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Approximativement 500.000 femmes développent chaque année
le cancer du col de I'utérus dans le monde [56]. Statistiquement, le cancer
du col de I'utérus vient en deuxieme position des cancers féminins au
niveau mondial alors qu’il occupe la premicre place en Afrique.
L’incidence est €levée en Afrique sub-saharienne avec 57000 cas en I’an
2000 [57].

Le taux d’incidence était pour 100.000 habitants de:

e 297 en Guinée entre 1996 et 1999,

e 14,3 au Mali entre 1988 et 1997,

e 23,1 au Congo entre 1996 et 1999 et,

¢ 10,2 au Kenya entre 1998 et 2000 [57].
Au Bénin, le taux de prévalence du cancer du col a été évalué a 7,7%o et
celle des 1ésions pré- cancéreuses a 10,6%o0 en 1990[71].

Les facteurs de risque du cancer du col sont divers et variés. On

distingue entre autres:

» les grossesses multiples,

» les partenaires multiples,

» le tabagisme,

» D’usage prolongé des contraceptifs oraux,

» et le bas niveau socio-économique.
Mais il est maintenant clairement établi que I’infection par des Virus du
Papillome Humain (VPH) de types oncogenes est une cause nécessaire
mais non suffisante pour la genese du cancer du col utérin [7, 29, 44, 81].
Ainsi, les infections a VPH oncogenes multiplient par un facteur de 8 a 11
le risque de développer des 1ésions cervicales pré-néoplasiques et seules les
lésions de bas grades contenant des VPH oncogenes évoluent vers une
1ésion de haut grade [40, 26].
Enfin, 99,8% des cancers du col utérin contiennent des VPH oncogenes ce
qui fait du cancer du col la seule tumeur solide humaine quasi-totalement

viro-induite [81].



De ce fait, I’intérét pour la détection des VPH en pathologie cervicale a pris
de plus en plus d’importance au cours de ces dernieres années surtout que
le dépistage classique par la cytologie a des limites [17]. En effet, seuls les
frottis présentant une koilocytose, une dyskératose ou une multi nucléation
indiquent une infection a VPH sans toutefois préciser le type viral en cause;
alors que les techniques de biologie moléculaire telle que la « Polymerase
Chain Reaction » (PCR) permettent de détecter la présence virale a un
stade ou les cellules de la muqueuse cervicale n’expriment pas encore les
atypies caractéristiques d’une infection a VPH et de préciser le type en
cause.
C’est dans cette optique que se situe la présente these dont 1’objectif
principal est de comparer les résultats de la cytologie et de la technique de
la PCR.
Les objectifs spécifiques sont de:
- détecter la présence du VPH dans les prélevements
endocervicaux par la PCR
- rechercher les VPH oncogenes de type 6/11,16, 18, et 33 par la
PCR
- déterminer la proportion de femmes porteuses du VPH ayant
un frottis exempt d’atypies caractéristiques de I’infection virale
- déterminer la fréquence des VPH oncogenes dans les
prélevements endocervicaux
- déterminer I’existence d’une corrélation entre 1’age, la parité,

I’utilisation de contraceptifs et la présence des VPH oncogenes.
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LES PAPILLOMAVIRUS ET LES VIRUS DU PAPILLOME HUMAIN

1-Historique

L’¢étiologie infectieuse des verrues et des condylomes fut longtemps

suspectée et probablement prouvée au cours du 19° siecle. La premiere
transmission des verrues chez les €tres humains fut accidentelle et rapportée
en 1845 par Chandler qui, en enlevant un large condylome avec son
instrument, blessa son assistant au-dessous du pouce. A la place de la blessure
apparut quelque temps apres une verrue qui méme régulierement enlevée
réapparaissait bien que 1’ongle du pouce blessé fut enlevé [77].
Ulmann nota aussi une similaire transmission accidentelle de papillomes
laryngés et réalisa des expériences d’auto inoculation sur I’avant-bras avec un
filtrat de broyat de papillomes laryngés. Apres une période de latence de neuf
mois, des verrues apparurent.

L’origine virale des verrues et des condylomes n’a é€té¢ démontrée pour les
lésions verruqueuses humaines qu’en 1907 par Ciuffo qui s’auto inocula le
dos de la main par un filtrat de broyat stérile de verrues vulgaires [21].

Le premier papillomavirus (PV) décrit est celui du lapin de Garenne en
1933 par Shope. Les particules virales n’ont ét€¢ mises en évidence en
microscopie électronique qu’en 1950 par Strauss [73].

L’impossibilité de le cultiver in vitro a longtemps limité la connaissance
du virus. Son identification génomique a €été rendue possible grace a la
biologie moléculaire seulement depuis les années 1970, avec un essor
particulier apres la découverte en 1985 de la polymerase chain reaction

(PCR) (amplification génique).



2-Classification et nomenclature des papillomavirus

2-1-Classification

Les papillomavirus constituent de larges groupes diversifiés de virus; ils
sont largement répandus dans le regne animal et plusieurs types ont été
retrouvés chez les mammiferes et les oiseaux.

Les papillomavirus ont été rassemblés dans la famille des Papovaviridae
par Melnick en 1962 [49]. Cependant, la différence de taille du virion et la
longueur de leur ADN ainsi que I’absence de similitude dans la comparaison
des génomes font que récemment, le Comité International sur la Taxonomie
des Virus a divisé les Papovaviridae en deux familles distinctes: les
Polyomaviridae et les Papillomaviridae [80].

Nous ne nous intéresserons qu’aux Papillomaviridae.

La classification des papillomavirus est essentiellement fondée sur la
spécificité d’hote et ’homologie génomique (Figure ). Ainsi, on distingue
entre autres les PV du lapin de Garenne (CRPV «cottontail rabbit
papillomavirus»), du bovin (BPV «bovine papillomavirus»), des ovins
(OVPV  «ovine papillomavirus») et de 1’homme (HPV «human
papillomavirus»).

Les PV sont classés en genre, espece, type, sous-type, et variété. Seize
(16) genres de PV ont été répertoriés dont cinq (5) genres de HPV. Les genres
de papillomavirus sont désignés par les lettres grecques a, B, v,......... m. Les
especes sont désignées par des chiffres.

Les Virus du Papillome Humain (VPH) sont responsables d’affections
cutanéomuqueuses fréquentes et en général bénignes (verrues, papillomes).
Certains types sont responsables d’affections malignes: les VPH 16,18 et 33

sont associés aux néoplasies intra- €pithéliales du col de ’utérus [15].
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Figure 1: Classification des papillomavirus [80]
Les nombres a la fin de chaque branche identifient un type de VPH. Les
nombres précédés de la lettre «c» identifient les types de VPH candidats.
Toutes les autres abréviations font référence aux types de papillomavirus
animaux. Les symboles semi-circulaires extérieurs indiquent les genres; les
nombres au niveau des symboles semi-circulaires intérieurs indiquent les

especes.



2-2-Nomenclature

2-2-1 Les types de Papillomavirus

La distinction des types de PV se fait par la biologie moléculaire. Le
cadre ouvert de lecture L1, région la plus conservée du génome est utilisé
pour identifier les types de PV. Ainsi un nouveau type est reconnu lorsque
son génome est completement séquencé et qu’il existe par rapport aux
autres types connus une différence de 10% dans la séquence des
nucléotides du gene L1 [80]. Les types de VPH sont identifiés par des
chiffres et des nombres.

Les types de VPH dont le génome a été séquencé par la polymerase
chain reaction plutdt que par les traditionnelles techniques de clonage sont
identifi€s par I’abréviation «cand» (candidat) devant leur nombre: exemple
candHPV-86 [80].

Il existe plus de 200 types de VPH parmi lesquels plus de 100 ont leur

génome déja séquencé [5].

2-2-2 Les sous-types et les variants de Papillomavirus

Une différence entre 2 et 10% dans la séquence du gene L1 définit un

sous-type. Une différence de moins de 2% définit un variant [80].

3-Structure du virion et organisation génomique

3-1-Structure
Les VPH sont des virus de petite taille (de 52 a 55 nm de diametre)
non enveloppés, constitués d’une nucléocapside a symétrie cubique de 72
capsomeres; leur culture est impossible. Leur génome est constitué d’une

molécule circulaire d’acide désoxyribonucléique (ADN) double brin de

7000 a 8000 paires de bases environ [21, 80].



Figure 2: Structure électronique du Virus du Papillome Humain

Source: www.123bio.net
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3-2-Organisation génomique

Toute I’information génétique des PV se trouve localisée sur un seul
brin (figure 3). Le génome des PV est tres statique et les mutations ou
recombinaisons sont rares.

Le brin d’ADN contient environ 10 cadres ouverts de lecture (ORF:
open reading frame) qui sont classé€s en précoce «early» et tardif «late» en
fonction de leur localisation au niveau du génome et de leur rapidité
d’expression.

Le cadre précoce de lecture représente 45% du génome et peut contenir
jusqu’a huit cadres ouverts de lecture (E1 a E8) codant pour des protéines
intervenant dans:

e laréplication virale (E1, E2),

¢ le maintien du génome sous forme d’épisome (E2),

® [’encapsidation du génome (E4).
Les cadres ES5, E6 et E7 codent pour les protéines intervenant dans le
processus de transformation et d’immortalisation cellulaire. Le cadre E3 ne
se trouve que dans le génome du papillomavirus bovin.

Le cadre tardif de lecture représente environ 40% du génome et est
composé de deux ORF (L1 et L2) codant pour les protéines de structure de
la capside.

Les 15% restants du génome correspondent a des régions non codantes
(LCR: long control region) impliquées dans la régulation de la réplication

virale et de I’expression des genes [21, 80].
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4-Transmission des papillomavirus

La transmission des papillomavirus est surtout directe, favorisée par de
minimes excoriations, mais une transmission indirecte par I’intermédiaire
d’objets et de surface contaminés est vraisemblable (les douches favorisent
la propagation des verrues plantaires). Les PV peuvent se transmettent par
auto inoculation; la transmission des verrues vulgaires est favorisée par le
grattage. La transmission peut également se faire dans les lieux publics, les
piscines par exemple; mais dans ces cas I’infection est surtout cutanée.

Les VPH sont principalement transmis par contact sexuel [39, 62].

Au niveau du col utérin, c’est la jonction squamocylindrique qui est la plus
sujette aux microlésions, en particulier a I’occasion des relations sexuelles;
la période d’incubation varie d’une semaine a plusieurs mois [21].

La transmission verticale de la mere a 1’enfant se fait principalement lors
du passage a travers la filiere génitale par contact direct [12, 75, 76].

Une transmission horizontale entre individus autre que sexuelle est

démontrée bien que moins fréquente [69, 42].

5-Epidémiologie de I’infection au VPH

L’infection génitale a VPH est une infection fréquente puisqu’on
admet que pres de 80% des femmes auront ét€ en contact avec le virus
durant leur vie [21]. Son pic de fréquence se situe entre 20 et 25 ans, un
deuxieme pic, plus petit, est signalé vers 45-50 ans expliquant la petite
recrudescence de dysplasie vers 55-60 ans [8, 9, 33].

Le taux cumulé d’incidence de portage du VPH mis en évidence chez
les jeunes plusieurs années apres leurs premiers rapports sexuels est de plus
de 50% [83].

Seuls, 5 a 10% des porteuses des VPH a risques développeront des
anomalies cytologiques et moins de 1% de ces formes persistantes

évolueront vers un cancer. Plusieurs publications ont montré 1’importance
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de la charge virale et de la clairance du virus dans le déterminisme de cette
évolution [55, 74, 86, 87].

En somme, le fort taux de portage du VPH chez les jeunes femmes
représente plus un marqueur d’activité sexuelle qu'une véritable pathologie
cervico- vaginale.

L’évolution naturelle de I’infection virale est la guérison spontanée
mais la persistance de I’infection et la virulence du type de VPH liées a
d’autres cofacteurs (activité sexuelle précoce, nombre de partenaires
sexuels, immunodépression locale ou générale, tabac, contraception orale,
association a d’autres maladies sexuellement transmissibles et le bas niveau
socio-économique) sont a 1’origine de 1’oncogenese.

Les infections a VPH de [D'appareil génital ont des caracteres
épidémiologiques analogues a ceux des maladies sexuellement
transmissibles et elles leur sont fréquemment associ€es en particulier
Chlamydia trachomatis, Herpes virus et le virus de I’'immunodéficience

humaine [21, 27, 31, 45, 66].

6-1.a Multiplication virale

Suite a une microlésion, le virus pénetre dans les cellules germinales
de la couche basale épithéliale (figure 4). La pénétration se fait par liaison
avec un récepteur situé sur la cellule cible, dont la nature n’est pas bien
connue; il pourrait s’agir de I'intégrine a4 ou des glycosaminoglycanes
[23,38]. De plus I’existence d’une virémie n’est pas démontrée [29].

Le cycle multiplicatif est étroitement lié a la différenciation des
kératinocytes [23]. Ainsi la multiplication virale avec synthese complete du
virion, ne s’observe que dans les couches les plus superficielles de
I’épithélium lorsque les kératinocytes sont bien différenciés.

Dans les couches basales et intermédiaires, seules les régions précoces

de lecture du génome s’expriment. Au cours des stades précoces de
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I’infection, le génome viral se multiplie dans les couches basales de
I’épithélium sous forme d’épisomes a raison de 50 a 100 copies par cellule.

Dans les kératinocytes différencié€s le virus se réplique en un grand
nombre de copies; les genes tardifs sont exprimés, les protéines de la
capside synthétisées et les particules virales produites [21].

Les VPH sont des virus non lytiques et les particules virales se
répandent sous forme de cargo a l'intérieur de la muqueuse épithéliale
infectant de ce fait les cellules saines.

L’effet cytopathique est caractéris€é par la koilocytose [21]. Les
koilocytes sont des cellules des couches intermédiaires ou plus externes de
I’épithélium; ils sont caractéris€s par un noyau hyper chromatique et
I’existence d’une vacuole intra cytoplasmique périnucléaire refoulant le
cytoplasme en périphérie.

Lors de la transformation cellulaire, on note une perturbation de la
croissance et de la différenciation cellulaire. En effet les cellules basales
proliferent et la différenciation cellulaire s’estompt au fur et a mesure de
I’évolution vers les couches externes. Dans ce cas, il n’y a plus de
réplication virale, plus de synthese de protéines de la capside mais

intégration de I’ADN viral avec apparition d’une aneuploidie [78].
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Figure 4: Cycle infectieux du Virus du Papillome Humain [46]



7-Aspects cliniques de ’infection 2a VPH

Les papillomavirus ont un tropisme tissulaire particulier pour la peau et
les muqueuses malpighiennes. Chez I’homme, les papillomavirus sont
responsables d’affections cutanéomuqueuses fréquentes et en général
bénignes. Au niveau génital, les condylomes représentent une authentique
maladie sexuellement transmissible. Mais les VPH sont aussi associés aux
néoplasies intraépithéliales du col de I'utérus et il est bien €tabli maintenant
qu’il existe une relation entre I’infection par certains types de VPH et le
cancer du col de I'utérus [21,80]. Le tableau suivant résume les lésions
provoquées par les cinq genres de VPH ainsi que leurs localisations. La

liste des especes et des types n’est pas exhaustive.
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CLASSIFICATION DES PAPILLOMAVIRUS SELON LES LESIONS ASSOCIEES [21, 80]

Genre Especes Types d’HPV Localisation Lésions associées
Alpha 1 32,42,43,44  Muqueuse anogénitale, Condylome acuminé, papillome laryngé, CIN
papillomavirus laryngée
2 3,10, 28,29 Face, mains, membres Verrues planes, épidermodysplasie bénigne
7 18 ,45 ,56 ,66 Muqueuse anogénitale Condylomes acuminés, CIN, ValN, VulN, PIN, carcinome du col
Papulomatose bowenoide
9 16, 31, 33, 35
10 6,11,13 44 Muqueuse anogénitale, Maladie de Heck, condylome acuminé, CIN, papillome laryngé
laryngée
Béta 1 5,8,12, 14 Cutanée: mains, Epidermodysplasie verruciforme
papillomavirus membres, tronc
2 9, 37, 38, 80 Cutanée Kératoacanthome
Gamma 1 4 .26 ,29 ,65 Mains, membres Verrues vulgaires
papillomavirus
2 48 Cutanée Verrues multiples, carcinomes cutanés
4 57,60 Cutanée Kyste épidermoide plantaire ou palmaire
Mu 1 1
papillomavirus
2 63 Cutanée Myrmécies,
Verrues multiples, kyste épidermoide plantaire ou
palmaire
Nu 1 41 Cutanée
papillomavirus

CIN: néoplasie intracervicale; ValIN: néoplasie intravaginale; VulN: néoplasie intravulvaire; PIN: néoplasie intrapénienne



8-VPH et cancer du col de ’utérus

8-1-Les VPH oncogenes

La relation entre VPH et cancer du col utérin est maintenant bien
établie [7].
Parmi la centaine de types de VPH identifiée, quarante (40) peuvent
infecter le tractus génital [79]. Ces virus sont généralement classés en bas
et haut risque.
Les VPH a bas risque sont principalement retrouvés dans les verrues
génitales, alors que les types a haut risque sont fréquemment associés au
cancer invasif du col de ’utérus.
Les VPH de type 6 et 11 sont les deux plus fréquents virus a bas risque
retrouvés dans les cancers pré invasifs [24]. Les types 40, 42, 43 et 44 ont
été également identifiés comme a bas risque.
Les VPH a haut risque ont été identifiés dans 90 a 99% des cancers invasifs
du col utérin [54, 81]. Les plus fréquents sont les types 16, 18, 31, 33, 35,
39 et 45.

8-2-Mécanisme d’action oncogene

Le pouvoir oncogene des VPH est 1ié a I’expression des protéines E6
et E7 [70]. Leur synthese est codée respectivement par les cadres ouverts
de lecture E6 et E7. Elles interviennent dans la réplication virale mais leur
action principale correspond a la transformation et a I’'immortalisation de la

cellule hote.

8-2-1 La protéine E6

Protéine de 150 acides aminés, elle intervient dans 1’oncogenese en
induisant une dégradation de la protéine anti-oncogene p53; celle-ci est
codée par un gene suppresseur de tumeurs localisé sur le bras court du

chromosome 17.
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La p53 empéche la transformation tumorale des cellules en contrdlant le
déroulement de la mitose. Essentielle au maintien de I’intégrité du génome
elle induit un arrét du cycle cellulaire en phase G1 permettant la réparation
des mutations de I’ADN, voire I’apoptose des cellules altérées [22].

La protéine E6 se lie a la p53 et stimule sa dégradation par le systeme
ubiquitine- protéasome [84].

La protéine E6 des VPH a haut risque a une plus grande affinité pour la p53

que celle des virus a bas risque [16,43].

8-2-2 La protéine E7

Elle inactive la protéine anti-oncogene Rb codée par le gene onco-
suppresseur Rb (rétinoblastome). La pRb (protéine Rb) est localisée dans le
noyau et a la propriété de se fixer a I’ADN. La pRb a une action inhibitrice
sur la progression du cycle cellulaire [22].

En effet dans sa forme active hypophosphorylée la pRb est étroitement liée
au facteur de transcription E2F et est ainsi capable de bloquer le cycle
cellulaire a la phase G1 si les conditions sont défavorables a la poursuite de
la mitose.

La protéine E7 se lie a la pRb dissociant ainsi le complexe E2F-pRb; il s’en
suit une activation des genes nécessaires a la transition de la phase G1 a la
phase S et la dérégulation du cycle cellulaire [82].

La E7 des VPH a haut risque a une plus grande affinité pour la pRb que

celle des virus a bas risques [16, 43].
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9-Méthodes diagnostiques des infections a papillomavirus

9-1-Microscopie électronique

Le virus ne se multipliant pas sur culture cellulaire in vitro, il n’est
pas possible de I’isoler a partir des prélevements. Il est cependant possible
de visualiser les virions dans les tissus grace a la microscopie €lectronique.
Mais elle ne peut reconnaitre les différents types viraux et nécessite la

présence d’une importante réplication virale [35, 63].

9-2-Marquage des antigenes de structure

Cette méthode consiste a rechercher les antigenes de structure par
des anticorps spécifiques du genre papillomavirus. Elle se réalise sur
coupes ultrafines a partir de biopsie. La révélation, par des méthodes
immunohistochimiques, montre des inclusions dans le cytoplasme et le
noyau des koilocytes situés dans les couches les plus superficielles. Elle
nécessite la présence d’une quantité importante d’antigene viral donc d’une

réplication [35, 63].

9-3-Méthodes cyto-histologiques

Le diagnostic est fait habituellement cliniquement ou par
colposcopie suite a un badigeonnage du col utérin par du lugol ou de
I’acide acétique. Il sera confirmé par 1’étude cytohistologique de frottis ou
de biopsie des lésions mises en évidence.

L’aspect le plus caractéristique est le koilocyte; il s’y associe des
signes histologiques indirects, non constants, mais pouvant parfois, a eux
seuls, évoquer I'infection virale: la dyskératose ou la parakératose, témoins
de la prolifération des couches intermédiaires ou superficielles,
I’hyperplasie des cellules basales ou 1’aspect bi ou plurinucléé. Ces 1ésions
viro-induites peuvent s’associer a des 1ésions de «dysplasie» avec atypies

nucléaires témoignant d’une néoplasie intraépithéliale [35, 63].
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9-4- Méthodes moléculaires

9-4-1-La Polymerase Chain Reaction

La PCR est une amplification d’une séquence d’ADN spécifique
délimitée par deux amorces grice a une polymérase bactérienne. Elle est
spécifique et sensible; le seuil de détection varie de 0,1 a 0,001 pg d”’ADN.
La révélation du produit amplifié se fait par migration électrophorétique sur

gel et visualisation de la bande de poids moléculaire attendu.

9-4-2-Techniques d’hybridation moléculaire

Elles permettent de mettre en évidence I’ADN viral en 1’absence de

multiplication virale ou lors de I’intégration virale aux moyens de sonde
nucléique spécifique.
Les étapes de 1’hybridation moléculaire comprennent une dénaturation de
I’ADN double brin, puis une réassociation en présence de la sonde. S’il
existe une complémentarité entre la sonde et I’ADN, il y aura hybridation.
Celle-ci sera révélée par autoradiographie ou immunoenzymmologie

Il existe différentes méthodes d’hybridation permettant le diagnostic

d’une infection a HPV et I’identification du type viral impliqué [35, 63].

> Southern-Blot

C’est la technique la plus fiable et la plus spécifique. Elle consiste a
révéler I’ADN viral digéré par des enzymes de restriction, transféré sur une
membrane et révélé par une sonde spécifique. La digestion permet de
fragmenter I’ADN viral. Les différents fragments du génome sont séparés
par migration électrophorétique sur gel d’agarose, puis transférés sur un
filtre de nitrocellulose ou de nylon. A partir de ce filtre sera réalisée
I’hybridation avec une sonde nucléique spécifique.

La technique est longue et nécessite une quantité¢ suffisante de matériel
biologique (minimum 10 pg d’ADN). Le seuil de sensibilité est d’environ

0,1 copie virale par cellule.
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> Le Dot blot

Il s’agit d’une technique plus simple puisqu’elle ne comprend pas de
digestion de I’ADN, ni de migration électrophorétique. L’ ADN est extrait
puis directement déposé sur une membrane de nylon ou de nitrocellulose
ou il sera hybridé€ avec les sondes spécifiques. Le Dot blot est rapide mais a
une sensibilit¢é moindre par rapport au Southern—Blot. Le seuil de

sensibilité est d’environ 1 copie virale par cellule.

> Les techniques d’hybridation in situ

Elles ne nécessitent pas d’extraction préalable d’ADN. Il s’agit d’une
technique in vivo qui permet de localiser au microscope une hybridation
cellulaire sur des cellules précises. L hybridation est effectuée directement
sur des suspensions cellulaires ou sur des coupes histologiques, et permet
de localiser, au sein du tissu, le site de l’infection virale. Elle est de

réalisation aisée mais manque de sensibilité.

10-Principes thérapeutiques

Les objectifs visés en traitant les maladies sexuellement
transmissibles sont les suivants: 1’éradication de I’'infection, 1’élimination
des symptOmes, la prévention a long terme des séquelles et I’interruption
de la transmission.

Le traitement des verrues génitales est symptomatique, avec le but principal
d’éliminer ou de réduire la taille des lésions cliniquement apparentes.
L’objectif visé dans le traitement des lésions de la muqueuse cervicale est

de prévenir la progression vers un stade plus sévere [46].

10-1-Traitements locaux

Il existe des préparations topiques cytolytiques qui ont une action
antiproliférative ou chimicodestructive. Les réactions secondaires locales

peuvent €tre séveres et les taux de récidive sont €élevés.
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10-1-1-Podophyllotoxine (Condyline®)

Il s’agit d’un antimitotique cytolytique d’origine végétale (extrait de
la résine de podophylline, elle-méme extraite de racines de Podophyllum),
provoquant une nécrose des tissus trait€s, utilis€ pour détruire les

condylomes acuminés externes. Il est contre-indiqué pendant la grossesse.

10-1-2-5-fluoro-uracile

Cet antimétabolique permet un traitement local assez simple des
1ésions génitales externes. Il est utilisé a la concentration de 5% et est

contre-indiqué pendant la grossesse.

10-1-3-Acide trichloracétique

Il a une action kératolytique et est utilis€ a des concentrations de 50 a
85%. 1l est aussi efficace que la podophyllotoxine mais peut causer des
ulcérations, des cicatrices sur la peau, et des infections secondaires s’il
n’est pas appliqué de maniere appropriée. Cependant sa non toxicité

systémique autorise son utilisation pendant la grossesse

10-1-4-Imiquimod (Aldara®)

Disponible sous forme de créme a la concentration de 5%, il modifie
la réponse immunitaire. Sans activité antivirale directe, il agit sur les
papillomavirus en stimulant I’'immunité cellulaire locale par induction de
I’interféron alpha et d’autres cytokines. Il est efficace sur les verrues

génitales.

10-2-Traitement systémique

Il consiste a utiliser I'interféron par voie générale et reste limité aux
formes diffuses et récidivantes, en particulier chez les immunodéprimés.
Les rétinoides exercent une activité modulatrice sur les épithéliums
pathologiques, favorisant leur différenciation et réduisant leur prolifération.
Ils inhibent préférentiellement la prolifération des kératinocytes humains
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infectés par HPV 16 en diminuant la transcription des genes E2, ES, E6 et
E7.

10-3-Traitements médicochirurgicaux

Ils comprennent:
La cryothérapie a 1’azote liquide
L’¢€lectrocoagulation
L’exerese-curetage des verrues

La vaporisation au laser CO,.
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Figure 5 :_Carte Géographique du Bénin
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1-Cadre d’étude

1-1-La République du Bénin et Cotonou

Situé en Afrique de I’ouest, le Bénin comptait en 2003, 6.918.300
habitants dont 52% de femmes. Les indices de santé reproductive
indiquaient cette méme année 50% de femmes en age de procréer et un
taux d’utilisation par celles-ci des méthodes modernes de contraception de

7%. 1”age moyen au premier mariage €tait de 18ans et le taux de fécondité

5,6% [88].

1-2-Cadre d’étude proprement dit

L’étude a eu pour cadre le Laboratoire de Biochimie et de Biologie
Moléculaire (LBBM) de la Faculté des Sciences et Techniques (FAST) de
I’Université d’Abomey-Calavi. Le laboratoire placé sous la direction du
Professeur Ambaliou Sanni se trouve dans 1’enceinte de I’Institut des
Sciences Biomédicales Appliquées (ISBA) sis a Cotonou. Le laboratoire
sert de cadre aux activités de formation théorique et pratique des étudiants;
a I'issue des activités de recherche, des publications, des communications
et des theses sont réalisées.

Le Laboratoire d’ Anatomie et de Cytologie Pathologique de la Faculté des
Sciences de la Santé (FSS) de Cotonou a également été impliqué dans
I’étude. Placé sous la responsabilité du Professeur Akélé-Akpo Marie-
Thérese, c’est le seul laboratoire du genre au Bénin; il assure le diagnostic
histopathologique des lésions (étude des prélevements biopsiques et des
picces opératoires) et le diagnostic cytopathologique (examen des

prélevements cellulaires exécutés par frottis ou par ponction).
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2-Matériel

2-1-Matériel humain

Il est constitué par toutes les femmes venues a la demande d’un
médecin traitant au Laboratoire d’ Anatomie et de Cytologie Pathologique

pour un frottis cervical.

2-2Matériel utilisé au Laboratoire d’ Anatomie Pathologique

e Spéculum

e Abaisse-langue

e (Cytobrush

e [ames porte-objets

e Lamelles couvre-objets

e Alcool a 70° ou laque a cheveux

e Réactifs pour la coloration de Papanicolaou
e Milieu de montage (Eukitt)

® microscope optique binoculaire (Olympus)

2-3-Matériel utilisé au Laboratoire de Biochimie et de

Biologie Moléculaire

2-3-1- Réactifs
e PBS( 10mM NaH,POy, 0.15 M Na,HPO,, 0.15 M NaCl, pH 7,2)
¢ Protéinase K
e Triton X- 100
e TE (10mM Tris HCl,1mM EDTA Na,, pH 8,0)
e Phénol/Chloroforme/Alcool isoamylique (25: 24: 1)
e NaCl3MpH©6
¢ Ethanol absolu

e Amorces consensus et spécifiques
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Tampon PCR

MgCl,

dNTP

TBE 1X obtenu a partir du TBE 10X (0,89M Tris base, 0,89M Acide
borique, 2mM EDTA Naj, pH 8,3)

Agarose

Tampon de charge (bleu de bromophénol 0,025%, xylene cyanol 0,025%,
glycérol 60%)

Marqueur de poids moléculaire (ladder)

Bromure d’éthidium

2-3-2- Consommables

Tubes Eppendorff

COnes
Micropipettes
Tubes Eppendorff pour la PCR

Gants

2-3-3- Appareils

Centrifugeuse

Spectrophotometre (Jenway Genova)
Thermocycleur (T3 Biometra)

Cuves d’électrophorese

Générateur (Apelex PS 3002)

Etuve

Transilluminateur (Vilber Lourmat)

Appareil photo numérique (Coolpix 5000)

28



3- Méthodes d’étude
3-1-Type d’étude

Il s’agit d’une étude transversale et descriptive portant sur 256

échantillons de frottis cervicaux.

3-2-Recueil des échantillons

Il a consisté a prélever des cellules cervicales par frottis cervicaux
chez toutes les femmes venues au Laboratoire d’ Anatomie et de Cytologie
Pathologique de Mai a Aott 2004. Les prélevements obtenus ont été

congelés a —20°C.

3-3-Réalisation des frottis cervicaux vaginaux

Les cellules de 1’exocol ont été prélevées avec un abaisse-langue; le
prélevement uniformément étalé sur une lame porte-objet a été
immédiatement fixé avec de 1’alcool a 70°.

Le cytobrush a été utilis€é pour prélever les cellules de 1’endocol en
particulier les cellules de la zone de jonction. Ce prélevement a été
¢galement étalé sur une lame porte-objet et immédiatement fixé avec
I’alcool a 70°..

Apres €étalement, le cytobrush a été rincé dans Iml de PBS contenu dans un
tube Eppendorff de 1,5 ml pour la PCR.

Les lames ont été colorées suivant la technique de Papanicolaou et
observées au microscope optique.

Le contenu du tube Eppendorff a été centrifugé a 4°C pendant cinq minutes
a 5000 tours par minutes. Le surnageant a été jeté et le culot obtenu

conservé a — 20°C.
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3-4-Méthodes relatives a I’étude de I’ADN viral
3-4-1- Extraction de ’ADN viral

Les cellules de la jonction cervicale contenues dans le tube
Eppendorff ont ét€ soumises a une lyse par addition de 25ul de protéinase
K a 20mg/ml de TE, de 100ul de triton X-100 a 6% et de 5S0ul de TE toute
une nuit a 37°C.

La protéinase K a été ensuite inactivée par chauffage a 97°C pendant dix
minutes.

La suspension a été reprise par un volume de phénol/chloroforme/alcool
1isoamylique (25:24:1).Apres 30 secondes d’agitation le mélange a été
centrifugé pendant 5 min a 12000 rpm a température ambiante. La phase
aqueuse a ét€ récupérée et retraitée par le  mélange
phénol/chloroforme/isoamylalcool comme décrit ci-dessus. Un volume de
chloroforme a été additionné a la phase aqueuse afin d’éliminer le phénol;
apres centrifugation pendant 5 min a 12000 rpm a température ambiante, la
phase aqueuse finale contenant I’ADN a été récupérée. L’ADN a été
additionné de 2,5 volumes d’éthanol absolu ,1/10 de volume de NaCl et a
été précipité toute la nuit. Apres centrifugation du mélange pendant 20 min
a 12000 rpm et a 4°C, le surnageant a ét€ renversé et le précipité contenant

I’ ADN viral a été séché et repris dans 100ul de TE.

3-4-2- Estimation des quantités d’ADN

Elle s’est effectuée par spectrophotométrie dans 1’ultraviolet a 260
nm. L’absorption a 280 nm a permis d’estimer la contamination éventuelle
de I’extrait par des protéines. Le ratio (DO n/ DO2go nm) @ €té déterminé.
Un échantillon est considéré comme purifié lorsque le ratio est compris

entre 1,5 et 1,8.
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3-4-3-Amplification des fragments d’ADN par la «Polymerase

Chain Reaction»

» Principe

La réaction de polymérisation en chaine (PCR) est une technique
décrite en 1985 par Kary Banks Mullis. Elle permet d’amplifier des
séquences d’ADN de maniere spécifique et d’augmenter de maniere
considérable la quantité d’ADN dont on dispose initialement.

Cette technique impose de connaitre la séquence des régions qui délimitent
le segment de I’ADN a amplifier. Ces séquences serviront a synthétiser des
oligonucléotides qui auront deux fonctions:

repérer la partie de I’ADN a amplifier

servir d’amorce a I’ADN polymérase.

> Réalisation pratique

La technique comporte des cycles successifs. Chaque cycle comprend une
succession de trois phases:
- une phase de dénaturation par la chaleur a 92-95°C pour
séparer les deux brins d’ADN
- une phase d’hybridation avec les deux amorces
spécifiques.
Leur fixation est rendue possible grace a un abaissement de la température
a 50-55°C. Un des deux oligonucléotides se fixe sur un brin de I’ADN, le
second sur 1’autre brin.
- une phase d’extension ou d’élongation des amorces par
I”’ADN polymérase a 70-72°C.
Cette technique a pris un essor considérable depuis qu’il est possible
d’utiliser une ADN polymérase non activée par la chaleur. Il s’agit de la
Taq polymérase isolée d’une bactérie thermophile Thermus aquaticus
adaptée a la vie dans les sources chaudes. Elle permet une automatisation
de la technique dans les thermocycleurs. Le nombre de cycles est
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généralement compris entre 30 et 40, et a la fin de chaque cycle le nombre

de brins d’ADN a été multiplié par deux.
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A 5 Séquence cible 3

gl o :-.- e -

E ";: s Dénaturation (95°C) 4 CCYCLE 1>
=

E - - 5 5 Hybridation

(50 - 60°C)
Taq - o, :
Polymérase Elongation (72 °C)

Matrice = 1 molécule au départ

] [ -]

[ <3
Amplifiat trop long Amplifiat cible
= 4 molécules = 11 molécules

LA P.C.R.: UNE AMPLIFICATION
SPECIFIQUE D'ADN

d'apres Sambiook, Fritsch S Maniatis (1989); modifié par E. Douzery.

Figure 6 : Schéma de la PCR
Source: www.isem.univ-montp2.fr
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3-5-Détection et génotypage des VPH par PCR

Les amorces consensus ont servies a détecter la présence virale.
Les types de VPH 6/11, 16, 18, 33 ont été recherchés par PCR avec des
amorces spécifiques. Au préalable la qualité des échantillons d’ADN a été
vérifiée par PCR; I’amplification du geéne B-actine indique que I’ADN est

de bonne qualité.

Séquences des amorces B-actine

Séquences nucléotidiques Taille (pb)

5’-TGACGGGGTCACCCACACTGTGCCCATCTA 600
3’-CTAGAAGCATTTGCGGTGGACGATGGAGGG

3-5-1 Détection des VPH par les amorces consensus

La PCR s’est effectuée dans un milieu réactionnel de 50ul
contenant 100 mM de KCl, 20mM de Tris -HCI pHS, 2 mM de MgCl,, 2.5
mM de dNTP, 2.5 Unités de Tag polymerase, 25 pmoles de chaque amorce
et 250ng d’ADN de chaque échantillon. L’ADN a été amplifié dans un
thermocycleur pendant 40 cycles. Chaque cycle comporte une phase de
dénaturation (2 min a 95°C), une phase d'hybridation (2 min a 55°C), une

phase d'élongation (1min 30s a 72°C) et une extension finale (5 min a 72°).

Séquences des amorces consensus

5’- TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC-3’
5’- GAAAAATAAACTGTAAATCATA-3’
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3-5-2 Détection des VPH par les amorces spécifiques

La réaction s’est effectuée avec des amorces spécifiques de chaque
type de VPH dans le méme milieu réactionnel que ci-dessus. Au bout de 35
cycles ’ADN a été amplifié. Chaque cycle comporte une phase de
dénaturation (2 min a 95°C), une phase d'hybridation (2 min a 55°C), une
phase d'élongation (Imin 30s a 72°C) et une extension finale (5 min a

72°C).

Séquences des amorces spécifiques

Types de HPV  Séquences nucléotidiques des amorces Taille (pb)

HPV 6/11 5’-TTGCACTATAGGCGTTAGCTG-3’ 306/303
5’-ATGTTATGGCAGCACAGTTA-3’

HPV16 5’- GTGGACCGGTCGATGTATGT-3’ 93
5’- CATGCAATGTAGGTGTATCT-3’

HPV 18 5’- CGCCATTTGTAGTTACCTGA-3’ 185
5’- GCAGCACAGAAAACAGTCCA-3

HPV 33 5’- ACTAATTTCCTGCAACGTAA-3’ 119
5’- AGTCAAAATGGCGACACAAA-3’
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3-6-Séparation des fragments d’ADN par électrophorese sur

gel d’agarose

L’appareil a électrophorese est formé d’une plaque en plexiglas
placée horizontalement sur un support plat. Un peigne pour former les puits
est aligné parallelement au sommet de la plaque. L’ensemble est relié par
des électrodes a un générateur de courant.

De I’agarose a été préparé a une concentration de 1,5% en tampon TBE 1X.
La solution d’agarose fondue a la chaleur, refroidie, a été additionnée de
3ul de Bet, un agent s’intercalant entre les brins d’ADN.

La solution a été ensuite versée sur la plaque. Apres durcissement du gel, le
peigne a été€ enlevé et le gel durci recouvert de tampon TBE 1X.

15ul de chaque échantillon d’ADN mélangé a quelques microlitres de
tampon de charge est dépos€ dans chaque puits. En parallele avec les
échantillons, un marqueur de poids moléculaire est déposé dans un puits.
La migration dure 30 a 45 minutes et se réalise sous une tension électrique
de 150V. En gel d’agarose, la migration des fragments d’ADN dépend de
la taille du fragment plus que de la charge de celui-ci. Plus le fragment a
une taille élevée, moins la migration par rapport au puits d’inclusion sera
importante. A I’opposé les fragments de petite taille auront une distance de

migration la plus élevée.

3-7- Révélation des fragments d’ADN

Apres migration, les fragments séparés ont été observés aux
rayons ultraviolets grace a un transilluminateur. La présence du Bet dans le
gel d’agarose permet la révélation des fragments a I'ultraviolet. Une photo

de chaque gel a été prise.

3-8-Collecte et analyse des données
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La collecte des données relatives a I’étude s’est faite sur la
base des bulletins d’analyse des femmes, des résultats de la cytologie et

de la
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biologie moléculaire. La saisie des données a été faite sur Microsoft
World 2000 et 1'analyse sur le logiciel SPSS version 11.6.Le test khi

deux a été utilisé pour analyser les résultats.
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ReESULIEIS
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1-Caractéristiques des femmes

1-1-L’age
Le tableau 1 représente la répartition des femmes par tranches d’age. Leur
age varie de 20 a 87 ans avec une moyenne de 43 ans et un €cart-type de
11,2 ans. La tranche d’age de 40 a 49 ans est la plus représentée : 41% de
I’effectif.

Tableau I : Répartition des femmes par tranches d’age

TRANCHE D’AGE EFFECTIFS POURCENTAGE
(%)
20-29 ans 33 13
30-39 ans 70 27
40-49 ans 105 41
> 50 ans 48 19
Total 256 100

1-2-La parité
La répartition des femmes selon leur parité est exposée dans le tableau II.

Les femmes ont une parité moyenne de 3,5. Plus des trois-quarts (76,2%)
ont une parité supérieure a un. 12,5% des femmes sont primipares et 11,3%

nullipares.

Tableau II: Répartition des femmes selon la parité

PARITE EFFECTIFS POURCENTAGE

(%)

Nullipare (0) 29 11,3

Primipare (1) 32 12,5
Paucipare (2 ,3) 79 31
Multipare (4 ,5) 77 30

Grande multipare >5 39 15,2

TOTAL 256 100
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1-3-L’utilisation de méthodes contraceptives
Le taux d’utilisation par les femmes des différentes méthodes

contraceptives est représenté dans le tableau III. Plus de quatre cinquieme
des femmes n’emploient aucune méthode contraceptive. 17,6 % en utilisent
et se répartissent comme suit: 13,2% pour les contraceptifs oraux et 4,3%

pour les autres formes.

Tableau III: Répartition des femmes selon 1’utilisation de méthodes

contraceptives
UTILISATION DE EFFECTIFS POURCENTAGE
CONTRACEPTIFS (%)
Contraceptifs oraux 34 13,2
Autres (DIU, implants, injectable) 11 4,3
Pas de contraception 211 82.4
TOTAL 256 100

1-4-Les aspects des frottis cervico-vaginaux

Les aspects des frottis réalisés chez les femmes sont exposés dans le
tableau IV.

Les frottis inflammatoires ont été les plus nombreux: 203 (soit 79,3%).
Deux frottis (soit 0,8%) ont présenté une modification architecturale a
savoir une dysplasie sévere et un carcinome. Les koilocytes, signes d’une
infection a VPH ont été retrouvés dans un seul frottis inflammatoire. Les

frottis n’ayant présenté aucune altération cytologique ou frottis propres sont

au nombre de 50 (soit 19,5%).
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Tableau IV: Répartition des frottis selon leurs aspects

ASPECTS DES FROTTIS EFFECTIFS POURCENTAGE

(%)
Frottis propres (FP) 50 19,5
Frottis inflammatoires (FI) 203 79,3
Frottis inflammatoire a VPH 1 0,4
Carcinome 1 04
Dysplasie sévere 1 0,4
TOTAL 256 100

2-Détection et génotypage des virus oncogenes dans les
prélevements endocervicaux

2-1-La détection et le génotypage

Tous les 256 prélevements endocervicaux se sont révélés positifs apres
amplification du gene B-actine par la PCR. Les fragments d’ADN obtenus
apres migration électrophorétique des dix premiers échantillons sont

représentés sur la photo numéro 1.

1234 5 6 7 8 9 10 L

Photol: Fragments d’ADN obtenus apres amplification du géne f-actine.
L’échelle de 100 paires de bases a été utilisée comme mesure de taille.

Puits 1a 10: échantillons d’ADN; L: ladder ou marqueur de poids moléculaire.
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La présence virale a été détectée dans 192 prélevements (soit 75%) avec
des amorces consensus.

Parmi ces prélevements 64 se sont révélés positifs aux types oncogenes
6/11, 16, 18, 33.

Les photos suivantes sont les gels de quelques échantillons réalisés apres

I’électrophorese des fragments d’ADN amplifiés.

Photo 2: Fragments d’ADN obtenus apreés une PCR consensus. Les bandes

observées dans les puits indiquent la présence de VPH.
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Photo 3: Fragments d’ADN obtenus apreés une PCR spécifique.
Les bandes observées dans les puits 1, 2 et 3 correspondent
respectivement aux types viraux 33, 18 et 6/11.

L: ladder ou marqueur de poids moléculaire.
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Photo 4: Fragments d’ADN obtenus aprés une PCR spécifique. Deux bandes sont

observées dans le puits n°l et correspondent aux types viraux 6/11 et 16. La bande

observée dans le puits 3 identifie le type viral 18.

L: ladder ou marqueur de poids moléculaire.
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Photo S: Fragment d’ADN représentant le type viral 16.
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2-2-Fréquence des VPH oncogenes dans les prélevements

endocervicaux

Un quart des prélevements s’est révélé positif au génotypage. (Tableau V)

Tableau V: Répartition des échantillons selon les résultats du génotypage

GENOTYPAGE EFFECTIFS POURCENTAGE
%
Positif 64 25
Négatif 192 75
TOTAL 256 100

2-3-Les types viraux oncogenes

Tableau VI: Répartition des types viraux oncogenes selon leur fréquence

Le tableau VI représente la répartition des échantillons selon les résultats
du génotypage.

TYPES VIRAUX ET EFFECTIFS POURCENTAGE

ASSOCIATIONS (%)
6/11 4 6,2

16 12 18,7
18 6 9,3
33 25 39
6/11+18 2 3,1
6/11+33 4 6,2
6/11+16+33 3 4,7
6/11+18+33 1 1,5
16+18 1 1,5
16433 2 3,1
18433 4 6,2

Total 64 100 %

Parmi les échantillons VPH positifs nous avons noté une association virale

dans 17 cas (soit 26,5%), les associations 6/11+33 et 18433 étant les plus
fréquentes (6,2%).

47



Les échantillons positifs a un seul type viral sont au nombre de 47(73,4%).
Le type 33 a été retrouvé chez 39% des femmes, le type 16 chez 18,7%, le
type 18 chez 9,3%, et les types 6/11 chez 6,2%.

3-Corrélation entre la présence virale et I’aspect cytologique
des frottis

3-1-Présence virale et aspect des frottis

Les aspects cytologiques des échantillons VPH positifs sont exposés dans
le tableau VII. Sur les 50 frottis propres mis en €vidence par la cytologie,
12 (soit 24%) se sont révélés positifs a la PCR. 25,2% des frottis
inflammatoires se sont révélés positifs a la PCR ainsi que le carcinome. Par
contre le frottis inflammatoire a VPH et la dysplasie sévere se sont révélés
négatifs. La cytologie seule a permis de révéler la présence de VPH chez
une femme sur 256 tandis que la PCR en détecte 64. La différence est

significative (p=0,01).

Tableau VII: Répartition des frottis selon les résultats du génotypage

Génotypage Positif Négatif Total
Cytologie
Frottis propres 12 38 50
Frottis 51 152 203
inflammatoires
Frottis 0 1 1
inflammatoire a
VPH
Dysplasie sévere 0 | 1
Carcinome 1 0 1
Total 64 192 256
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3-2-Répartition des types viraux selon I’aspect des frottis

Le tableau VIII représente la répartition des types viraux selon I’aspect des
frottis. Le type viral 33 est prédominant dans 58,3% des frottis propres et
35,3% des frottis inflammatoires. Les types 6/11 et 18 sont plus retrouvés
dans les frottis propres que dans les frottis inflammatoires. Par contre le
type 16 n’a été retrouvé que dans 23,5% des frottis inflammatoires. Seules
les associations 6/114+433 et 18+33 ont été identifiées dans les frottis
propres. Toutes les autres associations ont été retrouvées dans les frottis
inflammatoires dans des proportions inférieures a 7%. Le carcinome s’est

révélé positif au type viral 18.

Tableau VIII: Répartition des types viraux selon I’aspect des frottis

Types viraux Frottis Frottis Carcinome
propres  jpflammatoires
6/11 1 3
(8,3%) (5,8%)
16 12
(23,5%)
18 1 4 1
(8,3%) (7,8%) (100%)
33 7 18
(58,3%) (35,3%)
6/11+18 2
(3,9%)
6/11+33 2 2
(16,6%) (3,9%)
6/11+16+33 3
(5,8%)
6/11+18+33 1
(1,9%)
16+18 1
(1,9%)
16+33 2
(3,9%)
18+33 1 3
(8,3%) (5,8%)
TOTAL 12 51 1
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4-Corrélation _entre D’dge, la  parité, Dutilisation _de

contraceptifs et la fréquence de VPH

4-1-Fréquence selon les tranches d’ige

La répartition des femmes VPH positives selon les tranches d’age est
représentée dans le tableau IX.

La fréquence de l'infection augmente de facon significative avec 1’age
(p=0,01) avec un pic chez les femmes agées de 40 a 49 ans. La fréquence

est plus élevée dans la tranche d’age 40-49 ans.

Tableau IX: Répartition des femmes VPH positives selon les tranches

d’age

TRANCHE EFFECTIFS POURCENTAGE Total
D’AGE (%)
20-29 ans 7 21,2 33
30-39 ans 18 25,7 70
40-49 ans 29 27,6 105

50 ans et plus 10 20,8 48
TOTAL 64 25 256

4-2-Fréquence selon la parité

La répartition des femmes VPH positives selon leur parité est représentée
dans le tableau X. Une augmentation significative de la fréquence des VPH
oncogenes avec la parité a été notée (p=0,01).

La fréquence la plus élevée (28,6%) a €té retrouvée chez les multipares; la

plus faible (17,2%) chez les nullipares.

50



Tableau X : Répartition des femmes VPH positives selon leur parité

PARITE EFFECTIFS POURCENTAGE Total
(%)

Nullipare 5 17,2 29

Primipare 7 21,9 32

Paucipare 20 25,3 79

Multipare 22 28,6 77
Grande multipare 10 25,6 39

TOTAL 64 25 256

4-3-Fréquence selon ’utilisation des contraceptifs

Tableau XI : Répartition des femmes VPH positives selon ’utilisation des

contraceptifs
CONTRACEPTIFS EFFECTIFS POURCENTAGE Total
(%)
Contraceptifs oraux 32,3 34
Autres 9,1 11
Pas de contraception 24,6 211
TOTAL 25 256

La fréquence de portage la plus €levée (32,3%) a été retrouvée chez les
femmes utilisant les contraceptifs oraux. Mais la différence entre elles et
celles qui n’utilisent pas de méthodes contraceptives n’est pas significative

(p=0,34). Il n’y a donc pas de relation entre la prise de contraceptifs et

I’infection a VPH.
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DISCUSSITON
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Nous nous sommes intéressés a la recherche des VPH oncogenes que sont
les types 6/11, 16, 18 et 33 car de nombreuses études ont mis en lumiere
son intérét dans le dépistage des I€sions précancéreuses et cancéreuses du
col utérin. Ils ont été recherchés chez 256 femmes adressées par un

médecin pour bénéficier d’un frottis cervical.

1-Fréquence de ’infection a VPH

25% des femmes de notre étude se sont révélées positives aux

VPH oncogenes recherchés.
Ce chiffre est en concordance avec le taux de prévalence mondiale de
I’infection a VPH oncogenes parmi les femmes qui varie de 2% au
Vietnam [1] a 42,8% au Zimbabwe [6].
Il se rapproche des résultats suivants:

-27,4% par Kilasingam et al. [41] aux Etats-Unis

-21,6% par Chaouki et al. [14] au Maroc

Mais il est inférieur aux 33,3% retrouvés au Mali par Bayo et al. [4].

1-1-Infection a un seul type viral

73,4% des femmes de notre €tude sont infectées par un seul type viral.
Munoz et al. [54] rapportent une proportion de 86,1% de femmes infectées
par un seul type viral.

Dans la répartition des types viraux, les fréquences retrouvées dans notre
étude different de celles retrouvées dans la majorité des €tudes portant sur
la relation entre le cancer du col et le virus du papillome humain.

En effet, Munoz et al. [54] dans une revue de onze études cas témoins
réalisées sur le cancer du col et le virus du papillome ont remarqué que le
type viral 16 était le premier type le plus retrouvé dans tous les pays aussi
bien dans les cas de cancer que chez les t€moins. Dans notre étude le type

16 vient en deuxieme position apres le type 33.

53



La fréquence du type 16 dans notre étude (18,7%) se rapproche de celle
retrouvée par Cucherousset et al. [17] en France (14,7%). Par contre elle est
nettement inférieure aux 24,3% notés par Munoz et al. [54]

Alors qu’il vient en troisieme position dans notre étude, le VPH 18 est le
deuxieme type viral le plus fréquemment retrouvé dans le monde [54].
9,3% des femmes de notre étude sont positives au type 18; ce chiffre ce
rapproche des 7,3% observés par Munoz et al. [54].

39% des femmes de notre étude sont positives au type 33 alors que Munoz
et al. [54] n’ont noté que 1,5% de femmes infectées par ce type.

Selon les pays, la fréquence du type 33 varie mais il est toujours considéré
comme un type a haut risque comme les types 16 et 18; seuls les types 6/11

sont considérés comme des virus a bas risque [54].

1-2 Infection a plusieurs types viraux

26,5% des femmes sont infectées par deux, trois ou quatre types de virus.
Munoz et al. [54] ont noté 13,9% de femmes infectées par plusieurs types
viraux

Ils ont également noté que les types 16 et 18 étaient fréquemment associés
a d’autres types de virus; dans notre €tude, c’est le type 33 qui était présent
dans toutes les infections multiples.

Les tranches d’ages des femmes, la taille de notre population d’étude et la
méthode de détection de I’ADN viral pourraient expliquer les différences
observées entre nos estimations et celles décrites dans la littérature.

Ho et al. [33] et Woodman et al. [86] ont remarqué que la présence de
plusieurs types viraux était associée a la persistance de 1’infection.
Cependant les femmes infectées par plusieurs types ne présentent pas plus
de risque de développer un cancer que celles infectées par un seul [54].
Dans une infection a types multiples, les virus agissent indépendamment

les uns des autres [30].
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2-Influence de I’4ge dans P’infection 2 VPH

La fréquence de I’infection chez les femmes agées de 20 a 29 ans est de
21,2% et est proche de celles retrouvées par plusieurs auteurs:

» 23,6% entre 20 et 29 ans par Cucherousset et al. [17]

» 24% entre 20 et 25 ans par Sellors et al. [64]

» 19,4% entre 25 et 29 ans par Boulanger et al. [11]

» 19,6% entre 25 et 29 ans par Jacobs et al. [37]
Cucherousset et al. [17], Herrero et al. [30], Jacobs et al. [37] ont noté une
diminution progressive de la fréquence de I’infection apres trente ans. C’est
I’inverse qui est observé dans notre étude ou entre 30 et 49 ans la fréquence
de portage croit. Ceci s’explique par le fait que les femmes VPH positives
agées de plus de 30 ans sont soit des porteuses persistantes du virus ou soit
exposées a de nouvelles infections [10].
L’étude de Smith et al. [68] confirme cette observation. Ils ont en effet
retrouvé chez des femmes en période de post-ménopause agées de 45 a 64
ans et ayant bénéficié¢ pendant 7 ans d’une recherche virale, une fréquence
de portage de 34%:; par ailleurs 24% des femmes €taient porteuses de virus

oncogenes a haut risque.

3-Influence de la parité et des contraceptifs oraux dans les

infections a VPH

3-1-Influence de la parité

Nous avons constaté une augmentation significative de la fréquence des
virus oncogenes avec la parité. Nos observations sont conformes a celles de
David et al. [20], Bayo et al. [4], Munoz et al. [53] qui ont rapporté une
augmentation du risque de cancer du col chez les multipares.

L’explication probable est donnée par Autier et al. [2] qui pensent que les

accouchements multiples maintiennent une zone de transformation sur
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I’exocol pendant plusieurs années, facilitant ainsi 1’exposition directe au
VPH.
Les changements hormonaux induits par la grossesse (augmentation du

taux d’cestrogene et de progestérone) semblent avoir une influence sur le

risque de persistance ou de progression de I’infection. [53, 65].

3-2-Influence de la contraception orale

L’usage prolongé de la contraception orale pendant au moins 5 ans semble
étre un co-facteur qui multiplie par quatre le risque de cancer du col de
I’utérus chez les femmes VPH positives [14, 51, 67].

L’absence de données sur la durée d’utilisation de la contraception orale, le
faible taux d’utilisation des moyens contraceptifs par les femmes ne nous a
pas permis de retrouver une relation entre I’infection a VPH et la prise de
contraceptifs oraux.

Dans 1’état de la population mondiale en 2003 établi par le Fonds des
Nations Unies pour la Population, seulement 7% des femmes béninoises en

age de procréer utilisent les méthodes modernes de contraception.

4-Présence virale et résultats cytologiques

Le frottis inflammatoire a VPH et la dysplasie sévere retrouvés dans notre
étude se sont révélés négatifs au typage viral. La présence virale ayant été
détectée dans ces frottis, le résultat négatif du typage peut tre expliqué par
le fait que les virus présents ne sont pas oncogenes ou ne font pas partie des

types viraux que nous avons recherchés.

4-1-Fréquence de D’infection chez les femmes a cytologie

normale
24% des femmes ayant eu des frottis normaux sont VPH positives. Ce
chiffre est supérieur aux fréquences suivantes retrouvées également chez

des femmes a cytologie normale:
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10,8% par Melkert et al. [48]
10,2% par Riethmuller et al. [59]
19,5% par Sellors et al. [64]

Par contre il est inférieur aux 31% retrouvés par Cucherousset et al. [17].

4-2-Fréquence dans le carcinome

Un seul carcinome positif au type 18 a été€ trouvé dans notre étude. Nous ne
pourrions donc pas faire une comparaison réaliste avec la prévalence
observée par d’autres auteurs dans les carcinomes. Toutefois David et al.
[20] ont détecté le type 18 dans 13,7% des carcinomes invasifs et 7,7% des

carcinomes in Situ.

4-3-Fréquence dans les frottis inflammatoires

25,2% des femmes porteuses de VPH oncogenes ont des frottis
inflammatoires. Cette prévalence est inférieure aux 38,1% observés dans
les travaux de Castle et al. [13]. Les polynucléaires neutrophiles
caractérisent les frottis inflammatoires et il semble que 1’'inflammation des
cellules cervicales associée a une présence virale oncogene contribue a la

progression des infections 2 VPH en lésions de haut grade. [13]

4-4-Les limites de la détection des VPH oncogeénes

Nos résultats et ceux de la littérature confirment que la cytologie
seule ne suffit plus pour détecter les 1€sions précancéreuses du col utérin.
La recherche et le typage des VPH oncogenes sont indispensables surtout
qu’il est maintenant clairement établi que 1’infection par des VPH de types
oncogenes est une cause nécessaire quoique non suffisante pour la genese
du cancer du col utérin. A ce titre, il faut rappeler le travail de Rozendaal et
al.[61] qui ont démontré que les femmes avec des frottis normaux porteuses
de VPH oncogenes avaient un risque 116 fois plus élevé de développer une

1ésion de haut grade, comparées aux femmes VPH négatives.
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Malgré les bénéfices apportés par la recherche des VPH oncogenes, la
détection d’un type de virus ne signifie pas toujours la présence de 1ésion.
En effet Cuschieri et al. [18], Ho et al. [33] ont remarqué que la plupart des
femmes infectées par un type spécifique de VPH ne seront plus détectées
positives pour ce méme type 6 a 12 mois plus tard.

Par ailleurs Ho et al. [33] dans leur étude prospective portant sur une
population d’étudiantes a constaté que chez 70% d’entre elles I’ADN viral
n’est plus détectable dans les 12 mois qui suivent I’infection par le VPH
méme par les techniques les plus sensibles de la PCR. Apres 18 mois,
I’infection a disparu chez plus de 80% des étudiantes. C’est donc la
persistance de I’'infection a VPH oncogenes qui est déterminante dans le
développement, le maintien et la progression des 1€sions précancéreuses et
cancéreuses du col utérin [32, 58].

Dans D'interprétation des données sur la durée des infections a VPH, la
persistance est définie comme la détection du méme type de virus deux ou
plusieurs fois pendant une période donnée [3]. Cependant il n’existe pas de
consensus sur le temps au bout duquel une infection peut étre considérée
comme persistante. Plusieurs auteurs indiquent une durée moyenne d’un a
deux ans. [25, 60, 86].

D’autres questions sur 1’histoire naturelle des infections a VPH demeurent
toujours posées et les réponses apportées par les auteurs ne sont pas
unanimes. C’est le cas de I’influence du type viral, oncogene ou non, sur la
durée de I’infection. Selon Richardson et al. [60], la durée de I’infection est
similaire, que les virus soient oncogenes ou non. Par contre pour Franco et
al. [25], Ho et al. [33] les infections causées par un type viral oncogene
durent plus longtemps que celles induites par un type non oncogene et le
type 16 a une clairance particuliecrement plus longue que les autres types,
qu’ils soient oncogenes ou non.

De plus, dans les cas ou le virus est indétectable, il n’est pas certain que le

virus soit déja completement éliminé ou qu’il soit en phase de latence
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maintenu a un taux en dessous du seuil détectable par les tests de typage
actuels.

Il n’est également pas certain que les infections détectées apres une période
donnée soient des infections persistantes ou en cours d’élimination.

Au vu de toutes ces incertitudes, Cuzick et al. [19], Stoler [72], Wright et
al. [85] recommandent I’utilisation des tests de typage associés a la
cytologie apres 30 ans. Chez les femmes VPH positives dont la cytologie
est normale, le dépistage annuel est recommandé. Selon Meijer et al. [47],
les femmes ayant eu des frottis normaux et un test VPH négatif, pourraient

étre suivies tous les 8 ans.
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CONCLUSION

Au terme de notre étude réalisée au Bénin portant sur la détection et

le génotypage du VPH par PCR a partir de prélevements endocervicaux
obtenus chez 256 femmes , nous pouvons retenir que :

% La fréquence générale de I’infection est de 25%. Elle augmente avec
I’age et la parité. Bien que 32,5% des femmes VPH positives
utilisent des contraceptifs oraux, I’infection a VPH n’est pas liée a la
prise des contraceptifs oraux.

% Les types viraux oncogenes 33, 16, 18 et 6/11 ont été respectivement
retrouvés chez 39%, 18,7%, 9,3% et 6,2% des femmes.

% La PCR permet de détecter de fagon précoce la présence de virus

oncogenes méme chez les femmes a cytologie normale.
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RECOMMANDATIONS

Cette étude bien que n’ayant pas porté sur une large population
féminine n’en demeure pas moins intéressante. Le role oncogene de
certains papillomavirus doit amener les autorités sanitaires du Bénin a
revoir les méthodes actuelles de dépistage en y incluant les méthodes
moléculaires dont la PCR. Cela nécessite une étude des aspects
épidémiologiques des infections a papillomavirus dans la population
générale, une évaluation colt- bénéfice de ces méthodes en termes
économiques, une implication des praticiens (gynécologues, sages-
femmes) et une sensibilisation des femmes sur l’'intérét a se faire

dépister.
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L’infection par le Virus du Papillome Humain (VPH) est une cause nécessaire pour le
développement du cancer du col. C’est la raison pour laquelle notre étude réalisée au Bénin a
porté sur la détection et le génotypage du VPH a partir de prélevements endocervicaux
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Les types viraux oncogenes 33, 16, 18 et 6/11 ont été respectivement retrouvés chez
39%, 18,7%, 9,3% et 6,2% des femmes.

La PCR permet de détecter de facon précoce la présence de virus oncogenes méme

chez les femmes a cytologie normale.
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RESUME

L’infection par le Virus du Papillome Humain (VPH) est une cause nécessaire
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