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Geénéralites

* Le cancer du nasopharynx (NPC) est un carcinome épithelial, qui se
distingue des autres cancers de la téte et du cou par :

* sarepartition géographique
* ses aspects histopathologiques
* sa clinique insidieuse et son profil biologique (association a PEBV+/-)

e Cantu et al. Nasopharyngeal carcinoma. A “different” head and neck tumour. Part A: from histology to staging. Acta Otorhinolaryngol Ital. avr

2023;43(2):85-98.



Géneralites
» Multifactoriel: facteurs viraux, genetiques, et environnementaux.

» association a I’Epstein Barr Virus (EBV) : 100% du type histologique
UCNT, dans les régions endémiques.

Lupo et al. Main Targets of Interest for the Development of a Prophylactic or Therapeutic Epstein-Barr Virus Vaccine. Front Microbiol.
2021;12:701611.



Généralités
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Shah AB et al. Nasopharyngeal Carcinoma. In: StatPearls. Treasure Island (FL): StatPearls Publishing;mars 2024,



> Classification TNM de NPC (AJCC/UICCS selon la 8éme édition)

Tumeur primitive (1)

Tx : Tumeur primitive ne peut pas étre évaluée

T0 : Aucune tumenr identifiée, mais présence d’adénopathie cervicales, EBV (+)
T1 : Tumeur confinée an nasopharynx ou 5’ étendant a ’'oropharynx et/ou a la cavité
nasale sans extension parapharyngee

T2 : Extension parapharyngée et/oun infiltration des muscles ptérvgoidiens médial
et/ou latéral, et/ou des muscles prévertébraux

T3 : Envahissement des structures ossenses de la base dn crimne, des sinus
paranasaux des vertébres cervicales, et/ou des apophyses ptérygoides

T4 : Extension intracrinienne et/ou atteinte des nerfs criniens, de ’hypopharynx,
de I’orbite, de la glande parotide et/on infiltration vers la surface latérale du muscle

ptérygoidien latéral

Adénopathies cervicales (N)

Nx : Atteinte ganglionnaire non évaluable

M0 : Pas d*atteinte des ganglions lymphatiques régionaux

N1 : Métastases unilatérales et/on métastases uni‘bilatérales rétro pharyngées, < 6
cm, au-dessus du rebord inférieur du cartilage cricoide

N2 : Metastases bilatérales, < 6 cm, au-dessus du rebord inférieur du cartilage

M3 : Métastases = 6 cm et/on située sous le bord inferieur du cricoide

Meétastases a distance (M)

M : Absence de métastase a distance

M1 : Présence de métastase(s) a distance

Groupement par stade:

Tis, NO, MO
T1,NO, Mo

Stade 11 T1, N1, MO ou T2, NO-1, MO
Stade 111 T0-2, N2, MO ou T3, NO-2, MO
IVA T4, NO-2, MO ou tous T, N3, MO
Tous T, tous N, M1

Stade
Stade 1VB

El-Naggar AK, Chan JKC, Grandis JR, Takata T, Slootweg PJ. WHO
Classification of Head and Neck Tumours. 4th Edition. VVol. Volume
9 2017.



Incidence en Algérie
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Geénéralités
* e diagnostic du NPC est complexe et souvent tardif
(symptomes insidieux).

- Multidisciplinaire basé sur des éléments radiologiques, cliniques et
anatomopathologiques.

* Ne possede pas de marqueurs tumoraux associes. -;gf.
e
e

« [’association EBV-NPC a été mise a profit pour le diagnostic et le suivi
des patients en utilisant les marqueurs virologiques de ’EBV.



Geénéralites
 Lasérologie anti-EBV a montre ses limites (suivi des patients NPC)

* La quantification de ’ADN viral ’EBV dans le sang a été évaluée pour le
diagnostic précoce, le pronostic et le monitoring therapeutique dans les régions
endemiques.

Qu’en est-il du diagnostic virologique du NPC en Algeérie ?

J

)

_

* |[gA anti-VCA a longtemps éte utilisée dans ce contexte

* Introduction recente de la PCR EBV: peu utilisée en routine dans nos
laboratoires et pose des problémes d’interprétation.

Bouguermouth Aet al. Existence d’un profil particulier pour les mar% eurs sérologiques et moléculaires du virus d’Epstein-Barr chez les
jeunes algériens porteurs d’un carcinome nasopharyngé. Atelier Nord-Sud sur les carcinomes nasopharynges, 4-6 Décembre 2003, Institut
Gustave Roussy, Villejuif- France.



Problématique



Problématique

Charge virale EBV non utilisée en routine pour nos
®Q patients NPC = manque de visibilité virologique

La majorité des études, portant sur ’utilisation de
PEBV comme biomarqueur dans le NPC, ont été
réalisée dans les réegions a haute incidence du NPC
(les pays asiatiques)

O

ALGERIA
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Difficultés d’interprétation de la CV EBYV lors de

Pintroduction de ce parameétre au niveau de notre
laboratoire en parallele avec cette etude




Problématique

O

ALGERIA

Atk o - RIS

Quel est le role de la charge virale plasmatique dans le
diagnostic et le suivi des patients et quelles sont ses
limites ?

Y a-t-il une corrélation entre la CV EBYV et le stade

clinique du NPC/UCNT ?

Quel est Papport de la CV EBYV en cas de difficultés
diagnostiques : adénopathies inaugurales, biopsies
superficielles, récidive ...etc ?



Problématique

5
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Nécessité d’utiliser des Kits performants et fiables afin
de pouvoir utiliser PEBV comme biomarqueur /NPC

Kits de PCR EBV disponibles sur le marché Algeérien,

proviennent principalement des pays occidentaux ou
les NPC sont rares ( destinés au greffes) !

Déterminer la Performance de ces kits sur les

prélevements de nos patients UCNT




Objectifs de I’étude

Objectifs principaux

»Déterminer la corrélation entre la charge virale de ’EBV et le stade
clinique du cancer du nasopharynx type UCNT.

»Comparer la performance de trois Kits de PCR en temps réel EBV,
disponibles en Algérie, sur nos patients.

Objectif secondaire

»Déterminer 1’apport de la charge virale EBV dans les cas ou, le
diagnostic par les méthodes conventionnelles, n’est pas concluant.




Mateériel et Méthodes



Mateériel et Méthodes

Lieu de I’étude

Le recrutement des patients s’est effectué au niveau du service d’ORL du
CHU Mustapha.

Ce service est doté d’une unité specialisée dans la prise en charge du NPC.

Le diagnostic virologique était réalisé au niveau de I’unité de virologie du
service de microbiologie du méme CHU.



Mateériel et Méthodes

Période d’étude

03 années et 06 mois consécutifs entre:

Janvier 2021 Juin 2024



Mateériel et Méthodes

Type d’étude

Etude
descriptive

Etude
diagnostique

Etude
diagnostique

Etudier corrélation entre la CV EBYV et le stade
clinigue du NPC type UCNT et le suivi des patients

Comparer des kits d’amplification de la CV EBV

Evaluer I’apport de la CV EBV, en cas de diagnostic
non concluant par les méethodes conventionnelles




Mateériel et Méthodes

Etudier corrélation entre la CV EBV et le stade
clinigue du NPC type UCNT et le suivi des patients

Comparer des kits d’amplification de la CV EBV

Evaluer I’apport de la CV EBV, en cas de diagnostic
non concluant par les methodes conventionnelles




Matériel et Méthodes

Population de ’étude (1)

Criteres d’inclusion

Patients nouvellement diagnostiqués:

UCNT confirmeé (Etude anatomopathologique et radiologique)
Criteres de non inclusion

Patients deja sous traitement

Patients suivis en routine (traités avant le début de I’¢tude )

Taille de I’échantillon m——) N = 116

Stadification réalisée selon la 8eme édition de la classification TNM de
I’AJCC/UICCS en se basant sur I’|RM



Matériel et Méthodes

Protocole de I’étude (1)

Patients UCNT confirmé (N=116)

Corrélation entre
CV EBV et la
classification TNM

CV EBV plasmatique _
pré-thérapeutique (t0) Kit PCR Artus ®

. CV EBV plasmatique a 3 mois - Evaluation de la
Sauwl post-thérapeutique (t1) réponse au TRT
es
patients

CV EBV plasmatique a 12 mois Mise en évidence d’une
post-thérapeutique (t2) eventuelle récidive



Matériel et Méthodes

Etudier la corrélation entre la CV EBV et le stade
clinigue du NPC type UCNT et le suivi des patients

Comparer des kits d’amplification de la CV EBV

Evaluer I’apport de la CV EBV, en cas de diagnostic
non concluant par les methodes conventionnelles




Matériel et Méthodes

Population de ’étude (2)

Parmi les prélevements des 116 patients UCNT+ de la population ayant
servie a 1’étude de correlation.

!

84 prélevements ont été utilisés pour comparer la performance des
kits de PCR EBV.



Matériel et Méthodes

Protocole de I’étude (2)

Extraction de
I’ADN viral sur
Abbott m2000sp

Amplification Amplification
sur Artus® sur R-Gene®
Qiagen Argene

Amplification sur
GeneProof ®

Gene EBNA1/ 97 pb Gene BXFL1/ 165 pb Gene EBNA1/ 120 pb



Matériel et Méthodes

Protocole de I’étude (2)

Genes

Extraction de cibles et/ou
I’ADN viral sur taille #
Abbott m2000sp

Amplification Amplification
sur Artus® sur R-Gene®
Qiagen Argene

Amplification sur
GeneProof ®

Gene EBNA1/ 97 pb Gene BXFL1/ 165 pb Gene EBNA1/ 120 pb

—

Evaluation statistique




Mateériel et Méthodes

Etudier corrélation entre la CV EBV et le stade
clinigue du NPC type UCNT et le suivi des patients

Comparer des kits d’amplification de la CV EBV

Evaluer apport de 1a CV EBYV, en cas de diagnostic
non concluant par les méthodes conventionnelles




Matériel et Méthodes

Population de I’étude (3)

Apport de la CV EBV

/ N\

Nouveaux cas suspects Suspicion de récidive

_
- Biopsies non concluantes

- —_ L. , e - .
N= 38 patients | - Adénopathies inaugurales N= 30 recidives/29 patients
avec cavum libre

\




Matériel et Méthodes

Protocole de I’étude (3)

* CV EBV au moment de la suspicion de I’'UCNT ou de récidive.
« Suivi des patients jusqu’ a I’établissement d’un diagnostic definitif
confirmant ou non ’'UCNTY/ recidive

» Des biopsies profondes étaient realisées en cas de résultats non concluants lors

de la biopsie initiale.



Mateériel et Méthodes

Techniques utilisees

Traitement des échantillons

Conservation

—

Prélévement Centrifugation |

—)

sanguin




Matériel et Méthodes

Techniques utilisees

Extraction des acides nucléiques

e v [~ ——— =
g: % =
u - =

Abbott mSam
Preparation System,,,

s s
e e S Y
T e

T ey et e

Meéme extrait servira pour

I’amplification par les 03 Kits
(Aliquots)




Mateériel et Méthodes

Techniques utilisees

Amplification par PCR en temps reel

Hﬂllllllllll N

401|2|7

ARGENE @

~ ARGENE®
EBV R-GENE® -31°c
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Analyse statistique

Logiciel (SPSS) version 29.0 pour Windows (IBM Corp, Armonk, NY).

Les tests non paramétriques de Kruskal-Wallis H et Mann-Whitney U: étudier I'association entre les
facteurs pronostiques classiques et la CV EBV.

La sensibilité (SE), la specificite (SP), la valeur predictive positive (VPP) et la valeur prédictive
negative (VPN) : valider intrinsequement et extrinsequement les Kits d’amplification.

Le taux de concordance et le Coefficient Kappa (K) de Cohen: étudier la concordance entre les variables
qualitatives.

Le Coefficient de détermination de Pearson: étudier la corrélation entre les variables quantitatives.

L’analyse de Bland-Altman: évaluer la concordance de la CV des échantillons positifs entre les differents
Kits.

Un p-value < 0.05 est considéré comme significatif



Résultats



Résultats

Etudier corrélation entre la CV EBV et le stade
clinigue du NPC type UCNT et le suivi des patients

Comparer des kits d’amplification de la CV EBV

Evaluer apport de 1a CV EBYV, en cas de diagnostic
non concluant par les méthodes conventionnelles




Résultats

Caracteres démographiques

Nombre de patients = 116
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Résultats

Caractéristiques radio-clinico-pathologiques

Nombre de patients= 116
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Résultats

Caractéristiques radio-clinico-pathologiques

Nombre de patients =116 Nombre de patients=116
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Résultats
Charge virale plasmatique de PEBV

Nombre de patients=116

120

100

100

[e]

0

« Taux de positivité de la CV EBV=86,21%
« Médiane =8 148 copies/mL (0 - 5 607 138)
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40

16

CV EBV + CV EBV -

20




Résultats

Taux de positivite CV EBV/Stade clinique

Stade Taux de positivité de la CV
Stade | 37,50%
Stade 11 84,62%
Stade 111 86,65%
Stade IVA 91,49%
Stade IVB 100%




CV EBV Log 10

(Copies/ml)
o = ] w = w =] ~ =]

Resultats
Distribution de la CV EBV selon les facteurs pronostiques (T,N,M)

Nombre de patients= 116

T2

- -

T3

Nombre de patients= 116

N2 N3

(Copies/ml)

CV EBV Log10

NO N1

T4

CVEBY Log10
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o = N w E-) wl (o] ~ (o2}
" .
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Association significative entre la CV EBV et .

la taille primitive de la tumeur (p=0.01)

I’envahissement ganglionnaire (p<0.001)
L’état métastasique (p=0.001)
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Resultats
Distribution de la CV EBV selon les facteurs pronostiques (T,N,M)

ADN de I’EBV circulant =) | _ESiONS tumorales par apoptose
CV pré-thérapeutique de I’ EBV o  Talille primitive de la tumeur

CV EBYV pre-thérapeutique élevée refléte le degré de I’atteinte ganglionnaire
=) Progression de la maladie

CV EBV pré-thérapeutique >5 Log === [\/]étastase a distance



CV EBYV Log10 (Copies/ml)

Reésultats
Distribution de la CV EBV selon le stade clinique du NPC

Nombre de patients= 116

o
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Association significative entre la
i » CV EBV et le stade clinique
TNM (p<0.001)
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Résultats

Suivi des patients

Médiane de la CV EBV at0=4046 (0-309 550 copies/ml)
Toutes les CV EBV étaient négatives a tl et t2
Résultats concordant a la clinique/radiologie
mmm) CV post thérapeutique négative:
» Origine tumorale

» Efficacité du traitement (persistance d’un reliquat
tumoral se traduirait par une persistance de la CV)

Patient

CV EBVat0

(pré thérapeutique)

CVEBVatl

(3mois post thérapeutique)

CV EBVat2

(12 mois post thérapeutique)

P1 403 Copies/ml Négative Négative
P2 690 Copies/ml Négative Négative
P3 6185 Copies/ml Négative Négative
P4 10 824 Copies/ml Négative /
P5 1144 Copies/ml Négative Négative
P6 3942 Copies/ml Négative Négative
pP7 Négative Négative Négative
P8 3732 Copies/ml Négative /
P9 4151 Copies/ml Négative /
P10 18 497 Copies/ml Négative Négative
P11 1283 Copies/ml Négative /
P12 8148 Copies/ml Négative Négative
P13 499 Copies/ml Négative Négative
P14 209 Copies/ml Négative Négative
P15 309 550 Copies/ml Négative Négative
P16 1770 Copies/ml Négative Négative
P17 1781 Copies/ml Négative /
P18 1422 Copies/ml Négative /
P19 62 736 Copies/ml Négative /
P20 9607 Copies/ml Négative /
P21 Négative Négative /
P22 10 545 Copies/ml Négative /
P23 2831 Copies/ml Négative /
P24 4161 Copies/ml Négative /
P25 Négative Négative /
P26 Négative Négative /
P27 1664 Copies/ml Négative /




Résultats

Etudier corrélation entre la CV EBV et le stade
clinigue du NPC type UCNT et le suivi des patients

Comparer des kits d’amplification de la CV EBV

Evaluer apport de 1a CV EBYV, en cas de diagnostic
non concluant par les méthodes conventionnelles




Résultats
Comparaison des kits d’amplification de la charge virale EBV

» Taux de positivité de la CV EBV selon les kits utilisés

Taux de posivité de la charge virale EBV (N= 84)
80,95% 80,95%

90,00%
80,00%
70,00% 64,28%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%

20,00%

10,00%

0,00%

Artus® R-Gene® GeneProof®



Résultats
Comparaison des kits d’amplification de la charge virale EBV

»Validation extrinseque et intrinWs kits de PCR EBV

Kit Artus® /Kit R—Gene@\ Kit GeneProof®
Sensibilité 80,95% 64.28% \ 80,95%
Specificité 95,65% 95,65% 95,65%
VPP 98,55% 98,19% 98,55%
VPN 57,89% \ 42,31% 57,89%

N



Résultats
Comparaison des kits d’amplification de la charge virale EBV

> Etude de la concordance entre les difféerents kits

Résultats qualitatifs de la CV EBV

Artus® / Artus®/ | GenePoof®/
GeneProof® | R-Gene® R-Gene®
Taux de concordance 92.7% 83.3% 80.9%
Coefficient Kappa (K) 0.77 0.59 0.53

Artus® R-Gene® | GeneProof® N
Positive Positive Positive [ 53 \
Négative | Neégative Négative \'1.3/
Positive Négative Positive 12
Négative Positive Positive 00
Négative Positive Négative 00
Positive Négative Négative 02
Négative | Negative Positive 03
Positive Positive Neégative 01

Total = 84
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Résultats

Comparaison des kits d’amplification de la charge virale EBV

» Etude de la corrélation entre les differents Kits
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Difference CV EBV Artus/GeneProof (LoglD copies/ml)

Résultats
Comparaison des kits d’amplification de la charge virale EBV

»Analyse de Bland-Altman des résultats positifs entre differents kits d’
amplification (Artus® et GeneProof®)

2000 3000 4000 5000 6000 7000

8

° ® o o +1,96
150 1.6
° e .. . . La difféerence moyenne entre les CV EBV
i L3 N 0795 (logl0 copies/ml) est de 0,79 log avec un
. ¢ e %, écart type de 0,411
» . — _1.96
| - 0,012

Moyenne CV EBV Artus/GeneProof (Logl0 copies/ml)
N= 65



Résultats
Comparaison des kits d’amplification de la charge virale EBV

»Analyse de Bland-Altman des résultats positifs entre differents kits d’
amplification (Artus® et R-Gene®)

z . ) +1.96

E’ 250 - e ¢ 2.69

6 . .

% con o, o e . . La différence moyenne entre les CV
E . - o @ ° :

E ° CTI. T, EBV (log,, copies/mL) est de 1,79 log
o 150 “ o :,. oo

3 . . avec un écart type de 0,461,

R L. . -196

% 0.89

1,00 2,00 300 4,00 5,00 6,00 7.00

Movenne CV EBV Artus/Argene (Logl0 copies/ml)

N= 54



Résultats
Comparaison des kits d’amplification de la charge virale EBV

Nos résultats montrent :

 Une bonne concordance et une tres bonne corrélation entre les résultats
des kits de PCR Artus® /GeneProof®.

 La performance du kit R-Gene® est faible en cas du NPC type UCNT.



Résultats
Comparaison des kits d’amplification de la charge virale EBV

 Les 03 kits utilisés ciblent une region a copies uniques, dont la taille des
genes cibles est de 97pb, 120pb et 165pb respectivement pour les Kits
Artus®, GenePoof® et R-Gene

* Plus la taille du gene cible est petite, meilleure est la sensibilité de détection

* Dans le cas du NPC, I’ADN circulant de ’EBYV se trouve sous forme de
petits fragments < 82 pb



Résultats

Etudier corrélation entre la CV EBV et le stade
clinigue du NPC type UCNT et le suivi des patients

Comparer des kits d’amplification de la CV EBV

Evaluer apport de 1a CV EBYV, en cas de diagnostic
non concluant par les méthodes conventionnelles




Résultats

Apport de la CV EBV

Sensibilité Sensibilité
60%0 43,7%

Nouveaux cas suspects Suspicion de récidive

_
- Biopsies non concluantes

- < V4 = - V4 - - -
N= 38 patients | - Adénopathies inaugurales N= 30 recidives/29 patients
avec cavum libre

—




Limites de ’étude

Les contraintes rencontrees dans la réalisation de ce travail se resument :

» Aux difficultés rencontrées lors du suivi virologique des patients, liees
principalement aux malades perdus de vue.

»Le nombre restreint de patients recrutes dans le cadre de diagnostic
Initial non concluant de NPC et ceux consultants pour suspicion de
récidive (la récidive n’est pas fréquente), pouvant sous-estimer la
sensibilité des kits de PCR utilises dans ce contexte.



Conclusion



Conclusion

Ce travail a permis de:

= Déterminer un taux eleve de positivite de la CV EBV en cas du NPC type
UCNT en Algérie (86,21%o).

= Mettre en évidence une forte corrélation entre la CV pre-thérapeutique de
I’EBV et les facteurs pronostiques classiqgues du NPC; la taille primitive
de la tumeur, I’envahissement ganglionnaire et 1’¢tat métastasique.

= Démontrer qu’une CV négative en post-thérapeutigue constitue un
biomarqueur fiable de I'efficacité du traitement.



Conclusion

Ce travail a permis de :

= Démontrer que la taille du gene cible est un facteur essentiel et
determinant de la performance des Kits d’amplification de I’ADN viral.

= Prouver la contribution de la CV EBV a la validation du diagnostic dans les
cas cliniguement et/ou radiologiguement douteux.

= |nstaurer une forte collaboration clinico-biologique permettant une prise
en charge optimale des patients.



Recommandations



Recommandations

@abora@

* Pour le diagnostic virologique du NPC, choisir un kit d’amplification qui
cible une région de petite taille (<100 pb), et/ou qui cible un gene qui contient
des sequences répétees (BamHI-W) .




Recommandations @L/Onc@

« Utiliser la CV EBV comme facteur pronostique complementaire a la
stadification TNM en Algeérie

 Realiser systématiquement une CV EBV en pré-thérapeutique pour tous les
patients ayant un NPC.

 Utiliser la CV EBV comme outil non invasif pour le suivi des patients,
dans le but de confirmer la guérison et de detecter précocement un religuat
tumoral ou une eventuelle récidive



Perspectives



Perspectives de I’étude

» Evaluation de nouvelles techniques de biologie moléculaire, tel que, le NGS.
» Utilisation de nouveaux biomarqueurs de PEBV : ARN BARTS.

» Participation aux travaux d’harmonisation internationale, quant a I’utilisation de
I’EBYV comme biomarqueur dans le NPC.

» Evaluation du Cut-off proposé pour I’amélioration de détection des metastases a

distance sur un plus grand échantillon

» Elargir Putilisation de la CV EBV a d’autres tumeurs potentiellement associee a
PEBYV.
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