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Résumé

A I’échelle mondiale, le cancer du col de I'utérus (CCU) constitue un probleme majeur de
santé publique touchant 528 000 femmes, il est responsable de 266 000 déces chaque année. Son
taux d’incidence varie d’un pays a 'autre et reste remarquablement plus élevé dans les pays en voie
de développement ol l'accés aux soins, méme primaires reste précaire. De nombreuses études
épidémiologiques ont démontré qu’environ 99,7 % des cancers du col de I'utérus sont associés a
I'infection par des Papillomavirus Humains (HPV) oncogénes, en particulier les HPV16 et 18. Ces
données ont permis le développement de vaccins prophylactiques dirigés contre ces deux génotypes
viraux. Il s’agit d’'un des cancers les plus faciles a prévenir et a traiter a condition qu’il soit détecté
suffisamment tét et traité correctement. L'objectif de ce travail de thése était d’étudier deux
populations de femmes a risque du CCU qui vivent sur deux continents différents (Afrique/Europe).
Ces deux populations étaient référées auprés de médecins hospitaliers pour des problémes
gynécologiques. La majorité des femmes n’avaient pas été dépistées (femmes marocaines), ou
avaient été sous-dépistées selon les recommandations de I’ANAES (femmes francaises de plus de 65
ans). Au cours de cette étude, les femmes ont eu un frottis cervico-utérin (FCU) pour une analyse
cytologique et une recherche d’ADN d’HPV, soit par amplification de cible (PCR ; population
marocaine), soit par amplification de signal (test hc2 ; population francaise). Les échantillons HPV
positifs ont ensuite été génotypés, soit par génotypage complet (INNO-LiPA ; population marocaine),
soit par génotypage partiel (QPCR HPV16, 18 et 45 ; population francgaise). Les frottis étaient normaux
dans la majorité des cas : chez 81,9% des femmes marocaines et 68,6% des femmes francaises. Les
frottis de signification indéterminée (ASC-US) ont été diagnostiqués chez 15,8% des femmes
frangaises. Les frottis en faveur d’une lésion de bas grade (LGSIL) étaient observés chez 12,9% des
femmes marocaines et 7,4% des femmes francaises. Les frottis en faveur d’une lésion de haut grade
(HGSIL) étaient de 5,2% chez les femmes marocaines et 4% chez les femmes frangaises. Les frottis
évocateurs de cancer ont été décelés uniquement dans la population frangaise (2,9%). La prévalence
d’HPV était du méme ordre de grandeur (23%) dans les 2 populations et augmentait avec la sévérité
de la Iésion cytologique pour atteindre 75% dans les frottis HGSIL chez les femmes marocaines et
plus de 90% chez les femmes frangaises. La quasi-totalité des échantillons en faveur d’'un CCU étaient
infectés par un HPV. Par ailleurs, dans les deux populations, le génotype prévalent dans tous les
types de frottis était I’'HPV16, génotype le plus carcinogéne. Un tiers (36,2%) de la cohorte des
femmes marocaines était infecté par le VIH, qui s’est avéré le plus important facteur prédictif de
I'infection HPV, indépendamment des autres facteurs de risque étudiés (caractéristiques
sociodémographiques, comportement sexuel, tabagisme...). En France, le dépistage du CCU est
préconisé tous les trois ans chez les femmes de 25 a 65 ans. Toutefois, les femmes agées de plus de
65 ans dont I'espérance de vie est élevée et qui n'ont pas été ou qui ont été mal dépistées pourraient
bénéficier d’'un test HPV dont la Valeur Prédictive Négative est trés élevée. Au Maroc, en I'absence
de dépistage organisé, il est aussi souhaitable de proposer un test HPV dans le cadre du dépistage du
CCU. La vaccination anti-HPV pourrait aussi prévenir ce cancer.

Mots clés : Dépistage du cancer du col utérin, HPV, frottis cervico-utérin, femmes marocaines,
femmes francaises de plus de 65 ans.



Abstract

Worldwide, cervical cancer (CC) is a major public health problem affecting 528 000 women
and responsible for 266 000 deaths every year. Its incidence rate varies from one country to another
and remains remarkably higher in developing countries where access to care, even primary remains
precarious. Many epidemiological studies have shown that approximately 99.7% of cancers of the
cervix are associated with infection with oncogenic Human Papillomavirus (HPV), especially HPV16
and 18. These data allowed the development of prophylactic vaccines directed against these two
viral genotypes. It is one of the easiest cancers to prevent by early detection of precancerous lesions.
The objective of this PhD thesis work was to study two populations of women at risk of CC who live
on two different continents (Africa / Europe). These two populations were referred to hospital
doctors for gynecological problems. The majority of women were not screened (Moroccan women)
or were under-screened according to ANAES recommendations (French women over 65 years). At
entry in the study, women had a cervical smear for cytology and HPV DNA research, either by target
amplification (PCR; Moroccan population) or signal amplification (hc2 test; French population). HPV
positive samples were then genotyped, either with full genotyping (INNO-LiPA; Moroccan
population) or with partial genotyping (qPCR targeting HPV16, 18 and 45; French population).

Smears were normal in most cases: in 81.9% of Moroccan women and 68.6 % of French
women. Atypical Squamous Cells of Undetermined Significance (ASC-US) were diagnosed in 15.8% of
French women. Smears in favour of low grade lesion (LGSIL) were observed in 12.9% of Moroccan
women and 7.4 % of French women. Smears in favour of high grade lesion (HGSIL) were in 5.2 % of
Moroccan women and 4% of French women. Smears suggestive of cancer were detected only in the
French population (2.9%).

The prevalence of HPV was of the same order of magnitude (23%) in both populations; and
increased with the severity of cytological lesions to reach 75% in HGSIL smears among Moroccan
women and over 90% among French women. Almost all samples with CC were infected with high risk
HPV. Furthermore, in both populations, the most prevalent genotype in all types of smear was
HPV16, known to be the most carcinogenic. One third (36.2%) of the cohort of Moroccan women was
infected with HIV, which was the most powerful predictor of HPV infection, independent of other risk
factors studied (sociodemographic characteristics, sexual behavior, smoking ...).

In France, CC screening is recommended every three years for women 25 to 65 years.
However, women over 65 whose life expectancy is high and who have not been or have been poorly
screened could benefit from an HPV test. In Morocco, in absence of organized screening, it is also
desirable to provide an HPV test as a part of CC screening. The HPV vaccines could improve the
situation by reducing the incidence and mortality from this cancer.

Keywords: cervical cancer screening, HPV, cervical smear, Moroccan women, French women over 65
years.
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Préambule

éme

Le cancer du col de I'utérus (CCU) est le 4°™ cancer féminin le plus fréquent, et le 7°™ au
classement général (toutes localisations confondues) au monde, avec environ 528 000 nouveaux cas
et 266 000 déces estimés chaque année. Environ 85% des nouveaux cas surviennent dans les pays en
voie de développement ou il représente pres de 12% de tous les cancers féminins (Ferlay et al. 2015).

En France, malgré I'absence d’un programme de dépistage organisé, l'introduction de frottis
cervico-utérin (FCU), la détection précoce et le traitement des Iésions pré-invasives du col ont permis
de réduire le nombre de nouveaux cas par an de 6000 en 1975 (Belot et al. 2008) a 2862 en 2012
(WHO/ICO. 2014a). Le nombre de décés a par conséquent chuté de 2500 en 1975 (Belot et al. 2008)
a 1167 en 2012 (WHO/ICO. 2014a). Aujourd’hui, le CCU est, en France, le 12°™ en terme d’incidence
et le 14°™ en terme de mortalité (WHO/ICO. 2014a).

Si I'incidence et la mortalité dues a cette pathologie ont diminué de fagon considérable dans les
pays ou se pratique le dépistage, elles restent élevées au Maroc ou peu de femmes se font dépister.
Ce fléau, représente une des atteintes les plus graves pour la santé des femmes marocaines. Avec

éme

2258 nouveaux cas et 1076 déces chaque année, le CCU représente le 2°"° cancer féminin apres le
cancer du sein (WHO/ICO. 2014b). Il touche la femme jeune et n’est le plus souvent découvert qu’a
un stade avancé. Les constatations cliniques non systématiques dans les différents centres de prise
en charge rapportent des diagnostics a des stades avancés et un taux de perdues de vue élevé ce qui
rend les résultats thérapeutiques modestes et le colt de la prise en charge élevé.

Ce cancer présente une particularité biologique. Il est considéré comme la seule tumeur humaine
quasi totalement viro-induite (zur Hausen 2000). Ce sont des Papillomavirus Humains (HPV)
oncogenes, en particulier les HPV16 et 18 qui sont responsables du développement des Iésions
précancéreuses et cancéreuses du col de I'utérus (de Sanjose et al. 2010 ; Guardado-Estrada et al.
2014). La possibilité de détecter ’ADN des HPV, et l'utilisation possible de cette détection pour le
dépistage des lésions du col utérin a suscité un intérét considérable. Par ailleurs, Le développement
de stratégies de prévention, de détection précoce et de prise en charge du CCU passe par une
meilleure connaissance de son épidémiologie. Un certain nombre de données sont indispensables
pour une politique de santé optimum en vue d’une meilleure prévention et prise en charge.

Dans le cadre de ce travail de thése nous avons réalisé une étude épidémiologique chez deux
cohortes de femmes a risque du CCU (une cohorte de femmes francaises agées de plus de 65 ans
issues de la région de Franche-Comté (France) et une population de femmes marocaines de la région

Souss (Maroc)). Notre travail avait pour but d’évaluer par co-testing la prévalence des HPV a haut
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risque notamment les HPV 16, 18 et 45 ainsi que la fréquence des frottis pathologiques chez les
femmes francaises agées de plus de 65 ans et étudier I'épidémiologie moléculaire des HPV chez les
femmes marocaines.

Ce manuscrit rapporte mon travail de thése en trois parties :

La premiére partie est une revue bibliographique présentant des généralités sur la biologie des
HPV et I'histoire naturelle des lésions du col utérin associées a ces virus et les facteurs de risque, puis
I’épidémiologie du CCU et enfin la prévention du CCU.

La seconde partie présente les résultats des travaux réalisés au cours de ma thése, sous forme

de publications

1. Les résultats d’une étude portant sur une cohorte hospitaliere de femmes francaise agées de
plus de 65 ans dans un but de déterminer s’il existe un intérét a poursuivre le dépistage du
CCU apreés 65 ans.

2. Les résultats d’'une étude portant sur une cohorte hospitaliere de femmes marocaines de la
région Souss, dans un but d’évaluer la prévalence et la distribution des génotypes d’"HPV ainsi
que la cytologie, en tenant compte des facteurs sociodémographiques, du style de vie et du
statut VIH qui peuvent influencer I'infection aux HPV.

Pour terminer, la troisieme partie de ce manuscrit est une discussion générale de mon travail a
laquelle font suite des perspectives et une conclusion générale.
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I. Papillomavirus et cancer du col de l'utérus

1. Classification et tropisme des papillomavirus

Les papillomavirus (PV) appartiennent a la famille des Papillomaviridae. A ce jour, 189 génotypes
sont caractérisés et intégralement séquencés (Bernard et al. 2010). Les PV sont classés en genres, en
especes et en variants. lls sont hautement spécifiques de leur héte: il n'y a pratiquement pas
d'exemple de transmission croisée entre especes (Jenson et al. 1980). Cent soixante-dix
papillomavirus, les PapillomaVirus Humains ou HPV (Human PapillomaVirus) (de Villiers 2013a), sont
spécifiques de 'Homme et appartiennent aux genres alpha, béta, gamma, mu et nu (Figure 1).

et L = g0 2 i
a8 ?,‘:' 7 ulu E‘?\;f . -y
cAll 7% £ A proves
oy, 2\ e 5 3 e ‘f /s " ata N\ papiiomavirus
> ! tﬁ‘} f ‘fj‘%&'\@ a4
AN L )
BN w2 s

{:,I."mucm:-:-u:;u;_)@‘” \..__ = _. . \ . = %;m;u

papillomavirus

Figure 1: Classification phylogénétique des papillomavirus (de Villiers 2013a)

Les HPV infectent spécifiquement les épithéliums malpighiens pluristratifiés de la peau et/ou des
mugqueuses (de Villiers et al. 2004). Ainsi, ils ont longtemps été classés selon leur tropisme cutané ou
mugqueux.

Au niveau cutané, on retrouve principalement des HPV appartenant aux genres béta, gamma, mu
et nu. lls sont responsables de Iésions bénignes, telles que les verrues vulgaires (HPV1, 2 et 4) et ils
sont aussi impliqués dans le développement de certains cancers de la peau (Aubin et al. 2003). En
effet, les HPV du genre béta (en particulier HPV5 et 8) sont fréquemment retrouvés dans des cancers
non mélaniques de la peau, chez des patients atteints d'une épidermodysplasie verruciforme.
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Au niveau des muqueuses, on trouve principalement des HPV appartenant au genre alpha. Les
HPV dits muqueux peuvent étre classés selon leur potentiel oncogénique. Les HPV dits a Bas Risque
(HPV-BR), tels que HPV6 et HPV11, sont le plus souvent responsables de lésions bénignes comme les
condylomes acuminés (Brown et al. 1999; Aubin et al. 2008), alors que les HPV dits a Haut Risque
(HPV-HR), comme HPV16 et HPV18, sont le plus souvent associés aux cancers du col de I'utérus
(Mufioz et al. 2003 ; Smith et al. 2007; Prétet et al. 2008a ; de Sanjose et al. 2010 ; Guardado-Estrada
et al. 2014). Ces deux génotypes sont aussi a I'origine d’autres cancers tels que les cancers du canal
anal (De Vuyst et al. 2009 ; Abramowitz et al. 2010 ; Valmary-Degano et al. 2013; Alemany et al.
2015) et les cancers des voies aérodigestives supérieures (Ritchie et al. 2003 ; Vlachtsis et al. 2005 ;
Jayaprakash et al. 2011 ; St Guily et al. 2011).

2. Structure générale des HPV

Les HPV sont des virus non enveloppés, de petite taille (entre 52 et 55 nm), trés résistants, dont
la capside est composée de 72 capsomeéres disposés selon une symétrie icosaédrique avec deux
unités protéiques : la protéine majeure L1 (55kDa) et la protéine mineure L2 (72 kDa) (Baker et al.
1991; Hagensee et al. 1993) (Figure 2).

El

Figure 2 : Représentation schématique du génome d’HPV16

Le génome viral est constitué d'un ADN double brin circulaire, super-enroulé, d'environ 8000
paires de bases. Les séquences codant les protéines virales sont regroupées sur un seul brin d'ADN
en phases ouvertes de lecture (open reading frame, ORF). Les ORF sont groupées en une région E
(pour Early), codant des protéines non structurales dites « précoces », E1, E2, E4, E5, E6 et E7 et en
une région L (pour Late), codant les protéines de capside, L1 et L2. Il existe une région non codante
appelée LCR (long control region) qui contient principalement des séquences régulatrices de la
réplication et de la transcription virale.
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3. Causalité entre infection par un HPV et cancer du col de I'utérus

Le lien de causalité entre les infections a HPV et le cancer du col de I'utérus est reconnu depuis les
années 1990. De nombreuses études épidémiologiques ont démontré que des HPV sont présents
dans 90% a 100% des cancers du col de I'utérus (Walboomers et al. 1999 ; Bosch et de Sanjose 2007 ;
Prétet et al. 2008a ; Lebelo et al. 2015).

4. Histoire naturelle de I'infection cervicale a HPV muqueux

4.1. Structure anatomique du col de I'utérus

Le col de l'utérus est situé a I'extrémité inférieure de I'utérus qui s’ouvre sur le vagin. En son
centre se trouve un orifice de quelques millimétres de diamétre, le canal cervical.

Sur le plan histologique, la paroi du col de I'utérus est constituée de 3 tuniques : une tunique
périphérique appelée adventice, une tunique moyenne fibromusculaire et une tunique superficielle,
la muqueuse. Cette muqueuse est composée de 2 épithéliums :

Un épithélium exocervical : c’est un épithélium pavimenteux malpighien non kératinisé
pluristratifié qui recouvre I'exocol (partie intra-vaginale du col).

Un épithélium endocervical : c’est un épithélium cylindrique glandulaire unistratifié qui recouvre
I’endocol (muqueuse du canal endocervical). Il est principalement constitué de cellules secrétantes,
séparées du chorion par une lame basale.

La zone de jonction pavimento-cylindrique (Figure 3): c’est la zone de rencontre entre les 2
épithéliums. Théoriquement, il s’agit d’une jonction brutale avec un passage instantané du
revétement malpighien au revétement cylindrique. En effet, cette zone de jonction est
particulierement sensible, de par sa complexité, sa fragilité mécanique et la fréquence de ses micro-
érosions, dues en particulier aux relations sexuelles. Elle a aussi été décrite comme une zone de
fragilité immunitaire. Ainsi, cette zone est considérée comme la cible des HPV et le lieu de naissance
de la majorité des lésions cervicales (Burghardt et Ostor 1983 ; Herfs et al. 2013).

-17 -



Figure 3: Diagramme du col utérin représentant la zone de jonction entre I'épithélium pavimenteux et
I’épithélium glandulaire (Cartier 1984)

: Epithélium pavimenteux normal chargé en glycogene

: Petite zone d’épithélium pavimenteux dépourvu de glycogene et correspondant au liseré blanc
: Papille de la muqueuse glandulaire

: Tissu conjonctif
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4.2. Transmission sexuelle

La contamination par HPV se fait principalement lors de rapports sexuels (Kjaer et al. 2001). Les
hommes, qui sont porteurs d’HPV dans 20 a 73% des cas (Dunne et al. 2006), sont les principaux
vecteurs des HPV chez la femme. En effet, les infections a HPV se retrouvent rarement chez de
jeunes femmes vierges (Andersson-Ellstrom et al. 1994). La prévention de la transmission est trés
difficile car le virus peut étre présent sur la plupart de la zone anogénitale. A ce jour, seule
I"utilisation du préservatif assure une diminution du risque de transmission (Winer et al. 2006). De
facon moins fréquente, les infections a HPV peuvent étre transmises par des voies non sexuelles.

4.3. Transmission non sexuelle

Etant tres résistants a la dessication et a la chaleur, les HPV peuvent aussi se transmettre par des
contacts non sexuels comme par exemple avec des objets souillés (vétements, serviettes) ou des
surfaces contaminées (piscine et douches) (Laurent et Kienzler 1985 ; Roden et al. 1997).

La transmission verticale de la mere a I'enfant, apres passage transplacentaire du virus ou lors de
I"accouchement par voie basse, serait responsable de papillomatoses laryngées, de conjonctivites ou
d’infections anogénitales chez I'enfant. En effet, 69% des enfants HPV16 positifs auraient été infectés
par leur mére lors de la naissance (Puranen et al. 1996).

Dans les infections a HPV, les phénomeénes d’auto-inoculation et/ou hétéro-inoculation des HPV
lors d’un contact peau-peau sont impliqués dans le développement et/ou la dissémination des
verrues cutanées, voire des infections péri-anales que I'on observe le plus souvent chez I'enfant.
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4.4. Cycle viral des HPV

Les HPV accedent aux cellules basales de I'épithélium du col utérin via une microlésion.
L'adsorption des virions sur les cellules se fait par l'intermédiaire des héparanes sulfates et I'entrée
dans les cellules se fait par endocytose médiée par les vésicules a clathrine (i.e. HPV16 et 58) ou par
les cavéoles (i.e. HPV31) (Bousarghin et al. 2003). Les HPV utilisent ensuite les filaments d'actine
et/ou les microtubules pour rejoindre le noyau. La décapsidation est nécessaire avant |'entrée du
génome viral dans le noyau.

Le cycle viral étroitement lié a la différenciation cellulaire peut étre schématiquement divisé en 2
phases distinctes :

Une phase non productive : Elle se déroule dans les cellules basales et parabasales, avec réplication
de I'ADN viral au rythme des divisions cellulaires; au cours de cette phase, seules les protéines
précoces sont exprimées. Les protéines E1 et E2 agissent en synergie pour activer la réplication. De
plus, la protéine E2 par son action transinhibitrice limite I'expression des protéines E6 et E7 qui sont
nécessaires pour maintenir les cellules en cycle.

Une phase productive : Elle correspond a la formation de nouveaux virions et a leur libération avec
les cellules qui desquament. Elle est étroitement dépendante de la différenciation des cellules
épithéliales (Figure 4). La réplication de I'ADN viral se fait selon trois étapes distinctes :

e Une étape d'établissement, qui consiste en une amplification limitée du génome viral (50-100
copies) dans les cellules basales de I'épithélium. Les protéines précoces E1 et E2 sont nécessaires a
cette réplication. Elles se fixent sur des séquences spécifiques E1BS (E1 binding site) et E2BS
localisées dans le LCR, correspondant au site ori (site d'origine de la réplication). Toutes les autres
protéines nécessaires a la réplication sont mises a la disposition par la cellule hote, qui produit I'ADN
polymérase alpha primase, I'ADN polymérase PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) et les
topoisomérases | et Il. Il faut noter que les protéines E6 et E7, qui perturbent le cycle cellulaire en
bloquant les activités régulatrices de p53 et pRb, participent a l'induction de la prolifération
cellulaire, bénéfique au cycle viral productif.

e Une étape de maintenance, qui correspond a une réplication stable par ségrégation des
génomes viraux a chaque division cellulaire.

e Une étape d'amplification du génome viral grace a un mécanisme en cercle roulant dans les
cellules différenciées. Ces cellules ne sont plus en division et ne produisent plus les protéines
nécessaires a la réplication. Les virus se trouvant alors dans un environnement défavorable n'ont plus
gu'une alternative, se répliquer de facon unidirectionnelle.

Les protéines précoces nécessaires a la réplication de I'ADN viral sont surtout exprimées dans
les cellules basales et parabasales, tandis que les protéines de la capside codées par les génes L1 et
L2 ne sont exprimées que dans les cellules différenciées. La protéine E4 est elle aussi exprimée
tardivement; elle facilite I'encapsidation du génome, la destruction des filaments de cytokératine et
la libération des virions (Peh et al. 2002).
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Figure 4 : Infection productive par HPV aprés une microlésion de I'épithélium malpighien de I’exocol de
I'utérus (Middleton et al. 2003)

5. Histoire naturelle des lésions précancéreuses et cancéreuses du col de
'utérus

5.1. Lésions précancéreuses et cancéreuses du col de I'utérus

5.1.1. Condylomes cervicaux

lls représentent trés souvent une manifestation de linfection productive a HPV, et ont
I"apparence de verrues localisées sur le col de I'utérus. Différentes formes cliniques sont retrouvées.
Certaines sont associées aux HPV-BR, ce sont les condylomes acuminés. D’autres formes sont
associées aux HPV-HR, et ce sont les condylomes plans (aussi dits maculaires ou diffus). Les
condylomes acuminés présentent un aspect polyploide et restent cantonnés aux couches
superficielles de I'épithélium. Les condylomes plans sont, eux, considérés comme des lésions intra-
épithéliales de bas grade.

5.1.2. Dysplasies cervicales

Les dysplasies ou néoplasies intra-épithéliales cervicales (CIN) représentent des anomalies dont
I"aspect histocytologique est intermédiaire entre |’épithélium normal et le carcinome in situ. Ces
|ésions sont caractérisées par :

e Une prolifération de cellules épithéliales indifférenciées, d’aspect basaloide, basophile, de
petite taille, avec des mitoses parfois anormales.

e  Des atypies cytonucléaires.
e  Une désorganisation de I'architecture de I'épithélium.

Depuis 1968, la classification de Richart permet de diviser ces dysplasies en 3 « grades » selon la
hauteur de I'épithélium présentant des anomalies (Richart 1973) (Figure 5):
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Figure 5 : Aspect histologique des dysplasies du col de I'utérus (Bioimage.free.fr)

e  CIN1 (dysplasies légeres et condylomes plans) : atteinte du tiers inférieur de I'épithélium
e CIN2 (Dysplasie moyenne ou modérée) : atteinte des 2/3 inférieurs de I'épithélium

e  CIN3/CIS (Dysplasie sévere et carcinome in situ) : atteinte de toute la hauteur de I'épithélium.

5.1.3. Cancers invasifs du col utérin

Les cancers invasifs sont caractérisés par une effraction de la lame basale, et un envahissement
du chorion sous-jacent, par les cellules tumorales. Deux formes histologiques sont décrites :

e Le cancer invasif épidermoide ou SCC (« Squamous-cell Carcinoma »), développé a partir de
I’épithélium malpighien de I'exocol, de loin la forme la plus fréquente (environ 85% des cas en
France).

e L’adénocarcinome ou ADC (« Adenocarcinoma »), développé a partir de I'épithélium
glandulaire de I’endocol représente environ 15% (en France) des cancers infiltrants du col de I'utérus.

D’autres types de cancers, beaucoup moins fréquents, incluent les carcinomes adénosquameux
ou les carcinomes a petites cellules par exemple.

5.2. Histoire naturelle du cancer du col de l'utérus

L’histoire naturelle du cancer du col de l'utérus (Figure 6) se déroule selon un continuum de
|ésions précancéreuses, faisant suite a la persistance de I'infection génitale par un HPV-HR. Certains
stades précancéreux sont des stades facultatifs a I'apparition d’un cancer invasif.
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Figure 6 : Schématisation de I'histoire naturelle des lésions du col de I'utérus

Suite a l'infection par un HPV, deux cas de figure peuvent se présenter :
e Unretour a la normale de I'épithélium aprés élimination de I'infection par HPV.

e Le développement de lésions histologiques de type CIN, faisant suite a la persistance de
I'infection génitale par un HPV-HR. On observe une évolution en passant par des stades facultatifs
(CIN1 et CIN2) et d’autres, en revanche nécessaires (CIN3) a I'apparition d’un cancer invasif.

Pour chaque grade de lésions cervicales précancéreuses, il existe une probabilité de régression
(de 32 a 57 % en fonction de la gravité de la lésion) vers un épithélium normal, suivant la clairance
virale, et une probabilité de persistance ou de progression vers un stade plus avancé (Tableaux 1 et
2).

Ainsi les lésions de bas grade (CIN1) montrent une fréquence de régression élevée et une
fréquence de progression vers une CIN plus sévere ou un cancer faible. En revanche, les lésions de
haut grade (CIN2 et CIN3) régressent a un degré moindre alors que la fréquence de progression vers
un carcinome invasif est élevée.
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Tableau 1 : Potentiel évolutif des lésions du col de I'utérus en fonction du diagnostic cytologique
(Melnikow et al. 1998)

. . . Progression vers  Progression vers ICC
Régression (%) Persistance (%) g g

LSIL (%) (%)
ASC-US 70 23 7 <1

LSIL 50 40 10 <1
HSIL 35 63 - 2

Tableau 2 : Potentiel évolutif des lésions du col de I'utérus en fonction du diagnostic histologique

(Ost6r 1993)
Régression (%) Persistance (%) Progression vers  Progression vers
CIN3 (%) ICC (%)
CIN1 60 30 9 1
CIN2 40 40 15
CIN3 33 55 - 12

5.2.1. Facteurs influengant la progression des lésions dysplasiques du col
utérin
Les facteurs qui influencent la progression des lésions dysplasiques du col utérin peuvent étre
classés en trois catégories : les facteurs liés au virus, les facteurs liés a I'hote, et enfin les facteurs

environnementaux.

a. Facteurs liés au virus

Dans 10 a 20% des cas, l'infection virale persiste, la persistance étant définie par certains auteurs
par la présence d’'un méme type d’HPV sur deux prélévements cervico-utérins a un an d’intervalle au
moins. C'est la persistance de l'infection a HPV-HR qui est le principal facteur de risque de
développement des lésions pré-invasives du col de I'utérus, de leur progression vers un cancer invasif
et du maintien du phénotype malin (Dalstein et al. 2003 ; Schiffman et al. 2007).

Type viral

Le risque de développement de Iésions précancéreuses et cancéreuses prévalentes est deux fois
supérieur chez les patientes infectées par HPV16 et/ou 18 (10%) comparativement aux patientes
infectées par un autre HPV-HR (4%) (Wright et al. 2012). Une étude a montré une progression plus
rapide des lésions HPV16 positives comparativement aux lésions associées aux autres types d’HPV-
HR (Wentzensen et al. 2013).

Charge virale HPV

De nombreuses études ont démontré que la charge virale d’"HPV augmentait avec le grade de la
lésion (Hernandez-Hernandez et al. 2003 ; Tsai et al. 2005 ; Gravitt et al. 2007 ; Lowe et al. 2011).
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Schmitt et al. ont décrit une charge virale HPV-HR globale significativement plus élevée dans des
frottis anormaux (ASC-US, LSIL et HSIL) comparativement aux frottis normaux (Schmitt et al. 2013).
De nombreux auteurs ont confirmé I'augmentation de la charge virale HPV16 avec la sévérité des
|ésions (Saunier et al. 2008 ; Boulet et al. 2009 ; Carcopino et al. 2012 ; Broccolo et al. 2013 ; Jacquin
et al. 2014).

Infections multiples

Certaines études ont montré que les multi-infections étaient le plus souvent associées a une
persistance accrue (Perrons et al. 2005), et qu’un HPV16 présent avec un autre type d’HPV persiste
plus longtemps que lorsqu’il est seul (Woodman et al. 2001). Plusieurs études ont montré une
association entre linfection par plusieurs types d’HPV et le développement des néoplasies
intraépithéliales voire le cancer du col de 'utérus (Baldez da Silva et al. 2009 ; Soto-De Leon et al.
2011).

b. Facteurs liés a I’hote

Age

La majorité des infections a HPV, et en particulier les HPV-HR, sont transitoires avant 35 ans. La
majorité des femmes concernées par cette infection aprés 35 ans sont celles qui ont une infection
persistante et pour lesquelles une lésion cervicale actuelle ou future a une forte probabilité d’étre
détectée. Un age plus élevé entraine un taux de clairance plus faible (Kim et al. 2012).

Activité sexuelle

Il a été démontré que le comportement sexuel de I'individu et/ou de son partenaire influence
largement le risque d’infection par un HPV et donc le développement de Iésions précancéreuses et
cancéreuses du col de I'utérus (Schiffman et al. 1993 ; Franco 1995). En effet, plus le nombre de
partenaires sexuels est important, plus le premier rapport sexuel est précoce, plus le risque de
développer des lésions de haut grade voire de CIC est élevé (Collins et al. 2005 ; Herrero et al. 2005;
Flores et al. 2008 ; Castellsagué et al. 2014 ; Liu et al. 2015).

Etat immunitaire

La perturbation des défenses immunitaires locales et systémiques est considérée comme un
facteur endogéne majeur impliqué dans la carcinogenése du col de |'utérus. Ceci est illustré par le
fait que les patientes immunodéprimées par le VIH en particulier ont un risque plus important de
développer des lésions précancéreuses et cancéreuses par rapport a la population générale (Keller et
al. 2012 ; Denslow et al. 2014 ; Thorsteinsson et al. 2015 ; Massad et al. 2015).

Le cancer du col de I'utérus est par ailleurs considéré depuis 1993 comme I'une des maladies du
stade SIDA (Syndrome d’Immunodéficience Acquise) (From the Centers for Disease Control and
Prevention. 1993).

Multiparité et grossesse

I a été démontré qu’une parité élevée était associée a une augmentation du risque de
développement de Iésions précancéreuses et cancéreuses (Mufioz et al. 2002 ; Franceschi et al. 2003;
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International Collaboration of Epidemiological Studies of Cervical Cancer 2006 ; Srivastava et al.
2014; Thakur et al. 2015); En effet, la grossesse va induire chez la future meére un état
d’'immunotolérance et des changements hormonaux qui peuvent favoriser la persistance de
I'infection virale.

c. Facteurs liés a ’environnement

Contraceptifs oraux

En 2007, la collaboration internationale des études épidémiologiques en rapport avec le cancer du
col a procédé a une analyse groupée de 24 études, elle a démontré que le risque de cancer du col de
I'utérus augmente d’un facteur de 1,07 pour chaque année d’utilisation de la contraception
hormonale (ou 1,38 (1,30 a 1,46) pour 5 ans d’utilisation) (International Collaboration of
Epidemiological Studies of Cervical Cancer et al. 2007). L’association entre la prise de contraceptif
hormonal et le cancer du col de I'utérus a été démontrée aussi par Ghanem et al. (Ghanem et al
2011). Une autre étude publiée en 2013 par I’Association du Planning Familial d’Oxford concernant
17 032 femmes de 25 a 39 ans a conclu que le risque de développement de cancer du col augmente
avec la durée d’utilisation de la contraception orale (Vessey et Yeates 2013).

Tabac

Le tabagisme a été considéré également comme un cofacteur pouvant influencer le risque de
développement de cancer du col, a cause de son effet cancérigéne qui induit une réduction de
réponse immunitaire (Trimble et al. 2005 ; Ma et al. 2011).

Niveau socioéconomique

L'appartenance a une classe sociale défavorisée pourrait contribuer au risque de développer un
cancer du col utérin (Eggleston et al. 2006 ; Adewuyi et al. 2008 ; Cheng et al. 2011). Ceci peut étre
d{ a une mauvaise hygiene génitale, un niveau d’éducation faible, un manque de sensibilisation, une
stigmatisation sociale et un acces limité au dépistage et aux soins médicaux.

5.2.2. Facteurs influengant la régression des lésions dysplasiques du col
utérin

Parallelement au mécanisme de progression Iésionnelle, dont le facteur principal identifié est la
persistance des HPV oncogeénes, il parait logique de supposer que le facteur principal favorisant la
régression des lésions soit la clairance des HPV oncogenes.

Les mécanismes responsables de I'élimination du virus semblent impliquer des réponses
immunitaires innées et adaptatives chez I’'hote. Il est estimé que 80 a 90% des infections a HPV ne
sont pas détectables aprés deux ans (Moscicki et al. 2006). Toutefois, le concept d’infection latente
est a ce jour discuté. La réinfection par le méme type d’HPV est un phénomene rare (Xi et al. 1995).
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Le virus pourrait se maintenir dans les cellules basales de I'épithélium a raison de quelques copies
par cellule, et se réactiver des années plus tard suite a une modification de I'immunité (Gravitt 2012).

Epidémiologie du cancer du col de I'utérus

1. Situation dans le monde

1.1. Données d’incidence du cancer du col de l'utérus dans le monde

A |’échelle mondiale, le cancer du col de l'utérus est le quatrieme cancer féminin le plus
fréquent, et le septiéme au classement général (toutes localisations confondues), avec environ
528 000 nouveaux cas estimés en 2012. Le taux d’incidence standardisé de ce cancer (sur la structure
d’age de la population mondiale) varie de 9,9 pour 100 000 femmes dans les pays developpés a 15,7
pour 100 000 femmes dans les pays en voie de développement. Environ 85% des nouveaux cas
surviennent dans les pays en voie de développement ou il représente prés de 12% de tous les
cancers féminins (Ferlay et al. 2015). Ceci est di a l'accés aux soins limité et au manque de
programmes de dépistage dans ces pays.

Bien que le nombre de cas ait augmenté, le cancer du col de I'utérus a diminué en importance
relative : il était au deuxiéme rang des cancers les plus fréquents chez la femme en 1975 (Parkin et al.
1984). Ceci est corrélé a la mise en place du dépistage du cancer par frottis cervico-utérin et a sa
généralisation.

Il existe une importante variation des taux d’incidence de ce cancer dans le monde : les taux les
plus élévés sont observés en Afrique de I'Est (42,7), en Mélanésie (33,3), en Afrique du Sud (31,5) et
en Afrique Centrale (30,6), alors que des taux faibles sont observés en Australie/Nouvelle-Zélande
(5,5) et en Asie de I'Ouest (4,4) (Figure 7). Le cancer du col de 'utérus reste le cancer le plus fréquent
chez la femme en Afrique de I'Est et en Afrique Centrale.

1.2. Données de mortalité liées au cancer du col de I'utérus dans le monde

En 2012, le cancer du col de I'utérus a fait 266 000 morts dans le monde, ce qui représente 7,5%
des déces par cancers féminins. Environ neuf sur dix (87%) décés se produisent dans les pays a
eme

ressources limitées, pays dans lesquels ce cancer est la 3
2015).

cause de mortalité féminine (Ferlay et al.

Le risque moyen de décés par ce cancer avant I'age de 75 ans est trois fois plus élevé dans les
pays en voie de développement (0,9 pour 100 000 femmes) comparé aux pays developpés (0,3 pour
100 000 femmes). Ceci est d( a la mise en place des stratégies de dépistage et de prise en charge
thérapeutique efficaces qui résultent en une réduction spectaculaire de la mortalité dans ces pays.
Ces tendances sont cependant variables d’un pays a l'autre, en raison de nombreux facteurs qui
influencent I'éfficacité d’un programme de dépistage. Cette mortalité varie de moins de 2 pour
100 000 femmes en Asie de I'Ouest (1,9), en Europe de I'Ouest (1,8) et en Australie/Nouvelle Zélande
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(1,5), a plus de 20 pour 100 000 en Mélanésie (20,6), en I’Afrique Centrale (22,2) et en Afrique de

I'Est (27,6) (Figure 7).
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Figure 7 : Taux d’incidence et mortalité par cancer du col de I'utérus, standardisés sur I’age, dans le monde

(Ferlay et al. 2015)
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2. Situation en Europe et en France

Des estimations de I'lARC (International Agency for Research on Cancer) indiquent, qu’en 2012,
environ 58 373 cas de cancer du col ont été diagnostiqués en Europe (13,4 pour 100 000 femmes) et
environ 24 404 femmes sont décédées (4,9 pour 100 000 femmes) (Ferlay et al. 2013). La situation
est hétérogene selon les régions et les pays d’Europe. Le taux d’incidence standardisé sur 'age varie
de 4 a 35 pour 100 000 femmes et le taux de mortalité de 1 a 14 pour 100 000 femmes (Figure 8).
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Figure 8 : Taux d’incidence et mortalité par cancer du col de I'utérus, standardisés sur I’age, par zones

géographiques européennes et pays d’Europe (Ferlay et al. 2013)
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2.1. Données d’incidence du cancer du col de I'utérus en France

En France, en 2012, le cancer du col de l'utérus est situé en 12°me position (8,8 % des cancers
féminins) (Figure 9) avec 2862 nouveaux cas enregistrés (WHO/ICO 2014a). C'est le 4°™ cancer le
plus fréquent chez les femmes entre 15 et 44 ans. Son incidence standardisée sur I'age dans la
population francaise est de 6,8 nouveaux cas par an pour 100 000 femmes (Tableau 3).
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Figure 9 : Taux d’incidence du cancer du col de I'utérus par rapport aux autres cancers féminins (tous ages
confondus) en France en 2012 (WHO/ICO 2014a)

Le taux d’incidence du cancer du col de I'utérus a connu une diminution significative entre 1980 et
2012 (-2,5% par an en moyenne). Toutefois, cette décroissance a tendance a se ralentir depuis les
années 2000 (-1,3% par an en moyenne entre 2000 et 2012) (DREES 2015). Ces baisses constantes
sont trés vraisemblablement expliquées en grande partie par la pratique largement répandue du
dépistage par le FCU en France. Par ailleurs, la diffusion des pratiques vaccinales contre le

papillomavirus pourrait contribuer a I'amélioration de la situation.
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Tableau 3 : Taux d’incidence du cancer du col chez la femme en France en 2012

comparé a I'Europe de I’Ouest et au Monde (WHO/ICO 2014a)

Indicateur France Europe de I'Ouest Monde
Nombre annuel de nouveaux cas de cancer 2862 9824 527 624
Taux d’incidence brut ® 8,8 10,2 15,1
Taux d’incidence (standardisé sur I’dge) ° 6,8 7,3 14
Risque cumulatif (%) a 75 ans 0,6 0,7 1,4

a: Taux pour 100 000 femmes par an

2.2. Données de mortalité liées au cancer du col de I'utérus en France

En France, le cancer du col de l'utérus est la 14

eme

cause de mortalité chez la femme (3,1 % des

cancers féminins) (Figure 10) avec 1167 décés enregistrés en 2012 (WHO/ICO 2014a). Cest le 3°™
cancer le plus fréquent chez les femmes entre 15 et 44 ans. Son taux d’incidence standardisé sur

I’age dans la population frangaise est de 7 décés pour 100 000 femmes (Tableau 4).
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Figure 10 : Taux de mortalité par cancer du col de I'utérus par rapport aux autres cancers féminins

(tous ages) en France, 2012 (WHO/ICO 2014a).

En France, 3 femmes décedent chaque jour d’un cancer du col de I'utérus. Le pronostic de ces

cancers reste sombre: la survie relative du cancer du col de I'utérus est de 75% a 3 ans et de 70% a 5

ans.
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Tableau 4 : Taux de mortalité par cancer du col de I'utérus en France en 2012
comparé a ’Europe de I’Ouest et au Monde (WHO/ICO 2014a)

Indicateur France Europe de I’Ouest Monde
Nombre annuel de décés 1167 3479 265 653
Taux d’incidence brut * 3,6 3,6 7,6
Taux de mortalité (standardisé sur I’age) ° 1,9 1,8 6,8
Risque cumulatif (%) a 75 ans 0,2 0,2 0,8

a: Taux pour 100 000 femmes par an.

Le pic d’incidence de ce cancer survient vers I'age de 40 ans. Deux pics de mortalité sont observés,
le premier vers I’age de 50 ans, puis le deuxieme, au-dela de 65 ans (Figure 11).
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Figure 11 : Variation de I'incidence et de la mortalité du cancer du col de I'utérus
en fonction de I’dge en France, 2012 (WHO/ICO 2014a)

3. Situation au Maroc

3.1. Données d’incidence du cancer du col de I'utérus au Maroc

Au Maroc, le cancer du col de I'utérus occupe le 2°™ rang aprés le cancer du sein (13,6% des

cancers féminins) (Figure 12) avec 2258 nouveaux cas enregistrés en 2012.
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Figure 12 : Taux d’incidence du cancer du col de I'utérus chez la femme marocaine par rapport aux autres
cancers féminins (tous dges confondus) en 2012 (WHO/ICO 2014b)

Son incidence standardisée sur I’age dans la population marocaine est de 14,3 nouveaux cas par
an pour 100 000 femmes (Tableau 5) (WHO/ICO 2014b)

Tableau 5 : Taux d’incidence du cancer du col chez la femme marocaine en 2012
comparé a I’Afrique du Nord et au Monde (WHO/ICO 2014b).

Indicateur Maroc Afrique du Nord Monde
Nombre annuel de nouveaux cas de cancer 2258 5813 527624
Taux d’incidence brut ? 13,6 5,6 15,1
Taux d’incidence (standardisé sur I’dge) ° 14,3 6,6 14
Risque cumulatif (%) a 75 ans 1,6 0,7 1,4

a: Taux pour 100 000 femmes par an

L'incidence standardisée du cancer du col de I'utérus dans la population marocaine est de 14,3
pour 100 000 femmes par an, valeur supérieure a celle de I'Algérie (8,5) et trois fois supérieure a
celle de la Tunisie (4,8) (Figure 13).
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Figure 13 : Taux d’incidence du cancer du col utérin, standardisé sur I'age,
dans les pays d’Afrique du Nord en 2012 (WHO/ICO 2014b)

La faible incidence du cancer du col utérin en Tunisie est bien documentée et a été attribuée a la
monogamie et au respect de I'dge Iégal du mariage (17 ans) (Sahli 1992). Au Maroc et en Algérie, la
polygamie n’est pas interdite et I'dge légal du mariage pour les filles est de 16 ans en Algérie, 18 ans
au Maroc depuis 2003, et 15 ans avant 2003 (ALSC 2011).

Le nombre de nouveaux cas le plus élevé était estimé chez les femmes entre 40 et 64 ans avec
1457 nouveaux cas de cancer pour 100 000 femmes (Figure 14).
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Figure 14 : Nombre annuel de nouveaux cas de cancer du col de I'utérus (par groupe d’age) au Maroc en 2012
(WHO/ICO 2014b). .
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3.2. Données de mortalité liée au cancer du col de I'utérus au Maroc

Le cancer du col de I'utérus est la deuxieme cause de mortalité par cancer apres le cancer du sein
chez la femme marocaine (6,5% des cancers féminins). Le taux brut de mortalité lié a ce cancer est de
6,5 pour 100 000 femmes ce qui correspond a 1076 décés par an (Figure 15).
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Figure 15: Taux de mortalité par cancer du col de I'utérus chez la femme marocaine
par rapport a d'autres cancers féminins tous dges confondus au Maroc en 2012 (WHO/ICO 2014b)

La mortalité standardisée sur la population marocaine est de 7 et sur la population mondiale de
6,8 décés pour 100 000 femmes (Tableau 6) (WHO/ICO 2014b).

Tableau 6 : Taux de mortalité par cancer du col chez la femme marocaine en 2012
comparé a I’Afrique du Nord et au Monde (WHO/ICO 2014b)

Indicateur Maroc Afrique du Nord Monde
Nombre annuel de déces 1076 2717 265 653
Taux d’incidence brut ? 6,5 2,6 7,6
Taux de mortalité (standardisé sur I’dge) ° 7,0 3,2 6,8
Risque cumulatif (%) a 75 ans 0,8 04 0,8

a: Taux pour 100,000 femmes par an.

La mortalité standardisée du cancer du col de I'utérus dans la population marocaine est de 7 pour
100 000 femmes par an, valeur 2 fois supérieure a celle observée en Algérie (3,5) et 3,7 fois
supérieure a celle observée en Tunisie (1,9) (Figure 16).
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Figure 16: Taux de mortalité par cancer du col utérin, standardisé sur I’age, au Maroc et dans les pays de
I’Afrique du Nord (WHO/ICO 2014b).

Le nombre de déces le plus élevé est estimé a 607 déces liés a ce cancer pour 100 000 femmes
chez les femmes entre 40 et 64 ans (Figure 17)
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Figure 17: Nombre annuel de déces par cancer du col de I'utérus au Maroc en 2012 (par groupe d’age)
(WHO/ICO 2014b).

*15-19 ans: 0 cas. 20-24 ans: 0 cas. 25-29 ans: 1 cas. 30-34 ans: 12 cas. 35-39 ans: 36 cas.

Il est important de signaler que ces statistiques doivent, tout de méme, étre considérées avec
grande précaution. En effet, selon les professionnels de santé et en I'absence d’un registre national
des cancers au Maroc, l'incidence devrait étre encore plus importante étant donné que les cas
recensés ont été limités a quelques centres d’oncologie (Alhamany et al. 2010).
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3.3. Travaux de recherche sur I'infection a HPV et les lésions du col de I'utérus
chez les femmes marocaines

L'analyse de la situation avant 2007, en matiére de travaux de recherche sur le cancer du col au
Maroc, montre |'absence de travaux scientifiques avec une vision de santé publique. Les travaux
disponibles sur cette période portent le plus souvent sur des études hospitalieres mono-centriques
avec habituellement une approche descriptive ou une approche purement clinique ou
microbiologique de la problématique.

Par rapport a ce type d’approche, les études épidémiologiques peuvent avoir des implications
importantes dans les domaines de la prévention, du dépistage, du diagnostic et du traitement du
cancer. L'analyse de ces données est susceptible de fournir une description précise du fardeau du
cancer du col au niveau de la population et de générer un certain nombre d’hypotheses qui seront
testées a I'aide d’études analytiques. Il est clair qu’une politique sanitaire visant a réduire la charge
de morbidité et de mortalité liées aux cancers ne peut se passer des données épidémiologiques qui
restent a I’heure actuelle insuffisantes.

Dans ce contexte, la rétrospective de toutes les études en relation avec le cancer du col au Maroc
(49 depuis 1972 selon la base de données: www.ncbhi.nlm.gov/PubMedcervix+ cancer+ Morocco)

montre que toutes ont des contributions importantes mais affichent aussi une fragmentation et une
dispersion dans leurs approches méthodologiques, techniques, et en terme de taille de I'échantillon
et de sa représentativité.

Une étude publiée en 1977, dont le but était de révéler les nouveaux cas de cancer du col de
I'utérus en Israél sur une période de 5 ans allant de 1961 au 1965, a conclu que le cancer du col de
I"'utérus était trés prévalent chez les femmes d’origine marocaine et les femmes divorcées (Sharon et
al. 1977).

Deux études européennes ont abordé les risques d’apparition de cancers chez des migrants
d’origine méditerranéenne vivant en France ou en Australie (Khlat 1995). Ainsi Khlat M. de I'Institut
National d’Etudes Démographiques a conclu que les marocaines étaient trés exposées au risque du
cancer du col. La deuxiéme étude a abordé la mortalité par cancer chez les migrants en France
d’origine Nord Africaine, et il apparait dans cette étude que les femmes d’origine marocaine
présentent un risque de mortalité par cancer du col plus élevé par rapport aux femmes d’origine
algérienne et tunisienne (Bouchardy et al. 1996).

Une étude néerlandaise a estimé l'incidence du cancer du col dans une population de femmes
vivant au nord de la Hollande selon leur pays de naissance. Ainsi, il apparait que 'incidence du cancer
du col (carcinome épidermoide ou adénocarcinome) chez les femmes nées au Maroc est beaucoup
plus élevée que chez celles nées en Hollande (Arnold et al. 2013).

Berraho et al., en 2012, sur un pool de données de deux centres d’oncologie a Casablanca, sur
une population de femmes d’un dge moyen de 52 ans, a pu conclure que plus de 90% des cancers du
col de 'utérus étaient des carcinomes épidermoides (Berraho et al. 2012).

En 2013, pour la période 2005-2007, I'étude de Bouchbika et al. a montré de maniére trés précise
que l'incidence du cancer du col de I'utérus est de 13,9/100 000 femmes, largement supérieure a
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celle de la Tunisie (14,2) et trés inférieure a celle de I’Algérie (20,2/100 000). L’étude a été réalisée
sur la base des données du registre du grand Casablanca (Bouchbika et al. 2013).

Nous avons tenté de réaliser une synthése des travaux de recherche au Maroc portant sur
I'infection a HPV, les lésions précancéreuses et cancéreuses du col de I'utérus. Le tableau 7 illustre
les principales études marocaines décrivant la distribution de I'infection a HPV au niveau du col de
I"'utérus.
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Auteurs

Ville
Echantillonnage

Tableau 7: Distribution de I'infection HPV dans le col de I'utérus dans les principales études marocaines

Technique
d'extraction

Méthode de
génotypage

Méthode de
détection des
HPV

Prévalence des HPV

Résultats cyto-histo/HPV+

Facteurs de risque

d'ADN

Biopsies tumorales :
HPV+ (94,6%), HPV16 (67,7%), HPV18 (8,1%)

Rabat I Hybridation Infection simple (8,5%), infections multiples Histo : CE (71%) ; ADC/CAS (7,4%) ; CCU Durée d'utilisation de contraception orale (25
Chaouki et al ) 21‘.‘ biopsies moléculaire (91,5%) (21,5%) ans) S
cervicales tumorales Non PCR Multiparité
1998, IntJ A . , avec des sondes . .
Cancer congelées (age .2.1_73) mentionnée (GP5+/GP6+) pour 30 types Frottis en milieu liquide Prévalence d’HPV similaire entre CE et ADC RappOI:ES sexuels avec multiples partenaires
- 203 FCU en milieu d'HPV HPV+ (20,5%=, HPV16 (4,3%), HPV18 (1,1%) avec prédominance d’HPV16. avant'age de 20 ans
liquide (age 18-70) . . K . . Niveau socio-économique bas
Infection simple (5,3%), infections multiples
(94,7%)
Hybridation
Rabat moléculaire
- 147 biopsies Phénol avec une sonde
Amrani et al cervicales incluses en Chloroforme et | PCR HPV16/18/ 31 NS : HPV+ (73%) HPV16 (41%),
2002, J Maroc paraffine (age 26 — 92) précipitation 3 | (MY09/MV11) puis 2éme HPV+ (64%), HPV 16 (45%), HPV18 (17%) HPV18 (523%)
Med - 45 biopsies cervicales I'alcool hybridation condylomes (1 cas HPV16)
bénignes incluses en avec des sondes
paraffine (dge 35-65) HPV 16 et
HPV18
Lalaoui et al Rabat Phénol Hybridation LI (26%), CIN de bas grade (60%), CIN de
2003, Clin 129 biopsies cervicales Ch!orqforme c\et PCR moléculaire HPV+ (70,5%), HPV 16 (49%), HPV 18 (22%), h:.:lut.gractje et.CI.(C.SI et ADC) (67%)
Microbiol Infect | incluses en paraffine précipitationa | (MY09/MY11) (sondes HPV16 | HPV16/18 (2 cas) Distribution similaire d’'HPV16 et HPV18
I'alcool et HPV18) entre les LI du col et CIC
Hybridation Lésions malignes (carcinome, sarcome)
Rabat moléculaire HPV+ (62%), HPV16 (48%), HPV18 (17%),
T et Phénol avec une sonde | Biopsies incluses en paraffine H’PV16/18’ (5%)
El Gnaouietal | cervicales incluses en | Chloroforme et | PCR HPV16/18/31 HPV+ (62%), HPV 16 (45%), HPV 18 (19%), HPV Lésions bénignes (INS)
N PPN puis 2eme 16 /18 (3%) HPV+ (73%), HPV16 (41%), HPV18 (23%)
2009 paraffine (3ge 26 —92) | précipitationa | (MY09/MY11) . ) e . P
- 447 frottis en milieu | 'alcool hybridation Frottis en milieu liquide Frottis en milieu liquide /HPV+
Tpicis avec des sondes | HPV + (6%), HPV 16 (28%), HPV18 (21%) Cytologie normale (14%), INS (32%),
HPV 16 et ectropion (4%), métaplasies épidermoides
HPV18 (18%)
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Auteurs

Ville
Echantillonnage

Technique
d'extraction
d'ADN

Méthode de
génotypage

Méthode de
détection des
HPV

Prévalence des HPV

Résultats cyto-histo/HPV+

Facteurs de risque

HPV+ (92%), HPV 16 (71%), HPV 18 (46,5%)

Dev Ctries

liquide (age 17-80)

I'alcool

HPV 16, 18, 31,
33,35et46

(10,96%)

HSIL) : HPV+ : (14,4%), HPV16/18 (2 cas),
HPV16/18/31 (1 cas)

1 1, H 1 . 0, 0
. Casablanca Phénol Hybridation Infection simple: HPV16 (36,6%), HPV18 (19,5%) | g oyt (93 5%), HPV16 (35,1%),

Khair et al L . moléculaire Double ou multi-infections (35,5%), HPV

89 biopsies cervicales Chloroforme et | PCR HPV18(16,8%),HPV16/18 (18,2%)
2009, J Med . P avec des sondes | 16/18 (21%), HPV 16/45 (8,5%)

X tumorales congelées précipitationa | (MY09/MY11) L ADC:HPV+ (66,7%), HPV16(33,3%),HPV18
Virol (age 34-88) I'alcool HPV16,18, HPV 45 et 59 sont associés aux HPV16 et /ou (0%), HPV16/18 (33,3%)
g 31,33,45et59 | HPV18 iy 2%
Pas d’infection par HPV31 et HPV33
-Cgssalbtl)aigciies 1) iR Mariage a un jeune age
. - oop o moléculaire Tumeurs : HPV+ (78%), HPV16/18 (63%), A=l g

El Gnaoui et al | cervicales tumorales Digestion HIS avec Multiplicité des partenaires sexuels

. . o N I avec des sondes | HPV31/33 (15%), HPV6/11 (0%) R N )
2009, Eur J Sc incluses en paraffine protéique a la amplification de T Grossesse a un age précoce

» .. K HPV6/11, FCU en millieu liquide : HPV+ (16%), L P
Res (age 25-80) protéinase K signal Multiparité et longue durée d’utilisation de

- HPV16/18 et HPV6/11 (34%) K
- 281 FCU en milieu HPV31/33 contraception orale
liquide (age 30-65)
Hybridation
Khair et al Mohammedia Non PCR moléculaire
2009, Cell Mol | 113 biopsies cervicales mentionnée (MY09/MY11) avec des sondes | HPV + (88%), HPV 16 (65%), HPV 18 (44,4%)
Biol congelées HPV16, 18, 31,
33,45,59
Rabat Hybridation HPV +(79,2%)
. PR . . o

El Hamdani et o o n G . . PCR moléculaire Seule ou en coinfection: HPV16 (76,2%), HPV 18 Histo : CE (96,2%), ADC mucineux (1,8%),
al 2010, Cell tumorales incluses en Kit MagneSil® (MYO9/MY11) avec des sondes | (38,1 %), HPV 31 (23,8%) CAS (1,8%)
Mol Biol araffine (3ge 31-84) HPV 16, 18, 31, | Infections multiples : HPV+ (59,52 %), HPV 16/18 e

P g 33, 35 et 45 (8 cas), HPV 16/31 (8 cas)

Phénol Hybridation Groupe normal : HPV+: (15,8%), HPV16
Alhamany et al | Rabat Chloroforme et | PCR moléculaire HPV+ (15,6%) (13,7%), HPV 18 (8,9%)
2010, J Infect 938 FCU en milieu PN avec des sondes | Seule ou en coinfection : HPV16 (15,75%), HPV18 | Groupe anormal (INS, ASC-US, ASCH, LSIL, Utilisation de la contraception orale
précipitationa | (MY09/MY11)
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Auteurs

Ville
Echantillonnage

Technique
d'extraction
d'ADN

Méthode de
génotypage

Méthode de
détection des
HPV

Prévalence des HPV

Résultats cyto-histo/HPV+

Facteurs de risque

Bennani et al

Fes

2012, J Infect 925 FCU en milieu Dlge?jclon ala PCR Non . , HPV + (42,5%) L’étude concerne des frottis normaux Antécedents d eve.nements gynécologiques
. . « protéinase K (MY09/MY11) mentionnée (fausses couches, fibromes, kystes)
Dev Ctries liquide (4ge 17-81)
Qmichou et af Rabat/Casablanca Phénol PCR
2013, BMC 129 biopsies cervicales | Chloroforme et (MY09/MY11) Séquengage HPV+ (91,47%), HPV16 (87,29%), HPV18 (5,08%), SCC: HPV+ (89,1%) Association entre les variants E6 d’"HPV16 et le
. tumorales congelées précipitation a direct HPV31 (2,54%) HPV33 (1,69%), HPV35 (0,85%) ADC: HPV+ (75%) développement du cancer du col de I'utérus
Infect Dis N \ et (GP5+/GP6+)
(age 28-80) I'alcool
Birrou et al Rabat Non Non INNO-LiPA test | HPV+ (76%), HPV-HR (32%) Frottis normal : HPV+ (36%)
2015, IntJ Res | 277 FCU en milieu mentionnée mentionnée (28 types Infection multiples (21%) Frottis anormal (INS, ASC-US, LSIL, HSIL): Antécédents de problémes gynécologiques
Med Sc liquide (age 25-65) d’HPV) HPV16 (31%), HPV18 (20%) HPV+ (36%)

Abréviations : FCU, frottis cervico-utérin; PCR, Polymerase Chain Reaction; HIS, Hybridation /n Situ; HPV, PapillomaVirus Humain; CE, Carcinome Epidermoide; ADC, ADénoCarcinome; CAS, Carcinome
AdénoSquameux ; CCU, cancer du col de I'utérus; LI, Lésions inflammatoires ; CIN, Néoplasie Intraépithéliale Cervicale ; CSI, Cancer Squameux Invasif ; CIC, Carcinome Invasif du Col utérin ; SCC, Carcinome a Cellules
Squameuses; INS, Inflammations Non Spécifiques ; ASC-US, Atypical Squamous Cells of Undetermined Significance ; ASC-H, Atypical Squamous Cells - cannot exclude a High Grade Squamous Intraepithelial Lesions;
LSIL, Low grade Squamous Intraepithelial Lesion ; HSIL, High grade Squamous Intraepithelial Lesion ; HPV-HR, HPV a haut risque.
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Les études citées dans le tableau 7 ont été réalisées essentiellement dans des populations
féminines du Nord du Maroc (Rabat, Casablanca, Mohammedia et Fes). La différence de prévalence
d’HPV observée s’explique par :

e La nature des échantillons (Biopsies incluses en paraffine, Biopsies congelées, FCU en milieu
liquide) : La qualité de I'ADN extrait a partir des biopsies congelées et les FCU en milieu
liqguide est meilleure comparé a I’ADN extrait de biopsies incluses en paraffine.

e La technique moléculaire utilisée pour la détection du génome viral (PCR suivie d’un
génotypage ou d’un séquencage, hybridation in situ): la PCR est plus sensible que
I’hybridation in situ. De plus la prévalence d’HPV est plus élevée avec |'utilisation d’un large
spectre de sondes a HPV que lors d’un séquencage.

e Le diagnostic histologique et cytologique (Frottis N, ASC-US, ASC-H, LSIL, HSIL, Cancer).

e La qualité des travaux qui sont tres inégaux.

4. Données épidémiologiques de l'infection a VIH et son association avec le
développement du cancer du col de I'utérus en Afrique et au Maroc

Dans cette revue de littérature, il nous est apparu important de décrire, dans un premier temps,
la situation épidémiologique de l'infection a VIH chez les femmes africaines et notamment
marocaines, puis de mieux documenter le lien entre I'infection a VIH et I’existence d’un cancer du col
de l'utérus.

4.1. Estimation de I'épidémie de I'infection a VIH

4.1.1. Situation en Afrique

Les taux d’infection a VIH chez les jeunes, dans le monde et en Afrique, entre 15 et 24 ans sont en
déclin (459 000 nouvelles infections en 2013 par rapport a presque 715 000 nouvelles infections dix
ans plus tot). Malgré ce déclin, on estime a environ 250 000 nouvelles infections/an par le VIH chez
les adolescents (gargons et filles), dont 64% touchent des filles (Figures 18 et 19). En Afrique, 74% des
infections touchant les adolescents surviennent chez les filles. De plus, la premiére cause de
mortalité chez I'adolescente est liée a l'infection a VIH (Biddlecom et al. 2009), bien que des
traitements antirétroviraux soient disponibles c’est la deuxieme cause de déces chez les femmes en
age de procréer.
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Figure 18 : Prévalence du VIH parmi les jeunes entre 15 et 24 ans en Afrique : période 2001-2013
(ONUSIDA 2015)
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Figure 19: Nouvelles infections par le VIH parmi les jeunes entre 15 et 24 ans en Afrique : période 2001-2013
(ONUSIDA 2015)

Toutes les heures, environ 34 jeunes femmes africaines sont nouvellement infectées par le VIH.
Les jeunes femmes issues de groupes socialement marginalisés (telles que les populations a haut
risque et vulnérables) encourent un grand risque de contracter le VIH, car elles font face a de
nombreux défis. La discrimination, la stigmatisation, les lois répressives et le manque de protection
sociale augmentent le risque de contracter le VIH, surtout chez les jeunes femmes professionnelles
du sexe, les jeunes femmes transgenres, les jeunes migrantes et les jeunes femmes consommatrices
de drogues (ONUSIDA 2015).
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4.1.2. Situation au Maroc

Depuis le premier cas en 1986, le nombre de cas de VIH/sida notifié a atteint 8705 en 2013.
Cinquante pour cent des cas ont été notifiés au cours de la période 2009-2013 (ONUSIDA 2014)
(Figures 20 et 21).

1994-1998

1986-1993
4% 7 i 3%

2004-2008
28%

1999-2003
12%

Figure 20: Répartition des cas VIH/sida notifiés pour la période 1986-2013
(ONUSIDA 2014)

La proportion de personnes vivant avec le VIH diagnostiquées a un stade asymptomatique a évolué
de 32% en 2009 a plus de 50% en 2012-2013, principalement en milieu urbain (79%).
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Figure 21 : Evolution des cas de VIH/sida notifiés pour la période 2009-2013

(ONUSIDA 2014)

Sur le plan géographique, 5 régions sur 16 (Souss-Massa-Drda, Marrakech-Tensift-Al Haouz, Grand
Casablanca, Rabat —Salé-Zemmour-Zaér et Tanger-Tétouan) cumulent 68,4% des cas notifiés. Par
rapport a I'age, 3% correspondent aux enfants de moins de 15 ans, 11% aux jeunes de 15-24 ans et
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75% a la population de 25-44 ans. Concernant le sexe, 50% des cas notifiés sont de sexe féminin. Ce
pourcentage est de 59% parmi les jeunes de 15-24 ans.

La surveillance sentinelle révele chez les femmes professionnelles du sexe une prévalence
moyenne nationale entre 2% et 3% depuis I'année 2001 (2,7% en 2012). Des taux au-dela de 5% sont
rapportés sur plusieurs années dans la région de Souss-Massa-Draa, ce qui témoigne d’une épidémie
concentrée (Figure 22). Ces données ont été confirmées par I'étude bio-comportementale, utilisant
la méthodologie d’échantillonnage RDS (Respondent-Driven Sampling) menée en 2011 au niveau des
villes d’Agadir, Rabat, Fes et Tanger, avec une prévalence moyenne de 2%, et de 5% au niveau de la
ville d’Agadir (Région de Souss-Massa-Draa).
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Souss Massa Dréa
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2,3% National ’
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Figure 22 : Prévalence du VIH chez les professionnelles du sexe. National et Souss-Massa-Draa. Surveillance
sentinelle 2001-2012 (ONUSIDA 2014)

4.2. Association épidémiologique entre infection a VIH et cancer du col de
I'utérus
En 1993, le Cancer invasif du col (CIC) a été ajouté a la liste des cancers (sarcome de Kaposi et
lymphomes non-hodgkiniens) définis comme faisant entrer la femme infectée par le VIH au stade
SIDA selon la classification du SIDA du « Center for Disease Control » (From the Centers for Disease
Control and Prevention 1993).

Peu de pays africains ont mis en place des registres des cancers fiables et pérennes. De plus la
faible espérance de vie des femmes infectées par le VIH et non traitées par les antirétroviraux
rendent difficile I'élaboration des preuves de I'association entre CIC et infection a VIH. Devant cette
situation, les premieres études épidémiologiques publiées a ce propos ont été basées sur la relation
entre l'infection a VIH et les lésions précancéreuses du col utérin identifiées par FCU suivi d’un
examen cytologique.

-44 -



Les infections a HPV et les lésions du col associées chez les femmes VIH-positives different a
plusieurs niveaux par rapport aux femmes VIH-négatives :

e L|’infection HPV est plus fréquente et a tendance a persister plus longtemps chez les femmes
VIH-positives (Ng’ayo et al. 2008 ; Banura et al. 2008 ; Ezechi et al. 2014).

e L'infection a VIH est aussi le plus souvent associée au développement des lésions
précancéreuses du col de |'utérus voire du cancer (Hawes et al. 2006; Didelot-Rousseau et al.
2006 ; Moodley et al. 2006 ; Koffi et al. 2010 ; McDonald et al. 2014).

e Le taux de récidive des lésions dysplasiques est plus élevé chez les femmes infectées par le
VIH par rapport aux femmes VIH-négatives (Berrébi et al. 2008).

e Lacharge virale HPV est plus élevée chez les patientes avec un taux de CD4 inférieur a 200/pL
(Heard et al. 2000).

En conclusion, la carcinogenese du col de l'utérus est un processus long et multi-étapes. Il faut
généralement entre 10 a 20 ans pour que les Iésions précancéreuses provoquées par le virus
évoluent en cancer invasif. La lenteur avec laquelle une dysplasie légere évolue jusqu’au stade de
carcinome fait du cancer du col une maladie relativement facile a prévenir et justifie donc son
dépistage et en particulier chez les femmes infectées par le VIH.

1l. Prévention du cancer du col de l'utérus

1. Prévention primaire

1.1. Vaccination prophylactique

L'étiologie virale du cancer du col de I'utérus a fortement encouragé la recherche de stratégies
prophylactiques permettant de prévenir les infections par HPV et d’empécher donc le
développement des lésions précancéreuses et cancéreuses associées.

Récemment, deux vaccins prophylactiques ciblant les HPV oncogéenes 16 et 18 ont été développés
et commercialisés dans différents pays (Kemp et al. 2012; Schiller et al. 2012). L'un bivalent,
Cervarix® (GlaxoSmithKline Biologicals, Rixensart, Belgique) dirigé contre les HPV16 et 18, a pour
objectif la prévention des dysplasies de haut grade du col de I'utérus (CIN2/3) et du cancer du col de
I'utérus ; et I'autre quadrivalent, Gardasil® (Merck & Co, Whitehouse Station, NJ USA) qui cible les
HPV16 et 18 ainsi que deux HPV-BR (HPV6 et 11), a pour objectif la prévention des dysplasies de haut
grade du col de I'utérus (CIN2/3), des cancers du col de 'utérus, des dysplasies de haut grade de la
vulve (VIN 2/3) et des verrues génitales externes (condylomes acuminés).

Ces vaccins sont préparés a partir de pseudo-particules virales ou ou Virus Like Particles (VLP)
auto-assemblées et hautement purifiées de la principale protéine de la capside L1. Ces VLP ne

-45-



contiennent pas d’ADN viral : elles n’ont ni la capacité d’infecter les cellules ni celle de se multiplier.
Elles ne peuvent en aucun cas provoquer de lésions ou induire un cancer.

Les vaccins anti-HPV sont indiqués pour une population bien particuliere. Ce sont les
jeunesfilles/femmes entre 9 ans et 26 ans et qui n‘ont pas encore débuté leur activité sexuelle
(Monnat et Wallington 2013). Dans cette population, la probabilité d’avoir déja eu une infection HPV
est trés minime, voire nulle, vu le mode « sexuel » de transmission du virus.

Ces vaccins sont administrés par voie intramusculaire selon un schéma vaccinal consistant entrois
injections. Ce schéma est pratiquement le méme pour les deux vaccins avec des injections réalisées 2
mois et 6 mois apres la premiére pour le vaccin quadrivalent (Gardasil®) et 1 mois et 6 mois aprés la
premiere pour le vaccin bivalent (Cervarix®).

Bien que l'introduction sur le marché de cette premiere génération de vaccins contre I'HPV
représente un élément important dans la prévention du cancer, plusieurs aspects supplémentaires
doivent étre résolus ou améliorés pour optimiser |'efficacité du vaccin.

La spécificité de type d’HPV représente une des principales limites. En effet, I'efficacité du vaccin
concerne les types d’"HPV ciblés avec une protection croisée minimale contre d’autres types d’"HPV
oncogénes. Par conséquent, un certain nombre de cancers (20 a 30%) liés a d’autres génotypes ne
pourront pas étre évités. Enfin, le colt de ces vaccins est sGrement un frein a leur application a
grande échelle, dans la majorité des pays a ressources faibles ou moyennes, ou le cancer du col
utérin est tres répandu. Des modifications de I'assemblage des VLP, basées sur des protocoles moins
colteux, sont en cours d'évaluation pour réduire les colts de production. En outre, les études en
cours sont actuellement axées sur |'amélioration de I'immunogénicité du vaccin en testant des
composants antigéniques nouveaux, tels que des adjuvants, pour booster le systeme immunitaire.
Cela contribuera a obtenir une protection plus longue contre l'infection virale et a réduire le co(t
nécessaire pour une protection compléte (Einstein 2014). Une étude récente a montré |'efficacité
d'un nouveau vaccin nonavalent contre l'infection a HPV6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 et 58 (Joura et al.
2015) et son impact potentiel pour la population francaise (Riethmuller et al. 2015).

1.2. Systémes et programmes de vaccination anti-HPV

Actuellement la vaccination anti-HPV est pratiquée a |'échelle mondiale. De nombreux pays
industrialisés ont instauré un programme de vaccination national subventionné par |'état, avec des
modalités différentes. Dans certains d’entre eux, comme |’Australie, le Portugal et le Royaume Uni, la
vaccination anti-HPV est assurée gratuitement via un programme scolaire. Les estimations indiquent
une couverture vaccinale atteignant les 80% de la population ciblée dans ces programmes. Dans
d’autres pays, comme la Hollande, I'ltalie ou le Danemark, la vaccination anti-HPV est aussi gratuite,
mais assurée par les services sanitaires avec une couverture vaccinale qui varie entre 45 et 58%
(Kessels et al. 2012).

En France, la vaccination anti-HPV est recommandée par la Haute Autorité de Santé pour les
jeunes filles de 11 a 14 ans avec un rattrapage possible jusqu’a 20 ans. Par ailleurs, un
remboursement de 65% est proposé pour cette vaccination (HAS 2013).
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Dans les pays en voie de développement, la ou environ 88% des cas de mortalité par cancer du col
utérin surviennent, la vaccination, en général, ne rentre pas dans les programmes nationaux de
vaccination (Graham et Mishra 2011). Cependant, de nombreuses études ont été faites dans ces
pays, afin de définir les stratégies les plus efficaces et les plus acceptables permettant une mise en
place de la vaccination anti-HPV. Les études sur |'acceptabilité de la vaccination au sein de ces pays
ont montré des niveaux satisfaisants voire excellents quand il s’agit d’un vaccin gratuit. Ainsi, en
I"absence de programmes gouvernementaux finangant entierement, ou en grande partie, les frais de
la vaccination, le prix du vaccin constitue a ce jour la barriére principale.

Au Maroc, le ministére de la santé en collaboration avec I’Association Lalla Salma de lutte contre
le Cancer (ALSC) procéde a la mise en place d’un programme de vaccination anti-HPV. En effet, une
seule étude a été réalisée sur I'acceptabilité de la vaccination anti-HPV dans la population marocaine.
Cette étude a révélé un taux de vaccination nul (0%) avec un trés faible niveau de sensibilisation
(14%) et d’acceptabilité (35%) parentale concernant ce moyen de prévention. Elle a montré que
I"acceptabilité parentale de la vaccination anti-HPV est fortement liée a sa recommandation par le
corps médical ainsi qu’au prix du vaccin (Mouallif et al. 2014).

Les vaccins anti-HPV prophylactiques disponibles, et dont la protection attendue contre le cancer
du col est de 70% ne protégent pas contre tous les types d’HPV. lls ne modifient donc pas la pratique
du dépistage par FCU qui doit étre poursuivie.

2. Prévention secondaire : Dépistage des lésions du col de I'utérus
2.1. Techniques de dépistage des lésions du col de I'utérus

2.1.1 Dans les pays développés

Dans les pays développés, des programmes de dépistage du cancer du col de I'utérus ont été mis
en place afin de repérer les lésions précancéreuses et de les traiter té6t. Ces programmes, qui
prévoient de multiples visites médicales, s’appuient en général sur un dépistage basé sur la cytologie
(frottis) suivi d’'une colposcopie et d’'une biopsie ou d’une piéce opératoire (histologie) lorsque cela
est indiqué. C'est ce que I'on appelle le trépied cytologie/colposcopie/histologie.

a. Frottis cervico-utérin (FCU)

Le test de dépistage de référence des lésions précancéreuses et cancéreuses du
col utérin repose sur un examen cytologique : le FCU. La procédure décrite en
1943 par Papanicolaou consiste a prélever des cellules du col de I'utérus. Le
matériel prélevé est ensuite étalé et fixé sur une lame, dans le cas d’un frottis
dit conventionnel ou mis en suspension dans un flacon contenant un liquide de
conservation dans le cas d'un frottis en phase liquide, aussi nommé frottis en
couche mince. L'interprétation du FCU par les anatomo-pathologistes se base
actuellement sur le systeme de Bethesda (ANAES 2002) (Tableau 8). La
découverte de cellules suspectes, dysplasiques, ou de cellules tumorales doit

étre confirmée par I'examen histologique d'un prélévement biopsique.
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Tableau 8: Résumé du systéeme de Bethesda 2001

Extrait des recommandations de I'’Agence Nationale de I’Accréditation et de I’Evaluation des Soins (ANAES
2002).

QUALITE DU PRELEVEMENT

> Satisfaisant pour évaluation
> Non satisfaisant pour évaluation (préciser la raison)

INTERPRETATION/RESULTAT

> Absence de lésion malpighienne intra-épithéliale ou de signe de malignité (Negative for

Intraepithelial Lesion or Malignancy).

S’il y a lieu, préciser :

présence de micro-organismes : Trichomonas vaginalis ; éléments mycéliens, par exemple
évoquant le candida ; anomalies de la flore vaginale évoquant une vaginose bactérienne ;
bactéries de type actinomyces; modifications cellulaires évoquant un herpes simplex;

autres modifications non néoplasiques : modifications réactionnelles (inflammation, irradiation,
ou présence d’un dispositif intra-utérin) ; présence de cellules glandulaires bénignes post-
hystérectomie ; atrophie.

Anomalies des cellules malpighiennes :

atypies des cellules malpighiennes (ASC) : de signification indéterminée (ASC-US) ou ne
permettant pas d’exclure une lésion malpighienne intra-épithéliale de haut grade (ASC-H);

lésion malpighienne intra-épithéliale de bas grade (LSIL), regroupant koilocytes/dysplasie
légere/CINT;

Iésion malpighienne intra-épithéliale de haut grade (HSIL), regroupant dysplasies modérée et
séveére, CIS/CIN2 et CIN3. Le cas échéant présence d’éléments faisant suspecter un processus
invasif (sans autre précision);

carcinome malpighien.

Anomalies des cellules glandulaires :

atypies des cellules glandulaires (AGC) : endocervicales, endométriales ou sans autre précision
(Not Other Specified);

atypies des cellules glandulaires en faveur d’une néoplasie : endocervicales ou sans autre
précision (Not Other Specified);

adénocarcinome endocervical in situ (AlS);

adénocarcinome.

Autres (liste non limitative) :

cellules endométriales chez une femme agée de 40 ans ou plus.

Préciser si I'examen est automatisé et si la recherche des HPV a été réalisée.
Notes et recommandations concises, formulées en termes de suggestions, et si possible accompagnées
de références.
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b. Colposcopie

La colposcopie consiste a faire un examen du col de |'utérus, voire du vagin a
I"aide d’une loupe binoculaire grossissant de vingt a cinquante fois.
Cet examen se déroule en trois temps :
e Une observation sans préparation en regardant au colposcope le col, et
la glaire (Figure 23).
e Examen aprés application d’acide acétique afin de visualiser les cellules
présentant une anomalie. L’acido-réaction permet de distinguer des
Iésions dites « acidophiles » qui apparaissent blanchatres (Figure 24).

e Examen aprés application de Lugol (Test de Schiller) qui distingue les
zones anormales (non colorées), des zones saines. Les lésions dans ce
cas sont dites iodo-négatives (Figure 24).

La colposcopie n’est pas recommandée comme outil de dépistage. Mais c’est le seul examen qui
permet d’objectiver la zone de développement des lésions intraépithéliales, de préciser la
topographie, d’apprécier la gravité des lésions et de diriger la biopsie pour aboutir au diagnostic
histologique. Elle oriente aussi les gestes thérapeutiques en fonction de la visibilité ou non de la
jonction.

Figure 23: Col de I'utérus normal sans coloration (a gauche) et apreés coloration au Lugol (a droite) (Image
emprintée de Pr. D. Riethmuller)

Figure 24: Col de I'utérus anormal apreés coloration a I'acide acétique (a gauche) et au Lugol (a droite) (Image
emprintée de Pr. D. Riethmuller)
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Aprés ces trois étapes, on définira des complexes colposcopiques permettant de classer les cols
(Monsonego 2003) :

e Col normal

e Transformation normale : correspond a la métaplasie, ou transformation d’un épithélium
glandulaire par un épithélium malpighien.

e Transformation atypique de grade 1 (TAG 1) ou anomalie mineure: correspond le plus
souvent a des lésions dystrophiques ou au maximum a des lésions de bas grade.

e Transformation atypique de grade 2 (TAG 2) ou anomalie majeure : correspond le plus
souvent a des lésions de haut grade voire a des cancers micro-invasifs ou invasifs.

e Lésions diverses (ex : polypes, condylomes....).

c. Biopsie

La biopsie cervicale représente I'étape ultime du diagnostic. La
biopsie est faite sur la partie la plus suspecte de la Iésion et qui
se trouve la plus proche de la jonction pavimento-cylindrique.La
biopsie doit ramener a la fois un épithélium de surface et un
stroma sous-jacent pour permettre de porter le diagnostic
d’une lésion purement intra-épithéliale ou d’une Iésion
envahissant le stroma. Elle doit comporter un matériel

interprétable, c’est-a-dire ne pas présenter de signes de
thermocoagulation et étre fixée rapidement pour permettre une inclusion et une coloration de
bonne qualité. L'examen histologique du prélevement permet de poser un diagnostic de certitude
guant au type de Iésion, par étude microscopique de I'architecture cellulaire (cf chapitre 5.1).

2.1.2 Dans les pays en voie de développement

Dans les pays en voie de développement, en revanche, les services de dépistage et de traitement
ne sont généralement pas disponibles ou accessibles. Et la ou ils sont disponibles, les programmes
peuvent étre inefficaces en raison des difficultés en matiere de formation, de contréle de qualité ou
de logistique.

La méthode la plus recommandée et la plus accessible pour le dépistage du cancer du col de
I'utérus dans ces pays est appelée inspection visuelle apres application d’acide acétique (IVA) ou
Lugol (IVL).
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Inspection visuelle aprés application d’acide acétique (IVA)

Il s’agit d’'un examen gynécologique avec un spéculum pendant lequel un personnel de santé
applique de I'acide acétique (vinaigre) dilué (a 3-5%) sur le col utérin. Le tissu anormal est visible
temporairement car il blanchit lorsqu’il est exposé au vinaigre. Il s’agit d’'une technique simple, facile
a apprendre par tout personnel de santé non médecin, et qui nécessite un minimum d’infrastructure.
Les co(ts de mise en place et de maintenance sont faibles, les résultats des tests sont disponibles
immédiatement ce qui rend possible le dépistage et le traitement des femmes au cours d’'une méme
visite. Par exemple au Pérou, dans un programme de « dépistage et traitement » (see and treat)
seulement 9% des femmes avec un résultat positif nont pas recu de traitement dans le cadre d’une
visite unique. En comparaison, 44% de femmes n’ont pas regu de traitement sur le modéle des visites
multiples (Gage et al. 2003 ; Luciani et Winkler 2006).

Cette méthode de dépistage a été appliquée avec succés en Inde (oU la premiére cause de
mortalité féminine est le cancer du col de I'utérus), a toutes les femmes de 35 a 64 ans tous les 2 ans
et a conduit a une chute de la mortalité de 31% dans I’état du Maharashtra (Shastri et al. 2014).

2.2. Techniques de détection du génome viral

Nous n’évoquerons dans cette partie que les techniques classiques et celles utilisées au cours de
ce travail de thése.

L’ensemble des techniques habituellement utilisées en virologie reste limité en pratique pour la
détection des infections a HPV, en particulier par le fait que la culture de ces virus est extrémement
difficile, voire impossible en routine. La recherche des anticorps produits au cours des infections a
HPV n'offre actuellement qu'un intérét limité dans la mesure ou leur présence inconstante rend leur
utilisation pour des études épidémiologiques et le suivi des infections et de la réponse au traitement
aléatoire. Ainsi, la place de la sérologie dans le suivi des infections a HPV reste encore a définir.
Cependant, certaines données montrent qu'elle pourrait étre un outil de diagnostic efficace en cas
de vaccination (Seilles et al. 1999 ; Stanley 2010).

Les chercheurs se sont donc tournés vers les méthodes de détection de I’ADN viral. Ainsi, des
outils de biologie moléculaire de plus en plus adaptés aux contraintes de la détection des HPV ont
été développés ces dernieres années.

2.2.1. Southern blot

Cette technique a longtemps été considérée comme la méthode de référence. Elle permet de
différencier différents types d’HPV et de déterminer |'état physique de I’ADN viral (épisomal ou
intégré).

C’est une méthode lourde et onéreuse nécessitant une quantité importante d’ADN (10 pg) ; elle
n’est donc pas utilisable en routine.
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2.2.2. Hybridation in situ (HIS)

Cette technique est réalisée sur des cellules ou des coupes de tissus fixées sur lame. Elle permet a
la fois de détecter les génomes d’"HPV mais aussi de renseigner sur |'état physique du génome selon
la morphologie du marquage. Elle permet de localiser précisément les génomes d’HPV dans les
Iésions au niveau du col utérin.

Cette technique présente certains inconvénients : tout d’abord sa sensibilité ne descend pas en
dessous de 20 copies virales par cellule et c’est une technique longue et délicate. C'est pour ces
raisons qu’elle a été progressivement remplacée, dans les années 90, par des techniques plus
sensibles, plus rapides, faciles et automatisables, telles que I'hybridation en phase liquide et la PCR
(Polymerase Chain Reaction).

2.2.3. Hybridation en phase liquide : Hybrid Capture 2 (hc2)

Une trousse commerciale permettant la détection des HPV a été enregistrée en 1998 par
I’AFSSAPS (Agence Francgaise de Sécurité Sanitaire des Produits de la Santé) en France. Ce test, appelé
Hybrid Capture 2 (hc2), repose sur une hybridation en phase liquide utilisant des sondes ARN
reconnaissant plusieurs types d’"HPV (Figure 25).

Le test hc2 distingue 13 types d’"HPV-HR (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68). |l existe
un 2°™ coffret pour distinguer en plus de ces 13 HPV-HR, 5 autres types d’HPV-BR (6, 11, 42, 43, 44).

Aprés dénaturation de I'échantillon cellulaire, ’ADN est hybridé avec un cocktail de sondes ARN.
Les hybrides ADN/ARN sont ensuite capturés par des anticorps anti-hybrides adsorbés sur une
microplaque. Apres ajout d’un second anticorps anti-hybride couplé a une enzyme, la révélation est
réalisée par addition d’un substrat chimioluminescent et I'intensité du signal émis est mesurée par
luminométrie. Les résultats sont exprimés en picogrammes d’ADN viral par millilitre de prélevement
(pg/ml). Le systéeme comporte un témoin négatif et un calibrateur positif titré, ainsi que 2 controles
de qualité titrés en HPV (HPV6 et HPV16) permettant de valider chaque série d’analyses. Ainsi, les
résultats obtenus sont positifs ou négatifs, signalant la présence ou I'absence d’"HPV au-dela du seuil
clinique dans I’échantillon testé. Cette méthode est tres utilisée aujourd’hui, mais ne permet pas de
connaitre le/ou les types d’"HPV présents.
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Détection Hybridation Mesure

Figure 25: Principe de la technique hc2

2.2.4. Techniques de PCR conventionnelles

La détection des HPV par PCR a la particularité de nécessiter une faible quantité d’ADN cible au
départ, d’étre sensible, spécifique, rapide et en partie automatisable.

La grande diversité des génotypes d’HPV a conduit au développement de différents systemes
d’amplification reposant sur I'utilisation de couples d’amorces: des amorces consensus et des
amorces spécifiques de types d’"HPV.

a. Couples d’amorces consensus

Ces amorces permettent I'étude d’un large spectre de génotypes de séquence connue ou
inconnue (Snijders et al. 1990). Elles ont été utilisées pour amplifier les régions trés conservées du
génome des HPV (en particulier la région L1). Actuellement, trois couples d’amorces sont utilisés : les
amorces MY09/MY11, les amorces GP5/GP6, et SPF.

Amorces MY09/MY11l: ce sont des amorces dégénérées (un nucléotide est incorporé
aléatoirement a certaines positions lors de la synthése) qui conduisent a un amplicon de 450 paires
de base (Figure 26) (Resnick et al. 1990). Elles ont été améliorées, devenant PGMY09/11 (« PG » pour
« Patti Gravitt ») (Gravitt et al. 2001), ce qui permet d’améliorer la reproductibilité et la sensibilité de
la réaction.

Amorces GP5/GP6: ces amorces conduisent a un amplicon beaucoup plus court de 150 paires de
bases (van den Brule et al. 1990 ; Snijders et al. 1991). Ceci améliore la sensibilité, surtout pour
I"amplification de ’ADN qui a été endommagé. Elles ont été améliorées par ajout de séquences tres
conservées en 3’ des deux amorces, devenant GP5+/GP6+ et permettant d’augmenter la sensibilité
analytique de 10 a 100 fois plus qu’avec le couple GP5/GP6 (de Roda Husman et al. 1995).

Amorces SPF ou SPF10: Ces amorces génerent un amplicon de 65 pb, permettant une détection
tres sensible d’un large spectre d’HPV (Kleter et al. 1999).
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Figure 26: PCR-Electrophoreése des produits amplifiés
(image empruntée a C. Mougin et L.Madoz, avec leur accord)

b. Couples d’amorces spécifiques

Des amorces spécifiques de types d’'HPV ont été développées en premier lieu pour amplifier 'ADN
d’un seul type d’HPV (Shibata et al. 1988). Puis, des PCR utilisant plusieurs couples d’amorces
spécifiques dans le méme milieu réactionnel (PCR multiplexe) ont été développées (Soler et al. 1991).
Ces PCR, qu’elles soient multiplexes ou non, permettent seulement la détection des HPV ciblés.

2.2.5. Génotypage

Ces amplifications doivent étre suivies d’une étape d’identification des types amplifiés. Ceci peut
se faire par:

e Séquengage : Cette technique souffre du fait qu’elle n’est pas discriminante, en particulier en
cas d’infections multiples (il est vraisemblable que le type majoritaire soit préférentiellement
séquencé).

o Hybridation inverse sur bandelette : A titre d’exemple, le test INNO-LiIPA HPV Genotyping
Extra® (Fujirebio, Courtaboeuf, France) permet de détecter 28 génotypes : 18 HPV-HR (16,
18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73, 82), 7 HPV-BR (6, 11, 40, 43, 44,
54, 70) et 3 types additionnels ( 69, 71, 74) (Figure 27 et Annexe 2). Cette trousse
commerciale, qui utilise des amorces SPF, permet de faire le génotypage d’HPV sur tous
types de prélevements (méme des échantillons fixés et inclus en paraffine). C'est une
technique spécifique et sensible (Kleter et al. 1999).
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Figure 27: Localisation des sondes spécifiques d’HPV sur une bandelette d’INNO-LiPA.

2.2.6. PCR quantitative en temps réel (qPCR pour quantitative PCR)

Cette technique cible spécifiquement des portions des genes viraux E6, E7 et parfois L1. Elle
repose sur le suivi, en temps réel, cycle par cycle de la réaction d’amplification. Elle est basée sur
I"utilisation de sondes fluorescentes spécifiques (sondes d’hydrolyse TagMan) ou non (SybR Green).

A partir de la cinétique d’amplification est déterminé le Cq (pour Cycle of quantification) qui
désigne le nombre de cycles d’amplification a partir duquel la fluorescence émise est
significativement plus élevée que celle du bruit de fond, le Cq est inversement proportionnel a la
quantité d’ADN cible initialement présent dans un échantillon (Figure 28).

Une technique appelée gPCR duplex HPV16/18 récemment publiée par I'équipe de Besancon
avait pour but la détection et la quantification des HPV16 et 18 dans la méme réaction. Ces deux PCR
en duplex permettent des économies de temps, d’échantillons et aussi de réactifs (Jacquin et al.
2013).
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Figure 28: Principe de la quantification absolue par PCR en temps réel.
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Mesure de la charge virale

La quantification absolue du nombre de copies d’ADN cible initialement présent dans un
échantillon est basée sur I'élaboration d’une gamme d’étalonnage réalisée a partir de dilutions en
série d’une solution de concentration en ADN cible connue (ex : solution de plasmide contenant tout
ou partie du génome viral).

De par sa sensibilité et sa répétabilité élevées (Gravitt et al. 2003 ; Fontaine et al. 2005), la PCR en
temps réel permet la mesure de la charge virale a partir de différents prélevements: lignées
cellulaires, biopsies fixées et incluses en paraffine, résidus de frottis liquide ou de milieu de transport
(STM) QIAGEN.

La quantification absolue d’un géne cellulaire tel que celui de I'albumine, de la B-globine, de la
GAPDH (Glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase) en paralléle permet la normalisation de la
charge virale alors exprimée en équivalents génomes (eg) viraux par cellule (copies de génomes
viraux/copies du gene cellulaire/2).

Intégration des génomes viraux : Ratio E2/E6

L'intégration du génome des HPV dans celui de la cellule héte est une étape cruciale propre aux
HPV-HR. Ce processus peut favoriser I'immortalisation et la transformation cellulaire par deux
mécanismes: la surexpression des oncoprotéines virales E6 et E7, suite a I'inactivation de la protéine
E2, et la mutagenése insertionnelle.

Une gPCR ciblant les génes viraux E6 (amplifiables a partir des épisomes et des génomes intégrés)
et E2 (amplifiables a partir des épisomes) permet le calcul du ratio E2/E6 (Yoshinouchi et al. 1999;
Lukaszuk et al. 2003).

e Ratio E2/E6 =1 : présence d’épisomes uniquement
e RatioE2/E6=]0; 1[: coexistence d’épisomes et de génomes intégrés

e Ratio E2/E6 =0 : présence de génomes intégrés uniquement.

3. Dépistage et prise en charge thérapeutique du cancer invasif du col utérin
en France

3.1. Organisation du dépistage en France

En France, le dépistage est individuel, spontané, non organisé. Il est recommandé a partir de 25
ans et jusqu’a 65 ans, par un FCU tous les 3 ans apres deux frottis normaux réalisés a 1 an d’intervalle
(chez les femmes asymptomatiques ayant une activité sexuelle) (HAS 2010).

Chaque année, environ 6 millions de frottis sont réalisés en France. Le taux de couverture entre
1998 et 2000 était de 60 % chez les femmes de 20 a 49 ans, et 48 % chez les femmes de 50-59 ans. Le
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rythme de dépistage varie d’une population a l'autre et une proportion non négligeable de la
population féminine n’effectue pas de frottis [femmes en situation de précarité (Rousseau et al.
2002), ou immigrées ou ménopausées (Abenhaim 2003)]. Par ailleurs, de fortes disparités régionales
et socio-économiques en terme de consommation de frottis sont également constatées (Rousseau et
al. 2002).

Au-dela de 65 ans, le dépistage n’est plus préconisé si la femme a bien suivi les recommandations.
Dans le cas contraire, toute femme qui n’aurait pas été dépistée et qui consulte un gynécologue pour
des troubles divers et variés (saignements, douleurs pelviennes...), il nous parait souhaitable qu’elle
puisse bénéficier d’'un FCU associé ou non a un test HPV.

3.2. Conduite diagnostique a tenir devant un frottis anormal

Ces données sont extraites des recommandations de I’ANAES (2002)

3.2.1. Frottis évocateur d’'un ASC-US
La prise en charge dans ce cas de frottis est différente selon le type : ASC-US et ASC-H (Figure 29).

ASC-H ASC-US
Cytologie a Recherche
6 mois HPV
ONCoOgenes
l négative
positive
Cytologie a négative positive
1an
positive =
l négative
v
Colposcopie Cytologie de Colposcopie
Biopsie routine Biopsie

Figure 29 : Conduite diagnostique en cas de frottis avec atypies des cellules malpighiennes (ASC)
(ANAES 2002)
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En cas d’ASC-H (ne permet pas d’éliminer une lésion de haut grade), une colposcopie d’emblée

avec biopsie est recommandée.

En cas d’ASC-US, trois possibilités sont proposées :

soit une colposcopie d’emblée avec biopsie ;

soit un frottis de controle pratiqué 6 mois plus tard : si au cours de ce frottis de contréle
les anomalies cytologiques ont régressé, une surveillance réguliere est justifiée,
nécessitant 2 frottis normaux a des intervalles de 12 mois, en raison du risque
d’apparition secondaire d’un cancer. Si au cours de cette surveillance des anomalies
cytologiques réapparaissent, une colposcopie est impérative, quels que soient leurs
sévérités et leurs délais d’apparition;

soit une recherche des HPV oncogenes: si elle est négative, un frottis de controle est
pratiqué 6 mois plus tard, et en fonction des résultats de ce frottis, la patiente est
adressée soit a la colposcopie, soit a la cytologie de routine.

3.2.2. Frottis évocateur d’une lésion de bas grade

La recherche des HPV oncogénes n’est pas recommandée en premiéere intention dans la prise en

charge des lésions malpighiennes intra-épithéliales de bas grade car cette recherche est positive dans

plus de 80 % de ces cas.

Il est recommandé devant un frottis LSIL de proposer a la patiente :

e soit une colposcopie d’emblée.

si la colposcopie est satisfaisante et qu’aucune |ésion grave n’est observée, un frottis est
réalisé apres un an et la patiente retourne a la cytologie de routine.

si la colposcopie n’est pas satisfaisante, une nouvelle colposcopie est réalisée apres
traitement (traitement oestrogénique local ou curage du col ou conisation a visée
diagnostique).

e soit un frottis cervico-utérin de contréle pratiqué 6 mois plus tard

si au cours de ce frottis de contréle les anomalies cytologiques ont persisté, la patiente
est référée a la colposcopie.

si au cours de ce frottis de contréle pratiqué 6 mois plus tard, les anomalies cytologiques
ont régressé, une surveillance réguliere est justifiée, en raison du risque d’apparition
secondaire d’un cancer, exigeant 2 frottis normaux a des intervalles de 12 mois. Si au
cours de cette surveillance des anomalies cytologiques réapparaissent, une colposcopie
est impérative, quels que soient leur sévérité et leur délai d’apparition (Figure 30).
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Figure 30 : Conduite diagnostique en cas de frottis avec Iésion malpighienne intraépithéliale de bas grade
(LSIL) (ANAES 2002)

3.2.3. Frottis évocateur d’une lésion de haut grade

Aprées un frottis cervico-utérin évoquant une lésion de haut grade, il est recommandé de faire une
colposcopie d’emblée.

3.2.4. Frottis évocateur de cancer

Aprés confirmation du diagnostic par I'étude histologique d’une biopsie puis d’une piéce de
conisation, le traitement des cancers cervico-utérins se fait essentiellement par chirurgie associée ou
non a une radiothérapie. Nous ne détaillerons pas ce chapitre dans cette these.
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3.2.5. Frottis anormal dans certaines situations

a. Chez la femme enceinte

Dans le cas des anomalies cytologiques de types CIN, confirmées par une biopsie, un examen
colposcopique est conseillé a 6-7 mois de grossesse. Une nouvelle biopsie dirigée est justifiée en cas
d’aggravation du résultat cytologique ou de I'aspect colposcopique.

Dans le cas d’un frottis évocateur d’une Iésion de haut grade ou d’un cancer, la conisation est
recommandée.

b. Chez la femme ménopausée

La découverte d’un frottis anormal apres la ménopause nécessite un examen colposcopique apres
une préparation oestrogénique de 7 a 10 jours au minimum. Si la colposcopie n’est pas satisfaisante
du fait d’une sténose de I'orifice cervical ou d’'une zone de jonction endocervicale non visible, une
conisation est recommandée.

c. Chez une femme séropositive pour le VIH

Dans le cas de frottis normal, il est recommandé de suivre la patiente au-moins une fois par an
(CDC 1998 ; Torrisi et al. 2000). Dans le cas d’anomalies cytologiques, il est recommandé de faire une
colposcopie

La recherche d’HPV serait intéressante pour le dépistage des lésions de haut grade chez les
femmes séropositives, chez lesquelles la valeur de la cytologie semble compromise du fait du taux
élevé des faux négatifs (atypies cellulaires, inflammation).

4. Dépistage et prise en charge thérapeutique du cancer invasif du col utérin
au Maroc

Au Maroc, le dépistage du cancer du col de l'utérus concerne toute femme agée de 30 a 49 ans
révolus. Sont exclues les patientes déja traitées pour cancer du col, les femmes enceintes a partir de
la 8°™ semaine d’aménorrhée et les femmes durant la période du post partum jusqu’a la 6°™
semaine apres l'accouchement.Le dépistage du cancer du col utérin au Maroc est basé sur la
pratique réguliére et systématique de I'Inspection Visuelle du col utérin avec I’Acide acétique (IVA).
Le test s’effectue au niveau des centres de santé urbains et communaux par un professionnel de
santé diment formé. La prise en charge de la patiente sera fonction des aspects retrouvés (Figure

31).
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Figure 31 : Algorithme de la détection précoce du cancer du col utérin au Maroc (ALSC 2011)

Si le résultat d’IVA est négatif, le professionnel de santé est tenu d’annoncer le résultat a la
participante en la rassurant sur le caractéere normal du test et en lui recommandant de
refaire un nouvel examen apres une période de 3 ans.

Si le résultat d’IVA est positif, ou négatif et la Jonction Pavimento-Cylindrique (JPC) non
visible, le professionnel de santé est tenu d’annoncer le résultat de I'examen a la
participante, de l'orienter systématiquement vers le Centre de référence de santé
reproductive afin de bénéficier d’'une colposcopie pour un diagnostic plus précis.

o Si la colposcopie montre un col d’aspect normal : le gynécologue annonce a la
participante que I'examen est normal en lui recommandant de revenir au centre de
santé aprés une période de 3 ans.
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o Sila colposcopie révele un aspect de cancer invasif du col utérin, le gynécologue va
prélever une biopsie au niveau de la tumeur cervicale et I'envoyer au laboratoire
d’anatomopathologie.

— Sile résultat de 'examen anatomopathologique confirme le diagnostic de cancer
invasif la patiente sera référée au centre de traitement pour une prise en charge
par un staff spécialisé multidisciplinaire.

— Si le résultat de I'examen anatomopathologique confirme une lésion intra-
épithéliale quel que soit son grade (CIN1, CIN2 ou CIN3), ou un cancer micro
invasif, le gynécologue propose a la patiente une Résection a [|’Anse
Diathermique (RAD).

Pour clore cette premiéere partie bibliographique, il est nécessaire de mentionner que le cancer du
col de I'utérus est un cancer viro-induit qui touche beaucoup de femmes dans le monde. Il peut
souvent étre détecté a un stade précoce et méme évité grace a un dépistage basé sur des frottis
réguliers. La prévention de ce cancer repose sur ce dépistage et depuis quelques années sur la
vaccination anti-HPV. Mais les pays pauvres ne peuvent bénéficier de ces outils de prévention.
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Partie 2 : Travaux personnels
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l. Publication n°1

High prevalence of abnormal cervical smears in a hospital cohort of French women beyond
the upper age limit screening program

E. Belglaiaa, A. Luquain, D. Guenat, S. Vrecko, D. Riethmuller, S. Valmary-Degano, |. Bedgedjian, S.
Chouham, J.L Prétet, C. Mougin

Manuscrit soumis a Preventive Medicine (apres révision)

Travail présenté a :

Société de Biologie de Besang¢on (SBB),
Besangon, France, 12 Décembre 2013
Faut-il poursuivre le dépistage du cancer du col de I'utérus chez les femmes agées de plus de 65 ans ?

E. Belglaiaa, A. Luquain, A. Morel, E. Jacquin, S. Valmary-Degano, D. Riethmuller, J.L. Prétet, C.
Mougin.

30th International Papillomavirus Conference,
Lisbonne, Portugal, 17-21 Septembre 2015

High prevalence of abnormal cervical smears in underscreened French women beyond the upper age
limit screening program

E. Belglaiaa, A. Luquain, D. Guenat, D. Riethmuller, S. Valmary-Degano, . Bedgedjian, S. Chouham,
J.L. Prétet, C. Mougin.
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1. Objectifs

L’objectif de ce travail était d’estimer la fréquence des frottis pathologiques et la prévalence des
HPV-HR notamment HPV16, 18 et 45 chez une cohorte hospitaliere de femmes francaises agées de
plus de 65 ans, qui n'ont pas bénéficié de dépistage du cancer du col de I'utérus ou n’ont pas suivi
les recommandations du dépistage au cours de leur vie. Cette étude rétrospective fait partie du
débat actuel concernant l'intérét de continuer le dépistage du cancer du col utérin apres 65 ans en
tenant compte des problématiques de santé publique.

2. Matériels et Méthodes

2.1. Echantillons cliniques

Il s’agit d’'une étude portant sur une cohorte hospitaliere de 796 femmes francaises dgées de plus
de 65 ans (intervalle d’age 66-99 ans, age moyen de 70 ans), issues de la région de Franche-Comté,
France. Les prélévements pour cytologie et test HPV ont été réalisés au cours d’une consultation
médicale au département de Gynécologie et Obstétrique du CHRU de Besancon, France, centre de
référence régional pour la colposcopie et le test HPV, entre Janvier 2002 et Décembre 2012. Les
patientes ont été référées pour des symptomes gynécologiques (lésions vaginales, douleurs
abdominales et pelviennes...) ou pour un suivi de maladies chroniques (post-greffe, maladies auto-
immunes). Cette cohorte est composée de 693 femmes (87%) pour lesquelles nous n’avons aucune
donnée de dépistage et 103 femmes (13%) ayant eu un FCU au cours de leur vie.

2.2. Diagnostic cytologique

Les frottis ont été classés selon la classification Bethesda en: Normal (NILM), lésions
malpighiennes (ASC-US, ASC-H, LSIL, HSIL, SCC), et Iésions glandulaires (AGC, ADC).

2.3. Test Hybrid Capture 2 (hc2)

La détection d’ADN d’HPV a été réalisée par la trousse commerciale hc2 (Qiagen, Gaithersburg,
MD, USA) qui permet de détecter 13 types d’"HPV-HR.

2.4. Extraction de ’'ADN

Sur les échantillons hc2 positifs, nous avons effectué une extraction d’ADN par la trousse QlAamp
DNA Mini Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) a partir de 320 pL de solution dénaturée et reprise dans
80 pL de solution P3 (5 M acide acétique, 3 M d’acétate de potassium). Brievement, les suspensions
cellulaires ont été incubées une nuit a 56°C en présence de 400 pL de tampon de lyse (AL buffer,
QIAGEN) et de 40 pL de protéinase K (QIAGEN). Les lysats cellulaires ont été purifiés a I'aide des
colonnes QlAamp Mini Spin (QIAGEN) selon les instructions du fournisseur et I’ADN a été élué dans
80 pL de tampon d’élution (QIAGEN).

2.5. PCR en temps réel (qPCR)

Des qPCR duplex HPV16/18 ciblant simultanément le géne E6 d’"HPV16 et HPV18 ont été réalisées
(Jacquin et al. 2013). Ensuite, nous avons réalisé une qPCR HPVA45 ; le mélange réactionnel de 25 puL
contenait: Tagman® Gene Expression Master Mix 1X (Applied Biosystems), 300 nM d’amorces sens E6
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HPV16 et E6 HPV18, 300 nM d’amorces anti-sens E6 HPV16 et E6 HPV18, 250 nM de sonde Tagman
E6 HPV16 et E6 HPV18 (Eurogentec) et 4 plL d’extrait d’ADN.

L'amplification a été réalisée a I'aide d’un thermocycleur AB7500 (Applied Biosystems, Saint-
Aubin, France) selon le programme suivant : 50°C-2min (x1), 95°C-10min (x1), 95°C-15sec, 60°C-1min
(x40).

Parallelement a ces deux gPCR, une gPCR ciblant le gene cellulaire codant le géne d’albumine
(présent en 2 copies dans chaque cellule diploide eucaryote) a été réalisée, d’'une part pour
confirmer la qualité de I'extrait analysé, et d’autre part pour calculer les charges virales.

La formule de calcul de la charge virale est :

Nombre de copies d'E6 HPV16
Nombre de copies d'albumine / 2

Charge virale (CV) =

Les amorces et sondes en qPCR utilisées dans la détection et la quantification des HPV16/18/45
sont représentées dans le tableau 9.

Tableau 9: Séquences des amorces et sondes utilisées en gPCR

Cible Amorces et sonde Séquence
E6 HPV 16 Amorce sens 5-GAGAACTGCAATGTTTCAGGACC-3'

Amorce anti-sens 5 -TGTATAGTTGTTTGCAGCTCTGTGC-3'

Sonde 5’-FAM-CAGGAGCGACCCAGAAAGTTACCACAGTT-BHQ1-3’
E6 HPV 18 Amorce sens 5 -TGTCTAAGTTTTTCTGCTGGATTCA-3’

Amorce anti-sens 5’-TATGGAGACACATTGGAAAAACTAACTAA-3’

Sonde 5’-VIC-ACCGCAGGCACCTT-MGB-3’
E6 HPV 45 Amorce sens 5’-GCCTGCGGTGCCAGAA-3’

Amorce anti-sens 5 -CTATGCTGTGAAATCTTCGTTTGTC-3’

Sonde 5’-FAM-ACAGATGCAAAAAGACGACCCAAGTTACC-BHQ1-3’
Albumine Amorce sens 5’-GCTGTCATCTCTTGT-GGGCTGT-3’

Amorce anti-sens 5’-ACTCATGGGAGCTGCTGGTTC-3’

Sonde 5’-FAM-GGACAGTACGGGTGTGTTTAGAGAGG-BHQ1-3’

3. Résultats

3.1. Diagnostic cytologique en fonction des groupes d’age

La répartition des résultats cytologiques en fonction des groupes d’age est représentée dans la
figure 1, publication 1. Les anomalies cytologiques étaient fréquentes (31,4% des cas). Les cytologies
en faveur des cancers concernaient 2,9% des échantillons dont 78,2% étaient des SCC et 21,8% des
ADC. Tous les cancers et environ 90% des HSIL ont été trouvés chez des femmes non dépistées. Il est
a noter que les Iésions bénignes (normales ou <LSIL) se retrouvaient fréquemment chez les femmes
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dgées entre 66 et 75 ans tandis que les Iésions séveres (2HSIL) étaint préférentiellement détectées
chez les femmes agées de plus de 76 ans

3.2. Prévalence d’HPV-HR

La distribution en fonction de I'dge et de la cytologie des HPV-HR et notamment les HPV16, 18 et
45 est représentée respectivement dans les tableaux 2 et 3, publication 1. 'ADN d’HPV-HR a été
détecté dans 22,7% des cas. Les qPCR HPV16/18/45 (Figures 32,33 et 34) ont montré que I'HPV16
était le génotype le plus prévalent (23,8%) suivi de I'HPV45 (7,7%) puis de I'HPV18 (3,9%). Par
ailleurs, 2 cas ont été infectés par les 3 génotypes et un seul cas par I'HPV16 et 45. Il est intéressant
de noter que la prévalence d’"HPV-HR augmentait avec la sévérité des lésions de 25% dans les ASC-H,
28,9% dans les ASC-US, 69,5% dans les LSIL, 90,6% dans les HSIL a 94,4% dans les SCC. La prévalence
d’HPV16 augmentait avec la sévérité de la lésion de 3,1% dans les ASC-US a 50% dans les cancers.
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Figure 32: Courbes d’amplification de la gamme albumine
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Figure 33: Courbes d’amplification de la gamme duplex 16/18
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Figure 34 : Courbes d’amplification de la gamme d’HPV45

3.3. Suivi cytologique des patientes

Les données de suivi cytologique des patientes a frottis normaux sont illustrées dans la figure 1,
publication 1.

Parmi les 546 patientes ayant un suivi pour un frottis normal, 494 femmes (90,5%) avaient un
résultat négatif par test hc2. Parmi elles, seulement 65 (13,2%) ont été suivies au cours d'une
période moyenne de 31 mois. Il est a signaler que 4 femmes avaient des lésions de bas grade
associées a une infection incidente par des HPV-HR, mais aucune d'entre elles n'a développé de
Iésion de haut grade. Cinquante deux femmes (9,5%) avaient un résultat positif par test hc2. Parmi
elles, 31 (59,6%) ont été suivies sur une période de 25 mois en moyenne. Il est intéressant de noter
que la persistance de I'infection aux HPV-HR a été observée chez 21 femmes (67,7%) dont 13 (61,9%)
avaient toujours un frottis normal. Six (28,6%) ont développé une LSIL et 2 (9,5%) ont développé une
HSIL confirmée histologiquement comme CIN3 et HPV16 positive.

4. Conclusion

Les résultats de notre étude sont en faveur d’un dépistage du cancer du col de I'utérus apres 65
ans chez une population recrutée a I’hopital en particulier, symptomatique et qui n’a pas été ou peu
dépistée selon les recommandations frangaises. Compte tenu du nombre important des anomalies
du col utérin et la forte prévalence d’HPV-HR, on pourrait tout d’abord sensibiliser davantage les
médecins a l'importance du dépistage régulier avant 65 ans, et en particulier les médecins
généralistes qui ont un accés a une plus large partie de la population. Nous recommandons ensuite la
prise en considération des préférences et des caractéristiques individuelles des patientes dagées, une
initiative qui pourrait étre utile par rapport aux lignes directrices d’age, pour guider le dépistage du
cancer du col de I'utérus apres 65 ans.
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5. Travaux complémentaires

Charge virale du génome d’HPV16 et HPV18 et sévérité des lésions du col de l'utérus

La figure 35 représente la médiane de la charge virale des HPV16 et HPV18 en fonction de la
sévérité des lésions du col de I'utérus dans 60 cas testés. Une augmentation graduelle de charge
virale médiane d’HPV16 avec la sévérité des lésions a été observée. La charge virale d’"HPV18 a été
élevée dans les LSIL, comparée a celle retrouvée dans les frottis normaux.
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Figure 35: Charge virale des HPV16 et HPV18 dans les lésions précancéreuses et cancéreuses du col
de l'utérus chez les femmes dgées de plus de 65 ans.

Figure 35 : Charge virale des HPV16 et HPV18 dans les Iésions précancéreuses et cancéreuses du col de
'utérus chez les femmes agées de plus de 65 ans
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Available online 5 September 2015 Objective. To determine the prevalence of cytological abnormalities and high risk Human PapillomaVirus

(hrHPV) in cervical smears from French women aged over 65 years who attended the referent Gynecology Clinic

{feyw ords: of the Besancon University Hospital.
h?g;\r;l cars Methods. Between 2002 and 2012, 796 French women aged 66-99 years were cotested for cytology and hrHPV
HPV 16 by Hybrid Capture 2 (hc2). hc2-positive cases were subjected to real time PCR for specific HPV 16/18/45 genotyping.

Women with normal Pap smears and positive for hrHPV were followed-up every 12 months.

Results. Cytological abnormalities were detected in more than 30% of women and cervical cancers (CC) in 2.9%
of women. Benign lesions were more frequent in women aged 66-75 years while (pre)-malignant lesions were
preferentially found in women over 76. The prevalence of hrHPV was 22.7%. HPV 16 was the most frequent
(23.8%), followed by HPV 45 (7.7%) and HPV 18 (3.9%). The rate of hrHPV increased with the lesion severity and
HPV 16 was identified in 50% of CC. Among the followed-up women, those who developed CIN3 were HPV16

Cervical cancer
Women aged over 65

positive at study entry.

Conclusion. The study provides important estimates of the prevalence of cervical abnormalities and hrHPV
positivity in a French hospital based-population over 65. Findings suggest to consider this high risk population in

regards to cervical cancer.

© 2015 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

Cervical cancer (CC) is a public health problem in women world-
wide, affecting 530,000 women and responsible for 275,000 deaths
each year. Wide variations exist between high and low-burden coun-
tries and incidence rates range from <3 to >50 per 100,000 (Arbyn
et al.,, 2011; Ferlay et al., 2010). In USA, most cases of CC occur in
women younger than 50 years of age, but more than 15% are found in
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women over 65 (American Cancer Society, 2014). Knowledge about
pathogenesis has shown that nearly 100% of CC are caused by a persis-
tent high risk Human PapillomaVirus (hrHPV) infection (Schiffman
et al,, 1993; Walboomers et al., 1999; Wallin et al.,, 1999). HPV 16 is
the most frequently detected genotype worldwide followed, in general,
by HPV 18 and HPV 45 (Guardado-Estrada et al., 2014; Monsonego et al.,
2015; Munoz et al., 2003; Pretet et al., 2008).

At present, the best way to reduce the number of CC is to implement
screening programs to detect precancerous lesions. The Papanicolaou
(Pap) test, which was introduced in the 1940s, led to a reduction of up
to 60% in the incidence of invasive squamous cervical cancer and mortal-
ity due to the disease (La Vecchia et al., 1984; Quinn et al., 1999). In
France, CC incidence decreased from an estimated 5100 in 1980 to 3000
cases in 2005 and mortality declined from 2200 to 1000 cases over the
same period (Belot et al., 2008). Because of limitations relating to the sen-
sitivity of cervical cytology (Spence et al., 2007), it has recently been rec-
ommended to introduce HPV test in clinical practice, including in primary
screening (Arbyn et al., 2012; Saslow et al.,, 2012). Studies in the USA,
Canada and Europe indicate that the high risk HPV test may be more
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effective than cytology alone in detecting CIN3 or progressively worse
histological findings (Katki et al., 2011; Leinonen et al., 2012; Mayrand
et al.,, 2007; Ogilvie et al., 2012; Ronco et al., 2014). In addition, HPV16,
18 and 45 genotyping would be advantageous to manage hrHPV positive
women (Rijkaart et al., 2012; Saraiya et al.,, 2014; Wright et al., 2015).

The French guidelines for CC screening recommend a Pap smear
every three years after two annual consecutive normal smears for
women aged 25 to 65 years (Haute Autorité de Santé, 2013).
American guidelines also recommend cessation of CC screening at age
65 for adequately screened women with no history of CIN2 + within
the last 20 years (Saslow et al., 2012).

In Europe, the number of elderly patients being diagnosed with CCis
increasing and the age of screening exit may be raised up to 70 years in
some countries (Elfstrom et al., 2015). In 2014, a review of the literature
concluded that cervical cancer screening is beneficial for women aged
over 60 in order to prevent the occurrence of, and mortality from CC
(Elit, 2014).

In this hospital-based retrospective cohort investigation we estimat-
ed the rate of pathological smears and the prevalence of hrHPV includ-
ing HPV 16, 18 and 45 by cotesting in a population of French women
aged over 65 who attended the referent Gynecology Clinic of the
Besangon University Hospital. This study contributes to the current de-
bate about the value of CC screening after 65 years, taking into account
personal characteristics of patients and public health issues.

Patients and methods
Study population and sample collection

Data on cytology and HPV testing were obtained from 796 women
aged over 65 (age range 66-99 years, median age 70 years) who
attended the Gynecology Clinic of the Besancon University Hospital be-
tween January 2002 and December 2012. Patients had been referred to
a referent gynecologist for symptoms suggestive of gynecological disor-
ders (i.e. menopausal vaginal symptoms, vaginal itching, abdominal and
pelvic pain) or for follow-up of chronic diseases (i.e. grafted patients,
autoimmune disorders).

The cohort consisted of 693 women (87%) with no history of cervical
cancer screening in our gynecology/pathology medical records and 103
women (13%) having had one Pap smear. As a whole we considered that
women were not adequately screened.

Women underwent a pelvic examination and two cervical samples
were obtained and used for conventional cytology and HPV testing as
we previously described (Dalstein et al., 2004). When necessary, a
short course (3-4 weeks) of intravaginal estrogen cream was given.
Women with abnormal cytology were clinically managed according to
the French guidelines (Anaes, 2002). Women with normal cytology
were followed-up by co-testing in line with usual practice in our refer-
ence Clinic (Dalstein et al., 2004; Riethmuller et al., 2013).

Cytology data

Cytology results were reported based on the Bethesda System as
Negative for Intraepithelial Lesion or Malignancy (NILM) or epithelial
cell abnormalities, while abnormalities were classified as Atypical Squa-
mous Cells of Undetermined Significance (ASC-US), Atypical Squamous
Cells - cannot exclude High Grade Squamous Intraepithelial Lesions
(ASC-H), Atypical Glandular Cells (AGC), Low grade Squamous
Intraepithelial Lesions (LSIL), High grade SIL (HSIL), and Squamous
Cell Carcinoma (SCC) and ADenoCarcinoma (ADC), without knowledge
of HPV status.

HPV DNA testing

HPV DNA testing was performed with the digene® hc2 High-Risk
HPV DNA Test® (hc2) (Qiagen, Gaithersburg, MD, USA) using the

specific HPV RNA probe cocktail for hrHPV types 16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 56, 58, 59 and 68. Presence or absence of HPV DNA in the
specimen was defined according to the strength in relative light units
(RLU) compared to 1 pg/mL HPV16 DNA-positive control. The sample
was considered positive when the ratio of RLU/CO was >1.

Samples were stored into a biobank approved by the local ethics
committee (Comité de Protection des Personnes), and for which a
declaration of collection and storage of human samples for research
use has been sent to the French Ministry of Higher Education and
Research (Ministére de I'Enseignement Supérieur et de la Recherche)
(declaration number DC-2014-2086).

DNA extraction from cervical exfoliated cells

DNA was extracted from hc2 positive cases with the QIAamp DNA
Mini Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France). Three hundred and twenty
microliters of denatured solution were neutralized with 80 pL of 5 M
acetic acid and 3 M potassium acetate. Then, 400 pL of AL buffer
(Qiagen) and 40 pL proteinase K (Qiagen) were added and the mix
was digested overnight at 56 °C. All lysates were processed according
to the manufacturer's recommendations; DNA was eluted in 80 L of
elution buffer.

Real-time PCR

Detection of HPV16, HPV18 and HPV45 DNA as well as albumin gene
(ALB) DNA copies were performed by real-time PCR with an AB7500
thermocycler (Applied Biosystems, Saint-Aubin, France) using TagMan
technology. Primers and hydrolysis probes were designed to target a
polymorphic region of the E6 gene and ALB (Supplementary Table).

A real-time duplex PCR assay was carried out for simultaneous
detection of HPV16 and HPV18 DNA as detailed previously (Jacquin
et al,, 2013).

Detection of HPV45 DNA was conducted in a final volume of 25 pL
containing the 1X Tagman® Gene Expression Master Mix (Applied
Biosystems), 300 nM of each primer (Eurogentec, Seraing, Belgium),
250 nM of probe (Eurogentec) and 4 pL of DNA sample. The thermal
cycling program was 2 min at 50 °C followed by 10 min at 95 °C and
then 40 cycles of amplification (95 °C-15 s, 60 °C-1 min).

To discriminate between failed amplification due to technical error
and an absence of HPV16 and/or HPV18 and/or HPV45, each cervical
sample was also subjected to real-time PCR for the detection of
human ALB DNA copies as previously described (Laurendeau et al.,
1999).

Statistical analysis

Prevalence of NILM and abnormal cytologies, as well as hrHPV and
HPV 16/18/45, was calculated with the corresponding 95% confidence
intervals (ClI), stratified by age category. Prevalence of hrHPV and specif-
ic genotypes according to cytology with the associated 95% CI was also
calculated. The chi-square test or Fisher's exact test were used to com-
pare trends in HPV frequency by 5-year intervals, and trends in cytology
frequency according to age groups. A p-value < 0.05 was considered sta-
tistically significant. All analyses were performed using the R statistical
software version 3.2.0 on the website BiostaTGV (The R Foundation,
Vienna, Austria).

Results
Cytology results according to age groups

Age of the 796 women was categorized into 5-year age groups
(66-70, 71-75, 76-80 and >81). Among the Pap smears, 546 (68.6%,

95% CI 65.4-71.8) were NILM and 250 (31.4%, 95% CI 28.2-34.6) were
abnormal. One hundred and twenty-six samples (15.8%, 95% CI 13.3-
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18.3) were diagnosed ASC-US, 2 (0.3%, 95% CI 0-0.7) were in favor of
AGC, 8 (1% 95% IC 0.3-1.7) of ASC-H, 59 (7.4%, 95% CI 5.6-9.2) were
LSIL, 32 (4%, 95% CI 2.6-5.4) were HSIL, and 23 (2.9%, 95% CI 1.7-4.1)
were CC (Table 1). There were half as many cases of ASC-US in
women aged over 81 (6.7%, 95% CI 1.5-11.9) compared to the other
age groups (16.2-17.4%). LSIL were most prevalent (10.4%, 95% CI 7.5
13.3) in the 66-70 age group, while HSIL were found most frequently
(6.6%, 95% CI 1.5-11.7) in 76-80 year old women. During the period
2002 to 2012, 23 women were cytologically diagnosed with CC with a
prevalence reaching 5.6% (95% CI 0.8-10.4) in very elderly patients.
Eighteen of the 23 CC smears (78.2%, 95% CI 61.3-95.1) were SCC and
5 (21.8%, 95% Cl 4.9-38.7) were ADC. Taken together, most patients
diagnosed with NILM or benign lesions (< LSIL) were aged between 66
and 75 years, while patients with severe lesions (> HSIL) were aged 76
and over (p = 0.04).

hrHPV prevalence according to age groups

The prevalence of hrHPV and specific HPV16/18/45 genotypes
according to age is presented in Table 2. The overall prevalence of posi-
tive hrHPV was 22.7% (95% CI 19.8-25.6) (181/796). Among the 181
samples positive for hrHPV, 5 samples were inadequate for PCR due to
insufficient material. The pooled frequency of HPV 16, HPV 18 and
HPV 45 infections was 35.4% (95% CI 28.4-42.4) and HPV 16 was the
most prevalent genotype (23.8%, 95% CI 17.6-30) followed by HPV 45
(7.7%, 95% CI 3.8-11.6) and HPV 18 (3.9%, 95% CI 1.1-6.7). Three
women showed co-infections with HPV 16, 18, and/or 45 (two cases
were infected by the 3 genotypes and one case with HPV 16 and HPV
45). The rate of hrHPV and HPV 16/18/45 did not differ significantly
between age groups, but there was a trend towards a higher rate of
HPV16 in women aged 76-80 years (42.1%, 95% Cl 19.9-64.3).

hrHPV prevalence according to cytology

The distribution of hrHPV types according to cytology is presented in
Table 3. Among patients with normal smears, 9.5% [(95% CI 7-12),
52/546)] harbored hrHPV. The rate of hrHPV positivity increased with
the severity of cytological abnormalities from 25% (95% CI 0-55)
in ASC-H, and 28.9% (95% CI 21.1-36.8) in ASC-US to 69.5% (95% CI
57.8-81.3) in LSIL, 90.6% (95% CI 80.5-100) in HSIL and 94.4% (95% CI
83.8-100) in SCC (p < 0.001). Likewise, the prevalence of the 3 specific
hrHPV genotypes tested increased from low to high grade lesions. The
rate of HPV16 increased statistically with the lesion severity from 3.1%
(95% CI 0.1-6.1) in the ASC-US group to 12.5% in ASC-H (95% CI
0-35.4), 15.2% (95% CI 6-24.4) in LSIL, 31.3% (95% CI 15.2-47.4) in
HSIL, to reach more than 50% (95% CI 34.9-75.5) in smears showing
CC (p<0.001).

Follow-up

Fig. 1 summarizes the follow-up (FU) data over a mean period of
29 months (95% CI 24.9-33) in women with NILM cytology at baseline.
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Table 2
Prevalence of hrHPV, HPV 16, HPV 18, HPV 45 according to age group in 796 French elderly
women tested between 2002 and 2012.

Age group years Global 66-70 71-75 76-80 81 and +
cohort

n 796 424 192 91 89

hrHPV positive n (%)* 181 (22.7) 106 (25) 39(20.3) 19(20.9) 17 (19.1)

HPV 16 n (%)* 43(23.8) 24(22.6) 6(154) 8(421) 5(294)

HPV 18 n (%)* 7(3.9) 5(4.7) 2 (5.1) 0 0

HPV 45 n (%)* 14(7.7)  8(76)  3(7.7) 1(53) 2(11.8)

Other HPV n (%)* 117 (64.6) 69 (65.1) 28(71.8) 10(52.6) 10(58.8)

n: number, hrHPV: high-risk human papillomavirus,*: % by row, #: % in comparison with

number of hrHPV positive.

In this population of 546 women, 52 were tested hrHPV positive.
Among these, 31/52 (59.6%) had a mean FU of 25 months (95% CI
18.2-31.8). Persistent hrHPV positivity was observed in 21/31 (67.7%)
women; 13 women still had NILM smears, 6 showed cytological mild ab-
normalities and 2 presented HSIL. The latter lesions were confirmed his-
topathologically as CIN3 that developed in women positive for HPV16 at
study entry. Among the 494 women who had NILM and were hrHPV
negative, only 65 (13.2%) had a FU over a mean period of 31 months
(95% CI125.9-36.1). Four of these (4/65, 6.2%) presented mild abnormal-
ities associated with an incident hrHPV infection but none developed
HSIL at cytological control and colposcopic examination.

Discussion

High prevalence of cervical abnormalities may be related to low
screening coverage

This retrospective study, conducted on a hospital cohort of 796
French women over 65 years for cervical cancer screening, reports a
high rate of hrHPV infection as well as of cytological abnormalities of ei-
ther low or high grade and a notable rate of carcinomas. These findings
are in line with those of Mandelblatt et al. who reported 2% of smears
with suspected malignancy in a population of poor, elderly and black
women from New York (Mandelblatt et al., 1993) but differ from
those of Meyer et al., who recorded a 0.34% cancer rate among a large
series of 53,644 French women aged 65 to 100 years having had a
normal and sufficient cytological FU according to the guidelines
(Meyer et al., 2012). Thus, we point out that women attending a refer-
ent hospital Gynecology Clinic are at high risk of cervical lesions and
are not representative of older women in France. For the vast majority
of the studied women (>85%), no history of cervical cancer screening
was noted in our gynecology/pathology medical records while a minor-
ity of women would have had one Pap smear. Thus, we can reasonably
think that these women were largely underscreened. The completeness
of the records is however not warranted because (i) screening could
have been performed outside the hospital and not necessarily according
to the French guidelines, (ii) cervical cancer screening is mainly oppor-
tunistic in France (with the exception in some departments), (iii) of the

Table 1

Cytological data according to age in 796 French elderly women tested between 2002 and 2012.
Age group (years) Global cohort 66-70 71-75 76-80 81and +
Subjects n (% by row) 796 (100) 424 (53.3) 192 (24.1) 91 (114) 89 (11.2)
NILM n (% by column) 546 (68.6) 273 (64.4) 138 (71.9) 64 (70.3) 71(79.8)
ASC-US n (% by column) 126 (15.8) 74(174) 31(16.2) 15 (16.5) 6(6.7)
AGC n (% by column) 2(0.3) 2(0.5) 0 0 0
ASC-H n (% by column) 8 (1) 3(0.7) 2(1) 1(1.1) 2(2.3)
LSIL n (% by column) 59 (7.4) 44 (10.4) 10 (5.2) 2(2.2) 3(34)
HSIL n (% by column) 32 (4) 19 (4.5) 5(2.6) 6 (6.6) 2(22)
Cancer n (% by column) 23(2.9) 9(2.1) 6(3.1) 3(3.3) 5(5.6)

n: number, NILM negative for Intraepithelial Lesion or Malignancy, ASC-US: atypical squamous cells of undetermined significance, ASC-H: atypical squamous cells — cannot exclude a high
grade squamous intraepithelial lesions, AGC: atypical glandular cells, LSIL: low grade squamous intraepithelial lesion, HSIL: high grade SIL.
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Table 3

Prevalence of hrHPV, HPV 16/ 18/45 and other HPV according to cytological data in 796 French elderly women tested between 2002 and 2012.
Cytology NILM ASC-US ASC-H LSIL HSIL All Cancers Nee ADC
hrHPV n (%) 52/546* (9.5) 37/128* (28.9) 2/8* (25) 41/59 (69.5) 29/32 (90.6) 20/23 (87) 17/18 (94.4) 3/5 (60)
HPV 16 n (%) 7/546 (1.3) 4/128 (3.1) 1/8 (12.5) 9/59 (15.2) 10/32 (31.3) 12/23 (52.2) 10/18 (55.6) 2/5 (40)
HPV 18 n (%) 1/546 (0.2) 2/128 (1.6) 0 3/59 (34) 1/32 (3.1) 1/23 (4.3) 0 1/5 (20)
HPV45 n (%) 2/546 (0.4) 4/128 (3.1) 0 3/59 (5.1) 2/32 (6.3) 3/23(13) 3/18 (16.7) 0
Other HPV n (%) 39/546 (7.1) 29/128 (22.7) 0 27/59 (45.8) 18/32 (56.3) 4/23 (17.4) 4/18 (22.2) 0

n: number, hrHPV: high-risk human papillomavirus, NILM: negative for intraepithelial lesion or malignancy, ASC-US: atypical squamous cells of undetermined significance, ASC-H: atyp-
ical squamous cells — cannot exclude a high grade intraepithelial lesion, AGC: atypical glandular cells, LSIL: low grade squamous intraepithelial lesion, HSIL: high grade SIL, SCC: squamous
cell carcinoma, ADC: adenocarcinoma, % by row, *5 samples inadequate for PCR (2 NILM, 2 ASCUS, 1 ASCH).

absence of national cervical cancer screening registry, (iv) of the over-
writing of the health insurance data every two years. These findings
may also illustrate that the low coverage of Pap smear testing with
age in France (57-59% between 25 and 44 years and 42% between 60
and 65 years (DREES, 2015) is mainly responsible for late diagnosis of
precancerous and cancerous cervical lesions. Underprivileged French
women likely contribute to the high rate of cervical lesions in older
women as it was recently confirmed that 33.1% of them aged 25-65
have ever realized a cervical smear in their lives, and more than a
third did not know cervical smear (Chappuis et al., 2014). Moreover,
several authors have reported that poor prognosis and advanced stage
at diagnosis of cervical cancer in elderly women might be explained
by the cessation of cervical screening in this population (Andrae et al.,
2008; Brun et al., 2003; Ioka et al., 2005; Spayne et al., 2008; Wright
et al.,, 2005). Based on these data and on the fact that pre-cancerous
lesions regress less with age (van Oortmarssen and Habbema, 1991),
women beyond 65 with inadequate past screening cannot be consid-
ered in forming exiting policy.

Otherwise in the general population, a recent case—control study
performed on members of two health plans in the United States sug-
gested that the implementation of screening for women aged 65-79
years was associated with a reduced risk of invasive cancer of 78-84%
(Kamineni et al., 2013). USA guidelines recommend stopping screening
at 65, but in practice, screening continues up to 85 years of age [Sasieni
P, personal communication, EUROGIN 2015]. Indeed, Sirovich et al.
showed that 43% of American women aged over 65 had cytology screen-
ing (Sirovich et al., 2003). As proposed by Castafién et al. stopping
screening between age 60 and 69 years in women with a lifetime of
adequate negative screening seems sensible. But in the context of

increasing life expectancy further screening may be justifiable
(Castanon et al., 2014).

hrHPV prevalence is high in older women

As expected in a population at high risk of cervical lesions, the prev-
alence of hrHPV is high and reaches 22.7%, a prevalence comparable
with that reported by Centurioni et al. in a cohort of Italian women
older than 60 (Centurioni et al., 2005). Several authors noted a second
HPV peak in women older than 55 in Europe, Canada, Central and
South America and Africa (Baay et al., 2004; Castle et al., 2006; de
Sanjose et al., 2007; Franceschi et al., 2006; Sellors et al., 2002). The
increased prevalence of hrHPV among elderly women might reflect
higher rates of previous HPV exposure (cohort effect from the genera-
tion of the sexual revolution). Nevertheless, we cannot exclude that
older women initiating new sexual relationships in later life were ex-
posed to new HPV infection. Moreover, declining immune function
with aging may facilitate viral persistence (Garcia-Pineres et al., 2006)
or reactivation of latent HPV infection and/or accelerate progression
from cervical intraepithelial neoplasia to invasive cancer.

Here, the rate of hrHPV is stable across older age groups as described
in Lindau's study (Lindau et al.,, 2008) but increased with the severity of
cervical lesions, which is in line with data reported by Chiang et al.
among Taiwanese women (Chiang et al., 2013). Among the specific
HPV genotypes, HPV 16 was the most prevalent (23.8%) as reported
by Zietkowiak et al. in women aged 56 to 78 years (26%) (Zietkowiak
et al., 2002) and Baay et al. in women older than 65 (35.3%) (Baay
et al., 2004). The frequency of HPV 16 increased with lesion severity,
as also noted by Chiang et al. (Chiang et al., 2013), and confirms its

HPV+
n= 52 (9.5%)

Follow up
n =31 (59.6%)

HPV —
n =494 (90.5%)

Follow up
n=65 (13.2%)

Clearance HPV persistent HPV - HPV incident
=10 (32.3%) n=21(67.7%) n =61 (93.8%) n=4(62%)
NILM NILM <LSIL 2 HSIL NILM <LSIL

n= 10 (100%) n= 13 (61.9%) n=6(28.6%) =2 (9.5%) n =61 (100%) n= 4 (100%)

Fig. 1. Follow-up of French elderly women with a normal smear on a mean period of 29 months. NILM: Negative for Intraepithelial Lesion or Malignancy, HPV: Human PapillomaVirus, LSIL:

Low Grade Squamous Intraepithelial Lesion, HSIL: High Grade SIL.
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distribution in women with or without cervical neoplastic diseases in all
world regions (Clifford et al., 2006).

Strength and limitations of the FU study

The FU of women with normal smear at entry made it possible to de-
tect incident CIN3 in 6% of HPV positive cases. This finding is comparable
to Meyer's (Meyer et al., 2012) and Mandelblatt's (Mandelblatt et al.,
1993) studies, that reported cases of HSIL+ in women who presented
a negative smear. Dinkelspiel et al. observed that 25% of women older
than 65 with cervical cancer have had three previous consecutive nega-
tive smears (Dinkelspiel et al., 2012). Consequently, negative cytological
screening is not sufficient to prevent cancer because the low risk period
after several negative results does not stretch indefinitely. On the other
hand, we demonstrate a beneficial effect of HPV testing. Indeed, in the
population of women with normal cytology, those who developed
CIN3 were HPV16 positive indicating the potential value of partial
genotyping even in elderly women. This study had limitations: less
than 15% of women with NILM and HPV negative were followed up
and the duration of the follow up was short.

Cancer screening decisions in older patients should estimate life ex-
pectancy and weigh potential benefits and harms according to patient's
characteristics and preferences (Rustagi et al., 2013; Walter and
Covinsky, 2001). A study evaluating older women's preferences regard-
ing their screening revealed that the majority of them were willing to
use a HPV test to make decisions about the frequency and duration of
cervical cancer screening (Huang et al., 2008). As discussed by Castafién
et al,, since the long term NPV of HPV testing is better than that of cytol-
ogy one would expect the period of low risk to be longer following an
HPV test, but no current study is looking at the risk 15-20 y after a
negative HPV test (Castanon et al., 2014).

Conclusion

According to our overall results, it is essential to pay particular atten-
tion to hospital Gynecology Clinic attendees aged over 65, emphasizing
the importance of HPV counseling, screening decisions and health-
related quality of life. A conceptual framework based on individual
patient characteristics and wishes to guide cancer screening decisions
in older women may be more useful to practicing clinicians than age
guidelines.

Supplementary data to this article can be found online at http://dx.
doi.org/10.1016/j.ypmed.2015.08.018.
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1. Objectifs

Le cancer du col de |'utérus (CCU) constitue un fardeau de plus en plus lourd pour le systeme de la
santé. Au Marogc, il est le deuxieme cancer féminin apres celui du sein. Les données actuelles
disponibles indiquent que 1076 déces et 2258 nouveaux cas sont enregistrés chaque année
(« WHO/ICO. (2014b). Human Papillomavirus and Related Diseases Report in Morocco. Information
Centre On HPV and Cancer (HPV Information Centre); summary report 2014. Retrieved 22/06/2015
from http://www.hpvcentre.net/statistics/reports/MAR.pdf », s. d.).

Il est bien établi que les Papillomavirus humains (HPV) sont les agents étiologiques du CCU mais non
suffisants. D’autres cofacteurs de risque peuvent intervenir dans la progression de I'infection a HPV
vers le CCU. Par ailleurs, I'histoire naturelle de ce cancer est longue ce qui représente une
opportunité pour la mise en place de programme de prévention secondaire en vue de sa détection
précoce.

Dans ce contexte, il apparait essentiel de mieux évaluer la prévalence et la distribution de génotypes
d’HPV ainsi que les résultats de cytologie, chez des femmes marocaines de la région de Souss selon
des facteurs sociodémographiques, style de vie et statut VIH.

2. Matériels et Méthodes

2. 1. Population étudiée

Le présent travail consistait en une étude épidémiologique réalisée sur une période de neuf mois
(Juin 2014 a Février 2015) auprés des femmes marocaines consultant le centre hospitalier régional
Hassan Il, centre publique de référence dans la région Souss-Massa-Draa, Maroc.

Les patientes ont été référées a I’'hOpital pour des symptémes évocateurs de troubles gynécologiques
(pertes vaginales, saignements vaginaux, verrues génitales, démangeaisons au niveau de la vulve,
douleurs abdominales et pelviennes, infertilité, ménorragies) ou pour le suivi gynécologique de
maladies auto-immunes ou le suivi de patientes immunodéprimées (VIH/SIDA).

Les femmes ont été adressées au service d’anatomopathologie par le service de gynécologie du
centre hospitalier Hassan Il, le service des maladies infectieuses du méme hopital, les centres de
santé, les centres de planification familiale, et autres....

2. 2. Réalisation des frottis cervico-utérins (FCU)

2.2.1. Recueil de I'information

Aprés avoir expliqué aux femmes le but de I'étude, chaque femme a signé une attestation de
consentement éclairé. Le recueil de I'information a été réalisé par la suite a I'aide d’un interrogatoire
(voir en annexe). Le questionnaire a été élaboré par mes soins et a I'aide des chercheurs francgais. Ce
guestionnaire comportait plusieurs parties :

Données socio-économiques : age, niveau d’éducation, emploi.
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Activité sexuelle: 4ge au 1% rapport sexuel, nombre de partenaires sexuels, moyens de
contraception utilisés et leurs durées.

Vie reproductive : dge a la premiere grossesse, nombre d’enfants et de fausses couches, ménopause.
Antécédents de lésions gynécologiques et de dépistage par FCU.
Statut VIH.

Tabagisme.

2.2.2. Prélevement pour FCU et test HPV

L’examen gynécologique a été effectué par une infirmiére du service. Apres insertion d’un spéculum
en position gynécologique, l'infirmiére a examiné le col utérin en identifiant la zone de jonction
pavimento-cylindrique. Deux prélevements ont ensuite été effectués :

a. Frottis conventionnel

La technique adoptée dans le service d’anatomopathologie du centre hospitalier Hassan Il d’Agadir
est le FCU conventionnel ou technique de Papanicolaou (Figure 36), qui comprend généralement 2
prélevements:

Le prélevement de I'exocol et de la jonction exo-endocervicale

Il est réalisé a I'aide de la spatule d’Ayre qui permet d’obtenir, entre autre, les cellules de la zone de
jonction. Le matériel cellulaire est ensuite étalé sur une premiére lame en verre, en évitant de
repasser au méme endroit, pour un étalement régulier des cellules. La fixation se fait
immédiatement a I'aide d’'un spray, projeté perpendiculairement a la lame, a une vingtaine de
centimetres de distance pour éviter le décollement des cellules.

Le prélevement de I’endocol

Une cytobrosse est introduite dans le premier centimétre du canal endocervical, suivi d’un
mouvement de va et vient a 'intérieur de I'endocol. Ce matériel cellulaire est étalé sur une 2°™
lame.

Brosse pour le frottis du canal cervical

Spatule pour le frottis de I'exocol et la zone de jonction

Lames pour I'étalement
des deux frottis

Fixateur des frottis

Figure 36 : Matériel utilisé pour la réalisation du frottis cervico-utérin classique, sur lames
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b. Milieu liquide pour test HPV

La spatule et la cytobrosse utilisées pour le FCU conventionnel ont été ensuite placées dans un tube
contenant 3 mL de milieu de transport UTM™ (Figure 37) pour la recherche d’HPV. Aprés une
agitation du tube, la spatule et la cytobrosse sont retirées et le tube est mis a -20°C jusqu’a utilisation
pour la recherche d’"HPV.

Figure 37: Milieu de transport utm™ pour frottis en milieu liquide

2.2.3. Méthode de coloration des FCU

La coloration utilisée est celle de Papanicolaou. Cette coloration associe un colorant nucléaire,
I’'hématoxyline de Harris a des colorants cytoplasmiques, I'orange G et le mélange polychrome EA50
de Papanicolaou.

2.2.4. Méthode de lecture des lames

Une fois les lames correctement, fixées et colorées, la lecture a été faite par le médecin
anatomopathologiste du service et les résultats sont rendus selon la classification de Bethesda.

2.2.5. Prise en charge des lésions

Le compte rendu est remis a la patiente qui le transmet a son médecin traitant; pour les patientes qui
ont des lésions suspectes un complément biopsique est souvent demandé.

2. 3. Etude moléculaire des HPV

Une partie des extractions d’ADN et des PCR (60 FCU déposés dans un milieu liquide) ont été
réalisées dans le laboratoire de biologie moléculaire du 5™ hdopital militaire de Guelmim (ville
située a 200 km au sud d’Agadir) et qui est le seul dans cette région. Malheureusement, depuis le
mois de septembre 2014, ce laboratoire a été désigné pour assurer le diagnostic de la maladie a virus
Ebola, puisqu’il posséde un confinement L3 (P3). Par conséquent, les responsables m’ont interdit
|"acces a ce laboratoire compte-tenu des risques pour ma santé. Le reste des extractions d’ADN et
des PCR (172 FCU en milieu liquide) ainsi que le génotypage ont été effectués dans le Laboratoire de

Biologie Cellulaire et Moléculaire du CHRU Jean Minjoz, Besancon, France.
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2.3.1. Extraction de ’'ADN

Les échantillons conservés a -20°C, ont été soumis a une extraction de ’ADN a l'aide de la
trousse commerciale QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France), en suivant le protocole
fourni par le fabriquant. Brievement, un aliquot de 3 mL de milieu de transport de frottis a été
centrifugé a 4000 rpm pendant 10 min, le surnageant a été ensuite éliminé et le culot cellulaire a été
repris dans 400 pL de tampon TE (10 mM Tris HCl pH 8, 1 mM EDTA pH 8). Ensuite, 400 plL de tampon
AL (Qiagen) et 40 uL de protéinase K (Qiagen) ont été ajoutés au tube contenant I"échantillon et
incubés a 56 °C pendant une nuit. Cette étape permet de lyser les protéines cellulaires et virales.
Aprés une précipitation par I'éthanol, la totalité de I’échantillon a été déposée sur des colonnes de
purification. Deux lavages successifs a l'aide des tampons spécifiques (AW1 et AW2) ont été
effectués, suivis d’'une étape d’élution d’ADN avec le tampon AE. L’ADN ainsi obtenu a pu étre utilisé
immédiatement pour la PCR ou conservé a — 20°C jusqu’a utilisation.

2.3.2. Détection de ’ADN d’HPV

a. PCR B-globine

La qualité de I’ADN extrait a été évaluée par une amplification en chaine (PCR) d’un fragment de
265 pb (paires de bases) du gene de B-globine en utilisant le couple d’amorces PC04 (5’-CAA-CTT-
CAT-CCA-CGT-TCA-CC-3’) et GH20 (5’-GAA-GAG-CCA-AGG-ACA-GGT-AC-3’).

b. PCR HPV consensus

Cette PCR permet la détection de 'ADN d’HPV par amplification d’'une séquence de 450 pb
commune a un grand nombre de types d’"HPV, située dans la région L1, a 'aide du couple d’amorces
consensus MY09/MY11 (5’-CGT-CCM-ARR-GGA-WAC-TGA-TC-3’ et 5'-GCM-CAG-GGW-CAT-AAY-AAT-
GG-3).

Dans un volume réactionnel de 25 pL, 100 pmol de chaque amorce consensus, 10 mM de chaque
dNTP ont été additionnés de 5 unités de Thermo Scientific™ DreamTaq™ DNA Polymerase (VWR
International, Fontenay-sous-Bois, France) et de 2,5 pL d’extrait d’ADN. L’amplification a été réalisée
a I'aide d’un thermocycleur Biometra T3000 selon le programme suivant :

94°C 3 min 1cycle

92°C 30sec
58°C 1min |35cycles
72*C  1min

72°C  5min  1cycle

Dans chaque série de PCR est introduit un témoin de non contamination (eau de qualité biologie
moléculaire), un témoin négatif (sans ADN d’HPV) et un témoin positif (ADN des cellules Ca Ski
(HPV16 positif)).
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c. Electrophoreése et migration sur gel

Les produits de PCR sont analysés par électrophorese en utilisant un gel d’agarose a 1,2% dans
un tampon TBE (1X) contenant du SYBR Safe. Un volume de 10 uL d’amplifiat migre sous une tension
de 100 V a température ambiante.

d. Révélation a I’aide de la lumiére ultraviolette

La visualisation du gel a été réalisée sous la lumiére ultraviolette et le gel a été photographié par
KODAK Gel Logic 100 Imaging System. L'image est saisie sur ordinateur (Figure 38).

450 pb —>

Figure 38 : Migration sur gel d’agarose des produits de PCR MY09/11

MPM : Marqueur de poids moléculaire; Ct- : Contréle négatif (H20 qualité biologie moléculaire; Ct+ : Controle
positif (cellules Caski HPV16+); 1,2,5,6,8 : Echantillons HPV négatifs; 3,4,7 : Echantillons HPV positifs.

2.3.3. Génotypage d’HPV : technique INNO-LiPA HPV Genotyping Extra®

Le génotypage des HPV a été réalisé avec la trousse INNO-LiPA HPV Genotyping Extra® (Fujirebio,
Courtaboeuf, France) selon les recommandations du fabricant. La technique repose sur
I"amplification par PCR d’un fragment de 65 pb au sein de la région L1 du génome d’HPV en utilisant
les amorces consensus SPF10 biotinylées. Les amplicons biotinylés sont ensuite hybridés avec des
sondes oligonucléotidiques spécifiques de type d’HPV qui sont immobilisées sur des bandelettes de
nitrocellulose. Aprés hybridation et lavage stringent, le conjugué streptavidine-phosphatase alcaline
est ajouté et se lie a tout hybride biotinylé formé. L’incubation avec le chromogéne BCIP/NBT forme
un précipité violet au niveau des bandes d’hybrides permettant ainsi une interprétation visuelle des
résultats. L'intégralité des étapes d’hybridation est réalisée avec un systéme d’automatisation Auto-
LiPA 48® (Tecan).

La lecture de la position des bandes, réalisée manuellement ou de fagon automatisée (logiciel
LIRAS®), permet d’identifier les types d’HPV présents dans les échantillons, a savoir (Martel et al.
2012) :
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= 18 HPV haut risque (HR) et potentiellement a haut risque (pHR) : HPV 16, 18, 26, 31, 33, 35,
39, 45, 51,52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73 et 82

= 7 HPVde basrisque (BR) : HPV 6, 11, 40, 43, 44, 54 et 70

= 3 HPV non classés: HPV 69, 71 et 74

1 HPV classé X

Les performances de ce test ont été évaluées par le fabricant avec une sensibilité de 97% et une
spécificité de 90,5 %. Un témoin positif (HPV16) et un témoin négatif (eau) passés en parallele avec

les échantillons testés valident chaque série d’analyses.

2.3.4. Analyse statistique

Un modeéle de régression logistique a été utilisé pour I'analyse univariée et multivariée de
I"association entre les facteurs de risque et I'infection par tous types d’"HPV, les HPV oncogénes et les
anomalies du col de I'utérus. Les Odds Ratios et leurs intervalles de confiance (IC) a 95% ont été
utilisés pour estimer I'association entre les facteurs de risque et la positivité de tous types d’"HPV, des
génotypes oncogenes et des anomalies du col utérin. Nous n’avons considéré que les génotypes 16,
18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 66, 68 et 82 comme des types oncogenes. Une p-value
<0.05 est considérée statistiquement signifiante. Toutes les analyses statistiques ont été effectuées a
I'aide du logiciel SAS, version 9.4 (SAS Institute., Inc, Cary, North California, USA).

3. Résultats

3.1. Caractéristiques des patientes

Un total de 232 femmes avaient consulté I'hdpital Hassan Il d’Agadir, soit pour un soin
gynécologique ou pour différents symptomes cliniques a savoir : linfertilité, leucorrhées,
métrorragies, douleurs pelviennes ou autres. L'age moyen au moment du diagnostic était de 42 ans
(17-76 ans). Il est important de noter que la majorité des femmes (81,5%) n'avait jamais bénéficié
d'un dépistage par FCU au cours de leur vie.

Les caractéristiques sociodémographiques, cliniques et comportementales des patientes sont
décrites dans le tableau 1 (publication 2). Notre série comporte 36,2% de femmes VIH-positives,
référées au laboratoire de pathologie par le service des maladies infectieuses de I’'Hopital Hassan |l
(Agadir) pour leur suivi gynécologique par FCU. Les femmes VIH-négatives représentaient 45,3% de
notre cohorte. Le statut VIH était inconnu chez 18,5% des cas. Il a été observé que la majorité des
femmes étaient analphabeétes (66,8%) et sans emploi (84,1%). Presque la moitié des femmes étaient
mariées (56%) et avaient eu leur premier rapport sexuel a un age inférieur a 20 ans (56,8%) et
avaient eu leur premiére grossesse apres I'age de 18 ans (58,2%). Environ 41% des femmes avaient 2
ou 3 enfants et 36% avaient fait au moins une fausse couche. Presque 66,4% des femmes signalaient
avoir eu un seul partenaire sexuel au cours de leur vie. Il a été observé que trois quarts des femmes
(75,4%) avaient rapporté l'utilisation de moyens contraceptifs (pilule, préservatif, stérilet) et 51%
utilisaient la pilule depuis plus de 5 ans. Il a été observé que 13% des femmes avaient une histoire de
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lésions gynécologiques (condylomes anaux et vulvaires, kyste ovarien, polype utérin, myome et
fiborome), et 18% étaient ménopausées (10% I'étaient depuis plus de 5 ans). Le tabagisme a été
signalé chez 10,3% des femmes.

3.2. Résultats de cytologie

Le diagnostic cytologique a montré que 82% des frottis étaient normaux et 18% étaient
pathologiques : 13% étaient des LGSIL et 5% étaient des HGSIL. En revanche, aucune cytologie
suggestive du CCU n'a été observée.

3.3. Prévalence et distribution des HPV

Nous avons montré que la prévalence d’HPV dans notre cohorte était de 23,7%. Des
infections simples et multiples ont été observées respectivement dans 34,6% et 65,4% des cas.
L'HPV16 (6,5%) est le génotype le plus fréquemment retrouvé dans la population générale, suivi par
les types 53 et 74 (3,4% chacun).

Nous avons détecté I'HPV dans 17,4% des frottis normaux, 43,3% des LGSIL et 75% des HGSIL.
Un total de 22 génotypes d'HPV ont été trouvés dans des frottis normaux, 15 dans des LGSIL et 6
dans les HGSIL. HPV16 a été détecté dans 2,1 % des frottis normaux, 23,3 % des LGSIL et 33,3 % des
HGSIL, tandis que I'HPV 18 a été le génotype le plus prévalent dans les frottis HGSIL (25%) (Tableau 2,
publication 2). Il est intéressant de noter que la présence des anomalies cytologiques était fortement
associée avec l'infection par des HPV oncogénes (p=0,001 pour LGSIL et p<0,0001 pour HGSIL)
(Tableau 3, publication 2).

Apres avoir exclu les femmes dont le statut VIH est inconnu, nous avons trouvé que la
prévalence d'HPV était de 39,3% chez les femmes VIH-positives comparée a 13,3% chez les femmes
VIH-négatives. La distribution des HPV chez les femmes VIH-positives est représentée dans la figure 1
(publication 2).

Les infections multiples étaient majoritaires chez les femmes VIH-positives (75,7%, 95% Cl
66,5-84,8) par rapport aux femmes VIH-négatives (57,1%, 95% Cl 47,6 -66,5). Il a été observé qu'au
sein de la population des femmes VIH positives, I'HPV a été détecté dans 32,2% des frottis normaux,
42,8% des LGSIL et 87,5% des HGSIL.

3.4. Facteurs de risque

L'analyse univariée a montré une association significative entre l'infection par des HPV
oncogenes et le nombre de partenaires sexuels (p=0,04), le tabagisme (p=0,03) et l'infection par le
VIH (p=0,0004) (Tableau 4, publication 2). L'analyse multivariée a montré que l'infection par le VIH
est associée a une augmentation significative du risque d'infection par des HPV-HR et pHR (p=0,0005)
aprés ajustement par le niveau d'éducation, le statut marital, I'dge a la premiére grossesse, le
nombre de fausses couches, le nombre de partenaires sexuels et |'exposition au tabac (Tableau 10).
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Tableau 10 : Analyse multivariée* des caractéristiques associées a I'infection par des HPV-HR et pHR.

Caractéristiques OR (95% CI) p-value
Niveau d’éducation

Secondaire et supérieur 1,00

Primaire 0,51 [0,12-2,05] 0,34
Analphabéte 1,35 [0,49-3,68] 0,56
Statut marital

Mariée 1,00
Célibataire+divorcée+veuve 1,17 [0.50-2,73] 0,72
Statut VIH

Négatif 1,00

Positif 4,16 [1,87-9,24] 0,0005
Age a la 1ere grossesse (année)

>18 1,00

<18 1,41 [0,66-3,03] 0,38
Nombre de fausses couches

0 1.00

>1 0,96 [0.45-2.07] 0.92
Nombre de partenaires sexuels

Unique 1,00

Multiple 0,71 [0,30-1,70] 0,44
Exposition au tabac

Non 1.00

Oui 2,04 [0,65-6,42] 0,22

* Le modele inclut toutes les variables dans I'analyse univariée avec une valeur de p < 0.2.

Dans une deuxiéme analyse univariée, nous avons trouvé une association entre la présence
des anomalies cytologiques et I'absence d'emploi (p=0,03), le nombre de fausses couches (p=0,03), et
le statut VIH (p=0,01) (Tableau 4, publication 2). Il est intéressant de noter que I'analyse multivariée a
démontré que l'infection par le VIH et le nombre de fausses couches étaient associés aux anomalies
cytologiques (OR 3,98, 95% CI 1,39-11,40, p=0,01; OR 2,84, 95% CI 1,14-7,12, p=0,02) aprés
ajustement par I'age, le niveau d’éducation, I'emploi, I’age au premier rapport sexuel, la ménopause,
et le nombre de frottis de dépistage réalisés (Tableau 11).
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Tableau 11 : Analyse multivariée* des caractéristiques associées aux anomalies cytologiques
(Iésions intraépithéliales de bas et de haut grade).

Caractéristiques OR [95% CI] p-value
Age (année)

<45 1,00

245 0,30 [0,09-1,01] 0,052
Niveau d’éducation

Secondaire et supérieur 1,00

Primaire 3,77 [0,44-32,36] 0,23
Analphabéte 3,18 [0,30-33,71] 0,34
Emploi

Non 1,00

Oui 5,86 [0,69-50,13] 0,11
Status VIH

Négatif 1,00

Positif 3,98 [1,39-11,40] 0,01
Age au ler rapport sexuel (année)

220 1,00

17-19 2,41 [0,64-9,08] 0,19
<16 2,43 [0,69-8,60] 0,17
Nombre de fausses couches

0 1,00

>1 2,84 [1,14-7,12] 0,02
Menopause

Non 1,00

Oui 1,33 [0,35-5,12] 0,68
Nombre de frottis de dépistage

Aucun 1,00

>]1 0,74 [0,20-2,66] 0,64

*Le modele inclut toutes les variables dans I'analyse univariée avec une valeur de p < 0.2 ainsi que les variables considérées
importantes (dépistage par FCU).

4. Conclusion

Au cours de ce travail, nous avons démontré une forte prévalence d’HPV et une grande
diversité de génotypes d’HPV chez les femmes marocaines de la région de Souss. Ceci implique la
nécessité de la mise en place d’'un programme de dépistage et de la vaccination. En particulier, il sera
important d’accorder plus d’attention aux femmes VIH-positives car elles sont plus susceptibles a
I'infection par I’'HPV et par la suite au développement des Iésions précancéreuses et cancéreuses du
col utérin.
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5. Résultats complémentaires

Au sein de la population des femmes infectées par le VIH, nous avons trouvé une prévalence
d’HPV de 39,3% (33/84). Huit femmes (24,2%) sont infectées par un seul type d’HPV, alors que 75,7%
sont infectées par plusieurs génotypes dont la majorité est infectée par 2 et 3 génotypes différents
(51,5%). La distribution des génotypes d’"HPV est représentée dans le tableau 12. L'HPV16 est apparu
comme le seul génotype dans 3 cas (9,1%). Dans les autres cas, il est apparu en combinaison avec les
autres génotypes d’HPV (tableau 12).

Tableau 12 : Prévalence des infections HPV simples et multiples et distribution des HPV16
chez les femmes infectées par le VIH

Nombre de différents génotypes d’HPV* n (%)°
1 8(24,2)
2 12 (36,4)
3 5(15,1)
4 3(9,1)
5 3(9,1)
6 1(3)
7 1(3)
Distribution d’HPV16 n (%)°
16 3(9,1)
16-18 1(3)
16-56 1(3)
16-18-52 1(3)
16-18-58 1(3)
16-52-56 1(3)
16-31-33-39-69/71 1(3)
16-52-56-69/71-X 1(3)
16-52-56-69/71-82-X 1(3)

*Inclus les HPV-BR, HPV-pHR et HPV-HR.
$9% calculée a partir des résultats positifs (n=33).

Nous avons montré que la prévalence d’"HPV est de 13,3% chez les femmes VIH-négatives. Des
infections simples et multiples sont observées respectivement dans 42,9% et 57,1% des cas. Parmi
tous types d’infections (simples ou multiples), 'HPV52 (36%) est le génotype le plus fréquemment
retrouvé suivi par I’'HPV58 (21%) (Figure 39).
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Figure 39: Prévalence des génotypes d’HPV dans les infections simples et multiples
chez 14 femmes marocaines non infectées par le VIH
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Abstract

Background: Data on Human PapillomaVirus (HPV) infection are scarce in Morocco. The objective of the study
was to determine the prevalence of HPV and cervical cytology abnormalities in women from the Souss area,
Morocco.

Methods: Two hundred and thirty two women who attended the Hassan Il hospital (Agadir, Morocco) were
recruited in this study. Socio-economic data, sexual activity, reproductive life, history of Pap smear, smoking
and HIV status were recorded. Cervical samples were taken using an Ayre spatula. Cytology was reported
using the Bethesda system. HPVs were first detected by MY09/11 consensus PCR and then genotyped with
INNO-LIPA” assay. Data were analyzed using the logistic. regression model.

Results: The median age of women was 42 years (18-76 years). HIV prevalence was 36.2 %. Any HPV type
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most powerful predictor of high risk (hr) and probable hr (phr) HPV infection (odds ratio 4.16, 95 % confidence interval
1.87-9.24, p =0.0005) followed by abnormal cytology (OR 3.98, 95 % CI 1.39-11.40, p=0.01), independently of
socio-demographic and behavioral risk factors.

Conclusions: In a Moroccan hospital based-population of the Souss area, HPV infections are frequently
detected. In addition, high prevalence of hr and phrHPVs and precancerous lesions among HIV-positive
women is likely associated with an increased risk of cervical cancer. This highlights the need for HPV and
cervical cancer prevention campaigns in Morocco.
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Background

Human papillomavirus (HPV) infection is the most
common sexually transmitted infection (STI) world-
wide and the necessary causative agent of precancer-
ous and cancerous lesions of the cervix. The role of
high risk HPV (hrHPV) in the development of virtu-
ally all cervical cancers (CC) has been well established
for more than 20 years [1-3]. CC is the second most
common cancer in Moroccan women, after breast
cancer. Current estimates indicate that the age-
standardized incidence of CC among women in
Morocco is 14.3 new cases per 100000 women/year
corresponding to 2258 new cases /year, and the death
rate due to this disease is 7 per 100000 correspond-
ing to 1076 cases/year [4].

To date, more than 200 HPV genotypes have been
identified. About 40 of them infect the genital tract, of
which 12 were classified as carcinogenic, one as “prob-
ably carcinogenic” and 12 as “possibly carcinogenic” to
humans [5]. HPV types 16 and 18 are responsible for
about 70 % of CC worldwide [6] and 60-70 % of high
grade lesions, depending on the geographical area [7].
However, HPV infection of the uterine cervix does not
always induce cellular abnormalities [8], indicating that
other factors play a role in the development of cervical
neoplasia. Human immunodeficiency virus (HIV) in-
fection, another STI with extensive public health im-
pact [9], shares many common behavioural risk
factors with HPV infection. HPV and HIV coinfection
increases the risk of neoplasia of the lower genital
tract [10]. Women with HIV infection commonly har-
bor a broader range of HPV genotypes, ‘often with
multiple concurrent HPV infections, compared to
HIV-negative women [11, 12]. HIV influences the nat-
ural history of HPV by increasing virulence and the
likelihood of persistent infection, and also by hasten-
ing the time-course of HPV disease [13, 14].

In late 2013, it was estimated that there were 31 000
persons living with HIV in Morocco, with 50 % of the
cases having been registered between 2006-2013. The
Souss-Massa-Draa region of Morocco is one of the 5
areas with a high HIV burden accounting for 70 % of
notified cases [15]. In the Souss area, women who attend
public health-care clinics are most of the time not
screened and not treated for HPV-associated lesions.
Moreover, there is no epidemiological data available on
HPV infection in this region and, as such, the prevalence
of HPV infection remains unknown. Therefore, in the
present study, we evaluated the prevalence and distri-
bution of HPV genotypes, as well as cervical cytology
results, in a hospital based-population of women from
the Souss area according to demographic and lifestyle
factors and HIV status which may influence HPV
infection.
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Patients and methods

Study population and sample collection

Data on cytology and HPV detection were obtained from
232 women 18 years and older who attended the Hassan
II Hospital of Agadir between June 2014 and February
2015. Patients consulted physicians for gynecological
care or for different clinical symptoms such as vaginal
discharge, vaginal bleeding, vulva itching, lower abdom-
inal and pelvic pain, infertility, menorrhagia, or other
symptoms suggestive of gynecological disorders. Women
who were virgin, pregnant or had a history of hysterec-
tomy were excluded from the study. More than 80 % of
the study population have been diagnosed with or with-
out HIV infection in a free and anonymous screening
centre (CIDAG) and HIV status was noted in medical
records.

Women received counselling regarding HPV infection
and cervical cancer screening. They underwent a pelvic
examination and cervical samples were obtained using
an extended tip “Ayre” spatula. After the conventional
cervical smear was spread onto a glass slide, the tip of
the spatula was broken off and placed in a container
containing 3 mL of universal transport medium speci-
men (UTM™) and stored at -20 °C until HPV testing.
Furthermore, interviews were conducted to record epi-
demiological data concerning socio-economic data (level
of educational, employment), sexual activity (age at first
intercourse, number of sexual partners, contraceptive
use and duration), reproductive life (age at first preg-
nancy, number of births and miscarriages, menopause),
past history of Pap smear tests, gynecological lesions
and smoking.

Informed consent was obtained prior to enrollment of
participants. The study was approved by the institutional
board of the Hassan II Hospital of Agadir and conducted
in accordance with good clinical practices to benefit the
patient.

Cytology data

The smears were processed for Papanicolaou staining
and analyzed according to the Bethesda classification as
Negative for Intraepithelial Lesion or Malignancy (NILM)
or epithelial cell abnormalities, LGSIL (Low Grade
Squamous Intraepithelial Lesion) and HGSIL (High
Grade Squamous Intraepithelial Lesion).

DNA extraction from cervical samples

DNA extraction from cervical smears was performed
using QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Courtaboeuf,
France). Aliquots of 3 mL of samples were centrifugated
at 4000 rpm for 10 min, the supernatant was removed
and the pellet was resuspended in 400 pL TE buffer
(10 mM Tris—HCI, 1 mM EDTA, pH8). Then, 400 uL of
AL buffer (Qiagen) and 40 pL proteinase K (Qiagen)
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Table 1 Sociodemographic, behavioral, and clinical characteristics
of Moroccan women participating in the study (n =232)
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Table 1 Sociodemographic, behavioral, and clinical characteristics
of Moroccan women participating in the study (n =232)

Characteristic n (%) (Continued)

Age (years) Condom use
<45 149 (64.2) No 192 (82.8)
245 83 (35.8) Yes (alone or in combination) 40 (17.2)

Educational level Duration of oral contraceptive use (years)
llliterate 155 (66.8) <5 114 (49.1)
Primary school 38 (16.4) >5 118 (50.9)
Secondary and high school 39 (16.8) Smoking exposure

Employment No 208 (89.7)
No 195 (84.0) Yes 24(10.3)
Yes 37 (16.0) Past history of gynecological lesions?

Marital status No 202 (87.1)
Married 130 (56.0) Yes 30 (12.9)
Single + divorced + widowed 102 (44.0) Menopause

HIV status No 190 (81.9)
Negative 105 (45.3) Yes 42 (18.1)
Positive 84 (36.2) Number of Pap smears
Unknown 43 (18.5) Never 189 (81.5)

Age at first intercourse (years) >1 43 (18.5)
220 100 (43.1) - Pap smear®
17-19 66 (284) NILM 190 (81.9)
<16 66 (284) LGSIL 30 (12.9)

Age at first pregnancy (years) HGSIL 12 (5.2)
<18 97 (41.8) Abbreviations: HIV Human Immunodeficiency Virus, NILM Negative for

Intraepithelial Lesion or Malignancy, LGSIL Low-Grade Squamous Intraepithelial
> 18 135 (58.2) Lesion, HGSIL High-Grade Squamous Intraepithelial Lesion

Number of live births ?Past history of gynecological lesions includes 3 anal warts, 3 vulvar

condylomas, 7 uterine polyps, 2 myomas, 3 fibromas and 12 ovarian cysts
0-1 83 (35.8) PPerformed at entrance in the study
2-3 9 (41.4)
24 3228 were added and the mix was digested overnight at 56 °C.

Number of miscarriage All lysates were processed according to the manufac-
0 149 (642)  turer’s instructions; DNA was eluted in 80 pL of elution
>1 83 (358) buffer and stored at -20 °C until use.

Lifetime sexual partners The qual.i'Fy (?f extracted DNA was Contrqlled by
Single 154 (664 PQR ampllﬁcat'lon of the P-globin gene using th'e

primers PC04 (5'-CAA-CTT-CAT-CCA-CGT-TCA-CC-3")
Multiple /8336 and GH20 (5'-GAA-GAG-CCA-AGG-ACA-GGT-AC-3"),
History of contraception use which gives a fragment of 265 bp.
No 57 (24.6)
Yes 175 (754)  Human Papillomavirus DNA detection and genotyping

Oral contraceptive use HPV DNA was detected by a standard polymerase chain
No 77 (332) reaction (PCR) protocol with consensus primer pair

MY09/MY11 (5'-CGT-CCM-ARR-GGA-WAC-TGA-TC-
Yes (alone or in combination) 155 (66.8) 3’ and 5'—GCM—CAG—GGW—CAT—AAY—AAT—GG—?)'),

Intra-uterine device use allowing the production of 450-bp fragments in the
No 221(952)  HPV L1 open reading frame and the detection of more
Yes (alone or in combination) 11 (48) than 40 low- and high-risk genital HPV types [16].

Identification of HPV genotype(s) in samples positive
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for HPV DNA by MY09/11 PCR was done using the
INNO-LiPA HPV Genotyping Extra® (Fujirebio,
Courtaboeuf, France).

HPV genotyping was centrally performed at the
Department of Cellular and Molecular Biology at the
University Hospital of Besangon (France) according to
the manufacturer’s instructions. The genotyping test al-
lows the detection of 28 HPV genotypes: 18 high risk
(hr) HPV and probable hr (phr) types (HPV-16, 18, 26,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73 and
82), 7 low-risk (Ir) (HPV-6, 11, 40, 43, 44, 54 and 70)
and 3 HPV types not classified (HPV-69, 71 and 74).
HPV amplimers which did not hybridize to any specific
probe were considered as uncharacterized (HPVX) [17].

Statistical analysis

Quantitative and qualitative variables were described as
number and percentages. The distribution of HPV
genotypes was summarized using frequency distribution
and stratified by cytology results (NILM, LGSIL, and
HGSIL). Univariate and multivariate logistic regression
models were used to identify risk factors associated suc-
cessively with HPV infection (any HPV and/or hr and
phrHPV) and abnormal cytology. Odds ratios (ORs) and
95 % confidence intervals (CI) were used to quantify the
association between risk factors and positivity for any
HPV and/or hr and phrHPV genotypes or abnormal
cytology. A p-value <0.05 was considered statistically sig-
nificant. Statistical analyses were performed using SAS
version 9.4 (SAS Institute Inc., Cary, North California,
USA).

Results

Patient characteristics

Among the study population, 84/232 (36.2 %) women
were diagnosed HIV-positive and 105/232 (45.3 %) HIV-
negative. HIV status was unknown for 43/232 (18.5 %)
women. Table 1 describes the sociodemographic, behav-
ioral and clinical variables. Median age was 42 years
(range 18-76). The majority of women were illiterate
(66.8 %) and unemployed (84.1 %). More than half were
married (56 %), had their first intercourse at age less
than 20 (56.8 %), had their first pregnancy after 18 years
of age (58.2 %). About 41 % of women had two or three
live births, and 36 % reported one miscarriage or more.
The majority (66.4 %) reported that they had only one
lifetime sexual partner. A history of contraceptive use
was noted in three quarters of women (75.4 %) and 51 %
of women said they took oral contraception over a
period of more than 5 years. According to their answers,
10.3 % of women were smokers, 13 % had past history of
gynecological lesions including anal warts, vulvar con-
dylomas, ovarian cysts, uterine polyps, myomas and fi-
bromas and 18 % were postmenopausal. With regard to
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the history of cervical cancer screening, 81.5 % of the
women had never had a Pap smear.

As regards the results of the Pap smears, 190 (81.9 %,
95 % CI [76.9 — 86.9]) were NILM, 30 (12.9 %, 95 % CI
[8.6 — 17.2]) were LGSIL and 12 (5.2 %, 95 % CI
[2.3 — 8.1]) were HGSIL. In this series, no cervical
cancer was detected.

HPV detection and genotyping

HPV DNA was detected in 23.7 % (55/232) of the cases
but 3 samples (1.3 %) could not be genotyped because
they did not match any of the specific probes of the
assay (HPVX); thus specific HPV genotypes were available

Table 2 Distribution of specific Human Papillomavirus (HPV)
genotypes in all infections (single or multiple) tested in 55

Moroccan women from the Souss area, Morocco
HPV genotypes  Total n (%) NILM n (%) LGSIL n (%) HGSIL n (%)
hrHPV
16 15 (6.5) 42.0) 7(23.3) 4(333)
18 7 (3.0) 2(1.1) 2(6.7) 3(25.0
31 6 (26) 42.1) 2(6.7) -
33 6 (2.6) 1(0.5) 4(13.3) 1(83)
35 2 (09) 2 (1)
39 4(1.7) 2(1.1) 2(6.7) -
45 2 (09 2 (1.
51 522 5(26)
52 7 (3.0) 5(26) 2(6.7) -
56 6 (2.6) 420 1(33) 183)
58 522 4.0 1(83)
68 1(04) 1(0.5) -
82 3(13) 2 (1. 1(33) -
phr HPV
26 3(13) 2(1.1) 1(83)
53 8 (34) 5(26) 3(100) -
66 5(22) 4.0 1(33)
IrHPV
6 52 3(1.6) 2(6.7) -
" 1(04) - 1(33) -
44 3(13) 3(1.6)
54 7 (3.0) 737 -
70 4(1.7) 2 (1.1) 2(6.7) -
Additional HPV
69/71 522 2 (1) 3 (100
74 8 (34) 7 (3.7) 1(33) -
HPVX 939 8 (4.2) 183)

NILM Negative for Intraepithelial Lesion or Malignancy, LGSIL Low Grade
Squamous Intraepithelial Lesion, HGSIL High Grade Squamous
Intraepithelial Lesion
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Table 3 Association between infection by any HPV and by hr and phrHPV types and cytology results among Moroccan women

from the Souss area, Morocco

Cytology n (%) HPV+ n (%) OR [95 % Cl] p-value hr and phr® n (%) OR [95 % Cl] p-value
NILM 190 (81.9) 33(174) 1.00 27 (14.2) 1.00

LGSIL 30 (12.9) 13 (43.3) 4.25 [1.76-10.26] 0.001 12 (40.0) 4.02 [1.74-9.28] 0.001
HGSIL 12 (5.2) 9 (75.0) 13.97 [3.24-60.26] <0.001 9 (75.0) 18.10 [4.60-71.16] <.0001

#hr and phrHPV types: 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 66, 68 and 82. NILM, Negative for Intraepithelial Lesion or Malignancy; LGSIL, Low Grade

Squamous Intraepithelial Lesion; HGSIL, High Grade Squamous Intraepithelial Lesion

for 52 cases. Eighteen women (34.6 %) were infected by a
single HPV genotype and 34 (65.4 %) by multiple HPV ge-
notypes. Among women with multiple genotypes, there
were 15 women with dual infection (44.1 %), 9 women
with triple infection (26.5 %), 4 women with 4 genotypes
(11.7 %) and 6 women with 5 or more genotypes (17.6 %).
Multiple infections were only half as frequent in HGSIL
(33.3 %, 3/9) as in LGSIL (69.2 %, 9/13) and NILM smears
(66.6 %, 22/33).

The distribution of HPV genotypes tested in this study
is shown in Table 2. HPV16 was the most prevalent
genotype among the study population with 4 mono-
infected women and 11 women with mixed infections
giving a total prevalence of 6.5 % (15/232). HPV53 and
HPV74 were the second most frequent genotypes in the
overall population (3.4 %, 8/232 each).

After stratifying by Pap cytology, HPV was found in
17.4 % (33/190) of women with NILM smear, in 43.3 %
(13/30) of LGSIL and in 75 % (9/12) of HGSIL. Twenty
two specific genotypes were detected in NILM smears,

26, 33, 56 and 58. The grade of cytological abnormalities
was highly associated with hr and phrHPV genotypes
(p=0.001 for LGSIL and p<0.0001 for HGSIL)
(Table 3). HPV16 was detected in 2.1 % (4/190) of
NILM, 23.3 % (7/30) of LGSIL and 33.3 % (4/12) of
HGSIL. HPV18 was the second most prevalent HPV
genotype in HGSIL (25 %, 3/12) (Table 2).

After excluding women whose HIV status was unknown,
the prevalence of HPV infection was 39.3 % (33/84,
95 % CI 28.8-49.7) in HIV infected women and
13.3 % (14/105, 95 % CI 6.8-19.8) in HIV-negative
women. Type-specific HPV distribution in the series
of HIV-positive women is shown in Fig. 1; a total of
23 individual HPV types were detected at a frequency
of more than 3.0 % in this population. The prevalence
of multiple HPV types was higher in HIV-positive
women (75.7 % (25/33), 95 % CI 66.5-84.8) compared to
HIV-negative women (57.1 % (8/14), 95 % CI 47.6 -66.5).
Among the HIV population, HPV DNA was found in
32.2 % (20/62) of NILM smears, 42.8 % (6/14) of LGSIL
and 87.5 % (7/8) of HGSIL.

15 in LGSIL and only 6 in HGSIL namely HPV16, 18,
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O Multiple infections
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Fig. 1 Distribution of HPV genotypes among the 33 HIV+/HPV+ Moroccan women from the Souss area, Morocco. The prevalence of HPV
genotypes was calculated by dividing the number of women harboring specific HPV genotype as a single infection (black bars) or multiple
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Table 4 Univariate model for identification of factors associated with any HPV, hr and phrHPV genotypes and the presence of
abnormal Pap smear

Characteristic HPV+ hr and phrHPV? Abnormal Pap**
n (%) OR (95 % Cl) p-value n (%) OR (95 % Cl) p-value n (%) OR (95 % Cl) p-value

Age (years)

> 45 18 (21.7) 1.00 17 (20.5) 1.00 19 (229) 1.00

<45 37 (248) 1.19[063-226] 059 31 (208) 1.02[053-198] 095 23 (154) 043 [0.22-0.85] 0.01
Educational level

Secondary and high school 9(23.1) 1.00 7179 100 2 (5.1) 1.00

Primary school 6(158) 060[0.19-191] 039 4(105) 0521[0.14-195] 033 7 (184)  835[097-7165] 005

Illiterate 40 (25.8) 1.12 [049-2.57] 0.79 37 (239) 1.39[057-341]1 047 33 (21.3) 1000 [1.32-75.68] 0.02
Employment

Yes 8(216) 100 8(216) 1.00 1.27) 1.00

No 47 (24.1)  1.15[049-269] 0.75 40 (20.5) 0.94 [0.40-2.20] - 0.88 41 (21) 9.58 [1.27-72.00] 003

Marital status

Married 26 (20.0) 1.00 21 (16.1)  1.00 18 (13.8) 1.00

Single + divorced + widowed 29 (284) 159 [0.87-2.92] 0.14 27 (26.5) 1.87[0.98-355]  0.05 24 (235) 1.51[0.77-2.96] 0.22
HIV status

Negative 14 (133) 1.00 13(124) 1.00 12(114) 1.00

Positive 33(39.3) 421[206-858] <0.0001 29 (345) 3.73[1.79-7.78] 00004 22 (26.2) 275 [1.27-5.96] 0.01
Age at first intercourse (years)

220 23 (230) 1.00 20(20)  1.00 14 (14)  1.00

17-19 14 (21.2) 1.15[050-264] 0.73 12 (182) 1.651[0.72-3.82] 024 12 (182) 1.60 [0.63-4.09] 0.32

<16 18 (27.3) 1.61[0.73-3.56] 0.24 16 (24.2) 1.15[048-2.77] 0.76 16 (24.2) 2.31 [0.94-5.66] 0.06
Age at first pregnancy (years)

> 18 28 (20.7) 1.00 24 (17.7) 1.00 22 (163) 1.00

<18 32 (329 147[08-271] = 021 24 (24.7) 1.52[0.80-298] 0.20 20 (206) 1.19 [0.60-2.32] 0.62
Number of live births

0-1 22 (26.5) 1.00 18 (21.7)  1.00 14 (63.6) 1.00

2-3 23 (239) 087 [044-1.72] 0.69 21 (219 1.01[050-2.06] 097 21 (21.9) 1.38[0.65-292] 040

24 10 (188) 0.65 [0.28-0.50] 0.30 9(17) 0.74 [0.30-1.79]  0.50 7(13.2)  0.75[0.28-2.00] 0.56
Number of miscarriage

0 33 (22.1) 1.00 27 (18.1)  1.00 19 (12.7) 1.00

21 22 (26.5) 127[068-2.36] 045 21 (253) 1.53[0.80-2.92] 020 23 (27.7)  2.06 [1.05-4.06] 0.03
Number of sexual partners

Single 33 (214) 1.00 26 (168) 1.00 27 (175) 1.00

multiple 22(282) 1441[077-269] 025 21(269) 193[1.01-370] 004 15(19.2) 086 [042-1.77] 0.68
History of contraception use

No 11 (193) 1.00 10 (17.5) 1.00 9(158) 1.00

Yes 44 (25.1) 040 [067-295] 037 38 (21.7) 1.30[0.60-2.82] 050 33(18.8) 1.05[0.48-2.30] 0.89
Oral contraceptive use

No 16 (20.7) 1.00 14 (18.2) 1.00 13 (16.8) 1.00

Yes (alone or in combination) 39 (25.1) 1.28 [0.66-2.48] 046 34 (219) 1.26[063-2.53] 0.51 29 (18.7) 0.87 [043-1.75] 0.70
Condom use

No 44 (229) 1.00 38(19.8) 1.00 046 35(182) 1.00

Yes (alone or in combination) 11 (27.5) 1.28 [0.59-2.76] 0.54 10 (25) 135 [0.61-3.00] 7 (175  1.16[049-2.74] 0.73
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Table 4 Univariate model for identification of factors associated with any HPV, hr and phrHPV genotypes and the presence of

abnormal Pap smear (Continued)

Smoking exposure

No 46 (22.1)  1.00 39 (187) 1.00 36 (17.3) 1.00

Yes 9(375) 2111[087-514] 0.1 9(375) 260[1.06-637] 0.03 6 (25) 0.89 [0.29-2.77] 0.84
History of gynecological lesions

No 49 (242) 1.00 43 (21.3) 1.00 36 (17.8). 1.00

Yes 6 (200) 1.28[050-3.31] 061 5(167) 1.35[049-3.74] 056 6 (20) 1.12 [04-3.12] 0.82
Menopause

No 47 (247) 1.00 40 (21) 1.00 33(17.3) 1.00

Yes 8 (1900 140[060-3.23] 043 8 (19 1.13 [049-264] 077 9(214)  0.55[0.25-1.20] 0.13
Number of Pap smears

never 48 (254) 1.00 41 (21.7) 1.00 37195 1.00

21 7(163) 057[024-137] 0.21 7(163) 0.70[0.29-169] 043 0.54 [0.20-1.47] 0.22

%hr and phrHPV types: 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 66, 68 and 82. NILM, Negative for Intraepithelial Lesion or Malignancy; LGSIL, Low Grade

Squamous Intraepithelial Lesion; HGSIL, High Grade Squamous Intraepithelial Lesion

Risk factors

The association between any HPV, hr and phrHPV,
abnormal smear and sociodemographic characteristics as
well as sexual behavior was also investigated in the
population. By univariate analysis, hr and phrHPV ge-
notypes were associated with number of sexual part-
ners (p=0.04), smoking exposure (p=0.03) and HIV
infection (p =0.0004) (Table 4). By multivariate ana-
lysis, HIV positivity was associated with a significantly
increased risk of hr and phrHPV infection (OR 4.16,
95 % CI 1.87-9.24, p =0.0005) after adjustment for
educational level, marital status, age at first preg-
nancy, number of miscarriages, number  of  sexual
partners and smoking exposure (Table 5).

In a second univariate analysis, abnormal Pap smears
were associated with unemployment (OR 9.58, 95 % CI
1.27-72.00, p =0.03), number of miscarriages (OR 2.06,
95 % CI 1.05-4.06, p = 0.03) and HIV infection (OR 2.75,
95 % CI 1.27-5.96, p=0.01) (Table 4). By multivariate
analysis, HIV positivity and number of miscarriages were
associated with a significant increase in the risk of
abnormal Pap smears (OR 3.98, 95 % CI 1.39-11.40,
p=0.01; OR 2.84, 95 % CI 1.14-7.12, p = 0.02 respect-
ively) after adjustment for age, educational level, em-
ployment, age at first intercourse, menopause and
number of Pap smears (Table 6).

Discussion

In Morocco, cervical cancer (CC) is the second cause of
cancer deaths in women after breast cancer, and repre-
sents a major public health problem. Here, we observed
that more than 80 % of women had never been screened
for CC, and the prevalence of HPV infection was high
(23.7 %), with differences according to HIV status. In-
deed, the rate of HPV was 13.3 % in HIV-negative

Table 5 Multivariate analysis® of the characteristics associated

with hr and phrHPV types

Characteristics OR (95 % Cl) p-value
Educational level

Secondary and high school 1.00

Primary school 0.51 [0.12-2.05] 0.34

lliterate 1.35 [0.49-3.68] 0.56
Marital status

Married 1.00

Single or divorced or widowed 1.17 [0.50-2.73] 0.72
HIV status

Negative 1.00

Positive 4.16 [1.87-9.24] 0.0005
Age at first pregnancy (years)

> 18 1.00

<18 141 [0.66-3.03] 0.38
Number of miscarriages

0 1.00

21 0.96 [0.45-2.07] 0.92
Number of sexual partners

Single 1.00

Multiple 0.71 [0.30-1.70] 044
Smoking exposure

No 1.00

Yes 2.04 [0.65-6.42] 0.22

*The model included all variables with a p-value < 0.2 by univariate analysis
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Table 6 Multivariate analysis*of the characteristics associated
with an abnormal cytology (Low Grade and High-Grade
Squamous Intraepithelial Lesion)

Characteristics OR [95 % CI] p-value
Age (years)

<45 1.00

245 0.30 [0.09-1.01] 0.052
Educational level

Secondary and high school 1.00

Primary school 3.77 [0.44-32.36] 023

llliterate 3.18 [0.30-33.71] 0.34
Employment

No 1.00

Yes 5.86 [0.69-50.13] 0.1
HIV status

Negative 1.00

Positive 398 [1.39-11.40] 0.01
Age at first intercourse (years)

220 1.00

17-19 241 [0.64-9.08] 0.19

<16 243 [0.69-8.60] 0.17
Number of miscarriages

0 1.00

21 284 [1.14-7.12] 0.02
Menopause

No 1.00

Yes 1.33 [0.35-5.12] 0.68
Number of Pap smears

Never 1.00

21 0.74 [0.20-2.66] 0.64

*The model included all variables with a p-value < 0.2 by univariate analysis as
well as variables considered to be important (Pap screening)

women and 39.3 % in HIV-positive women. Three
Moroccan studies in patients attending the Hospital in
Rabat [18, 19] and Casablanca [20] reported results simi-
lar to ours. The overall prevalence of HPV was lower
(6 %) in the study by Amrani et al., but the number of
cytological intraepithelial lesions was low (2.5 % LGSIL
and 0.7 % HGSIL) [21] compared to our series (12.9 %
of LGSIL and 5.2 % of HGSIL). By contrast, the rate of
HPV was high in two geographical areas with high inci-
dence of CC (according to the Rabat and Casablanca
Cancer Registries), reaching 32 % in a series of women
living in Rabat [22] and 42.5 % in women with normal
cytology native of north-central of Morocco [23]. We
cannot exclude a bias in the latter studies that did not
report HIV status of women. As in most developing
countries, some cultural factors can be related to this
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high HPV prevalence, especially misconceptions and be-
liefs that prevent people from discussing diseases of the
genital tract.

In our study, HPV16 was the most prevalent genotype
among the overall HPV-positive population, followed by
HPV53 and HPV74. This is in line with studies from
around the world, where HPV16 was identified as the
most common hrHPV [24-26]. HPV16 and HPV18 repre-
sented 3.3 % in NILM smears, 30 % in LGSIL and 58.3 %
of HGSIL (Table 2). This finding is consistent with data
published recently by the Morocco-ICO Information
Centre on HPV and Cancers [4]. Bearing in mind that
HPV16 and 18 are responsible for about 70 % of CC cases
[3, 27, 28], we suggest the need for HPV screening and
anti-HPV vaccination as a primary preventive measure
among Moroccan women.

We noted that low risk HPV types were found in 8 %
of women with NILM smears and 16.7 % of women with
LGSIL but not in women with HGSIL. This confirms
that IrHPV rarely cause CIN3 or cancer [29-31].

Interestingly, in the present study, multiple HPV infec-
tions were observed in 65.4 % of HPV-positive speci-
mens, but only in 33.3 % of HGSIL cases. Meftah el
khair et al. reported 34 % of multiple infections in CC
from Moroccan women [32]. Co-infection with multiple
HPV genotypes has been described in many molecular
epidemiologic studies [33-35] and confers an increased
risk of high-grade lesions and invasive cervical cancer
[36]. This has recently been confirmed in a study includ-
ing 5,871 sexually active women aged 18-25 years from
Costa Rica, in which Chaturvedi et al. reported that
women with multiple infections were at significantly in-
creased risk of CIN2+ and HGSIL+ as compared with
those with single infections [34]. The present findings
provide evidence that women with multiple infections
should be closely monitored to prevent progression to
CC especially in the context of co-infection with HIV.

Reported data on smoking and sexual behavior may be
biased because the women may give what is believed to
be the desired or socially acceptable answers. This would
result in the absence of association between known risk
factors with HPV infection in our population.

By contrast, a significant association was found
between HIV infection and hr and phrHPV as well as
between HIV infection and abnormal cytology. An im-
portant clinical consequence of our results is that HIV
appears to be the strongest risk factor for HPV infection,
independently of the usual socio-demographic and be-
havioural risk factors.

In the Souss area, the burden of HIV/AIDS is high. In
female sex-workers, the prevalence of HIV is above 5 %
in Agadir [15]. In recent years, HIV-infected women
were referred from the infectious diseases department of
the Hassan II Hospital in Agadir to the pathology
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department of the same Hospital for CC screening at no
cost. To the best of our knowledge, there are no
previously published studies from Morocco that have in-
vestigated the prevalence of HPV genotypes in the popu-
lation of HIV-positive women, and the relationship
between HPV, HIV and cervical cytology. The prevalence
of HPV infection in HIV+ women with normal smears
(32.2 %) is quite similar to that published in the
meta-analysis of Clifford et al. reporting a 36.3 %
HPV prevalence among 3230 HIV-infected women
with no cytological abnormalities [11]. Moreover, mul-
tiple infections were found in 75.7 % of HIV-positive
women. This is in agreement with the study of
Stuardo et al. who reported 78.4 % of multiple infec-
tions in HIV-infected Spanish women [37] and con-
sistent with data from other studies showing that
HIV-infected women not only have a higher preva-
lence of HPV infection, but are also infected by a
wider variety of HPV types than HIV-negative [11, 38, 39].
This has been attributed to lower clearance of HPV
[10, 40] or continued sexual exposure to novel HPV
types allowing different viral types to settle in the cer-
vical epithelium. Multiple infections could also be due
to the reduced systemic and local immunity in HIV-
positive women [41].

This study has limitations. The limited number of
women included in the study may explain the absence of
significant relationship between HPV infection and clas-
sical risk factors such as sexual habits. Furthermore, the
study population is not representative of the general
population of the Souss area. However, this pilot study
on a hospital based-population in Agadir is groundwork
and a great opportunity to define a more complete re-
search in the future.

In summary, the high prevalence of HPV infection and
the diverse distribution of HPV ' genotypes among
Moroccan women from the Souss area emphasizes the
need to implement CC screening programs and HPV
vaccination for primary prevention [42].
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Le cancer du col de I'utérus (CCU) demeure une problématique majeure pour la santé féminine
dans le monde puisqu’il représente a ce jour le quatrieme cancer féminin le plus fréquent. Les pays
en voie de développement, ou I'accés au dépistage est absent ou quasi limité, payent un lourd tribut
a cette maladie qui représente la cause principale de mortalité chez les femmes. En revanche, dans
les pays développés I'incidence du CCU a chuté depuis les années 1950 en raison de la pratique de
dépistage.

Compte tenu, notamment, de son évolution lente et de I'existence de nombreuses |ésions
précancéreuses curables ainsi que de tests de dépistage et de diagnostic acceptables par la
population et de stratégies de traitement disponibles, le CCU est un candidat idéal au dépistage.

A I'heure actuelle, la prévention du CCU repose sur le dépistage cytologique par frottis cervico-
utérin (FCU) : les recommandations francaises émanant de I’'HAS en 2010 préconisent un dépistage
cytologique a partir de 25 ans avec un premier contrdle un an plus tard, puis une cytologie tous les
trois ans en I'absence d’anomalie du frottis ou de manifestations cliniques, jusqu’a 65 ans. Au-dela de
65 ans, le dépistage peut cesser si les femmes ont été régulierement surveillées et si deux frottis
consécutifs, au minimum, étaient normaux. Le test HPV n’est indiqué et remboursé que dans le
triage des frottis ASC-US (ANAES 2004).

Le risque du CCU le plus élevé est observé chez les femmes qui n’ont jamais eu de test de
dépistage et chez celles qui n'ont eu qu’un seul examen de dépistage datant de plus de cing ans.
L’absence de surveillance joue donc un réle prépondérant dans la survenue d’un CCU.

Ainsi, I'objectif de la premiére partie de ce travail de thése était d’estimer la
fréquence des frottis pathologiques et la prévalence des HPV-HR notamment HPV16, 18 et 45 dans
une cohorte hospitaliere de femmes frangaises agées de plus de 65 ans, qui n’avaient pas bénéficié
de dépistage du CCU ou qui n’avaient pas suivi les recommandations du dépistage au cours leur vie.

Un taux élevé des frottis pathologiques peut étre lié a la faible couverture de dépistage

Le CCU a un caractere progressif, débutant par des lésions intra-épithéliales pouvant progresser
Vers un cancer in situ puis vers un cancer invasif, a la suite d’'un processus de longue durée. Notre
étude a montré une prévalence trés élevée d’anomalies cytologiques du col dans une cohorte
francaise hospitaliere de 796 femmes de plus de 65 ans et un taux non négligeable de lésions
suggestives de cancers a été observé. Ces résultats sont en accord avec les données publiées par
Mandelblatt et al. qui a rapporté 2% de frottis suspects dans une population de femmes agées,
noires et pauvres, résidant dans I’état de New York (Mandelblatt et al. 1993). En revanche, nos
résultats sont différents de ceux trouvés par Meyer et al. qui a noté seulement un taux de 0,34% de
|ésions suggestives de cancers au sein d’une large cohorte de 53 644 femmes francaises agées de 65
a 100 ans dont le rythme de suivi cytologique antérieur avait été normal et suffisant selon les
recommandations francaises (Meyer et al. 2012). Il est intéressant de noter que la majorité de nos
femmes étudiées (>85%) n’avaient pas a notre connaissance été dépistées pour le CCU, et une
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minorité avait eu un FCU. Or les informations obtenues par notre recueil sont incompléetes pour
différentes raisons :

Le dépistage a pu étre effectué en dehors de I'hbpital et pas nécessairement selon les
recommandations.

La démarche de dépistage, en France, est individuelle (ou spontanée) et repose sur la patiente
et/ou son médecin. Historiquement, des expérimentations de dépistage organisé, financées par le
Fonds National de Prévention, d'Education et d'Information Sanitaires (FNPEIS), ont été initiées en
France au début des années 90 dans 4 départements disposant d’un registre du cancer, de fagon a
faciliter I’évaluation de I'activité de dépistage. Il s’agissait du Bas-Rhin, du Doubs, de la Martinique et
de I'lsére (Institut National du Cancer 2007). En 2009, seules trois structures de gestion organisaient
toujours le dépistage : I'lsére, I’Alsace (Bas-Rhin et Haut-Rhin) et la Martinique ; le département du
Doubs a arrété son programme de dépistage depuis fin 2004 en raison de difficultés
organisationnelles. Donc, en I'absence de dépistage organisé, la pratique du dépistage est laissée a
Iinitiative de chaque médecin et de chaque femme. Une telle politique aboutit a ne surveiller que
certaines femmes, c’est-a-dire en général les femmes jeunes consultant pour contraception, donc a
faible risque de cancer invasif, et non les femmes plus agées peu ou pas surveillées, alors que la
majorité des cancers sont diagnostiqués chez des femmes de 50 ans et plus.

Les données d’assurance de santé sont écrasées tous les deux ans.

En France, il n’existe pas de registre national de dépistage du cancer du col dont le but serait de
s’assurer que le suivi approprié a bien été réalisé. En revanche, il existe 2 grands types de registres
des cancers : des registres généraux et des registres spécialisés (Figure 40), qui sont regroupés au
sein du réseau FRANCIM. En 2011, la France métropolitaine disposait d’un réseau de 25 registres
qualifiés par le CNR (Comité national des registres) :

= 13 registres généraux répartis dans 14 départements sur I'ensemble du territoire couvrent
actuellement environ 20% de la population : Bas Rhin, Calvados, Doubs et territoire de
Belfort, Gironde, Haut Rhin, Herault, Isére, Lille et sa région, Limousin, Pays de Loire
Atlantique, Manche et Tarn.

= Jregistres spécialisés d'organes : digestif (Bourgogne, Calvados, Finistére), hémopathies
malignes (Basse Normandie, Céte d'Or, Gironde), cancers du sein et gynécologiques (Cote
d'Or), thyroide (Marne Ardenne) et systéeme nerveux central (Gironde).

= 2 registres nationaux des cancers de I'enfant : Registre national de I'némopathie de I'enfant
(RNHE) et registre national des tumeurs solides de I'enfant (RNTSE).
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Registre genéral Poitou-Charentes
Registre général (toutes localisations cancéreuses)
Registre spécialise

+ 1 registres nationaux des tumeurs de enfant

Figure 40 : Situation des registres du cancer en France métropolitaine

Le nombre de frottis annuels réalisés en France est estimé a 6 millions (en incluant les frottis en
milieu hospitalier) (Institut National du Cancer 2007) dont 7 a 10 % apres 65 ans (Flori et al. 2009 ; Loi
de financement de la sécurité sociale 2010). Certains auteurs expliquent que ce volume de frottis
suffirait a couvrir théoriquement la quasi-totalité de la population éligible, alors qu’il couvre environ
55% de la population (Rousseau et al. 2002) : ceci souligne le fait qu’une partie de la population est
«sur-dépistée», alors qu’une autre partie n’est pas suivie.

En France, le taux de couverture baisse avec I'age. Il est de 57-59% entre 25 et 44 ans, puis il
diminue rapidement a 42% dans le groupe des 60 a 65 ans (DREES 2015). Une baisse du taux de
couverture pourrait étre en relation avec un taux non négligeable de lésions précancéreuses et
cancéreuses tardives. A noter que la disparité dans la pratique du dépistage du CCU peut étre due au
niveau socioprofessionnel. Les femmes d’un niveau socioprofessionnel favorisé effectueraient plus
souvent un FCU que les autres. En revanche, les femmes sans couverture médicale pratiqueraient
moins fréquemment un FCU. Dans une étude consacrée a la santé des pauvres faite par I'Institut
National de la Statistique et des Etudes Economiques (de Saint Pol 2007), il a été observé que 12%
des femmes appartenant a un ménage modeste et qui avaient entre 20 et 70 ans n’avaient jamais
réalisé de FCU.Une autre étude récente publiée par Chappuis et al. a noté que 33,1% de femmes
favorisées agées de 25 a 65 ans n’ont jamais effectué de frottis dans leur vie et que plus d’un tiers ne
savaient pas ce que signifie un frottis de dépistage (Chappuis et al. 2014).
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En outre, plusieurs études ont rapporté que l'arrét de dépistage du CCU chez les femmes agées
peut conduire a des stades plus tardifs au moment du diagnostic et a un pronostic péjoratif (Brun et
al. 2003 ; loka et al. 2005 ; Andrae et al. 2008; Spayne et al. 2008 ; Wright et al. 2005). Sur la base de
ces données et sur le fait que les lésions précancéreuses régressent moins avec l'age (van
Oortmarssen et Habbema 1991), le dépistage des femmes a risque au-dela de 65 ans pourrait étre
encore plus efficace dans la réduction de I'incidence et la mortalité liée a ce cancer. Récemment, une
étude cas-témoins réalisée sur des membres de deux plans de santé aux Etats-Unis a suggéré que la
mise en ceuvre du dépistage chez les femmes agées de 65-79 ans a été associée a une réduction de
78-84% de risque du cancer invasif (Kamineni et al. 2013). Les lignes directrices américaines
recommandent I'arrét de dépistage a 65 ans, mais dans la pratique, le dépistage se poursuit jusqu'a
85 ans. En effet, Sirovich et al. a montré que 43% des femmes américaines agées de plus de 65 ans
avaient eu un dépistage cytologique (Sirovich et al. 2003). Méme si le dépistage par frottis est trés
répandu chez les femmes agées dans de nombreux pays, il devrait étre intégré dans de nouvelles
lignes directrices dans le cadre de I'augmentation de I'espérance de vie éventuellement en étendant
les intervalles de dépistage final de 5 a 10 ans (Castafdn et al. 2014).

Taux élevé des HPV-HR chez les femmes agées sous-dépistées

Nous avons constaté qu’il existait un pourcentage élevé des HPV-HR au sein de notre population a
risque, une prévalence de 22,7% comparable a celle retrouvée dans une cohorte de femmes
italiennes de plus de 60 ans (Centurioni et al. 2005). Un taux élevé des HPV-HR chez les femmes
agées pourrait refléter une plus grande exposition antérieure aux HPV (effet cohorte de la génération
de la révolution sexuelle). Néanmoins, nous ne pouvons pas exclure que les femmes agées ayant de
nouvelles relations sexuelles assez tardivement dans la vie, soient exposées a une nouvelle infection
aux HPV. En outre, la baisse du systeme immunitaire avec le vieillissement peut faciliter la
persistance virale (Garcia-Pifieres et al. 2006), ou la réactivation d’une infection latente par I'HPV ou
méme accélérer la progression des néoplasies intra-épithéliales du col vers un cancer invasif. Devant
cette situation, Il apparait judicieux d’améliorer les pratiques du dépistage dans cette population
pour éviter un risque de morbidité et de mortalité associé a ces lésions du col.

Il est a noter que le taux des HPV-HR est stable dans les groupes les plus dgés, comme décrit dans
I’étude de Lindau et al (Lindau et al. 2008), mais augmente avec la sévérité des lésions, ce qui en
accord avec les données rapportées par Chiang et collaborateurs chez des femmes taiwanaises
(Chiang et al. 2013). L'HPV 16 est le génotype le plus fréquent (23,8%) comme indiqué par Zietkowaik
et al. chez les femmes agées de 56 a 78 ans (26%) (Zietkowiak et al. 2002) et Baay et al. chez les
femmes de plus de 65 ans (35,3%) (Baay et al. 2004). La prévalence d’HPV16 augmente avec la
sévérité de lésions (Chiang et al. 2013) et confirme sa distribution chez les femmes avec ou sans
lésions dysplasiques dans toutes les régions du monde (Clifford et al. 2006).

Pour mesurer quantitativement la charge virale dans notre étude, nous avons utilisé la PCR en
temps réel (QPCR) qui permet de suivre la cinétique de PCR grace a des molécules fluorescentes et
ainsi de mesurer la quantité d’amplicons pendant la phase exponentielle de la réaction. Dans cette

phase, la quantité d’amplicons est proportionnelle a la quantité d’ADN cible de départ. Nous avons
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montré comme résultats préliminaires que la charge virale de 'HPV16 augmentait avec le grade de la
|ésion. Ce résultat est en accord avec une publication au sein de notre équipe de recherche francaise
(Saunier et al. 2008).

Il est souhaitable d’étudier le statut physique du génome viral : génome sous forme intégrée
seule, sous forme épisomale seule ou sous forme mixte car ce phénoméne représente un des
facteurs clefs de la carcinogenése induite par les HPV.

Suivi cytologique aprés 65 ans

En terme de santé publique, le rythme de suivi optimal aprés 65 ans serait celui qui permettrait
de diminuer la morbi-mortalité et d’augmenter I'espérance de vie de bonne qualité. Nous avons
constaté que le suivi cytologique des femmes avec frottis normaux a permis de détecter des Iésions
CIN3 incidentes dans 6% des cas. Ce résultat est similaire a celui retrouvé dans des études rapportant
des cas de lésions de haut grade (HSIL) chez des femmes dont le suivi antérieur avait été régulier et
sans antécédent de frottis anormal (Mandelblatt et al. 1993 ; Meyer et al. 2012). Dinkelspiel et al a
observé que 25% des femmes de plus de 65 ans ayant un CCU avaient eu trois frottis consécutifs
négatifs avant la fin de dépistage (Dinkelspiel et al. 2012). Ceci suggére qu’un frottis négatif ne suffit
pas a prévenir le CCU. A signaler aussi que notre étude a démontré un effet bénéfique de dépistage
virologique (test HPV). En effet, dans notre cohorte des femmes agées ayant un frottis normal celles
qui ont développé les CIN3 étaient HPV16 positives, ce qui indique la valeur potentielle d’un
génotypage partiel dans cette population. La limite de notre étude réside dans la durée courte de
suivi courte de moins de 15% des femmes ayant un frottis normal et un test HPV négatif.

Obstacles au dépistage du CCU
L’ensemble des obstacles au dépistage du CCU est résumé dans la figure 41.
= Obstacles liés aux patientes

Méconnaissance de [I'existence et de lintérét du dépistage: Le détachement du suivi
gynécologique par les patientes une fois la période de procréation et menstruations terminée :
«organe sans activité, donc sans danger ». La méconnaissance du CCU, moins médiatisé que d’autres
cancers féminins (cancer du sein)

Peur vis-a-vis de I'examen ou de son résultat : Le frottis peut étre refusé par peur, peur de la
douleur liée a I'atrophie génitale apres 50 ans mais aussi peur du résultat. Il est important de signaler
I'inconfort de I'examen au speculum aprés la ménopause. En effet, I'examen peut-étre
techniquement difficile a réaliser, du fait du rétrécissement du canal cervical, de la sécheresse
vaginale et de l'ascension de la zone jonctionnelle aprés la ménopause, mais aussi par les
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polypathologies associées (rhumatologiques, cardiaques, respiratoires...). En fait, par
I'administration d’oestrogénes, le col s’ouvre et permet la réalisation du FCU.

Obstacles économiques et sociaux : D’autres obstacles comme la précarité, la barriere linguistique
ou encore la présence d’'une pathologie grave peuvent prendre le dessus sur le dépistage.

= QObstacles liés aux médecins

Bénéfice du frottis percu comme faible : Certains médecins ont confié ne pas étre convaincus de
I'intérét du frottis apres la ménopause ou en l'absence de relations sexuelles depuis plusieurs
années. De méme, I'dge a I'arrét des frottis est sujet a controverses (55 a 75 ans).

Difficultés techniques et logistiques : Elles sont de trois ordres : I'absence de formation initiale
pour de nombreux médecins qui ont appris la technique sur le tas, I'atrophie de la muqueuse
vaginale, et enfin la nécessité d’acheminer le frottis au laboratoire, ce qui peut parfois étre un frein a
sa réalisation.

Faible motivation du médecin pour la pratique des frottis : De nombreuses études ont montré que
le taux de couverture par frottis des patientes ayant pour médecin traitant des femmes est supérieur
a celui des patientes ayant pour médecin traitant des hommes (Lurie et al. 1993 ; Franks et Clancy
1993 ; Kreuter et al. 1995 ; Woodward et al. 1996 ; Ahmad et al. 2001). Cet écart peut étre di a une
différence entre les patientes mais il est aussi sGrement lié au fait que les médecins femmes
proposent plus souvent des frottis (Lurie et al. 1997). C’est ce que suggére une étude canadienne
(Woodward et al. 1996) dans laquelle les médecins femmes rapportent des taux supérieurs d’actes
préventifs spécifiques aux femmes (frottis et mammographies). Certains médecins hommes
préferent déléguer les patientes a leurs consceurs généralistes, aux gynécologues, ou plus rarement
aux laboratoires, mais les patientes ne consultent pas toujours le correspondant. Donc on peut noter
deux facteurs qui peuvent intervenir : la réticence des patientes a étre examinées par un homme
(Leach et Schoenberg 2007) et le moindre intérét des médecins hommes pour le dépistage par
frottis.

Oubli : Parfois, le médecin oublie tout simplement de proposer un frottis a sa patiente. Les
médecins femmes, concernées elles-mémes par le dépistage, y penseraient davantage. Certains
motifs de consultation jouent le réle de rappels. Il s’agit par exemple du dépistage du cancer du sein
par mammographie chez les patientes de 50 a 74 ans ou des symptomes liés a la ménopause.

= Obstacles liés a la relation médecin-patiente
Pudeur : La pudeur a souvent été considérée comme un obstacle lié aux patientes, car le frottis
touche a l'intime, alors qu’elle concerne aussi le médecin qui craint de briser la relation de confiance

qui I'unit a sa patiente. Ce sentiment de pudeur semble plus prégnant encore chez certaines femmes
immigrées.
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Manque de disponibilité spécifique : Le frottis est percu comme un acte prenant du temps car il
nécessite, outre I'approche psychologique, la mise en place de matériel. Il nécessite aussi que la
patiente soit préte, en particulier qu’elle ait fait sa toilette. Or il se rajoute souvent a d’autres motifs
de consultation, les médecins n’ont donc pas toujours le temps d’en parler ou de le faire, que la
patiente I'ait demandé ou non. Dans une étude réalisée en Picardie, 71 % des médecins généralistes
interrogés ont déclaré rencontrer des difficultés dans leurs actions de prévention par manque de
temps (Ganry et Boche 2004).

Faible fréequence de consultation et alliance thérapeutique fragile : Plusieurs médecins ont dit ne
pas parler du frottis aux patientes qui consultent rarement. Cette attitude est multifactorielle :
pudeur, manque de temps, oubli, mais aussi alliance thérapeutique fragile dans laquelle le
généraliste se sent considéré comme un simple prestataire de services.

=  QObstacles liés a I’organisation du systéeme de santé

On peut citer deux lacunes : I'absence de rémunération spécifique et I'absence d’organisation du
dépistage du CCU, qui pourrait améliorer I'adhésion des patientes mais aussi celle des médecins.

Obstacles au dépistage par frottis

Patientes Meédecins Relation médecin- Organisationdu systeme
patiente de sante
i i | i
o  Méconnaissance de *  Beénéfice du frottis pergu * Pudeur *  Mode de rémunération
I"existence et del'intérét comme faible *  Mangue de disponibilité ®  Absence d organisation
du deépistage ® Meéconnaissance del’dge specifique du dépistage
®  Peurdel’'examen ou de d’arrét du depistage * Faible fréquence de
son résultat ¢ Difficultés techniques et consultation et alliance
®  Obstacles économiques logistiques theérapeutique fragile
et socianx e  Faible motivation pour la

pratique des frottis
¢ Oubli

Figure 41: Ensemble des obstacles au dépistage du CCU par frottis chez les femmes (Badet 2012)
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Solutions pour améliorer le dépistage
Toutefois, nous proposons plusieurs solutions pour améliorer le taux de couverture par frottis:
= Mesures organisationnelles de dépistage et campagnes d’information auprés des patientes

L'organisation du dépistage du CCU reste tributaire des mesures d’ordre organisationnel pour
minimiser le circuit a parcourir par les femmes, garantir la qualité des actes et assurer une prise en
charge thérapeutique. Dans ce cadre il est souhaitable de proposer

o des campagnes d’information auprés du public et I'invitation individuelle des femmes
non dépistées permettrait probablement d’améliorer le taux de couverture par
frottis.

o Une solution également pour le succés de ce dépistage serait de l'associer a
I’organisation du dépistage du cancer du sein, qui est I'action de prévention la mieux
intégrée et acceptée par la population féminine. L’association de ces deux
dépistages est par ailleurs reconnue comme facteur de potentialisation (Oscarsson
et al 2008).

o L'intégration d’alarmes dans les logiciels médicaux et la possibilité de visualiser
rapidement le statut de la patiente vis-a-vis du dépistage permettraient aussi
d’améliorer la situation.

= Revalorisation des actions de prévention

La création de consultations dédiées a la prévention en dehors des consultations habituelles
semble étre une autre solution pour améliorer le taux de couverture par frottis. Elles favoriseraient
probablement le développement d’une culture de prévention chez les patientes.

= Sensibilisation et formation des prestataires

Dans le secteur privé, les médecins gynécologues sont conscients de I'importance du dépistage du
CCU. Ce niveau de conscience est a renforcer davantage avec implication des médecins généralistes.
C’est pourquoi il semble primordial de repenser I'action de dépistage en y incluant en priorité des
professionnels de santé. Ce sont probablement eux qui permettraient d’inclure le plus grand nombre
de patientes, en favorisant la communication, le déroulement et la coordination du suivi.

La féminisation de la profession ainsi qu’une formation a la relation médecin-patient, une

formation a la prévention et une formation pratique en gynécologie au profil des jeunes médecins
permettrait, a terme, une meilleure adhésion a la réalisation des FCU.
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=  Prise en compte des préférences et des souhaits des femmes agées

Les recommandations de dépistage du CCU chez les patientes agées doivent tenir compte de leur
espérance de vie et des avantages et dommages potentiels de son retard ainsi que leurs
caractéristiques et préférences (Walter et Covinsky 2001 ; Rustagi et al. 2013). Une étude évaluant
les préférences des femmes agées au sujet de leur dépistage a révélé que la majorité d’entre elles
sont prétes a utiliser un test HPV pour prendre des décisions au sujet de la fréquence et durée du
dépistage (Huang et al. 2008). Un test HPV peut aussi étre proposé sous la forme d’auto-prélevement
vaginal (Lindell et al. 2012) ou urinaire (Vorsters et al. 2012) aupres de ces femmes car il peut vaincre
certains freins comme les difficultés d'accés a un médecin (délais de rendez-vous, distance) ou les
réticences vis-a-vis de I'examen gynécologique. Ces deux alternatives au dépistage par FCU peuvent
se faire a domicile par la femme, qui doit ensuite envoyer le prélévement par la poste au laboratoire.
Les femmes ayant un résultat positif pour I’"HPV pourraient étre prises en charge et celles avec un
résultat négatif seraient rassurées pour au moins cing ans.

Lors de la deuxieme partie de ce travail de thése, nous avons mené une étude
épidémiologique, dans une population hospitaliere de femmes marocaines a risque du CCU issue de
la région de Souss, visant a évaluer la prévalence des différents génotypes d’HPV et leur répartition
dans les frottis du col de I'utérus selon les facteurs sociodémographiques, le style de vie et le statut
VIH.

Prévalence élevée de I'infection HPV chez les femmes marocaines de la région Souss

Nous avons montré une prévalence élevée d’HPV (23,7%) dans cette population majoritairement
non-dépistée (80%) avec des différences selon le statut VIH : le taux d’"HPV était de 13,3% chez les
femmes VIH-négatives comparé a 39,3% chez les femmes VIH-positives. Cette prévalence est
similaire a celle enregistrée dans des études marocaines antérieures menées a Rabat, la capitale du
pays (Chaouki et al. 1998 ; Alhamany et al. 2010) et Casablanca, la capitale économique (El Gnaoui et
al. 2009). En revanche, cette prévalence est inférieure a celle retrouvée dans deux régions
géographiques du Maroc ou I'incidence du CCU est trés élevée (selon les registres du cancer de Rabat
et Casablanca), allant de 32% chez une cohorte de femmes de Rabat (Birrou et al. 2015) a 42,5% chez
des femmes indemnes de lésions néoplasiques du col issues du nord central du Maroc (Bennani et al.
2012). En outre, le taux obtenu dans notre étude est élevé par rapport a I’étude d’Amrani et al. qui a
rapporté une prévalence d’HPV de I'ordre de 6% et un taux d’anomalies cytologiques faible (2,5% de
LGSIL et 0,7% de HGSIL) (Amrani et al. 2003). A signaler que ces derniéres études n’ont pas rapporté
le statut VIH chez les femmes participantes. La prévalence élevée dans notre étude peut étre due a
certains facteurs culturels et religieux qui empéchent les gens de discuter des maladies qui touchent
les parties intimes.

A noter aussi que la prévalence élevée des HPV chez les femmes séropositives peut étre corrélée
au style de vie telles que les douches vaginales et le manque d'utilisation de préservatifs. Cependant,
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d'autres facteurs doivent étre pris en considération, notamment le niveau d'éducation, le niveau
socio-économique et les facteurs comportementaux.

Distribution des génotypes d’HPV chez les femmes marocaines de la région Souss

Le type HPV16 s’est avéré le plus fréquent dans la population globale par rapport a tous les autres
types viraux répertoriés, suivi par I'HPV53 et I'HPV74. Ce résultat est en accord avec les études
effectuées au monde ou I'HPV16 est rapporté comme le génotype a haut risque le plus fréquent
(Jacobs et al. 2000 ; Roldn et al. 2000 ; Berumen et al. 2001). Il est intéressant de signaler que
I’'HPV16 et 'HPV18 ont été identifiés dans 3,3% des frottis normaux, 30% des LGSIL et 58,3% des
HGSIL. Ce constat est concordant avec les données récemment publiées par le Centre d’Information
sur I’'HPV et Cancers (ICO) (WHO/ICO 2014b). Etant donné que les HPV16 et 18 sont deux génotypes
reconnus comme associés a un risque élevé de progression vers un cancer invasif du col
(Walboomers et al. 1999 ; Bosch et al. 2008 ; Usubutiin et al. 2009), nous relevons la nécessité de
I'implémentation d’un test HPV et de la vaccination anti-HPV comme moyen de prévention du CCU
au sein de la population marocaine.

Par ailleurs, avec la technologie de la gPCR, il est souhaitable d’étudier les phénomeénes de la
charge virale et l'intégration de I’'HPV16 et 'HPV18, comme étant deux marqueurs viraux impliqués
dans la carcinogeneése induites par les HPV (Rousseau et al. 2007 ; Damay et al. 2009).

Nous avons trouvé les HPV non oncogénes dans 8% des frottis normaux et 16,7% des lésions
LGSIL. Cependant, il est a noter qu’aucune infection par ces génotypes n’a été détectée dans les
frottis HGSIL. Ce résultat confirme le fait que les HPV a bas risque sont rarement impliqués dans le
développement des lésions de type CIN3 voire du cancer (Herrero et al. 2005 ; Prétet et al. 2008a;
Prétet et al. 2008b).

Il est intéressant de noter que les infections multiples ont été observées dans 65,4% des cas HPV
positifs, et dans 33,3% des HGSIL. Ce résultat est concordant avec les données issues d’'une étude
conduite par Khair et al. qui montrait un taux de 34% d’infections multiples dans les cancers du col
chez les femmes marocaines (Khair et al. 2009).

L'infection par plusieurs types d’HPV a été décrite par plusieurs études épidémiologiques
(Chaturvedi et al. 2011 ; Carrillo-Garcia et al. 2014 ; Yang et al. 2014), elle est responsable d’un risque
élevé de progression vers des lésions de haut grade et de cancer (van der Graaf et al. 2002). Ce
constat a été confirmé récemment par une étude de 5,871 femmes sexuellement actives agées entre
18 et 25 ans au Costa Rica, qui a rapporté que les femmes infectées par plusieurs types d’"HPV ont un
risque significativement plus élevé de développement de lésions de type CIN2/HGSIL comparées aux
femmes infectées par un seul type d’"HPV (Chaturvedi et al. 2011).
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L’'infection par le VIH est le facteur de risque puissant de I'infection a HPV et de développement
des lésions du col de I'utérus

= Taux alarmant de I'épidémie VIH/sida dans la région Souss-Massa-Dréa : La région
Souss-Massa-Draa arrive en téte des régions touchées par I'épidémie VIH/sida au niveau
national. Des taux au-dela de 5% sont rapportés chez les femmes professionnelles du sexe, ce
qui témoigne d’'une épidémie concentrée. La recrudescence du fléau dans cette zone est due
a plusieurs facteurs: la pauvreté, la précarité, le mariage précoce, le divorce, la charge
familiale, I’exode rural et I'analphabétisation qui marquent la région sont pointés du doigt. A
cela, il faut ajouter le tourisme sexuel et le phénomene de la prostitution favorisés par une
population mobile nombreuse (routiers, marins, ouvriéres saisonniéres) qui sont aussi un
facteur déterminant dans I'évolution de I'épidémie. Aujourd’hui, tous les malades du sida au
Maroc sont pris en charge gratuitement par le ministére de la santé et I'’ALCS et peuvent ainsi
accéder gratuitement a la trithérapie (traitement du VIH a base de trois antirétroviraux) et
aux différents soins médicaux. Mais les fonds pour la lutte contre ce fléau sont toujours
insuffisants. La nouveauté sur Agadir est I'ouverture, depuis mai 2004, d’un centre des
maladies infectieuses au sein de I’hdpital régional Hassan I, le seul département accrédité
dans le suivi et le traitement des personnes vivant avec le VIH dans la région et méme dans le
Sud marocain. Derniérement, les femmes infectées par le VIH sont systématiquement
référées par ce centre au département de pathologie du méme hopital pour une surveillance
gynécologique y incluant la réalisation de FCU.

= L’infection par le VIH est fortement associée a I'infection par des HPV oncogénes : Un
des objectifs majeurs de notre étude était d’identifier les facteurs sociodémographiques et
ceux liés au style de vie associés a I'infection aux HPV dans la région Souss. Il n’existe a ce jour
aucune étude marocaine qui rapporte la prévalence des différents génotypes d’HPV, et la
relation entre infection a VIH, HPV et cytologie du col utérin. Nous avons trouvé une
association statistiquement significative entre l'infection a VIH et l'infection par des HPV
oncogenes Il est important de signaler que les infections multiples ont été détectées chez
75,7% des femmes VIH-positives. Ce taux est en accord avec I'étude de Stuardo et al. qui a
rapporté 78,4% des infections multiples chez des femmes espagnoles infectées par le VIH
(Stuardo et al. 2012). Ceci est cohérent avec d’autres études qui ont montré que les femmes
VIH-positives sont infectées avec une prévalence élevée d’HPV mais aussi qu’elles sont
infectées par une grande variété de types d’HPV en comparaison avec les femmes VIH
négatives (Temmerman et al. 1999 ; Strickler et al. 2005 ; Clifford et al. 2006 ; Louie et al.
2009 ; Chaturvedi et al.2009). Ceci peut étre di a la diminution de la clairance virale de 'HPV
chez ces femmes (Palefsky et al. 1999 ; Ferenczy et al. 2003) ou encore a une exposition
sexuelle a de nouveaux types d’HPV ce qui donne I'opportunité a différents types d’"HPV de se
nicher dans I'épithélium du col utérin. L'infection par une multitude d’"HPV pourrait aussi étre
due a la réduction de I'immunité systémique et locale liée a I'infection a VIH (Del Mistro et
Chieco Bianchi 2001). Par ailleurs, nous avons trouvé une association statistiquement
significative entre I'infection par le VIH et la présence des anomalies cytologiques (LSIL, HSIL).
Ce constat est concordant avec celui de Rousseau et al. qui a trouvé que l'infection par le VIH
est un facteur de risque pour la présence des HSIL (Didelot-Rousseau et al. 2006).
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Assez curieusement, l'incidence du CCU n’a pas augmenté de maniére spectaculaire en Afrique
malgré le développement de I'épidémie de SIDA. Cette situation peut s’expliquer par la faible
espérance de vie des femmes infectées par le VIH et non traitées par les antirétroviraux. Avec I'accés
de plus en plus répandu aux traitements antirétroviraux, I'espérance de vie de ces femmes devrait
s’allonger de maniére tres significative et par conséquent, I'incidence des cancers invasifs du col
pourrait sensiblement augmenter au cours des prochaines années. L'ensemble de ces éléments
souligne ainsi l'importance de la prévention primaire et secondaire du CCU chez les femmes au
Maroc, tout particulierement si elles sont infectées par le VIH.

Les limites de notre étude

Nous n’avons pas mis en évidence les autres facteurs de risque classiques connus pour étre
associés a l'infection HPV tels que le statut marital, I’dge au premier rapport sexuel, le nombre de
grossesses, la contraception orale.... Néanmoins, le nombre de partenaire sexuels et le tabagisme,
marquant de maniere indirecte I'exposition aux agents infectieux sexuellement transmissibles tels
que I'HPV, ne sont pas observés en analyse multivariée comme facteurs de risque dans notre étude,
mais seulement en analyse univariée. Les données auto-déclarées peuvent introduire un biais de
réponse associé a des réponses socialement non acceptées ou non désirées.

= Volet qualitatif: Les entretiens ont fait intervenir vraisemblablement une certaine
subjectivité des femmes interrogées. Des sentiments et des présuppositions sur le sujet ont été
abordées et la réponse aux questions était fonction de [I'aptitude et du golt pour la
communication du chaque participante. Par conséquent, les interviews ont probablement été
biaisés par le biais de «plaire» : les femmes interrogées pouvaient se comporter d’une fagon autre
que d’habitude. D’autre part, certaines informations n’ont pas été fournies avec précision par
certaines interviewées faute de fil conducteur dans leurs pensées et dans leurs paroles.

= Volet quantitatif : L’étude reste entachée par un biais de sélection : les femmes recrutées
dans le service hospitalier ne sont pas représentatives de la population féminine de la région
Souss, ceci a probablement donné lieu a une sous-estimation de |'état de connaissance de
I'infection a HPV et des facteurs de risque associés. Par conséquent on peut considérer notre
étude comme une étude descriptive d’'une population hospitaliere a risque du CCU au sein de la
région. Le biais peut se décliner en :
o Biais de mensonge : les femmes interrogées pouvaient nous induire en erreur
en fournissant des fausses réponses a certaines questions.
o Biais de censure : lié au fait d’interroger les femmes dans les centres de santé
a l'occasion d’une prestation donnée. Nous avons tenté de réduire ce biais en
interrogeant les femmes dans une salle privée tout en leur expliquant I'objet de I'étude
et en les rassurant sur lI'anonymat et la confidentialité des informations, avec leur
consentement éclairé qu’elles ont signé.
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Les contraintes rencontrées lors de la réalisation de I’étude

= Contrainte du temps consacré a I’entretien : L'entretien a souvent duré moins de quinze
minutes car beaucoup des patientes attendaient dans la salle d’attente.

= Contrainte de langue d’entretien : La majorité des femmes participantes sont d’origine
berbere, elles parlent le dialecte berbére, rarement I'arabe et encore moins le francais.
Certains entretiens ont été interrompus parfois par des appels téléphoniques et dans
certaines situations par I’entrée de l'infirmiere.

= Contraintes logistiques, financiéres et temporelles : La rareté ou I'absence des productions
scientifiques dans le domaine médical et surtout dans le domaine de 'oncologie et de la
biologie moléculaire a Agadir nous a posé un probléme organisationnel pour le projet
d’étude, auquel s’est ajouté le manque de moyens financiers pour I'achat des réactifs et
des consommables pour les différentes manipulations. Enfin, le programme a évolué assez
lentement car la collecte des échantillons a duré presque 9 mois. Evidemment, avec plus de
ressources, nous aurions pu collecter davantage d’échantillons.

= Contraintes de transport des FCU : Vu la distance entre la ville d’Agadir et Guelmim (200
km) ou ont eu lieu les expérimentations marocaines (extraction d’ADN et PCR MY09/11) et
la non-disponibilité de carboglace, nous avons transporté les échantillons dans une glaciere
(avec des condensateurs de froid), ce qui nous a apparu au départ une contrainte pouvant
donner lieu a une dégradation de I’ADN! Par ailleurs, le transport d’une partie des
échantillons a di étre organisé lors des événements d’inondations meurtriéres qui ont
secoué la région Souss et la ville de Guelmim durant le mois de novembre 2014, ce qui a
fortement compliqué le transport des échantillons vers le laboratoire de biologie
moléculaire du 5°™ hépital militaire de Guelmim.

Utilité des résultats de I’étude

Ce travail de recherche confirme que nos résultats peuvent avoir un impact sur la santé publique.
lls peuvent servir pour une campagne de tests et de surveillance épidémiologique de différentes
souches d’HPV circulant dans la région Souss pour les décideurs politico-sanitaires en vue
d’éventuelle planification d’une stratégie de lutte contre le CCU.

Actions ciblées

La plupart des femmes marocaines sont frustrées dés I'annonce du mot « cancer ». En fait, il s’agit
d’une maladie que I'on refuse de nommer. La société marocaine I'avait décrit comme « Al Mard El
Khaib » (la maladie du mal). C'est une maladie qui fait peur et que I'on croit forcement mortelle. Par
conséquent, dans notre pays, peu ou pas de femmes sont dépistées pour cette maladie ce qui
aggrave la situation.
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Dans ce cadre, il nous apparait judicieux de proposer quelques recommandations :

= Sensibilisation et information de la population cible : La sensibilisation des femmes peut se
faire par des messages adaptés au contexte socioculturel et économique tels que :
o Développement des activités d’information sur le CCU dans les lycées et les colléges.
o Implication des maris dans la prise en charge de leurs femmes pour soulager leurs
souffrances psychologiques et permettre la levée des freins psychologiques et
culturels.
o Création des associations féminines dont la mission serait sociale et sanitaire.

= Sensibilisation et formation des prestataires
o Sensibilisation du personnel médical et paramédical.
Augmentation de I'effectif des anatomopathologistes.
Implication et formation des médecins généralistes.
Implication et formation des infirmieres des cellules de santé maternelle.

O O O O

Formation des gynécologues et des cytotechniciens au niveau des hopitaux
provinciaux et régionaux en matiere de tests de dépistage, de conduite a tenir
devant un frottis anormal et la lecture des comptes rendus anatomopathologiques.

= Financement des activités de dépistage du CCU : La mise en place de différents régimes
d’assurance maladie (AMO, INAYA et RAMED) a amélioré I'accessibilité financiere des
femmes au dépistage. Nous recommandons d’introduire le test d’"HPV a la nomenclature des
examens biologiques remboursables par les assurances médicales. La vaccination
prophylactique anti-HPV doit étre par ailleurs envisagée. Les femmes issues des milieux
défavorisés doivent bénéficier gratuitement des actes relatifs au dépistage du CCU dans les
centres de santé et les hopitaux publics.

= Offre de soins

o Développement progressif de I'offre de soins au niveau de toutes les régions du
Royaume en matiére de dépistage du CCU.
o Dotation des structures de santé en matériel médico-technique et consommables.

= Mise en place d’une stratégie de dépistage : Cette stratégie doit tenir compte des éléments
suivants : population cible, histoire de la maladie, tests de dépistage, et rapports cout-
efficacité et cout-bénéfice.

Méthodes d’inspection visuelle du col utérin (IVA):

C’est une technique simple et facile a exécuter par tout professionnel de santé non-médecin. Elle

exige peu d’équipement et un minimum d’infrastructure. De plus, les professionnels de la santé

peuvent partager immédiatement les résultats de I'IVA avec les patientes, ce qui rend possible le
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dépistage et le traitement des femmes au cours d’'une méme visite (Denny et al. 2005). Ceci aide a
garantir un suivi médical sur place et réduit le nombre de femmes qui pourraient manquer le
traitement parce qu’il est impossible pour elles de revenir a la clinique a un autre moment.

Pratique du FCU-Etude cytologique
La fiabilité de cette démarche nécessite :

= Des salles d’examen et des laboratoires équipés,

= Une démarche qualité pour réduire les erreurs de préléevement et de lecture,

= Un systéme de communication rapide des résultats aux femmes dépistées,

=  Un systeme d’orientation des femmes chez lesquelles une lésion précancéreuse est
diagnostiquée vers I'hopital provincial pour la prise en charge thérapeutique.

La principale limite du FCU étant sa subjectivité et sa faible sensibilité qui nécessite plusieurs visites
lesquelles sont un obstacle majeur, une des alternatives est le dépistage de ’ADN des HPV. Le test de
I’ADN d’HPV est plus efficace que le FCU, ou I'lVA dans la réduction du risque de développer un CCU
(Sankaranarayanan et al. 2009). Le test « careHPV » de Qiagen, simple, peu couteux (8 € en
moyenne) pourrait étre proposé. Il a été testé en Chine dans les régions rurales chez 754 femmes
(Chen et al. 2014) et en Afrique chez 75 femmes d’Afrique du Sud et 74 femmes du Burkina Faso
infectées par le VIH (Ngou et al. 2013) et s’avére aussi sensible que le test Hybrid Capture 2.

Un test « careHPV » 3 fois au cours d’une vie est plus efficace (en terme de prévention et de co(t)

que le FCU traditionnel (Levin et al. 2010) et pourrait étre une stratégie de choix pour le Maroc pour
les femmes qui n’auraient pas été vaccinées.
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Conclusion

En France, le CCU est au 12°™ rang des cancers féminins. Mais s’agissant d’un cancer viro-
induit et précédé de Iésions précancéreuses, le CCU est évitable grace au dépistage par FCU et en
traitant les lésions précancéreuses.

Au Maroc, le CCU est le deuxiéme cancer féminin apres le cancer du sein. Ceci est en grande
partie lié aux différences culturelles et a la quasi absence de dépistage.

Deux vaccins prophylactiques, ciblant les deux génotypes d’HPV les plus a risque, sont
disponibles sur le marché en vue d’éradiquer le CCU. Un vaccin nonavalent ciblant 5 types d’"HPV a
haut risque supplémentaires (HPV31/33/45/52/58) développé par la Société Merck pourrait prévenir
au moins 90% des cancers a travers le monde (Serrano et al. 2012) et en France (Riethmuller et al.
2015). Toutefois, chez les femmes agées, de plus de 40-50 ans, qui ne sont plus en age d’étre
vaccinées, un dépistage doit s'imposer de facon a réduire la mortalité liée au CCU.

Qu'il s’agisse de la population francaise ou marocaine, le FCU et/ou un test HPV (par auto-
prélevement si nécessaire) restent des examens clés de la prévention du CCU. C'est dans ce contexte
que les travaux conduits dans le cadre de cette these, sur 2 cohortes a risque du CCU (une cohorte
francaise et une cohorte marocaine), ont permis de confirmer I'intérét de ces tests pour dépister les
lésions de haut grade en particulier, et pour aborder I'épidémiologie des HPV dans la population
marocaine, et notamment chez les femmes infectées par le VIH.

En accord avec « Cervical Cancer Action : Coalition to STOP Cervical Cancer » fondée en 2007,
les déces par le CCU sont en partie évitables. « Chaque femme dans le monde a droit a la prévention.
Au vu des outils disponibles, méme un seul déces di au cancer du col de I'utérus est un déces de
trop » (Sarah Nyombi, Membre du Parlement d’Ouganda, Journée Internationale des Femmes-2008).
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Annexe 1 : Questionnaire

Dépistage de I'infection a HPV par FCU chez les femmes marocaines
de la région Souss

N° de patiente :

Médecin traitant :

Age : ans

Statut marital : Célibataire [ ] Mariée [_| Divorcée [ ] Veuve [ ]
Niveau d’éducation:  Primaire [_] Secondaire []

Supérieur [ ] Analphabéte [ ]

Emploi : oui [ ] non [ ]

Parité : - Nombre d’enfants vivants : - Nombre de fausses couches :

Age au 1% rapport sexuel : ans

Age 3 la 1°© grossesse  : ans

Partenaires sexuels : singulier [ multiple [_]

Utilisation de moyens contraceptifs : oui [ ] non []
Contraception orale [_] Stérilet [] Préservatif [ |

Années d’utilisation de contraception orale :

<1 [] 2-5[ ] >5 []

Number de frottis de dépistage :

Statut VIH:  Oui [_] Non [] Inconnu[ ]
Exposition au tabac: oui [_] [ ] Non
Histoire de lésions gynécologiques : Oui [_] Les quelles ?
Non [_]
Ménopause : Oui [ ] Non [ ]

Durée de ménopause (en année) :
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Annexe 2: Intérprétation graphique de la lecture des résultats de génotypage par INNO-LiPA

HPV genotypes

Probe # Rl LR

16
HR

18
HR

18
HR

26
pHR

HR

39
HR

40
LR

43
LR

44
LR

45
HR

45
HR

51
HR

52
HR

53"
pHR

53"

pHR

54
LR

HR| H

o 5o

HR

58
HR

66"
pHR

68
HR

69/71™

70
LR

70
LR

73
HR

4

82
HR

X

(=] ==§ IN) K=B RN BE ROR) SN

X

(X)u-*

* 126, 53 and 66 are considered probable high-risk (pHR) genotypes according to Munoz et al. N Engl J Med 2003;348:518

27.

**:69, 71 and 74 are not classified as high-risk, probable high-risk or low risk genotypes according to Munoz et al. N Engl J Med 2003;348:518-27.
**% . probeline 10 may show weak reactivity when probelines 8 and 9 are positive; in this case the sample should be interpreted as genotype 31
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