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RESUME

Le dépistage du cancer du col par un frottis tous les trois ans pour les femmes
de 25 a 65 ans existe depuis les années quatre-vingt-dix. La cytologie en milieu
liquide a progressivement remplacé la cytologie conventionnelle car cette tech-
nique améliore la qualité du prélévement. La lecture au microscope est facilitée
par la sélection de champs sélectionnés par un systéme de pré-lecture automati-
sée. Grace au développement de techniques d’analyses d’images, la digitalisation
est maintenant possible permettant une lecture a distance des frottis. Le double
marquage de la p16/ki67 en immunocytochimie permet de détecter une infec-
tion transformante par un HPV a haut risque. La performance de cette approche
a montré une bonne sensibilité et spécificité pour le diagnostic d’'une Iésion
histologique de type CIN 2+ sur des frottis ASC-US et LSIL en particulier chez
les femmes jeunes. La Haute Autorité de santé a recommandé en juillet 2019
le test HPV seul en dépistage primaire aprés 30 ans car il est plus sensible que
la cytologie pour le diagnostic d’'un CIN2+ et plus efficace pour prévenir les
cancers invasifs. Un test HPV positif sera suivi sur le méme prélévement d’un exa-
men cytologique. La mise en place d’un programme organisé national combinée a
Pintroduction du test HPV en dépistage primaire aprés 30 ans et a la vaccination
des adolescents devrait permettre de diminuer l'incidence et la mortalité des
cancers invasifs du col utérin dans un avenir proche en France.

ABSTRACT
The cervical smear

Cervical screening recommendation to perform a Pap smear every three years for women 25 to 65 exists since 1990.
The liquid based cytology (LBC) has replaced the conventional smear because the quality of the sample was proven better.
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LBC used manually make reading under the microscope easier by reading selected
fields with cameras connected to computer software.With advanced image analysis,
the digitalisation of LBC is now feasible and allows remote review. The simultaneous
detection of p16 and Ki-67 expression within the same cervical epithelial cell called
pl6/ki67 dual stained cytology corresponds to a morphology-independent marker of
an HPV transformation infection. The clinical performance of this approach in cases
categorized as ASC-US or LSIL indicate that p|6/Kié7 dual-stained cytology provides
a high sensitivity and a high specificity for detecting underlying CIN2+, especially in
young women.The Haute Autorité de santé has recommended in July 2019 the HPV
primary screening alone after 30 years because it is more sensitive for the detection
of CIN 2+ compared to cytology and is more effective in preventing invasive cervical
cancer. The triaging of the positive HPV test will be performed with cytology in the
residual material. National organized screening program with the introduction of the
HPV primary test after 30 years combined with vaccination of the teenagers should
improve the incidence and the mortality of the invasive cancer of the cervix in the
near future in France.
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D Papillomavirus
et cancer du col utérin

Le cancer du col utérin correspond a un carcinome
épidermoide (malpighien) dans 90 % des cas et un
adénocarcinome dans 10 % des cas. C’est un cancer
d’évolution lente qui est précédé par des Iésions pré-
cancéreuses appelées lésions malpighiennes intraépithé-
liales de haut grade et adénocarcinome in situ. La lente
évolution des lésions précancéreuses permet de dépis-
ter ce cancer avant qu’il ne devienne invasif. Leur traite-
ment entraine une guérison sans risque de métastases.
Le role causal des HPV dans I'étiologie et la progres-
sion des lésions précancéreuses et des cancers inva-
sifs du col utérin est bien établi [1]. Plus de 200 géno-
types ont été identifiés. Une quinzaine d’entre eux (les
HPV 16, 18,31,33,35,39,45,51,52, 56,58, 59, 66, 68)
sont mis en évidence dans les Iésions de haut
grade et sont considérés comme poten-
tiellement oncogénes ou a haut risque
(HR).Le HPV 16 est le plus fréquent
et est mis en évidence dans 50 a
60 % des lésions de haut grade.
Une patiente infectée par un
HPV16,a un risque relatif de déve-
lopper une lésion de haut grade,
de 30 a 50 fois plus important
qu’une femme qui ne présente pas
d’évidence d’infection par un HPV.
Ce risque est aussi associé a la persis-
tance d’une infection par un HPV HR.
Les HPV sont largement répandus dans
la population normale et on estime qu’au
minimum 10 a I5 % des femmes sont infectées de
maniére latente. Si on les recherche de maniére cumu-
lative par PCR, on peut méme les détecter chez 50 %
des femmes, en particulier pendant la grossesse. Seule-
ment une trés petite proportion des femmes infectées
par ces virus développe une lésion de haut grade. On
connait mal les mécanismes qui contrélent les étapes
clés de 'expression du potentiel oncogene des HPV que
représentent le passage d’une infection latente vers une
Iésion de haut grade, et la régression ou la progression
des lésions de bas grade. Ces mécanismes s’exercent
probablement a deux niveaux: la régulation intracellu-
laire de I'expression du génome viral par des protéines
cellulaires et la réaction immunitaire dirigée contre les
protéines virales. Des cofacteurs interviennent aussi
pour favoriser le développement d’une lésion apreés une
infection par un HPVHR, comme I'immunosuppression
iatrogene ou acquise (virus HIV), 'usage du tabac, la
contraception hormonale.

En 2018, 3000 nouveaux cas en France et | 000 déces
sont diagnostiqués en France. Dans 70 % des cas,
les femmes qui développent ce cancer n’ont pas eu
de dépistage ou I'ont eu de maniére trop espacée.

Beaucoup
de pathologistes
ont choisi la méthode

de la cytologie en milieu
liquide ou le prélévement

est transféré dans

un milieu liquide

de conservation

des cellules
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Dans 20 % des cas, elles ont eu un frottis mais n’ont
pas eu un suivi approprié. Enfin, dans 10 % des cas, elles
ont développé un cancer invasif en dépit d’un frottis
régulier. Le dépistage du cancer du col a été jusqu’a
maintenant opportuniste mais I'organisation est en train
de se mettre en place [2]. Elle se fera par des invitations
aux femmes qui n’ont jamais eu de tests ou l'ont eu a
des intervalles trop espacés. Les objectifs du dépistage
organisé en France sont d’augmenter la couverture de
la population, d’améliorer les pratiques et de réduire
les inégalités.

D La technique du frottis

Le terme Pap smear se traduit en frangais par le mot
« frottis ». Il est utilisé pour définir un prélévement
cytologique du col utérin quelle que soit la méthode
utilisée. Un terme plus approprié pourrait étre
« la cytologie cervicale ». Le terme frot-
tis au départ se référait a I'étalement
conventionnel d’un prélévement sur
le col fait avec la spatule d’Ayre
souvent associé a un prélevement
endocervical fait avec un coton-
tige ou une brosse. Le matériel
collecté était alors étalé sur une
lame de verre et fixé. Le frottis
conventionnel contenait entre
50000-300000 cellules avec un
minimum de 8000-12 000 cellules
bien visibles pour étre considéré
comme satisfaisant. La sensibilité de
cette technique dépendait de I'expérience
du préleveur, 'anatomie du col, un étalement
homogeéne et une bonne fixation et coloration du
prélévement [3].
Prenant en compte toutes ces variables, beaucoup
de pathologistes ont choisi la méthode de la cytolo-
gie en milieu liquide ou le prélévement est transféré
dans un milieu liquide de conservation des cellules.
Les prélévements en milieu liquide permettent d’avoir
un étalement homogéne en couche mince, avec un fond
propre sans hématies ni débris cellulaires, une fixation
et une coloration uniforme. De plus, le matériel rési-
duel peut étre utilisé pour faire un test HPV si besoin.
Les techniques en milieu liquide les plus utilisées
sont les techniques commercialisées sous le nom de
ThinPrep® (Hologic) et SurePath™ (BD).
Les prélévements ThinPrep® sont prélevés par une brosse
ou une spatule en plastique. Le matériel recueilli sur la
brosse ou la spatule est transféré dans un flacon conte-
nant un conservateur a base de méthanol qui détruit
les hématies. Les flacons sont insérés dans un automate
qui filtre les cellules et les transfére sur une lame de
verre. En général, seulement une partie des cellules pré-
levées est utilisée pour I'étalement en couche mince.
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Le matériel résiduel peut étre utilisé pour un test

moléculaire, des lames additionnelles ou un cell block.

Les prélévements SurePath™ utilisent un milieu de fixa-
tion a base d’éthanol et la brosse utilisée pour le pré-
lévement est cassée et laissée dans le flacon. Le préle-
vement est centrifugé selon un gradient qui élimine les
hématies et les globules blancs. Le matériel centrifugé
est étalé sur une lame de verre.

La méta-analyse comparant les résultats de la cytologie
en milieu liquide et de la cytologie conventionnelle a
montré un taux de détection de |ésions malpighiennes
intra-épithéliales de haut grade (HSIL) comparables
quand les deux cytologies étaient analysées a partir du
méme prélévement [4]. Ce taux était plus élevé quand
I'analyse comportait deux prélévements. Par contre la
détection était identique pour les Iésions malpighiennes
intra-épithéliales de bas grade (LSIL) ou les atypies

malpighiennes de signification indéterminée (ASC-US).

Le taux de prélévement ininterprétable était moins
important avec la cytologie en milieu liquide que ce
soit avec la méthode ThinPrep® ou SurePap™. Enfin, le
temps nécessaire a l'interprétation était 30 % moins
long qu’avec I’étalement conventionnel. Cette méta-
analyse et I'étude suivante randomisée [5] concluaient

Tableau I. Terminologie cytologique

de Bethesda 2014.

Pas de lésion intraépithéliale ou de malignite

Anomalies des cellules épithéliales

Cellules malpighiennes (squamous cells)

Atypie des cellules malpighiennes (atypical squamous cells)
- de signification indéterminée (ASC-US)

- ne permettant pas d’exclure une Iésion intraépithéliale
de haut grade (ASC-H)

Lésion malpighienne intraépithéliale de bas grade (LSIL)
comprenant la koilocytose (effet cytopathogéne des PVH),
la dysplasie légére et le CIN I.

Lésion malpighienne intraépithéliale de haut grade (HSIL)
comprenant la dysplasie modérée ou sévere, le carcinome
in situ et les CIN 2 ou 3.

Carcinome malpighien.

Cellules glandulaires

Atypie

- des cellules endocervicales

- des cellules endométriales

- des cellules glandulaires (origine non spécifiée)
Atypie évoquant une néoplasie
Adénocarcinome endocervical in situ

Adénocarcinome (endocervical, endométrial, extra-utérin,
origine non précisée

qu’il n’y avait pas de différence de performance entre
les deux approches mais que la technique en milieu
liquide permettait a partir d’'un seul prélévement d’ajou-
ter des techniques de biologie moléculaire permettant
de faciliter les pratiques et minimiser la variabilité due
au prélevement lui-méme.

La digitalisation des frottis en milieu liquide permettra
la transmission d’images pour une lecture a distance
avec la sélection d’une galerie d’images diagnostiques a
des buts d’éducation, de formation et de diagnostic de
routine dans le futur.

D La terminologie
de Bethesda 2014

L'examen cytologie classe les anomalies selon la termi-
nologie de Bethesda 2014 (tableau I). Cette nouvelle
version a peu modifié la version Bethesda 2001 [6,7].

Les atypies des cellules
malpighiennes

Cette catégorie est associée avec 5 a 10 % de Iésions
malpighiennes intraépithéliales de haut grade sur les
biopsies. Le terme « atypie des cellules malpighiennes
d’origine indéterminée » (ASC-US) est utilisé pour des
anomalies suggérant une lésion malpighienne intraépithé-
liale de bas grade (LSIL) sans véritable koilocyte. Les aty-
pies associées avec une inflammation ne doivent pas étre
incluses dans ce groupe. Seulement 3 % des prélévements
cytologiques méritent cette appellation. Le terme « aty-
pie des cellules malpighiennes » ne permettant pas d’ex-
clure une Iésion intraépithéliale de haut grade (ASC-H)
est proposé pour des anomalies des cellules basales qui
ne sont pas caractéristiques d’une lésion malpighienne
intraépithéliale de haut grade (HSIL) mais la font sus-
pecter. Le terme ne devrait pas étre utilisé dans plus de
0,3-0,5 % des prélévements. La biopsie sous colposcopie
confirme une lésion malpighienne intraépithéliale de haut
grade dans 50 % des cas.

Les lésions malpighiennes
intraépithéliales

Linfection de I'épithélium malpighien du col utérin par
un papillomavirus humain (HPV) a haut risque est le plus
souvent latente et ne produit pas de modifications mor-
phologiques. Par contre, les autres phases des infections
a HPV sont associées avec I'expression spécifique des
geénes viraux. Lexpression des genes viraux du papillo-
mavirus humain (HPV) dans I'épithélium malpighien du
col utérin est régulée par la différenciation de I'épithé-
lium: I'infection productive correspond a I'expression
des genes tardifs (L1 et L2) permettant la construc-
tion des virions. L'infection productive est caracté-
risée par la présence de koilocytes dans les cellules
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superficielles et intermédiaires et sa tra-
duction cytologique est la « |ésion mal-
pighienne intra-épithéliale de bas grade »
(LSIL), selon le Systéme de Bethesda
(figure 1). Cette infection productive
est fréquente chez les femmes jeunes
et régresse le plus souvent spontané-
ment en |2 mois. La prise en charge des
LSIL est guidée par le fait que seulement
10 % des LSIL sont associées ou pro-
gressent vers une lésion malpighienne
intraépithéliale de haut grade. Le traite-
ment est proposé seulement pour des
LSIL qui persistent sur 24 mois. Linfec-
tion « transformante » est caractérisée
par I'expression des genes précoces E6
et E7 dans les couches basales. Linfec-
tion « transformante » peut se produire
aprés ou de maniére concomitante a
une infection productive. L'expression
des génes E6 et E7 conduit a des ano-
malies marquées des cellules basales
de I'épithélium malpighien définissant la
« lésion malpighienne intra-épithéliale de
haut grade » (HSIL) selon le Systéme de
Bethesda (figure 2). Les HSIL peuvent
survenir chez des patientes jeunes aprés
une infection persistante avec un HPV
a haut risque, en particulier HPV 16. La
prise en charge des HSIL est guidée par
la possibilité d’évolution de cette Iésion
vers un cancer invasif dans les 10 ans.

Les anomalies des
cellules cylindriques

Le préléevement de
I’épithélium cylindrique

Ce préléevement se fait par une brosse
appelée Cytobrush ou un Cervex-
brush. L’amélioration des brosses
permet de mieux échantillonner
I’endocol. Les lésions de I'épithélium
cylindrique appelées adénocarcinome
in situ peuvent étre multifocales et
les glandes endocervicales peuvent
n’étre impliquées que partiellement; si
les anomalies n’atteignent pas la par-
tie superficielle des structures glan-
dulaires, elles ne sont pas recueillies
par le prélevement. Ceci explique les
faux négatifs de la cytologie dans cette
pathologie et la découverte fréquente
des adénocarcinomes in situ sur une
conisation faite par une lésion mal-
pighienne intra-épithéliale de haut
grade. Le test HPV en dépistage pri-
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Figure 1. Lésion malpighienne intraépithéliale de bas grade.
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Les cellules superficielles ont un noyau augmenté de volume et un halo périnucléaire, correspon-
dant a des koilocytes.

Figure 2. Lésion malpighienne intraépithéliale de haut grade.
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Les cellules basales ont d’importantes atypies nucléaires.
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Figure 3. Adénocarcinome in situ.

-

de I'isthme utérin ou de I’endométre.
A partir de 45 ans, il est préférable de
noter la présence de cellules endomé-
triales sans préciser leur nature nor-
male ou anormale. L'indication d’une
biopsie de I'’endomeétre sera dans ce
cas privilégiée comme proposée dans
la version Bethesda 2014.

L’adénocarcinome in situ

L'adénocarcinome in situ (AlS) a été
proposé pour la premiére fois dans la
terminologie de Bethesda 2001. Les
critéres cytologiques sont I'arrange-
ment caractéristique des cellules glan-
dulaires anormales avec une disposi-
tion radiaire des noyaux en périphérie,
donnant aux cellules un aspect ressem-
blant « a des plumes a I'extrémité d’une
aile d’oiseau », des images de noyaux
en palissade ou en rosette, associées a
un fond propre sans signe de nécrose
. (figure 3). Ces anomalies, souvent
associées a un HSIL, ne sont pas cor-
rectement identifiées. La colposco-

Les cellules cylindriques ont une disposition en palissade.

pie associée a un curetage de I’endo-
) col permettra de faire le diagnostic

34

maire et la vaccination seront probablement plus effi-
caces pour diagnostiquer et éradiquer ces lésions.
En effet, le spectre des HPV dans les adénocarci-
nomes in situ et les adénocarcinomes invasifs est plus
étroit que dans les lésions malpighiennes, les types 16
et |18 étant largement prédominants.

Les atypies des cellules glandulaires

La localisation est un élément nouveau dans la ter-
minologie de Bethesda et permet au clinicien d’adap-
ter la conduite a tenir en fonction de I’age de la
patiente. Le diagnostic d’atypie des cellules glandu-
laires (ACG) est un diagnostic par défaut. Il est pro-
posé quand les cellules cylindriques présentent des
anomalies mineures du noyau qui est légérement
augmenté de volume sans anomalie de la chroma-
tine et desquament de maniére isolée ou en amas.
Les principaux diagnostics différentiels de ces ano-
malies quand les cellules sont identifiées d’origine
endocervicale comprennent les modifications des
cellules glandulaires associées a la présence d’un
polype endocervical, d’'une hyperplasie de I’épithé-
lium cylindrique endocervical et les phénoménes de
réparation survenant aprés une conisation, en par-
ticulier la métaplasie tubaire quand les cellules ont
perdu leurs cils a la partie apicale. Quand les cellules
cylindriques sont identifiées d’origine endométriale,
le diagnostic différentiel est celui d’'un remaniement

histologique.

D Les recommandations Inca
2016 pour la prise en charge
d’'un frottis anormal

La détection de 'ADN d’un HPV est recommandée
pour trier, parmi les patientes avec un diagnostic cyto-
logique d’atypies malpighiennes (ASC-US) ou glandu-
laires (ACG) mal définies, celles qui nécessitent un
examen colposcopique. L'objectif de ce test est de
détecter dans ce groupe de femmes celles qui ont une
infection par un HPVHR et qui sont a risque d’avoir
ou de développer une lésion de haut grade. Le test
virologique peut étre effectué sur le matériel résiduel
d’un frottis en milieu liquide. Les patientes avec un test
virologique positif ont une colposcopie. Une virologie
négative permet de refaire le frottis tous les trois ans.
La colposcopie est recommandée en premiére inten-
tion aprés un diagnostic cytologique de LSIL pour
permettre un diagnostic histologique définitif. Le
test HPV et le frottis ne sont pas recommandés en
premiére intention mais seulement un an aprés un
diagnostic histologique de LSIL. Une nouvelle colpos-
copie est alors recommandée en cas de persistance
d’une cytologie anormale ou d’un test HPV posi-
tif. Sinon la patiente est suivie a trois ans selon les
recommandations [8].
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Le diagnostic cytologique d’une lésion
de haut grade (HSIL) ou d’'un ASC-H sur
un frottis doit faire pratiquer une biopsie
sous colposcopie.

Le test HPV vient d’étre recommandé
par I'Inca pour le suivi des patientes
aprés conisation pour détecter la per-
sistance ou la récidive d’une Iésion aprés
traitement.

Le double marquage
pl16/ki-67

La p16 est un biomarqueur moléculaire
qui témoigne de I'expression du gene E7
au cours d’une infection par un HPV a
haut risque. La détection de la p16 par
immunocytochimie sur des frottis préle-
vés en milieu liquide permet d’observer
I'expression de la pl6 dans des cellules
malpighiennes basales anormales mais
aussi dans quelques cellules atrophiques
ou des cellules cylindriques normales.
La détection de la p16 associée au Ki67
(pl6/ki67) [9,10] permet d’augmenter

_ Dossier scientifique
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Figure 4. Double marquage p16/ki67.
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la spécificité en évitant ces faux posi-
tifs. Le marquage de la p16 doit prendre

Double marquage par pl6 en marron et kié7 en rouge.

en compte le cytoplasme et le noyau.
Le marquage du Ki 67 est uniquement
nucléaire. Une seule cellule avec un double marquage
suffit pour considérer le résultat positif. Ce double mar-
quage pl6/ki67 a une sensibilité comparable a celle du
test HPV pour diagnostiquer une lésion histologique
malpighienne intraépithéliale de haut grade mais une
meilleure spécificité. Cette meilleure spécificité permet
de réduire le nombre de patientes nécessitant une col-
poscopie et d’éviter I'anxiété des patientes. Le double
marquage pl6/ki67 est une option au test HPV aprés

un diagnostic d’ASC-US chez les patientes avant 30 ans.

Aprés un diagnostic de LSIL, c’est une option a la col-
poscopie (figure 4).1l peut étre fait sur le milieu résiduel
d’un frottis en milieu liquide. Un marquage positif conduit
a une colposcopie. Un marquage négatif entraine un suivi
par frottis un an plus tard.

D Les recommandations de la
Haute Autorité de santé 2019
pour le dépistage primaire

La détection de ’ADN d’un HPVHR est proposée
comme test de dépistage primaire chez les femmes
aprés 30 ans par la Haute Autorité de santé depuis
juillet 2019 [11]. Le test HPV est plus sensible que la
cytologie pour dépister les patientes ayant une Iésion
histologique de haut grade et plus efficace pour pré-

venir un cancer invasif [12,13]. Chez les femmes aprés
30 ans, le test HPV détectera une infection par un HPV
a haut risque. Cette infection régresse le plus souvent
spontanément et ne doit jamais inciter d’emblée un
geste thérapeutique. L'examen cytologique qui peut
étre fait sur le méme prélévement apreés un test HPV
positif permettra de détecter les anomalies. Un exa-
men cytologique anormal conduira a une colposcopie
pour examiner le col a la loupe et faire une biop-
sie et éventuellement un traitement si nécessaire. Un
examen cytologique normal permettra de rassurer la
patiente et de la revoir dans un an pour contrdler
la disparition de l'infection. Par ailleurs, le test HPV
étant plus sensible que 'examen cytologique, I'inter-
valle entre deux tests négatifs pourra étre espacé a
cing ans au lieu de trois ans avec la cytologie. Toutes
ces étapes doivent se dérouler dans le bon ordre. Les
avantages de remplacer la cytologie par un test HPV
apres 30 ans pourraient étre contrebalancés par des
inconvénients majeurs: des traitements inutiles pour
une infection sans Iésion pouvant induire une sténose
du col et des complications pendant la grossesse, une
anxiété des femmes jeunes qui ont des infections tran-
sitoires qui régressent spontanément dans 80 % des
cas. L'organisation est donc fondamentale pour appli-
quer les tests adaptés a I'dge: cytologie de 25 a 30 ans
et test HPV puis cytologie si test HPV positif aprées
30ans. L'organisation permettra surtout d’aller cher-
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cher les femmes qui ne se font pas dépister et chez
lesquelles surviennent aujourd’hui la grande majorité
des cancers invasifs du col utérin [1].

Enfin, le vaccin nonavalent incluant les HPVHR 16, 18,
31,33,45,52,58 est recommandé chez les jeunes filles
de I'| a 14 ans et les garcons homosexuels ou bisexuels.
Dans le cadre du rattrapage vaccinal, la vaccination
est également recommandée pour les jeunes filles et
les jeunes femmes entre |15 et 19 ans révolus [14].
Ce vaccin protége contre 90 % des cancers invasifs du
col et 80 % des lésions précancéreuses. "'l

Liens d’intéréts: l'auteur déclare ne pas avoir de liens
d'intéréts.
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