Rapport annuel d’activité

2018

Centre national de référence
Papillomavirus

CN

Centre
National de
Référence
Papillomavirus

Année d’exercice

2017




Résumeé analytique (en francais et en anglais)

L’association entre HPV et cancer du col de l'utérus a été définitivement établie dans les années 1990. En
février 2009, les experts du Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC) ont conclu que, parmi les 13
HPV du groupe 1 (évidence épidémiologique suffisante dans le cancer du col de l'utérus), 'HPV16 était le plus
carcinogene. Ce génotype est aussi associé de fagon quasi exclusive au cancer de 'anus, et a certains cancers
ORL, de la vulve, du vagin ou du pénis. En France, le cancer du col de I'utérus est, par sa fréquence, le 11éme cancer
chez la femme. Chaque année c’est environ 3000 nouveaux cas de cancers qui sont diagnostiqués conduisant a
1000 déces. Les HPV sont aussi responsables de Iésions précancéreuses chez plus de 30 000 femmes, un chiffre
probablement sous-estimé dans la mesure ou le dépistage n'est pas organisé. La pratique réguliére du frottis
cervico-utérin a contribué a diminuer l'incidence du cancer du col de l'utérus, mais ce dépistage a des limites car
prés de 30% de ces cancers se développent chez des femmes convenablement dépistées. Une forte association
existe entre les papillomavirus humains dits & « haut risque » et le cancer du col de 'utérus. La recherche de ces
virus dans le dépistage des Iésions pré-invasives du col utérin présente donc un intérét majeur et le développement
de la prévention primaire par la vaccination prophylactique a été possible dés 2007.

Le renouvellement du CNR Papillomavirus en 2017 se place dans le contexte du Plan Cancer 3 qui prévoit
des actions visant a faire reculer les inégalités face au cancer du col de I'utérus en proposant d’organiser son
dépistage en France et en favorisant 'accés a la vaccination. Des tableaux de bords d'indicateurs de pilotage d'un
programme de dépistage organisé et du suivi des jeunes femmes vaccinées doivent étre mis en place. Ainsi, le CNR
Papillomavirus doit notamment s’assurer de la qualité des trousses de détection des HPV et doit enregistrer et
caractériser les lésions (pré-)cancéreuses et les génotypes d’'HPV circulant dans les populations vaccinées ou non,
avec une attention particuliére pour les populations immunodéprimées ou vulnérables. Le CNR doit aussi surveiller si
des remplacements de génotypes d’HPV s’opérent dans les populations vaccinées et, le cas échéant, doit alerter les
autorités sanitaires. Enfin, il aura a fournir des informations et a assurer la formation des professionnels de santé.

Le CNR Papillomavirus (www.cnr-hpv.fr), nouvellement nommé en avril 2017 a Besangon, s'est organisé
pour avoir a sa disposition les outils nécessaires a la détection d’'un grand spectre d’HPV. Une technique de
génotypage multiplexe extrémement sensible et spécifique pour la détection de plus de 100 types d'HPV différents a
été mise en place pour répondre aux demandes d'expertise. Le CNR Papillomavirus s’est par ailleurs enrichi de
matériaux de référence pour conduire des travaux de vérification/validation des nouvelles méthodes/trousses de
détection des HPV et proposer des échantillons de référence aux laboratoires demandeurs. Afin d’'assurer ces
missions, le CNR Papillomavirus a procédé au recrutement d’un ingénieur (1 ETP) et d’un technicien (1 ETP).

Concernant l'activité de surveillance, nous avons réfléchi a la mise en place de réseaux pour avoir acces,
d’'une part, a des données produites par des laboratoires réalisant des diagnostics d'infection par HPV et, d'autre
part, a des prélévements, et ce pour planifier des études sur 'impact de la vaccination sur les pathologies associées
aux HPV ou sur les échecs vaccinaux. En collaboration avec Santé publique France nous avons congu un
questionnaire sur les pratiques des tests HPV en France pour identifier un réseau de professionnels, nous travaillons
a valoriser les données virologiques produites par le réseau « 3 labos » , et nous travaillons en étroite collaboration
avec l'association EVE (qui pilote un programme de dépistage organisé du cancer du col de I'utérus ainsi qu'une
cohorte de jeunes filles vaccinées) et le réseau des registres des tumeurs FRANCIM.

Le CNR répond par ailleurs régulierement aux sollicitations des professionnels, des associations ou des
particuliers et participe a plusieurs groupes d’experts au sein des agences sanitaires (HAS, INCa, Ministére de la
Santé) pour des questions d'ordre techniques ou médicales relatives aux infections par HPV, a leurs lésions
associées et a leur prévention primaire et secondaire.
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The association between HPV and cervical cancer was definitively established in the 1990’s. In February 2009,
experts from the International Agency for Research on Cancer (IARC) concluded that among the 13 HPV belonging
to the group 1 carcinogens (sufficient epidemiological evidence in cervical Cancer), HPV16 was the most
carcinogenic. This genotype is also almost exclusively associated with anal cancer, and some head and neck, vulvar,
vaginal or penile cancers. In France, cervical cancer is the 11th most frequent cancer in women. Every year about
3000 new cases of cervical cancers are diagnosed leading to 1000 deaths. HPV is also responsible for premalignant
lesions in more than 30 000 women, a figure probably underestimated since screening is not organized.
Implementation of Pap smear screening has led to reduce the incidence of cervical cancer, but this screening
strategy has limitations because nearly 30% of these cancers develop in screened women. A strong association
exists between high-risk human papillomaviruses and cervical cancer. Introducing HPV testing in the screening for
pre-invasive lesions of the cervix is therefore of major interest and the development of primary prevention through
prophylactic vaccination was possible from 2007.

The renewal of the Papillomavirus National Reference Center (PNRC) in 2017 took place in the context of the
Cancer Plan 3, which provides for actions to reduce inequalities in the face of cervical cancer by proposing to
organize its screening in France and by promoting access to vaccination. Pilot indicators of an organized screening
program and monitoring of young women vaccinated should be put in place. For example, the PNRC must ensure
the quality of HPV detection kits and must record and characterize (pre-)cancerous lesions and HPV genotypes
circulating in vaccinated and non-vaccinated populations. Special attention will be given to immunocompromised or
vulnerable populations. The PNRC should also monitor whether replacements of HPV genotypes will occur in
vaccinated populations and, where appropriate, should alert health authorities. Finally, the Reference Center will
have to provide information and to ensure the training of health professionals.

The PNRC (www.cnr-hpv.fr), newly appointed in April 2017 in Besangon, has developed specific molecular
biology tools necessary for the detection of a large spectrum of HPV. An extremely sensitive and specific multiplex
genotyping technique for the detection of more than 100 different types of HPV has been set up to respond to
requests for expertise. The PNRC also acquired new reference materials to conduct verification/validation of new
HPV detection methods/kits and to provide laboratories with reference materials. To ensure these missions, the
PNRC has recruited one engineer (1 FTE) and one technician (1 FTE).

Regarding surveillance activity, we have planned to set up networks to have access, on the one hand, to
data produced by laboratories carrying out diagnoses of HPV infection and, on the other hand, to biological samples,
to study the impact of vaccination on HPV-associated diseases or vaccine failures. In collaboration with “Santé
publique France” we have developed a questionnaire on the practice of HPV testing in France to identify a network of
professionals, we are also working to analyze the virological data produced by the network "3 Labs", and we work
closely with the EVE Association (which is piloting an organized cervical cancer screening program and a cohort of
vaccinated girls) and the FRANCIM Tumour Registry network.

The PNRC also responds regularly to the requests of professionals, associations or individuals and participates
in several groups of experts within the health agencies (HAS, INCa, Ministry of Health) for technical or medical
issues related to HPV infections, their associated lesions and their primary and secondary prevention.
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1 Missions et organisation du CNR

Organigramme du CNR Papillomavirus

L'organisation du CNR a été légérement modifiée par rapport au dossier de candidature. Le nouvel organigramme
est présenté ci-dessous.
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Mouvements de personnels :

Les personnels impliqués directement dans les activités du CNR apparaissent dans les cases bleues.
Suite a la nomination du CNR Papillomavirus, madame Christine SORET, a été recrutée comme ingénieur a temps
plein, a partir du 06 juin 2017.

Nous avons toujours I'objectif de recruter un PH & mi-temps. Les tentatives de recrutement externe n'ayant pas
abouti nous envisageons de recruter, a l'issue de sa formation, une interne de biologie médicale du CHRU de
Besancon.

Madame Christiane MOUGIN a fait valoir ses droits a la retraire a partir du 31 aodt 2017, mais est restée Professeur
émérite.

*Pour information, madame Julie Rousselot, technicienne a temps plein a été recrutée a partir du 19 mars 2018.
Accréditation :

Le CNR Papillomavirus fait partie du Laboratoire de Biologie Médicale du CHRU de Besangon qui est accrédité
ISO15189 (accréditation n°® 8-3294 ; https://www.cofrac.fr/frlorganismes/fiche.php?entite_id=82078058).
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2 Activités d’expertise

Eléments clefs de 'année

Le CNR Papillomavirus, nommé en avril 2017 a Besangon, a mis en place de nouvelles techniques de détection des
papillomavirus humains, notamment des papillomavirus cutanés. Il s’est notamment doté d’une technique de
génotypage multiplexe extrémement sensible et spécifique pour la détection de 126 types d'HPV différents. Il s'est
par ailleurs enrichi de matériaux de référence afin, d'une part, d’assurer la vérification/validation des nouvelles
méthodes mises en ceuvre, et, d’autre part, de proposer du matériel aux laboratoires demandeurs.

Afin d’assurer ses missions le CNR a procédé au recrutement d’un ingénieur (1ETP) et d’un technicien (1 ETP).

2.1 Evolutions des techniques

Lister ici les nouvelles techniques développées ou en développement.

Mise en place de la culture de 4 lignées de cellules issues de cancers du col de l'utérus : cellules SiHa (HPV16),
Ca Ski (HPV16), HeLa (HPV18) et C-33 A (HPV négatives).

Mise au point de deux techniques de génotypage des HPV cutanés par PCR a l'aide de couples d’amorces
dégénérées (FAP59-64 et CP65-70) suivie d’'un séquengage Sanger.

Mise en place d’une technique de génotypage de 21 HPV alpha, 46 HPV béta, 52 HPV gamma et 7 HPV associés
aux verrues cutanées par PCR multiplexe, hybridation sur billes et analyse Luminex. Cette technique, initialement
développée par les Drs T. Gheit et M. Tommasino (Centre International de Recherche sur le Cancer, CIRC, Lyon), a
été transférée avec succes en mars 2018 au sein du CNR Papillomavirus

Développement de sept PCR en temps réel pour la quantification spécifique des HPV6, HPV11, HPV31, HPV33,
HPV45, HPV52 et HPV58 (type d’'HPV inclus dans le nouveau vaccin nonavalent).

2.2 Travaux d’évaluation des techniques, réactifs et trousses

Nous n'avons pas été sollicités pour évaluer des techniques, réactifs ou trousse de détection des HPV.

2.3 Techniques transférées vers d'autres laboratoires

Nous n'avons pas été sollicités pour transférer une technique vers d’autres laboratoires.

2.4 Collections de matériel biologique

Depuis le début de son mandat, le CNR Papillomavirus a regu 14 prélévements pour des demandes d’expertise qui
viennent compléter la collection d’échantillons transférée de I'ancien CNR Papillomavirus. Il s'agit soit d’extraits
d’ADN ou de fragments de tissus congelés ou fixés et inclus en paraffine. Lorsque nous recevons des tissus,
I'extraction d’ADN est réalisée par le CNR et, lorsque suffisamment de matériel est disponible, nous conservons, en
plus des acides nucléiques, des fragments tissulaires a -80°C (tissus congelés) ou a température ambiante (tissus
fixés au formol et inclus en paraffine). Les prélévements sont accompagnés d'une fiche d’informations qui doit étre
remplie par le demandeur. Cette fiche est a télécharger sur le site internet du CNR (https://www.cnr-hpv.fr/envoyer-
un-echantillon/).

Nous disposons aussi d’une collection d’ADN extraits de verrues ayant été prélevée a I'occasion de I'étude VRAIE
(un essai randomisé et contrélé de traitement de verrues). Ces ADN feront I'objet d'une investigation virologique
spécifique (cf. programme).
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Nous avons aussi inclus dans cette collection des matériaux de référence, il s’agit :

- d'ampoules congelées de cellules dérivées de cancers du col de l'utérus (SiHa : HPV16, Ca Ski: HPV16,
Hela: HPV18, C-33 A: HPV négative) que nous nous sommes procurées a I'American Type Culture
Collection (ATCC),

- de plasmides abritant les génomes complets des :
0 HPV muqueux : HPVG, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52, 58
o HPVcutanés : HPV1, 2, 4, 5, 8, 27, 57

Ces plasmides ont été gracieusement fournit par Centre de Référence International des HPV (initialement DKFZ,
Heidelberg, Allemagne, Dr ME de Villiers, puis Karolinska Institute, Stockholm, Suéde, Pr J Dillner:
https://ki.se/en/labmed/international-hpv-reference-center). Le transfert de ces plasmides vers le CNR Papillomavirus
a fait I'objet de MTA (Material Transfer Agreement) avec le Centre de Référence International des HPV qui ne nous
permettent pas de les céder a des tiers. Lorsque nous avons des demandes spécifiques de plasmides, nous
renvoyons les laboratoires demandeurs de plasmides vers le Centre de Référence International qui a toute Iégitimité
pour les distribuer.

2.5 Activités d’expertise
L'ensemble des prélévements recu pour expertise provenait de France

Origine Préléevement Localisation Technique indication

LABM Frottisx2  Col de I'utérus INNOLIPA Discordance entre 2 techniques

Lab hosp Virologie ~ ADN Peau PCR CP/FAP/Luminex  Carcinome verrugueux

Lab hosp Virologie ~ ADN Peau PCR CP/FAP/Luminex  Eruption granuleuse/immunosuppression
Lab hosp Virologie ~ ADN Peau PCR CP/FAP/Luminex  Carcinome, syndrome de Netherton
Lab hosp Virologie  Biopsie Peau PCR CP/FAP/Luminex  Verrue cutanée chez VIH

Unité immunothérapie Biopsie Peau PCR CP/FAP/Luminex  Verrues profuses, immunodépression
Lab hosp Virologie Biopsie Rectum INNOLIPA Rectocolite chez VIH

Lab hosp Virologie Biopsie Anus INNOLIPA Condylomes

Dermatologue Biopsie Peau PCR CP/FAP/Luminex  Suspicion d'EV

Lab Hosp Pathologie Biopsie VADS PCR FAP Maladie de Heck

Lab hosp Virologie =~ ADN Peau Luminex Verrue plantaire, immunnodépression
Lab Hosp Pathologie Biopsie Peau Luminex Suspicion d'EV

Lab Hosp Pathologie Biopsie Peau Luminex Hyperplasie épithéliale bénigne

CHU Dermatologie ~ Biopsie Peau Luminex Lésions verruqueuses récidivantes

Le CNR ayant été récemment nommé, nous avons di mettre en place les techniques nécessaires a l'analyse des
échantillons. De fait, nous n'avons pas calculé de durée moyenne de rendu de résultats qui ne serait pas
représentative. Nous avons aujourd’hui a notre disposition I'ensemble des techniques de génotypage des HPV
cutanés et muqueux en routine. Sur les derniers cas, le délai de rendu est de 10 a 15 jours. Il est a noter qu'il n'y a
pas d’urgence a rendre des résultats de génotypage HPV.

Par ailleurs le CNR a préparé, a la demande de biologistes et de pathologistes, des dilutions de cellules dérivées de
cancers de col de I'utérus dans les milieux de recueil de cellules utilisés par ces professionnels. Ces échantillons ont
été utilisés comme matériel de référence en vue de leur utilisation pour des vérifications de méthode par les
laboratoires demandeurs.

Type d’établissement Nature des échantillons envoyés
Cabinet de pathologie privé Cellules SiHa, Ca Ski, C-33 A, HeLa dans le milieu VWR
Cabinet de pathologie privé Cellules SiHa, HeLa dans le milieu SurePath

Laboratoire hospitalier de microbiologie  Cellules SiHa, HeLa dans le milieu ThinPrep
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2.6 Activités de séquengage

Le CNR Papillomavirus a accés a une plateforme de séquencage haut débit (lllumina MiSeq) localisée sur le plateau
commun de Biologie Moléculaire du laboratoire de Biologie Médicale du CHRU de Besangon. Nous avons aussi un
accés a une expertise bio-informatique. Un bio-informaticien a mi-temps assure en effet la mise en place, le
développement et le maintien de pipelines bio-informatiques maisons répondant aux besoins des utilisateurs.

A ce jour, le CNR Papillomavirus ne réalise pas de séquencage haut débit de souches d’HPV. Le développement de
séquencage haut débit est prévu en 2018.

3 Activités de surveillance

Eléments clefs de 'année

L'activité du CNR Papillomavirus a essentiellement consisté en 2017 a réfléchir a la mise en place des outils
nécessaires a la surveillance. Nous avons décidé en étroite collaboration avec Santé publique France (SpF) :

- de concevoir un questionnaire a adresser aux laboratoires de biologie médicale (annuaire SpF) et aux structures
d’Anatomie et de Cytologie Pathologiques (annuaire du syndicat des Pathologistes de France) sur les pratiques des
tests HPV en France pour identifier un réseau de professionnel,

- de valoriser les données produites par le réseau « 3 labos » identifié par SpF,

- de valoriser les réseaux existants constitués par I'association EVE (dépistage organisé du cancer du col de I'utérus
en Alsace) et FRANCIM (registres de tumeurs).

3.1 Description du réseau de partenaires

Mise en place d’un réseau pour la surveillance des génotypes d’HPV circulants a I'ére vaccinale

L’objectif est de mettre en place un réseau de laboratoires (laboratoires de biologie médicale, structures d’anatomie
et de cytologie pathologiques, publics et privés) intéressés pour contribuer a la surveillance virologique des HPV.
Dans un premier temps, une enquéte sur les pratiques de détection des HPV en France est proposée a tous les
Laboratoires de Biologie Médicale (diffusion du questionnaire via SpF en 2018) et a toutes les structures d’Anatomie
et de Cytologie Pathologiques (annuaire du Syndicat des Médecins Pathologistes Frangais) afin d’estimer le maillage
territorial des professionnels réalisant des tests HPV. Outre I'aspect descriptif, 'enquéte permettra d'identifier les
laboratoires souhaitant s'investir dans le réseau. Santé publique France contribuera a la constitution du réseau pour
estimer la taille des échantillons et assurer la représentativité du réseau, et ce pour conduire des études d'impact de
la vaccination HPV en France. Les laboratoires acceptant de participer a ce réseau pourront fournir au CNR
Papillomavirus des prélévements anogénitaux, ORL ou cutanés (frottis, biopsies, ADN...) a partir desquels des
études de génotypage des HPV seront réalisées.

3.2 Surveillance de I'évolution et des caractéristiques des infections

Un suivi au long court des types d’'HPV circulant en France est en cours de mise en place. Ce suivi s'appuiera sur
les laboratoires de biologie médicale et les structures d’anatomie et de cytologie pathologiques ayant décidé de
participer au réseau. Plusieurs types de travaux pourront étre entrepris :

- un suivi régulier des génotypes circulant dans des lésions parfaitement caractérisées sur le plan cyto-
histologique. Nous demanderons aux laboratoires du réseau de nous faire parvenir régulierement des
prélévements a génotyper,

- des études ponctuelles d'efficacité et d'impact de la vaccination sur les HPV. A titre d’exemple, un protocole
de recherche est en cours de rédaction pour permettre le recueil anonymisé de lésions de haut grade du col
de l'utérus & 'ére post-vaccinale (Etude IMPACT). Aprés avoir étudié la distribution des types d’HPV dans ces
lésions, il sera possible de déterminer si le faible taux de vaccination contre les HPV observé en France a ou
non un impact sur les Iésions précurseurs du cancer du col de I'utérus,

- des études spécifiques chez les jeunes femmes vaccinées et notamment en cas d’échec de la vaccination
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sont prévues.
3.3 Surveillance de la résistance des agents pathogénes aux anti-infectieux

Non applicable

3.4 Interfaces avec les réseaux de surveillance nationaux ou internationaux

-> Partenariat avec Santé publique France : Projet 3 Labos

Le projet « 3 Labos » a pour objectif de colliger, de fagon automatisée, les données virologiques de détection des
papillomavirus humains depuis les Systémes d’Information de Laboratoire utilisés par les laboratoires BIOMNIS et
CERBA. Il est prévu que les résultats de génotypages partiels (HPV16, HPV18 et autres HPV-HR) soient transmis
pour 'ensemble des frottis étiquetés ASC-US et analysés depuis 2010. Il sera ainsi possible de mener des études
écologiques permettant de suivre I'évolution des HPV vaccinaux dans le temps. En l'absence de données
individuelles sur le statut vaccinal, les analyses sur I'association entre la prévalence des génotypes vaccinaux et la
couverture vaccinale pourront étre faites a I'échelle de la population (départements, cohorte de naissance...). Il s’agit
actuellement d’exploiter la base de données disponible et de créer l'infrastructure technique qui pourra étre utilisée
dans quelques années pour contribuer a I'évaluation de limpact des stratégies vaccinales.

-> Partenariat avec le réseau FRANCIM

La mise en place d'un partenariat avec le réseau des Registres des Tumeurs FRANCIM se fait grace au Dr Anne-
Sophie Woronoff, directrice du Registre des Tumeurs du Doubs et du Territoire de Belfort. Ce partenariat est
essentiel car un travail spécifique a été mené pour que les registres frangais enregistrent, en plus des cancers, les
lésions de haut grade du col de l'utérus. Il a ainsi été possible de calculer, & I'ére prévaccinale, l'incidence du cancer
du col de l'utérus et celle des lésions précancéreuses sur le territoire qui s'élevaient a 30.1 / 100 000 et a 6.2 /
100 000 respectivement. Il est aujourd’hui envisagé de recalculer ces incidences a I'ére vaccinale qui seront le reflet
de l'impact de la vaccination contre les HPV sur le développement des Iésions associées.

-> Partenariat avec des réseaux internationaux

Il n’existe pas a ce jour de réseau européen de surveillance des HPV a I'ére vaccinale. Des contacts ont été pris
avec des responsables européens de centres nationaux de référence Papillomavirus afin de réfléchir a cette
opportunité.

Nous sommes en contact avec des partenaires marocains (Dr E Belglaiaa, Ladyoune) pour travailler spécifiquement
sur les facteurs de risques d'infection par HPV chez des personnes vivants avec le VIH et avec des partenaires
chinois (Pr Lu XioMei, Urumaqi, Xingjiang) pour des études d'épidémiologie moléculaires des infections par HPV au
niveau anal.

3.5 Enquétes ou études ponctuelles concourant a la surveillance

Un travail de caractérisation des génotypes d’HPV haut risque présents dans des frottis cervico-utérins de 125
jeunes femmes vaccinées (23 ans en moyenne) a été mené. Ce travail a été initié localement sur la base de frottis
regu dans le cadre du dépistage du cancer du col de l'utérus, avant que le CNR soit nommé. Nous avons réalisé le
génotypage des HPV par la technique InnoLipa. Environ la moitié des prélévements abritaient un HPV haut risque.
Les HPV couverts par le vaccin bivalent (16, 18), tétravalent (6, 11, 16, 18) et nonavalent (6, 11, 16, 18, 31, 33, 45,
52, 58) ont été détectés dans 4,2%, 5,9% et 24,6% des frottis respectivement. Seuls 5 cas étaient HPV16, 1 cas
HPVB, 1 cas HPV11 et aucun frottis n'était HPV18. Ainsi dans un échantillonnage de frottis de jeunes femmes
vaccinées (le nombre de doses regues était connu pour seulement 21 jeunes femmes), si la prévalence d’HPV haut
risque reste élevée, celle des HPV ciblés par les vaccins est extrémement faible (Bretagne et al., soumis).
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4 Alerte

Non applicable

5 Activités de rétro-information, de formation et de conseil

5.1 Conseil et expertise aux professionnels de santé
Formations aux professionnels de santé sous la forme de conférences :

- Journées de I'AFIPP. Présentation des activités du CNR et du risque infectieux des HPV associés aux fumées
issues de traitements par laser ou électrocoagulation. 27-29 septembre 2017

- 37éme Réunion Interdisciplinaire de Chimiothérapie Anti-Infectieuse (RICAI), Paris. Infections & HPV : ou en
sommes-nous? Physiopathologie. 18 décembre 2017

Guide élaboré :

A la demande du Comité Technique et de Prospective sur le dépistage du cancer du col de l'utérus, nous avons
procédé a la mise a jour de la liste des tests HPV et des milieux de recueil des cellules de frottis compatibles pour la
détection des HPV (liste disponible sur le site internet du CNR Papillomavirus : https://www.cnr-hpv.fr/wp-
content/uploads/2018/04/Liste-des-trousses-de-détection-et-de-génotypage-des-HPV-validées-par-les-fabricants-de-
milieux-v2.pdf)

Les modalités de diffusion des données de surveillance

Site internet du CNR Papillomavirus : www.cnr-hpv.fr
Date de création : avril 2017
Le site internet du CNR Papillomavirus propose des actualités et des informations relatives :

aux activités et aux missions du CNR

aux modalités d’envoi d’échantillons pour expertise au CNR

a la prévention primaire (vaccination) et secondaire (dépistage) des pathologies associées aux HPV

aux manifestations (dates et lieux) en lien avec les infections par HPV et/ou leurs pathologies associées

aux activités de recherche avec la liste des publications

Une plaquette a été éditée par le CHRU de Besangon pour présenter le CNR. Cette plaquette a été diffusée aux
professionnels de santé.

Le CNR papillomavirus ayant été créé a Besangon en 2017, il n’y a pas encore de rapport d’activité mis en ligne.
Activité de conseil en réponse a des professionnels de santé — patient (a titre d’exemples)

Le CNR Papillomavirus est réguliérement sollicité par des professionnels de santé, des agences sanitaires, des
industriels ou des patients par courrier papier, par téléphone ou par email. Le plus souvent ces demandes sont
réceptionnées par le secrétariat (ou par l'ingénieur en l'absence de la secrétaire). Une premiére réponse aux
questions d’ordre logistique (adresse et modalité d’envoi d’échantillons...) ou technique peut étre apportée par la
secrétaire ou l'ingénieur. Pour des conseils d’ordre médicaux, la demande est transférée aux biologistes.
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Demandeurs Objet

Labo pathologie privé Contréle qualité HPV sur VIPER (BD)

Labo hospitalier microbiologie ~ Discussion sur l'intérét du test HPV CEPHEID

Agence sanitaire Trousse de dépistage - milieux

Industriel Test HPV CEPHEID

Industriel Performance test, milieux de recueil, feuille de route HAS/test HPV
Industriel Milieux liquides et test HPV

Labo hospitalier virologie Biopsie ORL, papillomatose, condition de transport, fixation FFPE
Patient Condylomes péniens récidivant

Patient Vaccination HPV des gargons, efficacité des vaccins

Hygiéniste Protection contre les fumées dégagées par le traitement de condylomes

Jean-Luc Prétet est membre du conseil scientifique de la cohorte vaccinale HPV en Alsace (EVE) : Conseil sur le
stockage et la stabilité de résidus de cytologie liquide ayant été déposés sur des FTA Elute Cards pour conservation
along terme.

Jean-Luc Prétet est membre du conseil scientifique du programme EVOLPROOF: Are HPV vaccines evolution-
proof? Multilevel evolutionary ecology of human oncoviruses. Programme porté par le Dr Samuel Alizon (IRD,
Montpellier)

5.2 Conseil et expertise aux autorités sanitaires

Le CNR a été sollicité pour participer a plusieurs groupes de travail / groupes d’experts au sein des autorités
sanitaires.

Institut National du Cancer : Comité technique et de prospective du dépistage du cancer du col de 'utérus

Lors de la Séance pléniére du 28 septembre 2017, les sujets suivants ont été abordés :

- Le déploiement de la préfiguration et instructions DGS (DGS/INCa) relatifs au dépistage organisé du cancer
du col de l'utérus (DO CCU),

- le calendrier des travaux relatifs a la publication des textes officiels (DGS), les référentiels INCa et outils du
dépistage organisé (INCa), aux modeles de convention (régimes d’Assurance maladie),

- la présentation du CNR HPV (Pr JL Prétet, CHU de Besangon, Université Bourgogne Franche-Comté),
- la discussion du cahier des charges du programme national de DO CCU,

- les outils et référentiels parmi lesquels, les modéles de courrier d'invitation-relance a destination des femmes,
les algorithmes de suivi des femmes, dans le cadre du programme, en lien avec les nouvelles
recommandations,

- le guide d'évaluation du dépistage du CCU (F Hamers, SpF),

- I'accompagnement au déploiement en communication : pistes de réflexion (INCa),

Dans le cadre de ce comité technique, nous avons aussi participé a I'élaboration d’une fiche repére « Papillomavirus
et cancers ».

Haute Autorité de Santé :

Le CNR a participé a la réunion de cadrage « Evaluation de la recherche des papillomavirus humains (HPV) en
dépistage primaire des lésions précancéreuses et cancéreuses du col de l'utérus et place du double marquage
immuno-histochimique» suite a la saisine de la HAS par la DGS sur ce sujet. Les points suivants ont été abordés et
discutés :
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- Quelles sont les pratiques actuelles de dépistage dans les autres pays européens et a l'international ?
- Quels sont les tests de dépistage du CCU disponibles et quelles sont leurs performances ?

- Quelles sont I'acceptabilité et les préférences des femmes pour les différents types de tests ?

- Quel est le lien entre la vaccination HPV et la stratégie de dépistage du CCU ?

- Quelle est la place de la recherche du génome des HPV a haut risque (test HPV) en dépistage primaire du
cancer du col de l'utérus ?

- Quelle est la place du double marquage immuno-histochimique P16/Ki67 dans la stratégie de dépistage du
cancer du col de l'utérus ?

- Quelle est la performance des différentes séquences de dépistage envisageables (dépistage primaire —
triage) en fonction de 'dge des femmes notamment ?

- La stratégie de dépistage du CCU doit-elle étre différente en fonction du statut vaccinal ? Analyse des
expériences étrangéres en la matiére : mise en perspective.

Ministére de la Santé : Groupe national Sondes endocavitaires

Le Groupe national Sondes endocavitaires, dont la coordination scientifique a été confiée au Professeur Pierre
Parneix, a été constitué a la demande de la ministre de la Santé en avril 2017.

L'objectif de ce groupe national qui comprenait des professionnels hygiénistes, imageurs, gynécologues, CNR HPV,
représentant de la DGS, DGOS, ANSM et des usagers était de faire le point sur les pratiques professionnelles, es
recommandations existantes et les procédés de désinfection disponibles pour élaborer un guide technique a l'usage
des professionnels. Il s'agissait aussi de préparer le passage a une désinfection de niveau intermédiaire
systématique des sondes endocavitaires en France. Une question relative au risque potentiel des papillomavirus
était spécifiguement posée. Nous avons participé a deux réunions en 2017

Septembre 2017 : nous avons abordé les points suivants :

- La France peut-elle rester le seul pays qui de fagon officielle affiche un objectif de traitement des sondes
endocavitaires de niveau inférieur a 'ensemble de ceux préconisés au niveau international et désormais
Européen ?

- Faut-il se fixer un objectif spécifique d’efficacité contre les HPV ? Et si oui, la France doit-elle maitriser la
technologie d'évaluation associée ?

- Quelles sont les procédés de traitement des sondes utilisables pour obtenir un niveau de désinfection
adapté ?

- Quel serait 'impact sur les organisations et les codts pour faire face au passage a un niveau de désinfection
intermédiaire ?

- Quelles mesures d’accompagnement d’un tel changement seraient requises ?

- Quelle stratégie globale pour mieux prendre en compte le risque infectieux au-dela de la gestion de la sonde
elle-méme ?

- Faut-il aborder le sujet de la pertinence des actes ?

Au cours de cette réunion, il a été notamment discuté de l'intérét de se doter d'une technologie permettant
lévaluation de I'efficacité de systémes de désinfection contre les HPV. A ce fitre, la seule technologie pertinente
existante et mise au point par le Pr Craig Meyers est complexe a mettre en ceuvre et couteuse. L'intérét de son
implémentation par le CNR Papillomavirus résidait surtout dans son usage, en plus des activités d'expertise, a des
fins de recherche fondamentale ce qui n’est pas a I'ordre du jour. Par ailleurs il était difficile d’estimer le nombre de
fabricants qui souhaiteraient faire tester leurs produits par cette méthode spécifique.

A l'ssue de la réunion, il a été prévu de rédiger 9 fiches d'informations & destination des professionnels de santé :
les thémes suivants ont été retenus :
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Fiche n°1 | Risque infectieux et échographies endocavitaires

Fiche n°2 | Principes du traitement des sondes

Fiche n°3 | Procédés de désinfection semi automatisés

Fiche n°4 | Procédés de désinfection non automatiques

Fiche n°5 | Maitrise du risque infectieux lors de I'acte échographie endocavitaire

Fiche n°6 | Bon usage du gel d’échographie

Fiche n°7 | Mesures de prévention pour les professionnels

Fiche n°8 | Formation des professionnels et Indicateurs de suivi

Fiche n°9 | Echographie endocavitaire vaginale ou rectale. Fiche information des patient(e)s

Décembre 2017 : nous avons abordé les points suivants :

Présentation des résultats du projet PREEV (Prévention du risque infectieux de I'échographie endo-vaginale),

- évaluation de la performance des lingettes désinfectantes,

éléments de colt concernant les procédés automatisés,

- état d'avancement des 9 fiches techniques.
5.3 Conseil et expertise pour d’autres cibles (médias, grand public ...)

Conférence de presse sur la création du CNR HPV a Besangon

6 Travaux de recherche et publications en lien direct avec I’activité du CNR

6.1 Activités de recherche en cours lors de I'année N, concernant uniquement celles ayant un lien direct
avec les missions et activités du CNR

Etude PAPILLAN : Nous avons participé & une étude visant & déterminer la prévalence et la distribution des types
d'HPV au niveau anal, chez des patients ne présentant pas de facteurs de risque connu d'infection par HPV
(infection par VIH, homme ayant des relations sexuelles avec les hommes). Il s’agit de 469 patients ayant subi une
coloscopie chez lesquels un frottis anal a été prélevé. De fagon tout a fait intéressante, un HPV a été détecté chez
34% des sujets. Un HPV haut risque (HR) a été détecté dans 18% des cas, 'HPV16 étant le plus prévalent (7%)
suivi des HPV51, 52 et 39. La détection d’'HPV haut risque était environ deux fois plus importante chez les femmes
(23%) que chez les hommes (13%). Par ailleurs 30% des patients présentant une maladie de Crohn étaient infectés
par un HPV HR. Cette étude a permis de montrer que le portage d'HPV au niveau anal est fréquent, notamment
chez les patients présentant une maladie inflammatoire du tube digestif (Vuitton et al., 2018).

Etude PATRE (Etude de la distribution des génotypes d’HPV au niveau de la sphére ano-génitale et des réponses
immunes humorales périphériques anti-HPV16/18 avant et aprés transplantation rénale). Il s'agit d’'une étude visant
a caractériser les infections par HPV avant et aprés transplantation de rein qui s’est terminée début 2018. L’objectif
était de décrire les génotypes d’HPV présents au niveau anal et du col de I'utérus chez les femmes et au niveau anal
et pénien chez les hommes avant et 3 mois puis 12 aprés transplantation de rein. Soixante-trois patients ont été
inclus et les données ont toutes été colligées et sont en cours d’analyse. Nous pourrons & court terme déterminer
dans quelle mesure la mise des patients sous immunosuppresseurs en post-greffe modifie I'infection par HPV au
niveau ano-génital. Des études sérologiques pour caractériser la réponse humorale périphérique dirigée contre
I'HPV16 ont aussi été prévues.

Etude BIOVRAIE : Evaluation du statut virologique HPV de patients porteurs de verrues plantaires « résistantes »
avant et aprés traitement au sein de I'étude VRAIE. Cette étude est en cours (cf. programme).
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6.2 Liste des publications et communications de I'année N, concernant uniquement celles ayant un lien
direct avec les missions et activités du CNR

Publications nationales
Néant

Publications internationales

Carcopino X, Mancini J, Gondry J, Chevreau J, Lamblin G, Atallah A, Lavoue V, Caradec C, Baldauf JJ, Bryand A,
Henno S, Agostini A, Douvier S, Jarniat A, Riethmuller D, Mendel A, Brun JL, Rakotomahenina A, Preaubert L. Risk
Factors of Inadequate Colposcopy After Large Loop Excision of the Transformation Zone: A Prospective Cohort
Study. J Low Genit Tract Dis 2018; 22:31-37

Vuitton L, Jacquin E, Parmentier AL, Crochet E, Fein F, Dupont-Gossart AC, Plastaras L, Bretagne CH, Mauny F,
Koch S, Prétet JL, Mougin C, Valmary-Degano S. High Prevalence of Anal Canal High-risk Human Papillomavirus
Infection in Patients With Crohn's Disease. Clin Gastroenterol Hepatol. 2018, S1542-3565(18)30263-5

Morel A, Baguet A, Demeret C, Perrard J, Jacquin E, Guenat D, Mougin C, Prétet JL. 5azadC treatment upregulates
miR-375 level and represses HPV16 E6 expression. Oncotarget, 2017 May 2. doi: 10.18632/oncotarget. 17575

Baldauf JJ, Fender M, Bergeron C, Marrer E, Velten M, Pradat P, Arbyn M. Cervical morbidity in Alsace, France:
results from a regional organized cervical cancer screening program. Eur J Cancer Prev 2017, doi:
10.1097/CEJ.0000000000000415

Vuitton L, Jaillet C, Jacquin E, Monnien F, Heberle M, Mihaic MI, Lassabe C, Raffoul J, Puyraveau M, Lakkis Z,
Lamfichekh N, Picard A, Prétet JL, Mougin C, Valmary-Degano S. Human papillomaviruses in colorectal cancers: a
case-control study in western patients. Dig Liver Dis. 2017, 49:446-450.

Thiery A, Akladios C, Fender M, Severac F, Baldauf JJ. Excess cervical cancer screening smears: any benefit? A
retrospective cohort in Alsace, France. J Med Screen 2017; 24(2):92-97

Haelens A, Roche L, Bastos J, Woronoff AS, Zorzi M, Francart J, Grell Eurocare-5 working group. Trends in net
survival from cervical cancer in six European Latin countries: results from the SUDCAN population-based study. Eur
J Cancer Prev 2017; 26: S92-S99

Plissonnier ML, Fauconnet S, Bittard H, Mougin C, Rommelaere J, Lascombe |. Cell death and restoration of TRAIL-
sensivity by ciglitazone in resistant cervical cancer cells. Oncotarget 2017; 8(64): 107744-107762

Lefevre M, Rousseau A, Rayon T, Dalstein V, Clavel C, Beby-Defaux A, Prétet JL, Soussan P, Polette M, Lacau
Saint Guily J, Birembaut P; Papillophar Study Group. Epithelial to mesenchymal transition and HPV infection in
squamous cell oropharyngeal carcinomas: the papillophar study. Br J Cancer. 2017, 116:362-369

Lacau St Guily J, Rousseau A, Baujat B, Périé S, Schultz P, Barry B, Dufour X, Malard O, Prétet JL, Clavel C,
Birembaut P, Franceschi S; Papillophar Group. Oropharyngeal cancer prognosis by tumour HPV status in France:
The multicentric Papillophar study. Oral Oncol. 2017, 67:29-36

Guenat D, Hermetet F, Prétet JL, Mougin C. Exosomes and Other Extracellular Vesicles in HPV Transmission and
Carcinogenesis. Viruses. 2017 Aug 7;9(8). pii: E211

Communications nationales

Vuitton L, Crochet E, Parmentier AL, Fein F, Dupont-Gossard AC, Plastaras L, Koch S, Prétet JL, Mougin C,
Valmary-Degano S. Prévalence élevée de l'infection a Papillomavirus haut risque dans le canal anal de patients
atteints de maladie de Crohn. Journées Francophones d’Hépato-gastroentérologie & d'Oncologie Digestive. 23-26
mars 2017, Paris, France

Communications internationales
Perrard J, Morel A, Gassmann F, Meznad K, Baguet A, Guenat D, Mougin C, Prétet JL. HPV16 E6 expression is
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regulated through miR-375 after DNA demethylating agent treatment. DNA Tumour Virus, Birmingham, UK, 17-22
july, 2017

Vuitton L, Jacquin E, Parmentier AL, Fein F, Dupont-Gossart C, Plastaras L, Koch S, Prétet JL, Mougin C, Valmary-
Degano S. Anal canal Human papillomavirus (HPV) infection in men and women undergoing colonoscopy:
prevalence and risk factors; high burden in Crohn’s disease patients. 25th UEG Week, October 28 - November 1,
2017, Barcelona Spain (Poster of Excellence selected for ‘Posters in the Spotlight’ session)

Conférences sur invitations

Jean-Luc Prétet : 37éme Réunion Interdisciplinaire de Chimiothérapie Anti-Infectieuse (RICAI), Paris. Infections a HPV
: ol en sommes-nous? Physiopathologie. 18 décembre 2017

7 Coopération avec les laboratoires de santé animale, d’hygiéne alimentaire,
environnementaux

Non applicable

8 Programme d’activité pour les années suivantes

1. Activité d’expertise :

Nous continuerons a répondre aux demandes d’expertise relatives au génotypage de papillomavirus humains par les
professionnels de santé. Par ailleurs, nous testerons des matériels, trousses ou réactifs de détection des
papillomavirus lorsque nous serons sollicités. Le cas échéant, nous travaillerons notamment sur la méthodologie
adéquate a mettre en ceuvre pour répondre de fagon optimale aux questions posées.

Nous poursuivrons notre démarche en vue d’accréditer des analyses supplémentaires de caractérisation qualitative
ou quantitative des HPV. Pour cela, nous finaliserons les dossiers de vérification/validation de méthode et nous
déposerons auprés du COFRAC des ajouts d’analyses sur les lignes de portée déja accréditées.

Nous développerons une technique de séquencgage haut débit pour étudier et caractériser les variants moléculaires
d’HPV16, le génotype d'HPV le plus fréquemment détecté, quels que soient l'origine géographique des patients,
I'origine anatomique de la Iésion ou encore le grade de la lésion. Nous adapterons une technique décrite par
Mirabello et al. (2015 et 2017) sur notre séquenceur lllumina MiSeq. Un pipe-line bio-informatique sera
spécifiquement développé au sein du CNR. Nous pourrons alors caractériser en profondeur les variants d'HPV16 au
cours de I'histoire naturelle des infections ou encore en cas d’échec de la vaccination.

Nous développerons des techniques de PCR digitale afin d’augmenter la sensibilité de détection des HPV. Cette
technique sera particuliérement adaptée a I'étude des HPV a partir de 'ADN tumoral circulant. Par ailleurs, nous
ménerons des comparaisons de méthodes entre PCR en temps réel et PCR digitale afin de valider les applications
quantitatives de cette nouvelle technique.

2. Activité de surveillance :

Suivi des infections a papillomavirus humains et des Iésions associées a I'ére vaccinale

Gréce au développement d'outils de détection des HPV trés sensibles (PCR temps-réel, PCR Luminex) nous seront
en mesure d’évaluer avec précision les infections par les types d’'HPV ciblés par les vaccins actuellement disponibles
(Gardasil, Gardasil9 et Cervarix) mais aussi par les types d’HPV non ciblés. Nous serons ainsi en mesure d’estimer
en France l'efficacité de la vaccination contre les HPV que ce soit au travers d’études réalisées en population (étude
d'impact) ou dans des populations ciblées (vaccinées vs non vaccinées, étude d'efficacité a proprement parler). Au-
dela nous nous doterons d’outils nous permettant d’étudier précisément les souches d’HPV ayant été détectées en
cas d'échec de la vaccination.

Etudes d’'impact de la vaccination HPV

La vaccination contre les papillomavirus humains (HPV) a démontré, dans les essais cliniques, une efficacité de plus
de 95% contre le développement des Iésions de haut grade du col de 'utérus associées aux HPV16 et HPV18
(Vincenzo et al., 2014). Des données d'impact (pré- vs post-vaccination) sont aujourd’hui disponibles sur I'efficacité
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de cette vaccination en population contre les infections par HPV16 et 18 dans les pays ayant une forte couverture
vaccinale (>50%). La vaccination contre les HPV est recommandée en France depuis juillet 2007. La couverture
vaccinale était faible avec environ 30% des jeunes filles de 15 a 17 ans vaccinées avec le schéma a trois doses.
Cette couverture a diminuée avec le temps pour devenir inférieure a 20%. Une étude d'efficacité (vaccinées vs non
vaccinées), menée en population en France, a montré que la vaccination permettait de réduire l'infection par les
types vaccinaux de 15% a 0,61% chez des jeunes femmes de moins de 25 ans (Heard et al. 2016). En revanche,
aucune donnée n’est disponible sur I'impact de la vaccination sur les Iésions de haut grade associées aux génotypes
d’HPV ciblés par les vaccins et notamment les HPV16 et 18.

Deux études d'impact seront conduites en paralléele:

- Une étude d'impact de la vaccination HPV sur la distribution des types d’'HPV dans les Iésions de haut grade
du col de I'utérus en France. Notre objectif principal est de déterminer la prévalence de génotypes d’HPV
inclus dans les vaccins dans les lésions de haut grade (CIN2/3) en France a I'ére vaccinale. Les objectifs
secondaires sont de déterminer la distribution des types d’HPV (vaccinaux et non vaccinaux) dans les Iésions
de haut grade (CIN2/3) et en fonction de I'age (25-35 ans vs 35-45 ans) a I'ére vaccinale. Nous solliciterons le
réseau de laboratoire pour le recueil des échantillons qui seront analysés de fagon centralisée par le CNR
Papillomavirus.

- Une étude d'impact de la vaccination HPV sur l'incidence des lésions précancéreuses et des cancers du col
de l'utérus en France a I'ére vaccinale. Cette étude sera réalisée en collaboration avec le réseau des
Registres des Tumeurs (Francim) afin de calculer les incidences des lésions de haut grade et des cancers du
col de l'utérus a I'ére vaccinale. La méthodologie appliquée sera la méme que celle utilisée par Woronoff et al.
(BEH 2013).

Etudes ciblées

L'association EVE propose depuis plusieurs années, dans le Haut- et le Bas-Rhin, un modéle d'organisation trés
efficient du dépistage du cancer du col de I'utérus par frottis cervico-utérin. Dans ce contexte, 'association a aussi
constitué une cohorte de jeunes filles vaccinées (depuis 2009) qui entreront dans le programme de dépistage en
2020. Un travail de faisabilité d’'une collection d’échantillons sur papier buvard (Elute Card) a permis de montrer qu'il
était possible de stocker des résidus de frottis de col de 'utérus prélevés en milieu liquide sans perte de matériel
viral a échéance d’'une année (Barth et al. 2016). Nous allons poursuivre cette validation en testant a nouveau ces
prélévements aprés plus de 4 ans afin d’évaluer le stockage a long terme. Une fois ce mode de conservation validé,
les frottis des jeunes femmes de la cohorte vaccinale intégrant le programme de dépistage pourront étre stockés et
les analyses réalisées. Nous pourrons notamment :

- comparer la prévalence de l'infection par HPV chez des jeunes filles vaccinées et non vaccinées,

- évaluer et comparer la distribution des génotypes d’HPV chez des jeunes filles vaccinées et non vaccinées.

Etudes des cas d’échec de la vaccination

Nous poursuivrons une réflexion menée avec SpF concernant la mise en place d’une surveillance des échecs
vaccinaux. Cette surveillance sera d’autant plus efficace que I'organisation du dépistage du cancer du col de I'utérus
doit permettre de colliger, via les structures de gestion, la totalité des cas de Iésion de haut grade. Afin de mener a
bien ce projet, il sera nécessaire :

- de sensibiliser les professionnels de santé sur I'importance du recueil du statut vaccinal dans le cadre du
dépistage organisé du cancer du col de l'utérus ;

- de définir précisément les échecs vaccinaux (apparition d’une Iésion de haut grade ou plus, du col de I'utérus,
de la vulve du vagin ou de I'anus associée a un des génotypes d’HPV inclus dans le vaccin et ayant regu un
schéma complet de vaccination) ;

- d'élaborer un dispositif de déclaration et de remontée de I'information par les laboratoires, les structures
d’anatomie de cytologie pathologiques ou les cliniciens ayant connaissance du statut vaccinal auprés du CNR
Papillomavirus et de TANSM ;

- de développer une technique d’analyse des variants viraux impliqués dans le développement de ces lésions.
Cela pourra se faire par le clonage et le séquencage de la totalité du géne L1 (séquengage de Sanger). Nous
développerons aussi des techniques de séquencage haut débit visant a caractériser la séquence compléete
d’HPV16 dans un premier temps, le génotype le plus fréquemment associé aux lésions de haut grade du col
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de l'utérus.
Autres études

Etude BIOVRAIE : Aujourd’hui, la prévalence, le génotypage et la persistance des HPV dans les verrues plantaires
n'ont jamais été évalués par des techniques performantes. Par ailleurs, aucune étude n'a corrélé la guérison clinique
de telles verrues et I'efficacité thérapeutique avec une guérison virologique. L'objectif du travail est d'évaluer le statut
virologique HPV de patients porteurs de verrues plantaires avant et aprés traitement. Cette étude permettra
notamment de mieux connaitre I'épidémiologie de 'HPV chez les patients porteurs de verrues plantaires (prévalence
et génotype) a I'aide d’'une technique récente d’identification virologique. Elle permettra également de relier ou non la
guérison clinique et la guérison virologique et de distinguer les recontaminations des récidives par persistance virale.

3. Activité d’Alerte
4. Activités de rétro-information, de formation et de conseil

Nous continuerons a répondre aux sollicitations des sociétés savantes, encore des associations de patients pour
assurer des activités de formations et d'information sur les infections par HPV, leurs physiopathologie et les moyens
de prévention. Ces activités prendront la forme de conférences, d’enseignements post-universitaires ou encore
d'interventions auprés du grand public. A ce titre, le CNR a été sollicité pour intervenir en 2018 dans un forum de
prévention sur différents cancers, organisé par I'association « Mieux vivre ensemble » de Besangon. Il a aussi été
invité par différentes sociétés (Groupement Romand de la Société Suisse de Gynécologie Obstétrique, le Centre
d’Investigation Clinique spécialisé en Vaccinologie Cochin-Pasteur, Journées Nationales d’Infectiologie, Académie
Nationale de Pharmacie...) pour présenter des données relatives a la vaccination contre les HPV ou encore discuter
des modalités de prévention primaire et secondaire du cancer du col de 'utérus.

Concernant les activités en lien avec les institutions et les agences sanitaires, nous poursuivrons nos travaux :

- dans le cadre du Comité Technique et de Prospective du Dépistage du Cancer du Col de I'Utérus piloté par
I'INCa,

- dans le cadre de la coordination du groupe d’expert sur le projet de « Surveillance post-thérapeutique des
lésions précancéreuses du col de l'utérus » piloté par le département Bonnes Pratiques de I'INCa,

- dans le cadre du Groupe National Sonde Endocavitaire du Ministere de la Santé,

- auprés de 'ANSM pour définir les trousses de détection des HPV et les milieux de recueil de cellules
pertinents pour le dépistage du cancer du col de I'utérus.

Des contacts ont été pris avec I'Agence Régionale de Santé Bourgogne-Franche-Comté pour discuter de la mise en
place du dépistage organisé du cancer du col de l'utérus. Il s'avére que la structure de gestion identifiée pour
organiser ce dépistage en Bourgogne-France-Comté sera I'’Adeca-FC (Association pour Le Dépistage des Cancers
en Franche Comté) qui doit fusionner avec 4 autres structures départementales de I'ex-région de Bourgogne. Le
CNR participera a la réflexion sur 'organisation de ce dépistage en région.
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Annexe 1 : Missions & organisation du CNR

Rappeler ici les informations suivantes (pour la plupart déja disponibles dans votre dossier de candidature) en les
mettant si nécessaire a jour :

1.1 Missions du CNR et de ses éventuels laboratoires associés

Expertise :

en contribuant a I'évaluation des performances (sensibilité, spécificité) des méthodes de biologie moléculaire
permettant le génotypage des papillomavirus oncogénes ou non, incluant les trousses commerciales ;

en suivant les génotypes responsables des infections précancéreuses ou cancéreuses du col de I'utérus ou
d’'autres cancers liés aux papillomavirus et tout particulierement en identifiant I'émergence éventuelle de
nouveaux génotypes ;

en réalisant 'étude génétique des souches d'HPV en cas d'infection par un HPV inclus dans le vaccin chez
les vaccinés (séquengage et analyse phylogénétique) ;

en fournissant aux laboratoires réalisant des PCR HPV ou des techniques de génotypage des HPV une
assistance technique et biologique permettant de garantir la qualité des résultats et en organisant un contréle
de qualité dans ce but ;

en contribuant a la mise en place et a I'évaluation des techniques alternatives a la cytologie (recherche
directe des HPV) dans le cadre de la généralisation du dépistage organisé (plan cancer 2014-2019) et de
I'évolution de la politique vaccinale (en particulier en cas d'utilisation du vaccin nonavalent) ;

en développant des outils virologiques permettant d’évaluer la sensibilité des virus HPV aux antiseptiques et
aux désinfectants.

Conseil :

en contribuant a la définition et I'évaluation des politiques de lutte contre les infections sexuellement
transmissibles ainsi que contre les Iésions précancéreuses et les cancers liés aux HPV, en particulier dans le
cadre des groupes ad hoc d’expertise mis en place par les agences ou autorités sanitaires ;

en contribuant aux actions de formation continue en direction des professionnels de santé sur les infections a
papillomavirus, en particulier I'histoire naturelle de l'infection, son diagnostic et la signification des différents
examens anatomo-pathologiques et virologiques.

Contribution a la surveillance épidémiologique, en lien avec I’'agence nationale de santé publique

en développant un réseau représentatif de laboratoires pratiquant des examens virologiques (détection et
génotypage des papillomavirus) dans le but de mettre en place une base de données nationale. Ces résultats
seront accompagnés d'informations de nature épidémiologique ;

en contribuant aux études épidémiologiques concernant les infections HPV et les Iésions précancéreuses ou
canceéreuses liées aux HPV chez les immunocompétents et les immunodéficients (infectés par le VIH, greffés)
et les populations vulnérables ;

en contribuant aux réseaux de surveillance des HPV internationaux, notamment européens ;

en fournissant a l'agence nationale de santé publique les données nécessaires concernant le profil
génotypique des HPV circulants chez les femmes et les hommes.

Contribution a I'alerte

en signalant & I'agence nationale de santé publique tout phénoméne inhabituel : apparition d’un nouveau
génotype ou d’'un génotype rare, augmentation de la fréquence de lésions précancéreuses ou cancéreuses
liées a un génotype donné, efc.
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1.2 Organisation du CNR et de ses éventuels laboratoires associés

- Deux hospitalo-universitaires : un PU-PH et un PHU. lls ont notamment en charge I'encadrement et le
management des activités de dépistage des infections & HPV haut risque ainsi que les activités de
développement et de transfert vers la routine de nouvelles techniques d'identification/caractérisation des
HPV. Tous deux animent les activités du CNR.

- Un ingénieur CNR. Cet ingénieur a en charge le développement et la réalisation de techniques de biologie
moléculaire de détection des HPV. Il contribue aux études de génotypage et a l'identification de variants. Par
ailleurs, il contribue & la gestion des collections d’échantillons.

- Un technicien CNR (recruté en 2018). Il a en charge la réalisation des techniques de biologie moléculaires,
participe a la validation des méthodes et déploie les procédures d’assurance qualité sous la supervision de
lingénieur et des biologistes.

- Une secrétaire représentant 0,1 ETP.

1.3 Locaux et équipements

Locaux

Les activités de détection des HPV sont effectuées au sein de I'UF de Biologie Cellulaire et Moléculaire
(locaux hospitaliers, CHRU Jean Minjoz, PC-BIO) et dans les locaux universitaires de 'EA 3181 (UFR Sciences
Médicales et Pharmaceutiques, les Hauts du Chazal). Les locaux hospitaliers satisfont aux normes pour la
manipulation des HPV et la réalisation des techniques de biologie moléculaire : une piece est spécifiquement dédiée
a l'activité d’hybridation des HPV (Hybrid Capture II®) et un plateau commun de biologie moléculaire est dédié aux
activités d’amplification (une piece pré-PCR dans laquelle s’effectuent les extractions d’acides nucléiques ; une piéce
pour les préparations de mix ; une piece abritant des thermocycleurs ; une piéce post-PCR dans laquelle s’effectuent
les manipulations des échantillons aprés amplification : gels d’électrophorése, purification des produits amplifiés...),
une piéce hébergeant séquenceur, pyroséquenceur, NGS et une piece avec les appareils de PCR en temps réel. Le
nettoyage, 'entretien des locaux et I'élimination des déchets sont assurés par le CHRU de Besancon.
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Les locaux recherche de I'EA 3181 sont équipés pour la culture cellulaire, les techniques de biologie moléculaire
qualitative et quantitative avec des zones dédiées (extraction d’acides nucléiques, PCR classique et en temps réel,
séquengage). lIs seront a disposition pour le CNR.

Equipements
Il'y a une utilisation mutualisée d’équipements hospitaliers et/ou universitaires de I'équipe EA 3181 et de I'ex
Structure Fédérative de Recherche FED4234 (voir ci-dessous). Les locaux hospitaliers et universitaires étant situés
sur la méme zone d’activité géographique TEMIS Santé, les différents types de matériel sont trés facilement
accessibles. La liste ci-dessous n’est pas exhaustive.
= Postes de sécurité microbiologique (CHRU et université)
Etuves CO2 (CHRU et Université)
Etuves séches (CHRU)
Microscopes - microscopes inversés (CHRU et Université)
Hottes dédiées a la préparation des mix de PCR (CHRU et Université)
Thermocycleurs classiques (CHRU et Université)
Thermocycleurs temps réel Applied Biosystems ABI 7500 et Light Cycler : LC480 (CHRU et Université)
Séquenceurs (CHRU et accés au séquenceur de la FED)
NGS (CHRU et Université)
Cuves électrophorése - Générateurs - Analyseur de gels (CHRU et Université)
Spectrophotométres (CHRU et Université)
Lecteur microplaque (CHRU)
Balances - Centrifugeuses - Vortex — Agitateurs — Bains-Marie - Réfrigérateurs - Congélateurs
Congélateurs -80°C (CHRU et Université)
Luminométre DML 2000TM (CHRU)
Station d’enrobage (acces au service d’anatomie et cytologie pathologiques)
Microtome (CHRU)

Le CNR a financé I'achat de matériels de base nécessaire a son fonctionnement (jeu de pipette, portoirs, pompe
pour la culture cellulaire) et de petits appareils nécessaires a la réalisation de la technique de génotypage des HPV
par Luminex (agitateurs plaques, systéme de filtration de plaques).

Moyens extérieurs a la structure / structures transversales
L’équipe bisontine est localisée sur un campus hospitalo-universitaire et a accés a ce titre a plusieurs
structures :

Plateformes techniques universitaires se composant, entre autres
= de laboratoires de confinement de niveau 1, 2 et 3
d’'une animalerie qui peut accueillir des souris modifiées génétiquement
d'une plateforme de séquengage et d'analyse de fragments
de thermocycleurs en temps réel
de cytométre en flux trieur
d’un microscope confocal
d’'un systéme d'électrophorése 2D
d’'un lecteur de plaque EnVision
d'une plateforme d’histopathologie (microdissecteur, tissus arrayeur)
d’'une plateforme de séquencage haut débit

Structures hospitaliéres du CHRU de Besangon
= Service d’Anatomie et de Cytologie Pathologiques (Pr S Valmary-Degano, EA3181).
Tumorotheque régionale de Franche-Comté a visée de recherche et sanitaire (Pr Valmary-Degano, EA3181)
Plateforme de Génétique Moléculaire des Cancers labellisée INCa (Pr JL Prétet)
Registre des tumeurs du Doubs et du Territoire de Belfort (Dr AS Woronoff, EA3181)
Centre d’Investigation Clinique (Pr E Haffen)
Unité de Méthodologie et de qualité de vie en cancérologie (Pr F Bonnetain)
Délégation a la Recherche Clinique et a I'lnnovation (Pr MC Woronoff)
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Structures Universitaires
= Plateforme Interrégionale de Protéomique CLIPP (Dr W Boireau, Dr P Ducoroy)
= Plateforme d’'Imagerie DImaCell (labellisation IBiSA, 2014)

1.4 Collections de matériel biologique

La collection d’échantillons du CNR Papillomavirus (échantillons provenant du précédant CNR localisé a ['lnstitut
Pasteur et échantillons nouvellement regus) a été placée au sein du Centre de Ressources Biologiques (CRB) a
deux filieres du CHU de Besangon (https://www.chu-besancon.fr/la-recherche/les-acteurs-de-la-recherche-au-
chru/centre-de-ressources-biologiques.html) certifié NF S96-900. La collection du CNR Papillomavirus est constituée
de 234 prélévements ayant été pris en charge par le précédent CNR.

Les échantillons dont nous disposons sont pour la plupart des extraits ’ADN (10 - 50 L) conservés a -80°C.
1.5 Démarche qualité du laboratoire

Rappeler ici I'organisation mise en place par le CNR en termes de démarche qualité du laboratoire (GBEA,
participation a un contréle qualité externe, accréditation, certification, ...).

Les techniques du CNR étant spécifiquement accréditées a échéance de I'année N doivent étre mentionnées dans
I'annexe 2.

Le CNR est intégré au Laboratoire de Biologie Médicale du CHRU de Besangon qui est accrédité 1SO15189
(accréditation n® 8-3294 ; https://www.cofrac.fr/fr/organismes/fiche.php?entite_id=82078058).

Le CNR a participé au cours de I'année 2017 au contréle de qualité externe d’Equalis : Global HPV DNA proficiency.
Les CEQ ont été analysés par la technique INNO-Lipa extra Il. Les résultats de ce contrble de qualité n'ont pas
encore été rendus a ce jour.
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Annexe 2 : Capacités techniques du CNR

Rappeler ici les informations suivantes (pour la plupart déja disponibles dans votre dossier de candidature) en les
mettant si nécessaire a jour :

2.1 Liste des techniques de référence

Lister ici les techniques (diagnostic/identification, typage, évaluation de la sensibilité aux anti-infectieux, ...) utilisées
par le CNR, en mentionnant explicitement lesquelles sont accréditées a échéance de I'année N.

Hybridation in situ : détection d’HPV haut risque, d’'HPV bas risque

Techniques Hybrid Capture Il (analyse accréditée)

Test INNO-LiPA® HPV Genotyping Extra Il

PCR-LUMINEX

PCR MY09-MY11, FAP59-FAP64

PCR temps réel E6 d’HPV6, HPV11, HPV16, HPV18, HPV31, HPV33, HPV45, HPV52 et HPV58
PCR temps réel E2 et E5 d'HPV16, HPV18, HPV31, HPV33 et HPV45

RT-PCR temps réel : transcrits E2, E6, E5 d’'HPV16, HPV18, HPV31, HPV33 et HPV45
Méthylation de la LCR d’'HPV16

Western blotting (Détection de E6, de E2)

2.2 Liste des techniques recommandées par le CNR

Lister ici les techniques (diagnostic/identification, typage, évaluation de la sensibilité aux anti-infectieux, ...)
recommandées par le CNR aux autres laboratoires.

Une liste des techniques de détection des HPV recommandées par le CNR dans le cadre du dépistage des
infections des HPV a été mise a jour et est disponible sur le site du CNR: https:/www.cnr-hpv.fr/wp-
content/uploads/2018/04/Liste-des-trousses-de-d%C3%Adtection-et-de-9%C3%A9notypage-des-HPV-
valid%C3%A9es-par-les-fabricants-de-milieux-v2.pdf
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