C pour faire

ultérieurement la recherche des HPV à haut risque par un test HC2 et par PCR.

Le dépistage des infections à HPV HR est récent rarement réalisé en

Algérie. Il repose sur le frottis cervical conventionnel. Les tests détectant l’ADN

des HPV restent réservés à quelques laboratoires, ils utilisent un cocktail

d’amorces et de sondes spécifiques des HPV HR. Ces tests HPV peuvent être

effectués sur prélèvements muqueux (à la cytobrosse) et biopsiques. Les méthodes

utilisés sont fondées sur l’hybridation moléculaire directe en milieu liquide ou

après amplification de séquences cibles (PCR).

II. 2. Méthodes

II. 2. 1. Technique d’immuno-histochimie

Par définition, l'immunohistochimie ou IHC est une combinaison de

l’immunologie et de l’histochimie, qui désigne la méthode de localisation des

protéines situées dans les cellules d'un tissu. Cette méthode utilise les anticorps

pour détecter les antigènes (Hordé, 2014).

Fig. 17 : Milieu de transport (Digène HPV DNA)
Assay)
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A. Principe

La technique immunohistochimique de marquage du papillomavirus à haut

risque utilisée est manuelle, elle est basée sur l’utilisation de l’AC primaire

monoclonal anti-HPV (clone K1H8) d’origine animale (souris) spécifique des HPV

à Haut risque (type 6, 11, 18, 31, 33, 42, 51, 52, 56 et 58) (voir la fiche du réactif

en Annexe 14) et les deux anticorps secondaires Biotine et Streptavidine.

Cette technique consiste à mettre en évidence un antigène (HPV HR) grâce

à la fixation d’un anticorps primaire puis celle d’un anticorps secondaire biotinylé.

Ce deuxième anticorps fixe ensuite la streptavidine (avidine élaborée

par Streptomyces avidinii) complexée à la peroxydase grâce à la grande affinité de

la streptavidine pour la biotine (voir figure 18).

B. Etapes de l’immuno-marquage

Les différentes étapes de l’immuno-marquage entreprise sont comme suite :

A partir des blocks de biopsies paraffinées, des coupes semi-fines de 2 à 3µm

d’épaisseur ont été effectuées à l’aide d’un microtome (LEICA), puis les étapes

suivantes ont été réalisées :

- Après la microtomisation du tissu à étudier, le motif obtenu doit être étalé

sur des lames silanisées préparées à l’avance avec du silane (une solution

Fig. 18 : Système de révélation biotine-streptavidine anticorps
primaire biotinylé (anti-HPV)

Antigène (HPV hr)
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prête à l'emploi qui fournit une excellente adhérence avec des lames de

microscopes en verre) pour éviter le décollement de la coupe;

- Après étalement, les lames sont mises à l’étuve pendant  24 heures à 40 °C

(proche de la température de fusion de la paraffine), ce qui élimine le film

liquidien compris entre la lame et la coupe paraffinée;

- Après Incubation, le déparaffinage est réalisé en trempant les lames dans 4

bains successifs de Xylène ;

- Ensuite, une réhydratation des tissus est effectuée en trempant les lames

dans 4 bains successifs de l’alcool absolu, puis dans deux bains de l’eau

distillée ;

- Après réhydratation, un démasquage des sites antigéniques se fait à une

température voisine de 100°C (98°C) pendant environ 40 minutes dans un

bain Marie. En effet, ce dernier fixe le calcium qui interviendrait dans le

renforcement des liaisons covalentes formées lors de la fixation ;

- Après refroidissement, un lavage est effectué en trempant les lames dans un

bain de l’eau distillée pendant 5minutes ;

- Après desséchement des lames, dans un premier temps des gouttes de

l’anticorps primaires : anticorps  monoclonal anti HPV (clone : K1H8) ont

été réparties sur les différentes lames et laisse incuber pendant deux heures ;

- Ensuite, un rinçage avec une solution de lavage PBS (phosphate buffered

saline) un tampon phosphate contenant du NaCl et du Tween (agent

mouillant) a été effectué ;

- Par la suite, une deuxième incubation, une autre incubation avec l’anticorps

biotinylé (ou secondaire) de 30 minutes a été réalisée ;

- A la fin de l’incubation, un rinçage avec PBS a été réalisé et quelques

gouttes de l’eau oxygénée ont été rajoutées et incubées pendant 10 minutes ;

- Dans un troisième temps et après biotinylation, un bain de la solution de

lavage PBS puis une goutte de 2ème anticorps secondaire : Streptavidine a

été rajoutée dans chaque lame pendant 20 minutes ;

- Après lavage avec le tampon PBS, La révélation est réalisée avec de la

diaminobenzidine (ou DAB), cette solution chromogène préparée est un
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produit toxique, dont l’emploi nécessite des précautions particulières

(travail sous hotte, port de gants et décontamination à l’eau de Javel). Son

hydrolyse par la peroxydase en présence de H2O2 donne un précipité marron

insoluble dans les solvants organiques. Les territoires (noyau, cytoplasme,

membrane cytoplasmique) ayant fixé l’anticorps primaire sont donc

repérables car ils apparaissent colorés en marron. L’incubation dure 30

minutes à 1 heure.

- La contre-coloration est réalisée avec de l’hématoxyline de MAYER qui

colore intensément les noyaux en violet ;

- La manipulation se termine par une déshydratation et un montage des

lames ;

- Ensuite une lecture des lames se fait grâce à un microscope photonique (voir

la fiche technique de l’immuno-marquage : Annexe10).

II. 2. 2. Test Hybrid capture 2 HPV HR (HC2 HPV HR)

A. Principe

Le test ADN Hybrid Capture 2 (figure 19) des HPV à haut risque (HC2) est

le test de détection et de typage des HPV HR utilisé en routine dans le laboratoire.

Cette technologie HC2 est basée sur la capture d'anticorps par hybridation avec

amplification du signal utilisant la détection chimiluminescente sur microplaque.

Les échantillons contenant l’ADN cible s’hybrident avec une sonde ARN

spécifique au type de HPV. Les hybrides ARN/ADN résultants sont capturés à la

surface d’un puits de microplaque revêtu d’anticorps anti-hybrides ARN/ADN

spécifiques. On fait ensuite réagir les hybrides immobilisés avec des anticorps anti-

hybrides AN-ADN, conjugués à de la phosphatase alcaline, puis on effectue la

détection à l'aide d'un substrat chimiluminescent. Chaque anticorps est conjugué à

plusieurs molécules de phosphatase alcaline. Plusieurs anticorps conjugués se lient

à chaque hybride capturé, ce qui entraîne une amplification substantielle du signal.

Quand le substrat est clivé par la phosphatase alcaline liée, une radiation lumineuse

est émise qui est mesurée en unités de lumière relative RLU (Relative Light Units)
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par un luminomètre. L’intensité de la lumière émise indique la présence ou

l’absence d’ADN cible dans l’échantillon.

Les réactifs et le matériel nécessaires fournis et non fournis par le Kit du test HC2

sont mentionnés dans l’Annexe 15.

B. Etapes de HC2

La méthode HC2 nécessite quatre étapes : dénaturation, hybridation, Capture

des hybrides et Détection des hybrides.

a) Dénaturation

Pour cette étape, 500 µL de réactif de dénaturation (NaOH + Azide de

Sodium) ont été distribués dans les tubes d’échantillons et dans les tubes de

contrôle afin de séparer les brins d’ADN. La température de dénaturation est

augmentée à 65°C pendant 45 min au bain marie.

b) Hybridation

Si la cible virale est présente, une réaction d’hybridation (ou de fusion) se

produira entre la cible dénaturée et une sonde moléculaire marquée, spécifique et

complémentaire d’ADN, pour l’étape d’hybridation :

Fig. 19: Kit du Test Hybrid Capture 2 (Trousse HC2)
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- Les tubes ont été vortexés pendant 5 secondes, puis 75 µL de chaque

échantillon prélevés ont été mis dans des microtubes.

- Parallèlement, une dilution au 25ème des sondes d’ARN composée de 1µL de

sondes et 24 µL de diluant a été effectuée.

- Ensuite 25 µL de sondes diluées ont été rajoutés dans chaque microtube

(l’adition de diluant provoque l’apparition de la couleur jaune dans chaque

microtube).

- A la fin de l’incubation, un film adhésif a été mis avant de fermer les

microtubes avec les couvercles.

- L’ensemble échantillon et sondes ont été vortexés pendant 5 secondes puis

incubés à 65°C pendant 60 minutes.

c) Capture des hybrides

- Après incubation, les microtubes sont refroidis pendant 5 minutes à

température ambiante, puis les échantillons ont été transférés dans des

cupules contenant des anticorps anti-hybrides.

- Après la mise d’un film adhésif,  les cupules ont été incubées sous agitation

pendant une heure à température ambiante.

- A la fin de l’incubation, le contenu des cupules a été vidé (en gardant la

plaque inversée, décantée sur papier absorbant).

d) Détection des hybrides

- 75µL de réactif de détection I (un anticorps anti hybride conjugué à une

enzyme phosphatase alcaline) ont été rajoutées dans chaque cupule ;

- Ensuite la plaque a été incubée à 25°C pendant 45 minutes (sans agitation) ;

- Après avoir vidé le contenue de la plaque, six lavages ont été effectués avec

le tampon de lavage PBS ;

- Puis la plaque a été égouttée sur du papier absorbant pendant 5 minutes.

- En fin, 75µL de réactif de détection II pour la réaction de

chimioluminescence (substrat de l’enzyme chimioluminescent) ont été

rajoutés.
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 Interprétation des résultats

La lecture est informatisée avec un luminomètre (DML2000) et un logiciel

spécifique pour la technique HC II.

Les échantillons retrouvés avec des valeurs de rapport RLU/PC ≥ 1 sont considérés

comme positifs pour au moins un type d’HPV à haut risque.

Les échantillons ayant des valeurs de rapport RLU/PC ≤ 1 sont considérés comme

négatifs ou non détectables pour les 13 types d’HPV testés. La séquence d’ADN

recherchée est absente ou la quantité d’ADN de ce type d’HPV est inférieure au

seuil de détection de la technique.

RLU : Unité de Lumière Relative

PC : Positif contrôle

II. 2. 3. Amplicor HPV test (PCR)

C’est un test qualitatif in vitro qui permet la détection du virus HPV dans

des échantillons cliniques, pour permettre l’identification des génotypes d’ADN

des HPV HR : 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 et 68 dans des cellules

cervicales prélevés en milieu liquide. Ce test utilise la méthode d’amplification de

l’ADN cible appelée réaction de polymérisation en chaine (PCR) ainsi qu’une

hybridation de l’anticorps nucléique, avec utilisation de β globine comme témoin

cellulaire (figure 20).

Fig. 20 : Amplicor HPV Detection Kit
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A. Principe

Ce test comporte quatre procédés :

- la préparation des échantillons ;

- l’amplification de l’ADN cible par PCR à l’aide d’amorces

complémentaires spécifiques d’HPV HR ;

- l’hybridation des produits amplifiés à des sondes oligonucléotidiques ;

- et la détection des produits amplifiés liés aux sondes par développement

d’une coloration.

B. Etapes de la technique

a) Préparation des réactifs :

- Déterminer le nombre de tubes et les placés dans un plateau microamp ;

- Préparer le mélange (150 µL de HPV Mg Cl2 dans le flacon de HPV MMX ;

- Le tube rebouché est mélangé 10 à 15 fois puis conservé entre 2°C et 8°C.

b) Dans une haute nettoyée avec les UV et l’eau de javel (figure 21) :

- En premier temps, 80 µL d’ATL (tampon de lyse cellulaire) ont été

rajoutées dans chaque tube ;

- Ensuite, 250 µL de chaque échantillon ont été mis dans chaque tube

- Après, 20µL de PK ont été rajoutés dans chaque tube puis vortexés

- A la fin de l’incubation des tubes pendant  30 minutes à 56°C, un tampon

actif a été préparé, composé de 0,04 mL de AL (tampon de lyse) pour un

échantillon et 4 mL AL pour 12 échantillons ;

- Après préparation du tampon actif, 250 µL de ce dernier ont été ajoutées

dans chaque tube puis vortexées ;

- Après une incubation de 15 minutes à 70°C, les colonnes CLM ont été

placées dans des tubes à collection ;

- Après une deuxième incubation identique à la précédente, 300 µL d’éthanol

absolu ont été rajoutés puis mélangés au vortex pendant 5 secondes à vitesse

maximale ;
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- Les tubes ont été ensuite incubés pendant 5 min  puis centrifugés à vitesse

maximale ;

- Un transfert de lysat pour chaque tube dans un CLM a été réalisé puis

incubé pendant une minute à température ambiante ;

- Les lysats sont aspirés et 700 µL de solution de lavage AW2 ont été rajoutés

puis les tubes incubés une minute et centrifugés ;

- Les lysats ont été encore une fois aspirés et centrifugés pendant 3 min ;

- Les EXT (les collecteurs) ont été changés et les tube sont débouchés ;

- Après une incubation à température ambiante pendant 15 minutes, 120 µL

d’AVE ont été rajoutés dans chaque tube ;

- Une autre incubation de 5 minutes et centrifugation à vitesse maximale

pendant 1 minute ont été effectuées ;

- Les CLM sont jetés et les ELT sont gardés

- Après préparation  du mixte de Mg Cl2 et les amorces, le même volume de

l’échantillon a été rajouté dans chaque tube réactionnel ;

- Ces tubes réactionnels ont été placés dans le thermocycleur (figure 22), puis

retirés après 2 heures ;

Fig. 21 : Haute à flux laminaire UV
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- 50 µL de dénaturant (NaOH) ont été rajoutés dans chaque tube réactionnel,

et incubés à température ambiante pendant 10 minutes puis conservés

pendant une nuit au réfrigérateur.

c) Hybridation des produits de la PCR

Dans d’autres cupules couplés avec de l’HPV β globine, la réaction PCR a été

effectuée comme suite :

- 100 µL de réactif 1 (détecteur de l’HPV) et 25 µL de l’échantillon ont été

rajoutés ;

- Ensuite, 100 µL de réactif 2 (détecteur de β globine) et 25 µL de

l’échantillon ont été additionnés aux mélange précédent ;

- La microplaque a été protégée avec un film adhésif puis incubée 60 min à

37°C ;

- Les amplicons marqués à la biotine et les amplicons marqués à la β globine

sont hybridés avec des sondes oligonucléotidiques liées aux puits de

détection ;

- Après hybridation, la microplaque est rincée pour retirer la matière non

liée ;

Fig. 22 : Thermocycleur (TC-312)
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- Un conjugué avidine-péroxydase de raifort a été rajouté dans chaque puits

de détection qui se lie aux amplicons marqués à la biotine (AV-HRP) ; la

couleur vire vers le jaune.

- Cinq bains avec solution de lavage Roch prête à l’emploi, ont été effectués

- 100 µL d’AV-HRP ont été ajoutés dans chaque puits et la microplaque été

recouvrée de nouveau avec un film adhésif puis conservée 15 min à 37°C ;

- Le substrat composé de 2 mL de Sub A et 0.5 mL de Sub B a été préparé,

puis laissé reposer 15 min à l’obscurité ;

- Cinq lavage de la microplaque ont été nécessaires avant d’ajouter 100 µL de

substrat actif ;

- Une incubation de 10 minutes à température ambiante dans l’obscurité a été

suffisante pour l’apparition de la coloration ;

- Enfin,  100 µL de STOP [s] ont été ajoutés dans chaque puits.

 Interprétation des résultats

La lecture est informatisée en mesurant la densité optique (DO) avec un

spectrophotomètre (voir figure 23).

Fig. 23 : Spectrophotomètre (BAYER)
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Partie I

Épidémiologie du cancer du col utérin

Cette étude a fait l’objet d’un article accepté pour la publication dans une

revue internationale indexée EJSR : European Journal of Scientific

Research (Annexe 17)

Notre première étude est portée sur un échantillon de 210

patientes âgées entre 25 et 85 ans, hospitalisées au niveau du service de

gynécologie obstétrique de CHU de Sidi-Bel-Abbès pour un cancer du

col utérin, recrutées entre 1998 et 2015.

Après l’étude des dossiers archivés de ces patientes, un ensemble de

résultats ont été déterminés et sont décrit ci-dessous.
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I. 1. Distribution des cas de cancer du col utérin entre 1998 et 2015

L’analyse de la distribution  du cancer du col de l’utérus au cours de la

période 1998 et 2015 montre que la fréquence de ce cancer diminue

progressivement avec des  fluctuations passant de 22 à 4 cas, en effet 13 cas ont été

enregistrés en 2000 puis une augmentation atteignant 19 cas a été obtenue en 2003

pour chuter en 2006 jusqu'à 5 cas. Puis de nouveau une augmentation a été notée

entre 2008 et 2011 et finalement la fréquence de ce cancer a diminué sensiblement

durant les quatre dernières années avec 4 cas seulement enregistrés en 2015 et 2

cas en 2012 (voir figure 24).

Ces variations de fréquence des cas de cancer cervical semblent être dues

aux compagnes de dépistage systématique mis en place par les autorités de santé de

notre région, pour la sensibilisation des femmes et le dépistage précoce de ce type

de cancer mais qui ont été organisées de façon non régulière.

Fig. 24: Nombre de cas du cancer du col utérin au sein de CHU de SBA
entre 1998 et 2015
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I. 2. Le type et le stade histologique de la lésion

Les résultats obtenus montrent que, dans notre série, le carcinome

épidermoïde représente la majorité (96,2 %) des cas, le reste (3,8%) sont des

adénocarcinomes (figure 25). La majorité des cas (82,42) a dépassé le premier

stade de la maladie dont 17,58 % seulement n’ont pas franchis le stade I et plus que

un tiers (36,48%) atteint le stade II (Tableau 3, Annexe 12 et 13). Ce pourcentage

élevé de cancers invasifs montre qu’il s’agit d’une consultation tardive de la part

de ces patientes.

Tableau 3: Répartition des cas selon le  stade de classification FIGO (2009)

96,20%

Classification
FIGO (2009)

Nombre de cas Fréquence

Stade I 37 17,8%

Stade II 76 36.48%

Stade III a 24 11.46%

Stade III b 30 14.16%

Stade IV a 25 11.9%

Stade IV b 18 8.4%

Fig. 25 : Répartition des cas selon le type histologique
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1. 3. Les motifs de la consultation

Souvent le cancer du col ne provoque aucun symptôme physique notamment

lors des stades précoces de la maladie. Un cancer du col de stade avancé peut

toutefois provoquer des douleurs pelviennes, pertes vaginales de couleur anormale,

saignement …

Les principaux motifs de consultation chez nos patientes, sont indiqués dans

le tableau 4 qui montre que les pourcentages des métrorragies et des douleurs

pelviennes étaient respectivement de 49,52% et 24,28%. Les saignements peuvent

être associés à des douleurs pelviennes dans 20,47% des cas, et les leucorrhées

représentent le motif de consultation le plus faible avec 0,95% des cas.

Tableau 4 : Signes cliniques relevés chez les patientes atteintes du cancer

cervical recrutées au CHU de SBA entre 1998 et 2015.

Signes Nombre des cas Pourcentage

Métrorragie et/ou
saignement de contact

104 49,52%

Douleurs pelviennes 51 24,28%

Métrorragie et
saignement de contact +

douleurs pelviennes
43 20.47%

Irrégularité du cycle 10 4,76%

Leucorrhées 2 0,95%

Total 210 100%
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I. 4. L’âge des patientes

La moyenne d'âge de survenue du cancer du col de l’utérus est 50,4 ± 3,96

ans avec des extrémités allant de 25 à 85  ans. La tranche d’âge la plus touchée est

celle de ]50, 55] ans avec 17,14%  des cas (soit 36 patientes), suivie par la tranche

d’âge]45, 50] ans avec 15,71% des cas. La tranche ]40, 45] ans représente 14,76%

des cas (figure 26).

La tranche d’âge des femmes ménopausées [45-56] ans représente plus de la

moitié (56%) des cas dans notre série, avec une moyenne d’âge de 50,4 ± 3,96 ans.

Fig. 26: Répartition des cas selon la tranche d'âge des patientes
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I. 5. Situation matrimoniale

Concernant la situation matrimoniale des patientes atteintes du cancer

cervical, c’est le statut marital qui prédomine avec une fréquence de 88% des cas

de notre série, suivi par la catégorie des veuves avec 8,09 % des cas. Les divorcées

représentent 2,38% des cas et le taux le plus faible est celui des célibataires avec

1,43% des cas (Figure 27).

I. 6. L’âge de mariage

En ce qui concerne l’âge de mariage de nos patientes, seulement 123 cas

leur âge de mariage a été mentionné dans les dossiers médicaux.

Parmi les facteurs de risque les plus plausibles ont été signalisés, la précocité de

l’activité sexuelle et l’âge du premier enfant conçu avant la vingtaine. Le mariage

avant l'âge de 21 ans était noté dans 113 cas (soit 91,86% des cas), parmi eux

21,95% ont été mariées entre 12 et 15 ans, 25,20% entre 18 et 21 ans et le plus

Nombre
de cas

Fig. 27: Répartition des patientes selon la situation matrimoniale
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grand pourcentage concerne les patientes mariées entre 15 et 18 ans (44,71%)

(figure 28).

ND : Non Déterminé.

I. 7. La parité

Le fait de donner naissance à un bébé, peut aussi accroître le risque que

l’infection au VPH et évoluer en cancer du col de l’utérus. C’est parce que les taux

d’hormones sexuelles sont élevés lors de la grossesse et le traumatisme provoqué

par l’accouchement qui sont incriminés.

Les résultats de notre étude montrent que la parité des femmes dans notre série

varie de 0 à 8. Plus que la moitié (125 femmes) sont de grandes multipares avec 60

% des cas, 68 sont des paucipares soit 32% des cas, 6 cas de primipares et 11 cas

de nullipares (figure 29).

Fig. 28: Répartition des patientes selon l’âge de mariage
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I. 8. La prise de contraception hormonale

Certains auteurs pensent que l’utilisation à long terme de contraceptifs

oraux pourrait être associée à un risque légèrement accru du cancer du col et le

risque serait de 100% pour une utilisation de 10 ans et plus (Smith et al., 2003).

Notre étude indique que la prise de contraception hormonale a été positive dans

plus de deux tiers des cas, (144 patientes) soit 69% des cas (figure 30).

Fig. 29: Répartition des patientes selon la parité
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I. 9. Les antécédents médicaux (ATCM)

Jusqu'à présent, aucune étude n’a établi une relation entre le cancer cervical

et l’apparition d’autres pathologies tels que l’hypertension artérielle (HTA),

diabète, maladies cardiaques… .

Les résultats de notre étude montrent que l’apparition de certaines

pathologies associées les plus incriminés et sont principalement l’HTA avec 29 cas

(13,81%), 11 cas de diabète (5.24%), 5 cas (2.38%) avec antécédents d’infections

sexuellement transmises de type fongique. Il faut noter que 22 cas (10,47%)

signalent la présence d’autres maladies comme : le goitre, les Kystes, les maladies

cardiaques, la lithiase vésiculaire, la lithiase rénale, le fibrome utérin, la tumeur

ovarienne, la néoplasie du sein, et la leucémie aigue … (figure 31).

31%

Fig. 30: Répartition des cas selon la prise de contraceptifs oraux
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(13,81%), 11 cas de diabète (5.24%), 5 cas (2.38%) avec antécédents d’infections

sexuellement transmises de type fongique. Il faut noter que 22 cas (10,47%)
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cardiaques, la lithiase vésiculaire, la lithiase rénale, le fibrome utérin, la tumeur

ovarienne, la néoplasie du sein, et la leucémie aigue … (figure 31).
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I. 10. Les facteurs génétiques

Quelques rares auteurs font état de la possibilité d’un facteur familial du

cancer du col utérin (Lemaitre, 1992).

Notre étude a montré qu’il n’y a eu que deux cas (0,85%) qui présentaient un

terrain héréditaire  (Sœur et mère atteintes d’une néoplasie du col utérin).

D’après certaines études, les femmes dont la mère ou la sœur a été diagnostiquée

d’un cancer du col de l’utérus sont plus à risque d’être atteintes de ce cancer que

les femmes qui n’ont pas d’antécédents familiaux. D’autres recherches sont

nécessaires pour clarifier si la génétique ou les facteurs d’habitudes de vie en sont

la cause.

0

20

40

60

80

100

120

140

160

HTA Diabète

29
13,81%

Nombre de cas
(%)

Fig. 31 : Répartition des patientes selon les antécédents médicaux

ATCMSans
particularité

Etude expérimentale Chapitre IV : Résultats et discussion

77

I. 10. Les facteurs génétiques

Quelques rares auteurs font état de la possibilité d’un facteur familial du

cancer du col utérin (Lemaitre, 1992).

Notre étude a montré qu’il n’y a eu que deux cas (0,85%) qui présentaient un

terrain héréditaire  (Sœur et mère atteintes d’une néoplasie du col utérin).

D’après certaines études, les femmes dont la mère ou la sœur a été diagnostiquée

d’un cancer du col de l’utérus sont plus à risque d’être atteintes de ce cancer que

les femmes qui n’ont pas d’antécédents familiaux. D’autres recherches sont

nécessaires pour clarifier si la génétique ou les facteurs d’habitudes de vie en sont

la cause.

Diabète Infection Autre
malades

Ras

11
5,24%

5
2,38%

22
10,47%

145
68,09%

Fig. 31 : Répartition des patientes selon les antécédents médicaux

ATCMSans
particularité

Etude expérimentale Chapitre IV : Résultats et discussion

77

I. 10. Les facteurs génétiques

Quelques rares auteurs font état de la possibilité d’un facteur familial du

cancer du col utérin (Lemaitre, 1992).

Notre étude a montré qu’il n’y a eu que deux cas (0,85%) qui présentaient un

terrain héréditaire  (Sœur et mère atteintes d’une néoplasie du col utérin).

D’après certaines études, les femmes dont la mère ou la sœur a été diagnostiquée

d’un cancer du col de l’utérus sont plus à risque d’être atteintes de ce cancer que

les femmes qui n’ont pas d’antécédents familiaux. D’autres recherches sont

nécessaires pour clarifier si la génétique ou les facteurs d’habitudes de vie en sont

la cause.

Ras

145
68,09%

Fig. 31 : Répartition des patientes selon les antécédents médicaux

ATCMSans
particularité



Etude expérimentale Chapitre IV : Résultats et discussion

78

I. 11. Niveau socio-économique

Notre étude indique que presque la moitié des patientes (49,52%) vit dans

des conditions défavorables avec  un niveau socioéconomique bas (figure 32).

Il faut noter que la profession des patientes et celles de leurs conjoints ont été pris

comme paramètres.
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Partie II

Détection des HPV HR par technique immuno-

histochimie et biologie moléculaire (HC II et PCR)

Une partie de cette étude a fait l’objet d’un article original publié dans une

revue internationale indexée Ann. Afr. Med. : les Annales Africaines de

Médecine (Annexe 18)

Cette deuxième partie est un travail de paillasse qui consiste à

faire la détection des HPV HR par deux types de techniques : immuno-

histochimie et biologie moléculaire (HC II et PCR).

Après réalisation de l’immuno-histochimie sur 52 biopsies provenant

des femmes atteintes de carcinome épidermoïde et de dysplasie

cervicale au niveau du service  d’anatomopathologie de CHU de Sidi

Bel Abbes et l’application du test HCII et la PCR sur 115 prélèvements

gynécologiques provenant des femmes de la région d’Alger, nous avons

pu constater un ensemble de résultats qui sont décrits ci-dessous.
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II. Résultats de l’immuno-marquage de l’HPV
Cette étude consiste à faire la recherche des HPV à haut risque (HPV HR)

par immuno-histochimie chez 52 femmes atteintes de carcinome épidermoïde et de

dysplasie cervicale au niveau du service  d’anatomopathologie de CHU de Sidi Bel

Abbes.

II. 1. Répartition des cas en fonction des tranches d’âge

Nous avons effectué l’immuno-marquage de 52 biopsies provenant des

patientes âgées entre 38 et 80 ans avec un âge moyen de 56 ± 3,18 ans. La majorité

de ces patientes (88,46 %) sont âgées entre 41 et 70 ans avec un pic de 36,54 % (19

cas) chez les femmes entre 51 et 60 ans (figure 33).

Il faut noter qu’un faible taux de femmes (5,77%) ont montré un immuno-

marquage à l’HPV et concerne particulièrement les tranches d’âges extrêmes 30 -

40 et 71 – 80.
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II. 2. Répartition des cas en fonction de l’âge et de l’examen histopathologique

L’immuno-marquage des HPV HR a concerné 52 biopsies du col utérin,

dont 33 cas carcinomes épidermoïdes  et 19 cas dysplasies cervicales enregistrés

entre 2002 et 2008. L’examen histopathologique a montré que la tranche d’âge la

plus affectée par le carcinome épidermoïde est celle de 51-60 ans (21,15%)suivie

par celle de 61-70 ans avec un taux de19,23%, pour le taux de CIN I qui est

respectivement de 13,46% et 5,77%, pour les CIN II et CIN III, il est de 1,92% et

3,85% pour les même tranches d’âge (figure 34) (voir Annexe 15, Tableau 5).

Fig. 34 : Répartition des cas en fonction de l’âge et du grade de la tumeur

II. 3. Répartition des cas de carcinomes épidermoides selon l’intensité du

marquage

La recherche par immunomarquage des HPV HR au niveau des carcinomes

épidermoïdes était positive dans 30 cas (90,91%) dont 22 cas (66%) faiblement

positifs et 4 cas (12%) fortement positifs. La recherche virale était négative dans 3

cas soit 9,09% des cas (figure 35) (Annexe 15, Tableau 6).
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Fig. 35 : Répartition des cas de carcinomes épidermoides selon l’intensité de
marquage des HPV HR par immunohistochimie

II. 4. Répartition des cas de dysplasies cervicales selon l’intensité de marquage

Dans l’étude de dysplasies cervicales, 16 cas (84,21 %) se sont révélés HPV

HR positifs et 3 cas (15,79 %) négatifs. Parmi les cas positifs ; 8 cas (42,10 %) ont

montré un marquage faiblement positif, 5 cas (26,32 %) moyennement positifs et 3

cas (15,79 %) fortement positifs (figure 36), (Annexe 15, Tableau 7).
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Fig. 36 : Répartition des cas de dysplasies cervicales selon l’intensité de marquage

des HPV HR par immunohistochimie

L’étude immunohistochimique des biopsies montre que le marquage des

HPV HR touche principalement le cytoplasme et  forme un halot marron autour

des noyaux des cellules carcinomateuses (voire planche I).

L’intensité du marquage a été évaluée en fonction du pourcentage de

cellules marquées, en retenant comme positif les valeurs supérieures à 10% des

cellules marquées. Une intensité de marquage entre 40% et 60% a été considérée

comme moyennement positive et au-delà de 60%, elle est suggérée fortement

positive.
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Fig. 36 : Répartition des cas de dysplasies cervicales selon l’intensité de marquage

des HPV HR par immunohistochimie
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Planche I : Immuno-marquage des HPV HR fortement positif

(A) Coupe histologique d’une biopsie d’un carcinome épidermoïde du col utérin (GX400)

(B) Coupe histologique d’une biopsie d’un carcinome épidermoïde du col utérin avec des
cellules fusiformes (GX200)

(C) Coupe histologique d’une biopsie d’un carcinome épidermoïde du col utérin avec
polymorphisme nucléaire (GX400)

(D) Coupe histologique d’une biopsie de lésion de haut grade avec immunomarquage
fortement positif des cellules basales (GX1000)

Le marquage des HPV HR est cytoplasmique formant un halot marron autour des
noyaux des cellules carcinomateuses

A B

C D
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II. 5. Répartition des cas de dysplasies cervicales selon le grade histologique

L’examen de grade histologique a montrer que parmi les dysplasies

cervicales, 13 cas sont des lésions de bas grade (68 % de CIN I) et 6 cas de lésions

sont de haut grade (CIN II et CIN III), Ces dernières représentent 31,58 % des cas

de dysplasies (figure 37) (voir Annexe 15, Tableau 8).

Fig. 37 : Répartition des cas dysplasies cervicales selon le grade histologique

II. 6. Répartition des dysplasies cervicales selon le grade histologique et

l’intensité de l’immuno-marquage des HPV HR

Parmi les 19 cas de dysplasies cervicales, 2 cas (10, 53 %) de CIN I et

un seul cas (5,26 %) de CIN III ont été HPV HR négatifs, 6 cas (31,57 %) de CIN I

et 2 cas de CIN III (10,53 %) se sont révélés HPV HR faiblement positifs, 3 cas

(15,79 %) de CIN I ont été HPV HR moyennement positifs et 2 cas (10,53 %) de

CIN I ont été fortement positifs (figure 38) (voir Annexe 15, Tableau 9),
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Fig. 38 : Répartition des dysplasies cervicales selon le grade et l’intensité de

l’immuno-marquage des HPV HR

III. Résultats du test HC2 et de la PCR

Nos résultats portent sur 115 prélèvements gynécologiques provenant des

femmes résidant la région d’Alger. 92 patientes atteintes de lésions cervicales ont

fait l’objet d’un prélèvement par grattage. Parallèlement, les échantillons prélevés

chez 23 femmes à col normal ont servi de témoins.

Dans cette seconde partie du travail la recherche des HPVHR est réalisée

par deux techniques de biologie moléculaire : l’hybride capture 2 et PCR.

III. 1. Répartition des cas en fonction des tranches d’âge

Parmi les 115 cas étudiés, plus de deux tiers des patientes (67, 82 %) sont

âgées entre 31 et 50 ans (figure 39) (Annexe 15, Tableau 10).
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III. 2. Répartition des cas en fonction de la cyto-histopathologie

Nos résultats montrent que sur 115 femmes, 55 cas (47,83 %) présentent

une lésion cervicale de bas grade CIN I et un nombre non négligeable 16 cas

(13,91 %) montrent une lésion cervicale de haut grade (CIN II et CIN III).

Ainsi parmi ces patientes, 12 cas (10,43 %) présentaient un col inflammatoire, 09

cas (07,83 %) présentent un condylome et 23 cas (20 %) avaient un col sain

(figure 40) (annexe 15, Tableau 11).
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III. 3. Répartition des cas selon l’âge et de la cyto-histopathologie

L’analyse des données cyto-histopathologiques chez les 115 patientes

étudiées montre que, 9 cas (7,82 %) ayant un col sain, 29 cas (25,22 %) de CIN I

et 6 cas (5,22 %) de CIN II/CIN III sont âgés entre 30 et 40 ans. 7 cas (6,09 %) de

col sain, 5 cas (4, 34 %) de col inflammatoire, 12 cas (10, 43 %) présentent de CIN

I et 7 cas (6,09 %) de CIN II/CIN III sont âgés entre 41 et 50 ans (figure 41)

(Annexe 15, Tableau 12).
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III. 4. Recherche des HPV à haut risque (HPV HR) par les deux techniques de

biologie moléculaire

La recherche des HPV HR a été effectuée dans cette partie par deux

techniques de Biologie moléculaire : Hybride capture 2 et la PCR.

III. 4. 1. Recherche d’HPV HR

Sur 115 cas étudiés 49 cas (42,61 %) se sont révélés positifs et tous les cas

décelés positifs par la technique hybride capture 2, ont été confirmés par la

technique PCR (figure. 42) (voir Annexe 15, Tableau 13).

Fig. 42 : Nombre de cas HPV HR positifs détectés par HCII et par PCR
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cas (31,31 %) de lésions de bas grade (CIN I) et 12 cas (10,43 %) de lésions de

haut grade (CIN II et CIN III) ont été HPV HR positif (Figure 43) (Annexe 15,

Tableau 14).
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Fig. 43 : Recherche d’HPV HR en fonction des résultats cyto-histopathologiques

III. 4. 3. Recherche d’HPV HR dans le cas de col sain

La recherche d’AHPV HR chez les femmes qui présentent un col sain,

indique qu’un seul cas seulement (4,35 %) s’est révélé HPVHR positif, le reste

(95,65 %) étaient HPV HR négatifs (Tableau 15).

Tableau 15 : Recherche d’HPV HR dans le cas de col sain

HPV HR

Cyto-histo
HPV HR

positif
HPV HR
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Total

Col normal 1 22 23
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III. 4. 4. Recherche d’HPV HR dans le cas de col inflammatoire

La recherche d’HPVHR été négative dans tous les cas du col inflammatoire

(Tableau 16).

Tableau 16 : Recherche d’HPV HR dans le cas de col inflammatoire

HPV HR

Cyto-histo
HPV HR

positif
HPV HR
négatif Total

Col inflammatoire 0 12 12

Pourcentage (%) 0 100 100

II. 4. 5. Recherche d’HPV HR dans le cas de condylome

La recherche d’HPVHR été négative dans tous les cas de condylome

(Tableau 17).

Tableau 17 : Recherche d’HPV HR dans le cas de condylome

HPV HR

Cyto-histo
HPV HR

positif
HPV HR
négatif

Total

Condylome 0 09 09

Pourcentage (%) 0 100 100

III. 4. 6. Recherche d’HPV HR dans le cas de lésion de bas grade

La recherche d’HPV à haut risque été positive dans plus que la moitié des

cas de dysplasie légère, 36 cas HPV HR positif parmi 55 cas de CIN I (65,46%), le

reste 19 cas (34,54%) ont été HPV HR négatif (Tableau 18).
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Tableau 18 : Recherche d’HPV HR dans le cas de lésion de bas grade

HPV HR

Cyto-histo
HPV HR

positif
HPV HR
négatif

Total

CIN I 36 19 55

Pourcentage (%) 65,46 34,54 100

III. 4. 7. Recherche d’HPV HR dans le cas de lésion de haut grade

Dans le cas de dysplasies modérées et sévères, 12 cas ont été HPV HR

positifs se qui représente 75 % des cas de CIN II et CIN III (Tableau 19).

Tableau 19 : Recherche d’HPV HR dans le cas de lésion de haut grade

HPV HR

Cyto-histo
HPV HR

positif
HPV HR
négatif

Total

CINII/CINIII 12 04 16

Pourcentage 75 % 25 % 100 %
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DDiissccuussssiioonn GGéénnéérraallee

l est clairement admis aujourd’hui que les papillomavirus (HPV) dits à risque

sont les agents responsables des lésions précancéreuses et du cancer du col

utérin. Comparé aux autres facteurs de risque de cancer en particulier le tabac,

voire même le virus de l’hépatite B, les papillomavirus sont reconnus comme le

facteur de risque le plus puissant au développement du cancer. D’après les études

de Bosch et d’autres publiées en 2002, le risque relatif du cancer du poumon lié au

tabac est évalué à 10, celui du cancer du foie lié à l’hépatite B est évalué à 50, celui

du cancer du col lié aux HPV est évalué de 300 à 500. Cependant l’infection à

HPV est relativement fréquente dans la population générale, Winer et d’autres

chercheurs en 2005 estiment qu’environ sept femmes sur dix sont exposées au

moins une fois durant leur vie aux HPV et que sans intervention, une femme sur

cinq exposées aux HPV peut développer un cancer du col. L’exposition à ce virus

se fait par contact sexuel souvent lors des premiers rapports. Par conséquence les

femmes jeunes sont les plus exposées aux risques d’infections à l’HPV.

Ainsi, les études menées auprès d’étudiantes universitaires où de jeunes femmes

américaines ont mis en évidence des prévalences d’HPV particulièrement élevées,

de 26 à 39 % (Herrero et al., 2000 ; Frenczy, 1995).

Cette infection au niveau du col se manifeste par l’apparition des lésions

condylomateuses et dysplasiques. La plus part des lésions régressent spontanément

en plusieurs mois ou années, mais certaines peuvent persister et le virus peut rester

latent dans la cellule (Kotloff et al., 1998 ; Peyton et al., 2001) ou évoluer vers une

dysplasie de haut grade voire un carcinome. En l’absence d’HPV le temps médian

de régression des lésions cervicales est de 5 à 6 mois, par contre en sa présence, le

temps de régression et de 17 à 60 mois (Mcowan et al., 1999).

I
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Partie I

Épidémiologie du cancer du col utérin

La première partie du travail est une étude rétrospective descriptive qui s’est

déroulée sur une période de dix sept ans. L’étude de 210 dossiers médicaux

enregistrés entre la 1er Janvier 1998 et 31 Décembre 2015, nous a permis de

déterminer plusieurs paramètres qui semblent être les facteurs de risque

secondaires associés à la survenue du cancer du col de l’utérus mis à part

l’infection  virale.

Le plus grand nombre de cas a été enregistré en 1998 (22 cas), suivie par l’année

2010 avec 20 cas, puis l’année 2003 et 2011 avec 19 cas de cancer cervical. La

fréquence de ce cancer a diminué sensiblement dans les quatre dernières années

avec 4 cas enregistrés en 2015.

Les taux d’incidence les plus élevés ont été enregistrés en Amérique latine, aux

Caraïbe, en Asie et en Afrique. L‘Inde enregistre 90.000 nouveau cas par année

soit 16 % du total mondial (Robyr, 2002). En Afrique, et d’après l’Organisation

Mondiale de la santé (OMS, 2007), on compte 67 pour 100 000 nouveau cas par

année à Harare (Zimbabwe) et 40,80 pour 100 000 nouveau cas par année à

Kampala (Ouganda).

Dans notre série, le carcinome épidermoïde est le type histologique le plus

fréquent avec 96,2 % des cas. Ce qui corrobore parfaitement avec les données de

littérature, les carcinomes épidermoïdes représentent l’immense majorité des cas

(95 %) tandis que les adénocarcinomes sont des tumeurs moins fréquentes (5% à

10% des cas) (Bernard, 2002).
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Certains auteurs notent ces dernières années une augmentation relative des

adénocarcinomes par rapport aux carcinomes épidermoïdes parmi les cancers

cervicaux de la femme jeune, avec une fréquence comprise entre 10 et 20 % (Tho

me Saint et al., 1993 ; Marie et al., 1993).

Concernant notre étude, 82,42 % des malades consultaient à un stade dépassant le

stade I (classification FIGO, 2009), et de nombreuses publications soulignent la

découverte de cette pathologie à des stades très avancés notamment en Afrique

Mouele Sone et al., 1994 ; Yomi et al., 1996 ; Sangare et al., 1986 ; Gombe et

al.,1984).

Les lésions pré-invasives sont asymptomatiques et inapparentes à l’examen au

speculum, elles sont le plus souvent de découverte fortuite à l’occasion d’un frottis

cervico-vaginal.

Le pourcentage élevé des cancers invasifs constaté dans notre série indique que le

cancer du col est souvent diagnostiqué à un stade avancé, c'est-à-dire lorsqu’il

devient symptomatique à cause du refus des femmes de se soumettre au test FCV

pour des raisons socioéconomiques et même psychologiques, ce qui contribue

largement à l’augmentation de sa fréquence dans notre région.

Le facteur "âge" chez la femme semble être déterminant dans l’apparition

du cancer du col utérin. La moyenne d'âge de survenue de cette maladie est aux

envitron légèrement de 50,4 ± 3,96 ans avec des extrémités allant de 25 à 85  ans.

Lankoande et d’autres chercheurs (1998) ont trouvé un âge moyen de 48 ans qui

est plus bas que celui de notre série, alors que celui rapporté par Yomi (1996) est

aux alentours de 59 ans.

Un nombre assez puisant d’études ont montré que ce cancer en Afrique apparaît à

un âge relativement jeune par rapport aux pays occidentaux (Quenum, 1971 ; Yomi

et al., 1996).

La fréquence du  cancer cervical varie selon l’âge des femmes, en effet, dans notre

population la tranche d’âge la plus touchée est celle de ]50, 55] avec 17,14% des

cas suivis par la tranche ]45, 50] ans avec 15,71% des cas et la tranche ]40, 45] ans

avec 14, 76% des cas.
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L’âge des patientes modifie de façon évidente la durée du portage, les femmes

âgées de plus de 50 ans éprouvent plus de difficultés à éliminer les infections à

HPV. Cette persistance plus fréquente chez les patientes âgées paraît être la

conséquence de l’immunosénescence due à l’âge, la diminution des capacités

immunitaires favorisant la persistance de l’infection.

Alors que l’acquisition de nouvelles infections par HPV est plus fréquente chez les

femmes jeunes, celles-ci parviennent donc plus rapidement et plus souvent à les

éliminer (Rappillard, 2010).

La majorité des patientes de notre étude étaient des femmes mariées (89 %

des cas), ce résultat est en parfait accord avec ceux de Cabanne et Bonenfant

(1980) et même Winer et al. (2005) qui ont démontré que le cancer cervical et

extrêmement rare chez les vierges, contrairement au cancer de l’utérus et au cancer

du sein. De même, dans d’autres études, l’association entre l’activité sexuelle et le

développement des CIN a été rapportée comme directement corrélée au risque de

l’infection cervicale à HPV chez les femme jeunes (Rozendaal et al., 2000 ;

Woodman et al., 2001).

Les deux facteurs de risque traditionnels du cancer du col sont l’âge précoce des

premiers rapports et le nombre de partenaires sexuels ainsi que la parité (Koutsky,

1997) (Schiffman, 2003). Ces résultats ont été confirmés dans notre première partie

du travail. En effet, nos résultats ont montré les facteurs de risque les plus

responsables ou incriminés ; la précocité de l’activité sexuelle dans plus de 91 %

des cas, la multiparité et/ou l’avortement dans plus la moitié des cas puisque 60 %

des femmes étaient de grandes multipares.

Ceci suggère la vulnérabilité de la zone de transformation du col à un âge précoce

en favorisant l’infection et le développement des lésions précancéreuses.

De même, la blessure causée au col de l’utérus, lorsque le bébé quitte l’utérus en

passant par le col au moment de l’accouchement, serait une explication possible.

Bouffard trouvait qu’à partir de 35 ans, les multipares deviennent de plus en plus

exposées au risque de cancer du col ; ainsi le cancer du col augmente avec la parité
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et parait six fois plus élevé chez la multipare que chez la paucipare (Diallo et

al., 1992).

Les données groupées de huit études cas témoins sur le cancer invasif du col utérin

et deux études sur le cancer in situ (CIS) provenant de quatre continents semblent

montrer que, par rapport à des femmes qui n’ont jamais eu d’enfant, celles qui en

ont eu trois ou quatre enfants ont 2,6 fois plus de risque de contracter un cancer du

col utérin ;  celles qui en ont eu sept ou plus avaient 3,8 fois plus de risque (Muñoz

et al., 2002).

Par ailleurs, certains auteurs pensent que l’utilisation à long terme de

contraceptifs oraux pourrait être associée à un risque légèrement accru du cancer

du col et le risque serait de 100% pour une utilisation de 10 ans et plus (Smith et

al., 2003).

Notre étude indique que la prise de contraception hormonale était positive dans

plus que la moitié des cas, soit 69%.

Les recherches semblent montrer qu’il existe une relation potentielle à long terme

entre l’utilisation prolongée de contraceptifs oraux et le développement du cancer

du col utérin. Une méta-analyse de 10 études cas-témoins de patientes atteintes

d’un cancer du col invasif ou d’un CIS laisse penser que l’utilisation à long terme

de contraceptifs oraux pourrait augmenter le risque de cancer du col jusqu’à quatre

fois chez les femmes ayant une infection à HPV (Moreno et al., 2002).

Une synthèse de 26 études réunissant au total plus de 12500 femmes atteintes d’un

cancer du col de l’utérus montre une augmentation du risque de cancer invasif

chez les femmes prenant ou ayant pris des contraceptifs oraux. Ce risque augmente

avec la durée d’utilisation ; l’augmentation du risque est de 10% pour une

utilisation de moins de 5 ans, de 60% pour une utilisation de 5 à 9 ans, et de 100%

(doublement du risque) pour une utilisation de plus de 10 ans (Schlegel, 1990).

Jusqu'à présent, aucune étude n’a établi une relation entre le cancer cervical

et l’apparition d’autres pathologies tels que l’hyper tension artérielle (HTA),

diabète, maladies cardiaques… .
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Cependant, notre étude semble montrer que l’apparition de certaines pathologies

soit associées à cette infection virade puisque 13,81% ont fait une HTA , 5,24%

du diabète et 2,38% des cas ont présenté des antécédents d’infections sexuellement

transmises.

Les femmes qui sont à la fois infectées par le HPV et un autre agent sexuellement

transmissible, comme le Chlamydia trachomatis ou le virus de l’herpès simplex-2

(VHS-2) sont plus susceptibles de développer un cancer du col utérin que les

femmes qui ne sont pas co-infectées. Une analyse groupée de sept études cas-

témoins examinant l’effet de l’infection par le VHS-2 dans l’étiologie du cancer

invasif du col utérin a montré que parmi les femmes positives au HPV, le VHS-2

était associé à une multiplication par trois du risque de développer un cancer du col

utérin après correction pour d’éventuels facteurs de confusion (Smith et al., 2002).

La notion antérieure d’infection sexuellement transmises (IST) a été retrouvée chez

70,2% des patientes (N’guessan et al., 2009).

D’autres séries africaines et occidentales (Body et al., 1998 ; Munoz et al., 2003 ;

Smith et al., 2003) constataient également une fréquence élevée d’IST chez les

femmes présentant une néoplasie cervicale. L’opinion était que les états

inflammatoires cervicaux jouaient un rôle prépondérant dans l’apparition du

cancer du col et que l’infection cervicale chronique mal traitée ferait le lit du

cancer.

Plusieurs auteurs (Dos Santos et Beral, 1997) admettent que le cancer du col

utérin toucherait beaucoup plus les classes sociales économiquement faibles.

D’après Jean De Brux indique que 120 femmes sur 100 000 en sont atteintes par le

cancer cervical en France, ce nombre est presque doublé dans les classes

socioéconomiquement faibles.

L’explication résiderait dans le fait que c’est dans ces classes que sont le

plus souvent réunis les facteurs qui définissent le groupe à hauts risques du cancer

du col (hygiène défectueuse, infections, multiparité, …). Les femmes d’un niveau

socioéconomique faible ont souvent des revenus limités, un accès restreint aux

services de santé, une mauvaise alimentation et une connaissance limitée des

problèmes de santé et des comportements préventifs. Nos résultats corroborent



Etude expérimentale Chapitre IV : Résultats et discussion

99

avec ces données de la littérature en effet, notre étude indique que presque la

moitié des patientes (49,52%) vit dans des conditions défavorables avec  un

niveau socioéconomique bas.

D’autres facteurs de risque possibles ont été rapportés comme les carences

nutritionnelles (Folates, vitamine A et vitamine C) qui affaiblissent le système

immunitaire et rend impossible d’éliminer le HPV par l’organisme.

Actuellement, aucune étude sur la nutrition n’est réellement convaincante mais la

consommation élevée de légumes, d’acide folique, de vitamine A et

d’antioxydants serait associée à un effet protecteur possible contre les néoplasies

cervicales (Garcia-Closas et al., 2005).

Tous ces facteurs peuvent les rendre plus vulnérables aux maladies, y

compris celles que l’on peut prévenir, comme le cancer du col utérin.
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Partie II

Détection des HPV HR par immunohistochimie et

biologie moléculaire (HC II et PCR)

Concernant la deuxième étude, nous avons effectué l’immuno-marquage de

52 biopsies provenant des patientes âgées entre 38 et 80 ans avec un âge moyen de

56 ± 3,18 ans. La majorité de ces patientes (88,46 %) sont âgées entre 41 et 70 ans

avec un pic de 36,54 % entre 51 et 60 ans. Sur 33 cas de carcinomes épidermoïdes

et 19 cas de dysplasies cervicales, 11 cas (21,15 %) de carcinomes épidermoïdes et

7 cas de CIN I (13,46 %) sont âgés entre 51 et 60 ans. En accord avec les données

de la littérature (Remontet et al., 2003), ces constatations indiquent que l’âge le

plus propice à l’apparition des lésions cancéreuses après une dizaine ou vingtaine

d’année de persistance de l’infection virale, concerne apparemment les tranches

d’âge ménopausique et post-ménopausique,

L’augmentation de la prévalence des lésions cervicales à la ménopause, pourrait

s’expliquer par les modifications hormonales et leur conséquence immunitaire,

peut être aussi expliquée par l’atrophie urogénitale et le risque de

microtraumatismes accrus favorisant la pénétration des HPV et leur carcinogénèse.

Dans notre population, sur 33 cas de carcinomes épidermoïdes, la recherche

des HPV HR par immunohistochimie était positive dans 30 cas (90,91 %). Ce

résultat concorde avec les données de l’étude de Waboomers et al. publiées en

1999, qui montrent que les HPV HR sont détectés dans 99,7 % des carcinomes

épidermoïdes du col utérin.
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A l’échelle mondial et à l’exception de trois pays ; Canada, l’Allemagne et la

Pologne, le taux de positivité aux papillomavirus dépasse les 90 % (Tableau 20)

(Franco et al., 2000).

Tableau 20 : Association des HPV aux carcinomes épidermoïdes ; comparaison

internationale (Franco et al., 2000)

Pays Pourcentage des cas HPV positifs (%)

Algérie, Maroc 94,6

Argentine, Bolivi, Brésil, Chili 91,4

Bénin, Guinée, Mali, Tanzanie,
Ouganda

95,5

Afrique du sud 95

Canada, Allemagne, Pologne 83,6

Espagne, USA, 97,7

Ind, Indonisie, Philipine, Thaïlande 96,5

Paraguay, Pérou 96,9

Parmi les 19 cas de dysplasies cervicales, 16 cas (84,21 %) se sont révélés

HPV HR positifs et 3 cas (15,79 %) négatifs. Ce résultat corrobore parfaitement

avec les données d’une méta-analyse récente (Smith et al. 2007) qui montrent que

l’HPV HR a été détecté dans 84 % des lésions dysplasiques. Ces chiffres se

rapprochent aussi  avec les résultats rapportés par l’étude  de Seigneurin et

Morande (1997) qui montrent que l’infection à HPV est largement incriminée dans

les néoplasies intra-épithéliales, de même la recherche d’ADN viral est positive

dans plus de 90% des cas.

Le marquage des HPVHR par immunohistochimie sur les biopsies, était

cytoplasmique formant un halot marron autour des noyaux des cellules

carcinomateuses (voir planche I). L’analyse microscopique des coupes

histologiques des biopsies de certaines patientes montre des lésions de haut grade
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avec un immunomarquage fortement positif des cellules basales. Cela pourrait être

expliqué par la grande affinité que présentent les HPV aux cellules basales ce qui

constitue son premier site d’infection qui pourrait être atteint par le biais de la zone

de jonction. Récemment, il a été rapporté dans l’étude de Culp et al. publiée en

2006 que, la laminine 5, une protéine de la lame basale et ligand des intégrines,

serait capable de piéger des virions HPV 11 ou des VLP HPV 11 et faciliterait leur

interaction avec des cellules épithéliales.

L’immunomarquage montre aussi que, sur 33 cas de carcinomes

épidermoïdes 22 cas étaient faiblement positifs et 4 cas fortement positifs.

Parmi les 16 cas positifs de dysplasies cervicales, 8 cas (42,10 %) ont été fortement

positifs, 5 cas (26,32 %) moyennement positifs et 3 cas (15,79 %) fortement

positifs.

Pour les dysplasies cervicales, 2 cas de CIN I et un seul cas de CIN III ont été HPV

HR négatifs, 6 cas de CIN I et 2 cas de CIN III ont été HPV HR faiblement

positifs, 3 cas de CIN I ont été HPV HR moyennement positifs et 2 cas de CIN I

ont été fortement positifs.

A travers ces résultats il semblerait que la densité  de l’immunomarquage

peut nous informé sur la densité de la charge virale mais cette dernière ne présente

aucune corrélation avec le grade histologique de la lésion ni avec l’âge des

patientes. Par contre, de nombreuses études montrent une discordance à ce niveau.

Il est utile de calculer la charge virale dans un milieu liquide, dans le cadre de

la surveillance par des techniques de biologie moléculaire. En effet, dans le cadre

du dépistage et de surveillance, l’HC2 et PCR en milieu liquide sont très utiles et

sensibles pour diagnostiquer des lésions cervicales. Par contre,

l’immunohistochimie est une technique très efficace pour confirmer le diagnostic

des lésions cancéreuses et étudier le comportement des infections et des cellules

cancéreuses dans le cadre de la recherche scientifique.

L’HC2 et la PCR montrent une grande sensibilité pour la détection de la

charge virale. Ces deux techniques, peuvent démontrer qu’après l’âge de 30 ans et



Etude expérimentale Chapitre IV : Résultats et discussion

103

comparativement aux cols normaux, la présence de charge virale élevée est

significativement corrélée aux lésions précancéreuses (Pretet et al., 2004).

Une charge virale élevée est un indicateur de CIN sous-jacente. Cuzick et al.

(2002) ont montré qu’une charge HPV 16 élevée dans des frottis de dysplasies

légères a une valeur prédictive de 100 % à détecter une lésion de haut grade sous-

jacente.

Un travail de Sun et al. (2002) montre que la sévérité et la taille lésionnelle sont

fortement corrélées à la charge virale.

D’après Monsonego (2007) il existe quatre facteurs de risque importants

conditionnant l’apparition d’une dysplasie cervicale après la persistance de

l’infection à HPV :

- les types viraux (HPV 16-18) ;

- le nombre de copies d’ADN viral (charge virale) ;

- la réponse immunologique de l’hôte face aux protéines virales impliquées

dans l’expression des lésions ;

- et en fin les facteurs d’environnement que sont les hormones et le tabac

essentiellement.

Concernant notre deuxième partie d’étude, nos analyses portent sur 115

prélèvements gynécologiques. La recherche des HPVHR a été réalisée par deux

techniques de biologie moléculaire : l’hybride capture 2 et la PCR.

Parmi les 115 cas étudiés, 44,35 % des patientes sont âgées entre 30 et 40

ans, ce qui représente le premier pic d’âge. Le deuxième pic représente les

patientes âgées entre 41 et 50 ans avec un pourcentage de 29, 57 % et un âge

moyen de 35 ± 3 ans.

Selon les données cyto-histopathologiques, de ces femmes, 61,74 % présentaient

des lésions intra-épithéliales dont 47,83 % une lésion cervicale de bas grade CIN I

et 13,91 % une lésion cervicale de haut grade (CIN II ou CIN III). Douze cas

(10,43 %) présentaient un col inflammatoire, 09 cas (07,83 %) présentent un

condylome et 23 cas (20 %) un col sain.
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En étudiant la corrélation entre les données cyto-histopathologiques et l’âge de nos

patientes, 25,22 % de CIN I et 5,22 % de CIN II/CIN III concernait la tranche

d’âge entre 30 et 40 ans. 10, 43 % de CIN I et 6,09 % de CIN II/CIN III la tranche

41 et 50 ans.

Pour la tranche d’âge moins de 30 ans, 8 cas présentaient une lésion de bas

grade (CIN I) ce qui représente un taux de 66,67 % et 6,96 % de la population

générale, n’a pas montré de lésions de haut grade.

Il faut noter que le taux des lésions de bas grade (25,22 %) est très élevé par

rapport aux lésions de haut grade (5,22 %) dans la tranche d’âge 30 et 40 ans.

L’âge moyen des femmes avec des lésions de bas grade est estimé à 34 ans et celui

de haut grade était de 39 ans. Par ailleurs, selon Herrero (2000) l’âge moyen des

femmes avec des lésions intra-épitéliales de bas grade est de 29 ans.

Selon le même auteur (Hererro, 2000), la prévalence maximale de CINII et CIN

III chez les femmes de moins de 25 ans est de 5,2 %, l’âge moyen des femmes

avec des lésions de haut grade est de 34 ans.

Cette différence d’âge est expliquée par la précocité de l’activité sexuelle en

Europe puisque 15 à 40 % des femmes de 15 ans sont sexuellement actives.

L’association entre l’activité sexuelle est le développement des CIN a été rapportée

comme directement corrélée au risque de l’infection cervicale à HPV chez les

femmes jeunes (woodman et al., 2002 ; Rozendaal et al., 2000).

Selon Monsonego (2003), la prévalence de l’infection avant 30 ans est

estimée à 30  % en moyenne. Elle diminue progressivement avec l’âge pour

atteindre une moyenne de 10 % entre 30 et 50 ans et 5 % au-delà de 50 ans. Cette

diminution de la prévalence de l’infection avec l’âge a été également remarquée

dans notre étude, par la régression du nombre des CIN après la cinquantaine.

La détection de l’ADN des HPV après 30 ans reflète souvent la persistance de

l’infection qui est souvent corrélée à une forme clinique. De la même façon,

l’infection à HPV 16 ou 18 et une charge virale élevée sont significativement

corrélée à la présence de lésions plutôt qu’à une forme latente (von Knebel et

Syrjanen, 2006 ; Peitsaro et al., 2002).
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Par ailleurs, même dans les pays où le dépistage du cancer du col a fait la

preuve de son efficacité par la diminution de son incidence, les récentes données

rapportées à l’âge ont montré en particulier en Angleterre et aux Etat-Unit, une

augmentation des cancers du col chez les femmes jeunes dans les tranches 25-29

ans et 30-34 ans (Cuschieri et al., 2004).

Il a été rapporté que la prévalence des lésions cervicales de bas grade varie

énormément, elle est estimée de 2,42 % en Afrique du Sud et 24,7 % en Colombie

Britanique. La plupart des études considère que 10 à 15 % des CIN I non traités

vont se transformer en suite en CIN II et CIN III, en moins 60 % des CIN I vont

régresser spontanément et environ 30 % vont persister (Ostor, 1993 ; Nasiell et al.,

1986).

D’après l’étude de Holowaty et al. (1999) le risque de progression d’un CIN I

vers une lésion plus grave a été évalué à 1 % par an, alors que le risque de

progression d’un CIN II vers une lésion plus marquée étaient de 16 % à 2 ans et de

25 % à 5 ans.

Dans notre étude, 09 cas (7,83 %) présentaient un condylome avec une

légère augmentation de 2,61 % entre 30 et 50 ans. Selon les études

épidémiologiques, les condylomes sont actuellement l’une des MST les plus

fréquentes en Europe, aux Etats-Unis, et en Australie. En 1997 aux Etats-Unis, 1 %

des adultes sexuellement actifs était concernés (Koutsky, 1997).

Joffe (1992) a identifié une prévalence des condylomes de 5,2 % dans une

population d’étudiantes américaines de 19 à 22 ans. La prévalence des verrues

génitales est maximale chez les jeunes autour de 20 ans, elle diminue avec l’âge

(Perty, 2002). Le risque à vie d’avoir des condylomes dans la population générale

est d’environ 1 % (Monsonego, 2007).

Dans cette dernière partie du travail, notre objectif consiste à faire une

corrélation entre la détection de l’ADN viral et les données cyto-histologiques et

vérifier si la détection moléculaire de ce virus pouvait contribuer à améliorer le

diagnostic des lésions précancéreuses du col utérin.
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Dans notre étude nous avons utilisé des tests HPV ADN les plus employés qui

détectent un cocktail de treize HPV HR (Hybrid Capture 2 de Digene et Amplicor

HPV de Roch), un résultat positif signifiant la présence de un à treize de ces HPV à

haut risque.

Le test HC 2 HPV HR est le seul agréé par la FDA (Food and Drug administration)

en triage des cytologies ASCUS depuis 2000 et en dépistage primaire combiné

(test HC2 HPV HR associé à la cytologie) pour les femmes de plus de 30 ans

depuis 2003.

Sur 115 cas étudiés 49 cas (42,61 %) se sont révélés positifs et tous les

échantillons retrouvés positifs par la technique hybride capture 2, ont été confirmés

par PCR. Ce qui montre que le test PCR est aussi bien sensible que le test HC2.

La recherche d’HPV HR en fonction des résultats cyto-histopathologiques

montre que, l’infection à HPV est largement incriminée dans les néoplasies intra-

épithéliales avec 36 cas (31,31 %) de lésions de bas grade (CIN I) et 12 cas (10,43

%) de lésions de haut grade (CIN II et CIN III).

Aucun résultat positif n’a été retrouvé pour les cas du col inflammatoire, ni les

condylomes puisqu’ils sont associés aux HPV à bas risque.

Concernant les résultats des cas normaux 1 sur 23 cas s’est révélé HPV HR

positif. Ce cas est expliqué par le phénomène d’infections latentes

asymptomatiques qui ne conduisent à aucune anomalie cytologique ou

colposcopique, puisque l’ADN viral ne s’intègre pas à l’ADN cellulaire. Ces

infections latentes constituent des réservoirs viraux à partir desquels les HPV

peuvent reprendre leur cycle de réplication suite à un événement extérieur (Etat de

stress qui provoque une immunosupression par exemple), s’intégrer et provoquer

des lésions du col utérin.

La majorité des femmes exposées aux HPV développent une immunité

naturelle liminale pour en échapper. Cette clearance des HPV est observée en

général dans un délai de 9 à 12 mois (Monsonego, 2003 ; Giuliano et al., 2002).

Un nombre limité de femmes garderont les papillomavirus latents ou quiescents
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durant des mois voire des années. Elles peuvent alors développer en cas de

persistance de l’infection une lésion intraépithéliale, qui, non détectée, pourrait

aboutir à un cancer des années plus tard si le dépistage n’est pas réalisé ou a

échoué (Cuschieri et al., 2005 ; Wallin et al., 1999).

En effet, les femmes HPV HR positifs ont à risque de développer une lésion

précancéreuse même en l’absence d’anomalies cytologiques.

Selon Perty (2002), l’absence de l’HPVHR diminue fortement la probabilité

qu’une lésion cervicale progresse vers un cancer.

Dans le monde, deux tiers des cancers du col sont dus aux HPV 16 et 18. En

Europe, près de 70 % des cancers du col sont associés aux HPV 16 et 18. En Asie

du Sud-Est les HPV 18 sont présents dans près de 32 % des cas alors que, en

Amérique du Nord et en Afrique les HPV 45 sont détectés en moyenne dans 13 %

des cancers du col (Munoz et al., 2003) (Munoz et al., 2004).

Dans la population générale, cette infection est largement présente. Une étude

épidémiologique pratiquée dans la Somme (France) a montré que parmi 3832

femmes âgées de 20 à 62 ans ayant bénéficié d’un examen de routine entre 2000 et

2001, la détection d’ADN viral d’un HPV oncogène était positive dans 14 % des

prélèvements génitaux (Khan et al., 2005). Le portage est maximal chez les

adolescentes et les jeunes femmes âgées de moins de 25 ans.

En ce qui concerne la sensibilité et spécificité des techniques utilisées, nous

constatons que la sensibilité du test HPV est plus élevée que la cytologie dans la

détection des lésions dysplasiques de bas grade, alors que sa spécificité semble

plus faible que la cytologie dans la détection des lésions dysplasiques de haut

grade.

De nombreuses études (Clavel et al., 2001 ; Ronco et al., 2006) ont montré la très

forte valeur prédictive négative, proche de  100 %, du test HC2 HPV HR. Une

femme ayant un résultat HC2 HPV HR négatif a un risque quasi nul de développer

un cancer du col de l’utérus dans les années suivantes.
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L’amélioration de la sensibilité du dépistage par l’association du test ADN

HPVHR à la cytologie permet par sa valeur prédictive négative de près de 100 %

de proposer en toute sécurité l’augmentation de l’intervalle entre deux dépistages à

au moins trois ans voire plus, aboutissant de ce fait à une diminution du coût.

Ce dépistage doit concerner les femmes de 30 ans et plus, puisque dans la plus part

des cas, chez les moins de 30 ans, ces infections sont transitoires et

s’accompagnent de la disparition des anomalies cytologiques, d’après Mosciki et

al. (2006). Il est à noter que ce test n’est pas utilisé pour diagnostiquer une

infection à HPV en tant que telle, mais bien parce que la présence du virus est un

marqueur potentiel d’une lésion précancéreuse ou cancéreuse présente ou future du

col utérin.

Dans le cadre du suivi des femmes traitées pour des lésions de haut grade, le

test HPV correspond par sa négativité à un test de guérison.

Le test HPV HR a des avantages démontrés :

- éviter le retour rapide des patientes qui ont un test HPV HR négatif et cytologie

normale pour un suivi de routine, donc une diminution importante du coût de

suivi ;

- il permet de concentrer la surveillance sur des patientes HPV HR positif et/ou à

cytologie anormale et c’est la population qui est réellement à risque d’invasion ;

- il augmente la sensibilité du dépistage des lésions précancéreuses et la spécificité

de la colposcopie ;

- il améliore le dépistage des récidives vraies en diagnostiquant le portage

persistant en HPV.
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CCOONNCCLLUUSSIIOONN && RREECCOOMMMMAANNDDAATTIIOONNSS

e cancer du col de l’utérus constitue un véritable problème de santé

publique, surtout dans les pays en voie de développement où il

représente la cause majeure de décès chez la femme.

Le Papillomavirus humain (HPV) est l’agent étiologique principal du cancer

du col, mis à part l’infection virale, le cancer cervical est multifactoriel et les

autres facteurs de risque qu’on a remarqué au cours de notre première étude

sont : la précocité de l’activité sexuelle, les accouchements et les avortements

multiples, l’utilisation de contraceptifs hormonaux, l’infection sexuellement

transmissible, la ménopause et l’appartenance aux classes socioéconomiques

défavorisées. L’âge moyen des patientes était de 50,4 ± 3,96 ans, la

proportion des femmes ménopausées était de 56 %, et plus que  la moitié

(60%) sont de grandes multipares. Le carcinome épidermoïde représentait

presque 96 % et 82,42 % sont des cancers invasifs.

En Algérie, ces chiffres horribles des cas du cancer du col utérin montrent

l’absence du dépistage systématique et la consultation tardive qui pourrait

être liée au frein que constituent certaines considérations sociales,

psychologiques et même religieuses dans certains cas. Pour être efficace, la

prévention de ce cancer doit être intégrée dans une politique globale de santé

publique avec une forte composante éducative permettant de sensibiliser les

femmes sur cette maladie et leur faisant connaître les avantages du dépistage

et réduire leur peur et leur mauvaise compréhension du diagnostic et des

traitements du cancer cervical. Il est important de connaitre la population

visée et son niveau d’éducation pour lui fournir l’information de façon

compréhensible.

Le cancer du col est le seul cancer évitable puisque les lésions

dysplasiques peuvent mettre jusqu’à 10 à 15 ans pour se développer et

atteindre le stade d’invasion, donc on peut facilement le dépister à un stade

précoce.

L
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Dans le cadre du dépistage, dans notre région le dépistage du cancer du

col se fait d’une manière occasionnelle (lors d’une consultation), pas de

programme organisé, il se repose uniquement sur l’examen cytologique du

frottis cervico-vaginal. Or il est prouvé que la sensibilité de ce dernier ne

dépasse pas 60% (Fahey et al. 1995) et, plus récemment, un nombre

inacceptable de cancers invasifs ont été observés chez des femmes

régulièrement contrôlées par frottis (Monsonego, 2002).

L’absence du papillomavirus sur frottis exclut presque toujours et en

toute sécurité la présence d’une lésion précancéreuse (Walboomer, 2006), ce

qui ne peut être affirmé par la réalisation du seul frottis conventionnel. Il est

donc quasiment nécessaire d’intégrer les tests de biologie moléculaire (HCII

et PCR), la sensibilité de ces tests est supérieure à 95 %, ce que le seul frotti

du dépistage ne permet pas d’affirmer.

L’intensité du marquage par immunohistochimie qui peut nous informer sur

la densité de la charge virale ne présente aucune corrélation avec le grade

histologique de la lésion ni avec l’âge des patientes. Par contre, il est utile de

calculer la charge virale dans un milieu liquide, dans le cadre de la

surveillance par des techniques de biologie moléculaire.

L’HCII et la PCR montrent une grande sensibilité pour la charge virale. Ces

deux techniques, peuvent démontrer qu’après l’âge de 30 ans et

comparativement aux cols normaux, la présence de charge virale élevée est

significativement corrélée aux lésions précancéreuses.

Le test HPV combiné au frottis éviterait 1000 cancers du col environ

chaque année en France d’après les données de Monsonégo publié en 2006.

L’introduction d’un test hypersensible de dépistage comme le test HPV ne se

conçoit qu’avec un espacement de l’intervalle du dépistage chez les femmes

qui ne sont pas à risque. L’absence d’HPV confère une protection sûre et

durable que le seul frottis instantané ne peut garantir.

Les études économiques d’impact de l’introduction de ce test à large échelle

doivent se poursuivre mais ne doit pas être un frein à son utilisation ni à

l’examen sérieux de son remboursement.
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Pour augmenter la spécificité du dépistage, il faut faire recours au

génotypage des HPV HR, en particulier dans la population de dépistage de

frottis normal HPV HR positif. Le fait que plusieurs études (Castel et al.,

2005 ; khan et al., 2005) ont montré que les femmes HPV 16 sont à risque

plus élevé de développer une CIN 3 comparativement à d’autres types viraux.

En effet, dans le cadre du dépistage et de surveillance, l’HCII et PCR en

milieu liquide sont très utiles et sensibles pour diagnostiquer des lésions

cervicales. Par contre, l’immunohistochimie est une technique très efficace

pour confirmer le diagnostic des lésions cancéreuses et étudier le

comportement des infections et des cellules cancéreuses dans le cadre de la

recherche scientifique.

En ce qui concerne le vaccin, le ministère de la santé et de la réforme

hospitalière (d’après le Quotidien d’ORAN, 10 Juin 2006) a déclaré lors de la

présentation du programme national de lutte contre le cancer, que l’Algérie

s’apprête à introduire un vaccin protégeant contre le cancer du col de l’utérus

dès que les formalités administratives, tel que l’enregistrement du

médicament, seront faites (voir Annexes 8 et 9). On espère bien que cette

déclaration ne reste pas qu’une encre sur papier.
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ANNEXE 1

La classification de PAPANICOLAOU (1943)

- CLASSE I : cellules normales.

- CLASSE II : frottis inflammatoires avec des cellules atypiques.

- CLASSE III : frottis suspect : présence de cellules anormales ne pouvant être

considérées ni comme bénignes ni comme malignes.

- CLASSE IV : présence de cellules malignes isolées.

- CLASSE V : présence de cellules malignes en placard.

La classification de MAC KAY (1953)

- GRADE I : cellules normales.

- GRADE II : cellules atypiques, généralement inflammatoires.

- GRADE IIIA : dysplasie légère à modérée (CIN 1 à 2)

Cellules intermédiaires ou superficielles à noyau normal

(0 à 10% sont indifférenciées).

- GRADE IIIB : dysplasie modérée à sévère (CIN 2 à 3)

(10 à 20% des cellules sont indifférenciées).

- GRADE IIIC : dysplasie sévère à CIS

(20 à 30% des cellules sont indifférenciées).

- GRADE IV : il s’agit d’un carcinome in situ (CIS) avec ou sans envahissement

glandulaire (plus de 30% de cellules sont indifférenciées).

- GRADE V : carcinome invasif.
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ANNEXE 2

TERMINOLOGIE SELON LE SYSTEME DE BETHESDA (EN

CORRELATIONS)

O.M.S RICHART BETHESDA

Dysplasie légère CIN 1

Lésion épidermoïde

intre-épithéliale de bas

grade avec ou sans HPV

Dysplasie modérée ou

moyenne
CIN 2 Lésion épidermoïde intra

épithéliale de haut grade

avec ou sans HPV
Dysplasie sévère

Carcinome in situ
CIN 3

Carcinome épidermoöde

invasif

Carcinome épidermoöde

invasif

Carcinome malpighien

épidermoöde invasif

Dysplasies glandulaires C.I.G.Ns

Lésions glandulaires

intra épithéliales de bas

et haut grade

Adénocarcinome in situ A.C.I.S Adénocarcinome in situ

Adénocarcinome invasif Adénocarcinome invasif Adénocarcinome invasif
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ANNEXE 3

TERMINOLOGIE EN CYTOLOGIE CERVICO-VAGINALE DE

PAPANICOLAOU A BETHESDA

CYTOLOGIE CONCLUSIONS

PPN
(1943)

RICHART
(1975)

BETHESDA
(1968)

Ininterprétable - FCV ininterprétable
- paucicellulaire
- Hémorragique
- mal fixé
- trés inflammatoire
- très cytolytique

Classe I Normal Frottis d’aspect normal

Classe II Evaluation du
statut hormonale

Frottis régressifs
- sous pilules
- près ménopause
- post partum
(avec ou sans dystrophie)
(avec ou sans inflammation)

Inflammation - métaplasie malpighienne
différenciée (avec ou sans
inflammation)

Classe III
Classe IV

Non cohérentes
avec les
classifications
actuelles

Réparation - Métaplasie jeune ou peu
différenciée (avec ou sans
inflammation)
- Reépithélisation jeune

Herpes - Frottis inflammatoire avec
signes herpétiques

Lésion de bas
grade

Frottis avec signes de
condylome sans atypie

CIN I Frottis avec signes de
condylome avec atypies légères

CIN II
Lésion de haut
grade

Frottis avec signes de dysplasie
moyenne (avec ou sans
condylome)

CIN III - Frottis avec atypies sévères
- Frottis de dysplasie grave

Infiltrant Carcinome Frottis avec atypies témoignant
d’un probable carcinome
infiltrant
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ANNEXE 4

CLASSIFICATION DE L’OMS (1968)

Elle induit le terme de dysplasie suivant la gravité des lésions, elle est classée en :

- dysplasie légère ;

- dysplasie modérée ;

- dysplasie sévère ;

- carcinome in situ.
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ANNEXE 5

CLASSIFICATION DE RICHART (1973)

Elle induit le terme de Néoplasie Intraépithéliale et propose une classification en

trois grades :

- CIN I correspond à la dysplasie légère, caractérisée par :

 Une maturation cellulaire désordonnée ;

 Des atypies cellulaire à travers toute l’épaisseur de l’épithélium ;

 De nombreuses cellules binuclées ;

 Des cellules indifférenciées limitées aux couches les plus profondes.

- CIN II correspond à la dysplasie modérée, marquée par :

 La disparition d’une maturation ordonnée et la présence d’atypies

cellulaires sont ici majorotaire ;

 L’épithélium est composé de 70 % de cellules indifférenciées.

- CIN III correspond à la dysplasie sévère et au carcinome in situ dans ce cas :

 Les cellules néoplasiques sont présentent à travers toute l’épaisseur de

l’épithélium sans effraction de la basale ;

 Absence d’organisation et de maturation ;

 Présence des divisions mitotiques à tous les stades.
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ANNEXE 6

- CLASSIFICATION TNM (1992)

Tx : tumeur primitive inclassable

T0 : pas de signe de tumeur primitive

Tis : carcinome in-situ

T1 : carcinome limité au col

T1A : invasif pré-clinique

T1A1 : invasion du stroma < 3mm en profondeur et < 7mm

horizontalement,

T1A2 : invasion du stroma > 3 mm et < 5 mm en profondeur et < 7mm

horizontalement

T1B : tumeur limitée au col

T1B1 : lésion < 4 cm

T1B2 : lésion > 4 cm

T2 : tumeur s’étendant au-delà de l’utérus mais sans atteindre les parois ni le tiers

inférieur du vagin.

T2A : sans envahissement du paramètre,

T2B : avec envahissement du paramètre

T3 : tumeur s’étendant jusqu’au tiers inférieur du vagin sans extension à la paroi

(T3A), s’étendant à la paroi pelvienne et/ou hydronéphrose ou rein muet (T3B)

T4 : atteinte de la muqueuse vésicale ou rectal (T4A) ou métastases à distance

(T4B).
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ANNEXE 7

- CLASSIFICATION CLINIQUE UICC (1992)

- Tis : carcinome in situ

- T1a1 : carcinome micro-invasif avec invasion stromale minime.

- T1a2 : carcinome micro-invasif avec une composante invasive de 5 mm ou moins

en profondeur, et de 7 mm ou moins latéralement.

-T1b : Carcinome invasif clinique.

- T2 a : carcinome étendu au vagin à l’exception du tiers inférieur

- T2b : carcinome étendu aux paramètres, mais respectant la paroi pelvienne.

- T3a : carcinome étendu au 1/3 inférieur du vagin, sans extension paramétriale.

- T3b : carcinome s’étendant à la paroi pelvienne, et/ou causant une hydro-

néphrose ou un rein muet.

- T4 : tumeur envahissant à la muqueuse de la vessie ou du rectum,et/ou au delà du

pelvis.

- M1 : métastases à distance.
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ANNEXE 8

______________________________________________________________________________________

____

Le premier vaccin
contre le cancer utérin

e premier vaccin
protégeant contre le

cancer de l’utérus, fabriquée
par le laboratoire américain
Merck, a reçu jeudi un feu
vert pour sa
commercialisation, émis par
l’agence américaine de
régulation des médicaments,
la Food and Drug
Administration (FAD).
Le vaccin est destiné aux
jeunes filles de 9 à 26 ans et
protège des infections contre
les papillomavirus (HPV)
responsables des lésions
utérines évoluant en cancer,

a indiqué la FAD dans un
communiqué. Ces infections
sont à l’origine de 70% des
cancers du col de l’utérus.
Le Gardasil s’est également
montré efficace contre des
virus HPV causant des
infections du vagin et de la
vulve qui évoluent en
lésions cancéreuses.
« Ce vaccin est une avancée
importante dans la
protection de la santé des
femmes en immunisant
contre des infections
responsables d’un grand
nombre de cancers utérins »,

a souligné dans un
communiqué Andrew Von
Eschenbach,
l’administrateur par intérim
de la FAD.
Les quatre essais cliniques
conduits sur 21.000 femmes
aux Etats-Unis et dans
plusieurs autres pays par
Merck ont montré que ce
vaccin était efficace à près
de 100% contre les quatre
types de HPV responsables
des lésions précancéreuse du
col de l’utérus, du vagin et
des lésions de la vulve ainsi
que de verrues génitales.

L
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ANNEXE 9

_____________________________________________________________________

UN PROGRAMME NATIONAL LANCE

L’Algérie, premier pays à importer un vaccin américain

contre le cancer ?
Le ministre de la santé et de la réforme hospitalière Amar Tou a indiqué que l’Algérie

s’apprête à introduire le premier vaccin protégeant contre le cancer du col de l’utérus,

fabriqué par le laboratoire américain Marck, qui a reçu jeudi dernier, le feu vert pour sa

commercialisation, par l’agence américaine de régulation des médicaments.

________________________________

M. AZIZA
mar Tou a déclaré lors
de la présentation du

programme nationale de
lutte contre le cancer, hier,
au siège de son département
que l’Algérie pourra
importer le vaccin « dès que
les formalités
administratives, telles que
l’enregistrement du
médicament, seront faites »,
ajoutant que « l’introduction
de ce vaccin se fera peut être

bien avant les Européens
dont certains ont affirmé
qu’ils importeront le vaccin
dans deux ans ».
Pour le ministre, le vaccin
doit être enregistré par les
Américains au profit de
l’Algérie. « Je pense que
c’est possible puisque les
Américains marquent un
intérêt particulier au marché
du médicament en Algérie »,
explique-t-il, mais il faut
savoir que sur le nombre

prévu des malades
cancéreux en 2006, qui est
de 26.100 nouveaux cas
dont 13.400 femmes, seules
1.198 seront atteints du
cancer du col de l’utérus.
Qu’en est-il alors des autres
formes de cancer telles que
le cancer du sein, du colon
rectum, des poumons, de
l’estomac, de la peau dont le
vaccin n’est encore
découvert.

A
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ANNEXE 10

FICHE TECHNIQUE DE MARQUAGE DE L’HPV HR PAR
IMMUNOHISTOCHIMIE

A partir des blocks de biopsies paraffinées on fait des coupes de 2 à 3µm d’épaisseur à

l’aide d’un microtome et on passe aux étapes suivantes :

1- Etalement des coupes sur des lames silanisées

2- Incubation à l’étuve (T° = 40°) pendant 24 heures

3- Déparaffinage avec 4 bains de xylènes (5 mn pour chaque bain)

4- Réhydratation avec de l’alcool absolue (4 bain, 5mn pour chaqu’un)

5- Deux bains de l’eau distillée (5 mn pour chaqu’un)

6- Préchauffage de la solution de démasquage (tampon Tris-EDTA buffer,

pH 9.0, 0.05%) pendant 10mn dans un bain marie chauffé à 98°

7- Déposer les lames dans la solution de démasquage présente dans le bain marie

pendant 40mn

8- Refroidissement : pendant 20mn

9- Déposer les lames dans un bain de l’eau distillée pendant 5mn

10- Préparer une chambre humide

11- Essuyer les lames et entourer le prélèvement par le marqueur DACOPEN

12- Déposer une goutte de l’AC monoclonal anti HPV (clone : K1H8) => anticoprps

primaire

13- Incuber pendant 2h

14- Préparer la solution de lavage PBS (phosphate buffered saline) : dissolution d’un

comprimer PBS dans un litre d’eau distillée

15- Faire 2 bains de la solution de lavage PBS (rinçage)

16- Remettre les lames dans la chambre humide

17- Ajouter l’Ac secondaire : Biotine, pendant 30 mn

18- Rinçage avec un bain de la solution de lavage PBS

19- Remettre les lames dans la chambre humide

20- Déposer quelques gouttes de l’eau oxygénée pour chaque prélèvement pendant

10mn

21- Un bain de solution de lavage



Annexes

137

22- Remettre les lames dans la chambre humide

23- Ajouter quelques gouttes de 2ème Ac secondaire : Streptavidine pdt 20mn

24- Lavage avec 1 bain de la solution de lavage

25- Remettre dans la chambre humide à température ambiante

26- Ajouter des gouttes de la solution chromogène préparée avec 3 mL de solvant  et

3 gouttes de DAB chromogène (30mn à 1h)

27- Coloration :

- Rincer avec de l’eau distillée : 1 bain

- colorer les prélèvements avec l’hématoxyline de MAYER pendant 5mn

- Tremper 1 fois dans un bain de l’eau distillée ammoniaquée

- Rincer avec de l’eau distillée : 1 bain

28- Montage

29- Observation microscopique
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ANNEXE 11

QUESTIONNAIRE

Partie réservée à l’enquêteur  Dossier N° :……………………………….Service :………………                 Ville : ………………………………………….. Consultation le : ……………………….Date enregistrement d’information : Jour…….. Mois………. Année…….. Groupe Sanguin………………..
Partie réservée au patient

1. IdentificationNom : …………………………………………..Prénom : …………………………………………Date et lieu de naissance :………………………………………….à………………………………… (Commune)Adresse personnelle : ……………………………………………………………..N° de téléphone / portable :……………………………………………………………..
2. Données anthropométriquesPoids : …………………KgTaille : …………………cmIMC : ………………….. Kg/m²                      SC : ………………………….m²
3. Données socio-professionnellesEtes-vous ?
Célibataire Mariée Veuve DivorcéeExercez-vous une profession actuellement ?     Oui Non RetraiteQuel est votre niveau d’étude ?Sans niveau Primaire Moyen Secondaire Supérieure
4. Activitégénitale (AG) et Contraception (C) :Ménarchie Age : …………………ansMénopausée ? (AG)        Non Oui Age ………… ansContraception hormonale (C+) :Contraception mécanique (C-) :Age de première grossesse : …………………… ans
5. Les antécédentsLes antécédents familiaux :Avez-vous dans votre famille une personne cancéreuse du col de l’utérus ? OuiNon Si oui,La mère La tante La sœurCollatéraux6. Notion d’Allaitement :Nombre de G ……….. F………Nombre d’enfants vivant : ………….Nullipare (0)   P rimipare(1) Paucipare   (2-5) multipare (>5)Avez-vous allaité vos enfants ?     Oui        Non NomSi oui,Mode d’allaitement :             Exclusif                           MixteNombre d’enfants allaité ……….. Et chacun pendant  ……………………. (Mois, an(s))Cumule d’allaitement …………………………………..Mois
7. Grade histologique:

C. Epidermoide                       CIN I CIN II CIN III
Invasif

Métastase
C.Glandulaire
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ANNEXE 12

CLASSIFICATION FIGO (2009)
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ANNEXE 13
Stades de classification du cancer du col utérin selon la FIGO
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ANNEXE 14

Fiche de l’AC primaire monoclonal anti-HPV (clone K1H8)
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ANNEXE 15
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ANNEXE 16

Tableau 5 : Répartition des cas en fonction de l’âge et de l’histopathologie

Age (ans)

Histopat.
30 - 40 41 - 50 51 – 60 61 - 70 71 - 80 Total

Carcinome
épidermoïde

02
03,85 %

07
13,46 %

11
21,15 %

10
19,23 %

03
05,77 %

33
63,46 %

CIN I
01

01,92 %
02

03,85 %
07

13,46 %
03

05,77 %
00

00 %
13

25 %

CINII /
CIN III

01
01,92 %

02
03,85 %

01
01,92 %

02
03,85 %

00
00 %

06
11,59 %

Total
04

07,69 %
11

21,15 %
19

36,54 %
15

28,85 %
03

05,77 %
52

100 %

Tableau 6 : Répartition des cas de carcinomes épidermoïdes selon l’intensité de marquage
des HPV HR par immunohistochimie

Intensité de
marquage

Marquage - Marquage +
Marquage

++
Marquage

+++
Total

Nombre  des
cas

03 22 04 04 33

Pourcentage
(%)

09,09 66,67 12,12 12,12 100

Tableau 7 : Répartition des cas de dysplasies cervicales selon l’intensité de marquage des
HPV HR par immunohistochimie

Intensité de
marquage

Marquage - Marquage +
Marquage

++
Marquage

+++
Total

Nombre  des
cas

03 08 05 03 19

Pourcentage
(%)

15,79 42.10 26,32 15,79 100

Tableau 8 : Répartition des cas dysplasies cervicales selon le grade histologique

Grade CIN I CIN II CIN III Total

Nombre des cas 13 2 4 19

Pourcentage (%) 68,42 10,53 21,05 100
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Tableau 9 : Répartition des dysplasies cervicales selon le grade histologique et l’intensité de
l’immuno-marquage des HPV HR

CIN
Intensité
de marquage

CIN I CIN II CIN III Total

Marquage -
2

10,53 %
0

0 %
1

5,26 %
3

15,79 %

Marquage +
6

31,57 %
0

0 %
2

10,53 %
8

42,10 %

Marquage ++
3

15,79 %
1

5,26 %
1

5,26 %
5

26,32 %

Marquage +++
2

10,53 %
1

5,26 %
0

0 %
3

15,79 %

Total
13

68,42 %
2

10,53 %
4

21,05
19

100 %

Tableau 10 : Répartition des cas en fonction des tranches d’âge

Tranche
d’âge (ans)

- 30 31 - 40 41- 50 51- 60 + 60 Total

Nombre de
cas

11 37 41 19 07 115

Pourcentage
(%)

9,57 32,17 35, 65 16, 52 6, 09 100

Tableau 11 : Répartition des cas en fonction de la cyto-histopathologie

Cyto-
histopatholog

ie

Col
sain

Col
inflammatoire

Condylome CIN I
CIN II/
CIN III

Total

Nombre des
cas

23 12 09 55 16 115

Pourcentage
(%)

20 10,43 7,83 47,83 13,91 100
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Tableau 12 : Répartition des cas selon l’âge et de la cyto-histopathologie

Age (ans)
Cyto-
histopathologie

- 30 30- 40 41- 50 51- 60 + 60 ans Total

Col sain
03

02,61 %
09

07,82 %
07

06,09 %
03

02,61 %
01

00,87 %
23

20 %

Col
inflammatoire

01
00,87 %

04
03,48 %

05
04,34 %

01
00,87 %

01
00,87 %

12
10,43

%

Condylome
00

00,00 %
03

02,61 %
03

02,61 %
02

01,74 %
01

00,87 %

09
07,83

%

CIN I
08

06,96 %
29

25,22 %
12

10,43 %
06

05,22 %
00

00,00 %

55
47,83

%

CINII/CIN III
00

00,00 %
06

05,22 %
07

06,09 %
03

02,61 %
00

00,00 %

16
13,91

%

Total
12

10,43 %
51

44,35 %
34

29,57 %
15

13,04 %
03

02, 61 %
115

100 %

Tableau 13 : Recherche d’HPV HR par HCII et par PCR

HPV HR positif HPV HR négatif Total

Nombre de cas 49 66 115

Pourcentage (%) 42,61 57,39 100

Tableau 14 : Recherche d’HPV HR en fonction des résultats cyto-histopathologiques

HPV HR

Cyto-histo HPV HR positif HPV HR négatif Total

Col normal
01

0,87 %
22

19,13 %
23

20 %

Col inflammatoire
00

00 %
12

10,43 %
12

10,43 %

Condylome
00

00 %
09

7,83 %
09

7, 83 %

CIN I
36

31,31%
19

16,52 %
55

47,83 %

CINII/CINIII
12

10,43 %
04

3,48 %
16

13,91 %

Total
49

42,61 %
66

57,39 %
115

100 %
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ANNEXE 17
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ANNEXE 18

AArrttiiccllee oorriiggiinnaall

IImmmmuunnoo--mmaarrqquuaaggee dduu ppaappiilllloommaavviirruuss

ddaannss llee ccaanncceerr dduu ccooll uuttéérriinn
LLeess AAnnnnaalleess AAffrriiccaaiinneess ddee MMééddeecciinnee
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