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Préambule

Un rapport annuel d’activité pour 'année N doit étre transmis par chaque CNR & Santé publique France a la fin du
premier trimestre de I'année N+1.

L’objectif de ce document est de fournir aux CNR un cadre de présentation homogéne (plan-type) des activités du
CNR et de ses éventuels laboratoires associés lors de I'année N.

Si le CNR comporte un ou plusieurs laboratoires associés, le CNR — Laboratoire coordonnateur doit présenter un
rapport commun faisant la synthése des activités des laboratoires concourant aux missions du CNR.

Ce rapport décrit les activités du CNR et produit une analyse des données recueillies au cours de I'année N. Il doit
étre concis, éviter les redondances, privilégier les illustrations pour les résultats (graphes, cartes, tableaux). Il s’agit
de fournir un travail de synthése mettant en exergue les points forts du bilan d’activité de I'année.

Ce rapport doit inclure un résumé analytique (en frangais et en anglais) destiné a étre publié sur le site de Santé
publique France.

Ce rapport comporte 3 annexes, regroupées a la fin du document :

- Les annexes 1 et 2 ont pour objet de rappeler les missions et l'organisation du CNR d’une part, ses capacités
techniques d’autre part. Ces éléments sont pour la plupart déja disponibles dans votre dossier de candidature.
Seuls les éléments nouveaux (changement d’organisation, de locaux, nouvelles capacités ...) doivent
figurer dans le corps du rapport.

- L'annexe 3 regroupe des informations confidentielles, a I'attention de Santé publique France et de son
Comité des CNR, non destinées a étre rendues publiques : permanence du CNR, détenteurs d’autorisations
MOT, détenteurs d’autorisations d’exercer la biologie médicale (AEBM), résultats de recherche non encore publiés
ou sous embargo, difficultés rencontrées. Cette annexe 3 doit figurer dans un document PDF distinct ou étre
détachable de la version papier fournie.

Il vous est demandé de respecter rigoureusement ce plan-type qui concorde avec celui de la grille d’évaluation utilisée
par les experts du Comité.

A I'exception de son annexe 3, ce rapport annuel d’activité a vocation a étre publié sur le site web du CNR.
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Résumeé analytique (en francais et en anglais)

La force d’association entre l'infection par un papillomavirus humain haut risque (HPVhr) et le cancer du col
de l'utérus, établit depuis une vingtaine d’année, a permis le développement de stratégies de prévention primaire, par
la vaccination prophylactique anti-HPV, et secondaire, par le dépistage des infections a papillomavirus humains,
extrémement efficaces. A ce titre, les derniéres modélisations prédisent que si la vaccination est introduite dans le
monde entier avec une couverture vaccinale suffisante (75%) et si toutes les femmes peuvent bénéficier de deux tests
HPV au moins au cours de leur vie, 13 millions de cancers du col de I'utérus pourront étre évités d'ici 2060. Parce les
HPVhr sont aussi responsables de Iésions précancéreuses et de cancers a d'autres localisations, le bénéfice de ces
actions de santé n’en sera que plus important.

En France, les derniéres données épidémiologiques indiquent que 2920 cas de cancers du col de I'utérus ont
été diagnostiqués (taux d'incidence standardisé monde de 6,1/100 000) avec 1117 décés en 2018. Si le nombre de
cas et de déces diminue réguliérement depuis 1990, les efforts de prévention doivent se poursuivre. C’est I'objectif du
plan Cancer 3 qui prévoit d'organiser le dépistage du cancer du col de I'utérus en France et de favoriser I'accés a la
vaccination. Ainsi, le CNR Papillomavirus doit notamment amener une expertise sur les trousses de détection des HPV
et les milieux de recueil des cellules, surveiller les génotypes d’HPV circulant dans les populations vaccinées ou non,
avec une attention pour les populations vulnérables. Enfin, il aura a fournir des informations et a assurer la formation
des professionnels de santé.

Le CNR Papillomavirus a mis en place une nouvelle technique de séquengage nouvelle génération des HPV
haut risque basée sur une capture d’hybride et sa mise en production est prévue au second semestre 2019. Cette
technique sera notamment utile pour décrire les variants moléculaires des HPV au cours de I'histoire naturelle des
infections/lésions associées et pour caractériser les HPV en cas d'infection par un HPV vaccinal chez les sujets
vaccinés. La technique de génotypage par PCR Luminex (permettant la détection de plus de 120 types différents
détectés) est désormais implémentée dans la routine. Sur 'ensemble des expertises réalisées, la grande majorité
concerne la recherche d’HPV cutanés dans un contexte de suspicion d'épidermodysplasie verruciforme ou dans des
contextes de syndrome dysimmunitaire ou chez des patients bénéficiant de traitements immunosuppresseurs. Nous
devons aussi traiter des cas de discordances entre différents tests HPV.

Au travers d’'un questionnaire proposé aux laboratoires de biologie médicale et aux cabinets d’anatomie
pathologique, nous avons exploré les pratiques de détection des HPV en France. De trés nombreuses trousses de
détection des HPV sont utilisées (plus de 8 différentes) pour, dans plus de 97% des cas, rechercher des HPV dans
des frottis ASC-US selon les recommandations. Nous avons aussi grace a ce questionnaire identifié 75 laboratoires
préts & participer au réseau de surveillance du CNR Papillomavirus. A ce titre, un protocole visant & étudier la
distribution des types d’'HPV dans des Iésions de haut grade survenues chez des femmes ayant été ou non exposées
a la vaccination est en cours de rédaction. Les laboratoires du réseau seront sollicités pour participer a ce protocole.
Nous travaillons aussi en étroite relation avec Santé publique France qui a mis en place un recueil systématique de
données cyto-histo-virologiques grace au réseau 3 labos. Enfin, des contacts ont été pris avec des responsables de
centres de références HPV en Europe pour mettre en place des contréles inter-laboratoires pour nos tests HPV.

Le CNR HPV est fréquemment sollicité notamment par des particuliers et des patients qui sont trés
demandeurs de renseignements généraux sur les infections a HPV, les lésions associées, leur prévention et les
traitements disponibles. Nous sommes aussi contactés par des laboratoires (de virologie au premier plan) pour des
questions relatives a la physiopathologie des infections par HPV et par des cabinets privés de pathologie pour des
aspects techniques de détection des HPV, notamment dans le contexte de I'accréditation ISO 15189. Le CNR HPV
est aussi représenté dans différents groupes de travail sur le dépistage du cancer du col de 'utérus, la prise en charge
post-traitement de lésions de haut grade, la vaccination HPV mis en place par les agences sanitaires (HAS, INCa,
Ministére de la Santé).

Sur le plan de la recherche, nous poursuivons la valorisation de notre cohorte hospitaliére suivie sur le plan
virologique, pathologique et clinique depuis une vingtaine d’année. Nous focalisons notre intérét sur de nouveaux
biomarqueurs viraux pronostiques du développement de lésions de haut grade. Cette cohorte est aussi une excellente
opportunité pour étudier les variants moléculaires des HPV au cours de I'histoire naturelle des ésions du col de I'utérus.
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The strength of association between high-risk human papillomavirus (hrHPV) infection and cervical cancer,
established over twenty years, has allowed the development of highly effective strategies of primary prevention,
through anti-HPV prophylactic vaccination, and secondary prevention, by HPV testing. Very recent modelling studies
predicts that if vaccination is introduced worldwide with sufficient vaccine coverage (75%) and if all women can benefit
from at least two HPV tests in their lifetime, 13 million cervical cancers can be prevented by 2060. Because hrHPV are
also responsible for precancerous lesions and cancers at other anatomic sites, the benefit of these public health actions
will be all the more important.

In France, the latest epidemiological data indicate that 2920 cases of cervical cancer have been diagnosed
(age-world-standardized incidence rate of 6.1 / 100 000) with 1117 deaths in 2018. If the number of cases and death
has been steadily declining since 1990, prevention efforts must continue. This is the objective of the “Plan Cancer 3",
which plans to organize cervical cancer screening in France and to promote vaccination. Thus, the Papillomavirus
National Reference Centre (PNRC) needs to provide expertise on HPV detection kits and cell collection media, monitor
HPV genotypes circulating in vaccinated and non-vaccinated populations, with attention to vulnerable populations.
Finally, it will have to provide information and provide training for health professionals.

PNRC has implemented a new high-throughput HPV-based sequencing technique based on hybrid capture
and is expected to be used in a routine way in the second half of 2019. This technique will be particularly useful to
describe the molecular variants of HPV during the natural history of infections. It will also permit to characterize HPV
genome in the event of infection with a HPV included a vaccine in vaccinated subjects. The Luminex PCR genotyping
technique (allowing the detection of more than 120 different types) is now implemented in the routine. The vast majority
of the expertise carried out concerns the detection of cutaneous HPV in the context of a suspicion of epidermodysplasia
verruciformis or in contexts of dysimmunity syndromes or in patients receiving immunosuppressive treatments. We
also need to deal with discrepancies between different HPV tests.

Thanks to a questionnaire offered to medical biology laboratories and pathology laboratories, we analysed
HPV testing practices in France. A large number of HPV detection kits are used (more than 8 different) to test for HPV
in ASC-US smears in more than 97% of cases as recommended. We have also through this questionnaire identified
75 laboratories ready to participate in the PNRC surveillance network. As such, a protocol to study the distribution of
HPV genotypes in high-grade lesions occurring in women who have or have not been exposed to vaccination is being
drafted. The laboratories of the network will be asked to participate in this protocol. We are also working in close
collaboration with Santé publique France, which has set up a systematic collection of cyto-histo-virological data through
the network 3 labos. Finally, contacts were made with heads of HPV reference centers in Europe to set up inter-
laboratory controls for our HPV tests.

The PNRC is frequently contacted by patients who need general information on HPV infections, associated
lesions, their prevention and available treatments. We are also contacted by laboratories for questions related to the
physiopathology of HPV infections and by private pathology offices for technical aspects of HPV detection, particularly
in the context of accreditation according to the ISO 15189 standard. PNRC is also represented in various working
groups set up by health agencies (HAS, INCa, Ministry of Health) on cervical cancer screening, post-treatment
management of high-grade lesions, and HPV vaccination.

In terms of research, we are continuing to study our hospital cohort of patients monitored over the past twenty
years for HPV infection and cervical abnormalities. We now focus our interest on new viral prognostic biomarkers for
the development of high grade lesions. This cohort is also an excellent opportunity to study molecular variants of HPV
during the natural history of cervical lesions.
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1 Missions et organisation du CNR

Organigramme du CNR Papillomavirus
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Mouvements de personnels :
Les personnels impliqués directement dans les activités du CNR apparaissent dans les cases bleues.

*Monsieur le Dr David Guenat a quitté ses fonctions au premier janvier 2019. « Nous nous sommes rapprochés de
deux praticiens du service de virologie pour une participation effective du service de virologie aux activités du CNR a
compter du 2¢ semestre 2019 : Dr. Quantin Lepiller (ancien MCU-PH au laboratoire de virologie du CHU de Strasbourg
et actuellement PH au laboratoire de virologie du CHU Besangon) et Dr. Line Puget, titulaire d’'un DES de dermatologie,
en cours de finalisation d'un DES de Biologie médicale et titulaire de plusieurs DIU ou DU en dermatologie et en
virologie (cancérologie dermatologique, dermatologie pédiatrique, photobiologie, chirurgie esthétique, dermatologie
chirurgicale, VIH).

**Madame Julie Rousselot, technicienne a temps plein qui a été recrutée a partir du 19 mars 2018 a quitté son poste
au premier décembre 2018. Elle a été remplacée par Mme Alice Brunier au premier janvier 2019.

Nous avons toujours I'objectif de recruter un PH a 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 CHU de Besangon.

Accréditation :

Le CNR Papillomavirus fait partie du Laboratoire de Biologie Médicale du CHU de Besangon qui est accrédité
ISO15189 (accréditation n® 8-3294 ; https://www.cofrac.fr/frlorganismes/fiche.php?entite_id=82078058). La détection
des HPV haut risque par la technique Hybrid Capture 2 (hc2) est accréditée. Un dossier de validation de méthode est
en cours de constitution pour I'accréditation du génotypage des HPV par la technique INNO-LIPA® HPV Genotyping
Extra Il (Fujirebio).
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2 Activités d’expertise

Eléments clefs de 'année

Le CNR Papillomavirus a mis en place une nouvelle technique de séquencage nouvelle génération des HPV haut
risque par capture. Sa mise en production est prévue au second semestre 2019. Les techniques de génotypage des
HPV cutanés et muqueux par PCR Luminex (plus de 120 types différents détectés) sont implémentées dans la routine.
Soixante-dix-sept expertises ont été réalisées avec une nouvelle indication qui est la quantification de la charge virale
plasmatique en HPV chez les patients atteints de cancers de I'anus.

2.1 Evolutions des techniques

Mise au point d’'une technique de séquencage nouvelle génération des HPV haut risque par capture :

Nous avons mis a profit la technique de capture d’hybrides utilisée en routine a l'aide de la technique hc2 pour isoler
les génomes viraux présents dans des échantillons. Outre le génotypage des HPV, cette approche nous permettra
d'identifier les variants d'HPV au sein d’'un génotype. Par ailleurs, il sera aussi possible de caractériser les jonctions
viro-cellulaires et de définir, le cas échéant, les sites d'intégration des HPV. Pour cette derniére application, le pipeline
d’analyse bio-informatique nécessite des adaptations.

Mise en place d’une technique de NGS par amplicons pour la caractérisation spécifique dHPV16 (cf. programme).

2.2 Travaux d’évaluation des techniques, réactifs et trousses

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

Nous avons poursuivi les travaux relatifs a la conservation de 'ADN des HPV aprés dépét de résidus de cytologie
liquide sur les buvards « Elute Card ». Nous avons en particulier testé la stabilité de 'ADN des HPV aprés 4 ans Y de
stockage sur 31 buvards. Aprés extraction de 'ADN a partir d'un punch, les HPV ont été recherchés a l'aide de la
trousse INNO-LIPA® HPV Genotyping Extra Il (Fujirebio). Les résultats ont été comparés a ceux obtenus sur les
prélévements de cytologie liquide initiaux et sur les buvards aprés une année de stockage. Globalement nous avons
obtenu :

- les mémes génotypes sur 22 buvards

- 1 génotype supplémentaire sur 5 buvards

- 1 génotype en moins sur 2 buvards

- 1 génotype en moins et 1 génotype en plus sur 1 buvard

- 1 discordance sur 1 buvard

Les hypothéses expliquant les discordances partielles sont :

- la trousse de génotypage des HPV utilisée sur le prélévement initial et aprés un an de stockage (trousse
CLART® HPV de Genomica, analyses réalisées a Strasbourg) est différente de celle utilisée pour le test & 4 ans V2.
Or, il est accepté que les différentes trousses de génotypage n'ont pas les mémes sensibilités pour les différents types
d'HPV;

- une hétérogénéité du dépot des résidus de cytologie liquide sur les buvards ;

- une contamination inter-cartes compte-tenu du mode de stockage non optimal des buvards.

Pour les échantillons discordants a 4 ans 2, nous avons eu acces a 6 résidus de cytologie liquide initiaux que nous
avons retesté avec la trousse INNO-LIPA® HPV Genotyping Extra Il. Une concordance totale a été retrouvée pour 3
prélévements, pour les 3 autres, les discordances concernait des HPV tres rares (HPV81 a bas risque et HPV82 et
HPV70 probablement a risque).

Au total, nous obtenons une concordance compléte (tous les génotypes retrouvés) ou partielle (au moins un génotype
retrouvé) de 97 %. Il n'est pas apparu de perte ou de gain d'HPV16 ou d’HPV18. Il apparait donc que I'ADN des HPV
peut étre détecté dans la trés grande majorité des cas aprés 4 ans %2 de stockage. Des expériences complémentaires
pour évaluer 'hétérogénéité et les conditions de prétraitement des échantillons sont prévues (cf. programme). Par
ailleurs, nous recommandons de stocker chaque carte individuellement dans une pochette plastique.
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2.3 Techniques transférées vers d'autres laboratoires

Nous avons été sollicités par le Dr Samuel Alizon (UMR Mivigec, Montpellier) pour le transfert de techniques de PCR
en temps réel permettant le suivi des charges virales des HPVG, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 51 et 52.

2.4 Collections de matériel biologique

La collection d’échantillons s’est enrichie de 77 prélévements qui ont été adressés pour expertise. Il s'agit d’ADN, de
fragments de tissus congelés ou fixés et inclus en paraffine, de plasma.

2.5 Activités d’expertise

Le tableau ci-dessous récapitule les 77 demandes d’expertise en fonction de la localisation des prélévements.

Nombre de

L1 Localisations Indications
prélévements

10 suspicions d’épidermodysplasie verruciforme
6 patients sous immunosuppresseur
25 Peau 6 syndromes dysimmunitaires
2 génotypages de lésions cutanées sans autre précision
1 discordance entre deux techniques

Voies 4 papillomatoses laryngées
6 aérodigestives 1 cancer de la langue
supérieures 1 leucokératose pharyngée
3 condylomes
6 Anus 2 génotypages de Iésions sans autre précision

1 discordance entre deux techniques
1 discordance
1 dysurie avec éruption sur le gland

4 Pénis Y
1 Iésion papuleuse
1 condylome
2 carcinomes
. e 1 condylome
. 2 carcinomes épidermoides invasifs
3 Col de l'utérus . ;
1 discordance entre deux techniques
1 papillome lacrymal
2 Autre . L . .
1 génotypage a partir de sourcils pour psoriasis
28 ADN circulant 26 cancers de 'anus

2 cancers colorectaux

Le délai moyen de restitution des résultats est de 15 jours. A noter qu'il 'y a pas d’'urgence & rendre un résultat de
génotypage d’HPV.

Le graphe ci-dessous représente une analyse quantitative des expertises réalisées par le CNR Papillomavirus
(comparaison 2017 et 2018).

Proportion des prélévements analysés par localisation et par année
70%
60%
50%
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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 CHU de Besangon.

Nous avons aussi accés a une expertise limitée en bio-informatique (1/6 d’ETP). Le bio-informaticien intervient au sein
du pdle de biologie du CHU de Besangon pour des activités de biologie du cancer, d’oncogénétique, pour le CNR
papillomavirus, le CNR résistance aux antibiotiques, et le Centre de Ressources Biologiques du CHU de Besangon.

L'objectif de la mise en place du séquengage haut débit des HPV au sein du CNR est d'étudier les variants
génotypiques des principaux types d’HPV oncogenes. En effet, il a récemment été décrit que les HPV étaient trés
polymorphes. Il est donc nécessaire d'étre en mesure non seulement d'identifier les génotypes présents mais aussi
les variants. Des études épidémiologiques spécifiques sont envisagées afin d’évaluer s'il existe des liens entre des
variants génotypiques d’'HPV et I'histoire naturelle de I'infection et/ou des Iésions associées a ces variants.

3 Activités de surveillance

Eléments clefs de 'année

Nous avons proposé un questionnaire sur les pratiques de détection des HPV par les laboratoires de biologie médicale
et les structures d’anatomie et de cytologie pathologique. Nous avons identifié 75 laboratoires préts a participer au
réseau de surveillance du CNR Papillomavirus. Ces structures seront contactées pour formaliser leur participation au
réseau et leur proposer de participer a des études conduites par le CNR. A ce titre, un protocole visant & étudier la
distribution des types d'HPV dans des Iésions de haut grade dans des cohortes de femmes ayant été ou non exposées
a la vaccination est en cours de rédaction. Nous travaillons aussi en étroite relation avec Santé publique France qui a
mis en place un recueil systématique de données cyto-histo-virologiques grace au réseau 3 labos. Enfin, des contacts
ont été pris avec des responsables de centres de références HPV en Europe afin de réfléchir dans un premier temps
a la mise en place de contréles inter-laboratoires pour nos tests HPV.

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 (LABM), structures
d’'anatomie et de cytologie pathologiques (LACP), 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 a été
proposée aux Laboratoires de Biologie Médicale (diffusion du questionnaire via SpF a environ 3600 adresses email)
et aux structures d’Anatomie et de Cytologie Pathologiques (annuaire du Syndicat des Médecins Pathologistes
Frangais, environ 400 structures). Les principaux résultats de cette enquéte sont :

Nous avons regu 133 réponses au questionnaire, soit 3,4% des laboratoires sollicités.
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Parmi ces laboratoires, 29% réalisent des tests HPV. La trés grande majorité des prélévements testés (97%) sont des
frottis présentant des atypies cellulaires (ASC-US) et les tests HPV sont effectués dans le cadre du dépistage du
cancer du col de I'utérus selon les recommandations en vigueur. Trois laboratoires (sur 34 ayant répondu a la question)
ont signalé qu'ils demandaient le statut vaccinal des patientes pour lesquelles ils faisaient une recherche dHPV. Dans
une moindre mesure, les laboratoires effectuent aussi des tests HPV sur des prélévements de I'anus, du pénis, ORL
ou encore du vagin, le plus souvent dans un contexte de cancer. Dans ce cas il s'agit plutdt de tests de génotypage
des HPV.

Les milieux de recueil des prélévements pris en charge par les laboratoires sont trés variés. Les plus utilisés sont les
milieux ThinPrep de Hologic et Surepath de BD. Plus de 8 trousses différentes de détection des HPV (trousse de
dépistage ou trousse de génotypage) sont utilisées par les laboratoires. Les deux trousses les plus fréquemment
utilisées sont la trousse Xpert® HPV de Cepheid et la trousse cobas® HPV de Roche Diagnostics.

Nous avons aussi demandé aux laboratoires, s'ils souhaitaient participer a un réseau de professionnels pour étudier
I'écologie virale et contribuer a I'évaluation de 'impact de la vaccination contre les HPV. Sur les 133 laboratoires qui
ont répondu au questionnaire, 75 acceptent de participer a ce réseau dont 36 réalisent des tests HPV.

Les différents responsables des structures ayant répondu positivement seront contactés individuellement.

3.2 Surveillance de I'évolution et des caractéristiques des infections

La majorité des demandes d'expertise (paragraphe 2.5) concerne des prélévements cutanés dans :

- un contexte de suspicion d'épidermodysplasie verruciforme. Dans ce cas, la détection de papillomavirus de
type « Epidermodysplasia Verruciformis » ou EV like (dont HPV5 et HPV8) permet de conforter le diagnostic
anatomopathologique.

- un contexte de syndrome dysimmunitaire ou chez des patients bénéficiant de traitements
immunosuppresseurs (greffe, maladies inflammatoires). La détection d’HPV de type EV incite a une vigilance accrue
liée a un potentiel sur-risque de développement de cancers cutanés.

Nous avons aussi mis en place une activité de détection des HPV dans le sang circulant chez des patients atteints de
cancers associés aux HPV (notamment de cancers de l'anus). En effet, la détermination d’'une charge virale
plasmatique est prédictive d’'une réponse au traitement.

Un suivi 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.
Nous envisageons :

- des études ponctuelles d'efficacité et d'impact de la vaccination sur les infections par HPV. Des contacts ont
été pris avec un méthodologiste du Centre d'Investigation Clinique du CHU de Besangon afin d'établir des
designs d'études et de calculer le nombre de sujets & inclure. Un protocole visant & évaluer I'impact de la
vaccination sur la survenue d’'une Iésion de haut grade est en cours de rédaction,

- un suivi régulier et au long cours des génotypes en s'appuyant sur le réseau de laboratoire,

- un retour sur les données du réseau a destination des laboratoires participant via une newsletter sur le site du
CNR HPV.

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 réseau 3 Labos repose sur l'automatisation de la transmission de données anatomocytopathologiques et
virologiques pour différents agents pathogénes par les laboratoires Biomnis et Cerba a Santé publique France. Les
données recueillies incluent des éléments socio-démographiques (age, département) et biologiques (type de frottis et
résultats des tests HPV avec génotypage partiel : HPV16, HPV18, autres HPV haut risque). En ce qui concerne les
infections par HPV, le projet 3 Labos prévoit la transmission de données rétrospectives obtenues a partir de frottis
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ASC-US (c'est-a-dire présentant des atypies et pour lesquels une recherche de papillomavirus humains est
recommandée) sur la période 2013-2018 (environ 25 000 a 28 000 résultats par an) et la transmission de données
prospectives a partir de 2019.

-> Partenariat avec le registre des tumeurs et le réseau FRANCIM

Des travaux en collaboration avec le réseau des Registres des Tumeurs FRANCIM ont été réalisés par le Dr Anne-
Sophie Woronoff, directrice du Registre des Tumeurs du Doubs et du Territoire de Belfort. Notamment, les données
d’incidence du cancer du col de I'utérus et de la mortalité ont été produites sous la responsabilité du Dr AS Woronoff
et publiées en 2019 dans le rapport national « Estimations nationales de l'incidence et de la mortalité par cancer en
France métropolitaine entre 1990 et 2018 » (FRANCIM, SpF, HCL, INCa). Ainsi, en 2018, le nombre de cas de cancers
du col de l'utérus est estimé a 2920 pour un taux d'incidence standardisée monde (TSM) de 6,1/100 000 personnes-
années. Le nombre de décés est estimé a 1117 (TSM 1,7/100 000). Sur la période 1990-2018, le TSM diminue en
moyenne de 1,8% par an avec un ralentissement sur la période 2010-2018. De la méme facon la mortalité diminue
depuis 1990 (-2,1% par an).

Une étude spécifique a été menée sur l'incidence des lésions précancéreuses en zone registre dont les résultats sont
en cours d’analyse.

-> 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 avons notamment rencontré le Pr Ole Herman Ambur (Oslo Metropolitan U, Norvége). Nous avons acté un
principe d'échange interlaboratoire pour le génotypage des HPV et le séquencgage nouvelle génération.

Nous sommes toujours en contact avec des partenaires marocains (Dr E Belglaiaa, Ladyoune) pour travailler
spécifiquement sur les facteurs de risque d’infection par HPV et le dépistage du cancer du col de I'utérus au Maroc.

3.5 Enquétes ou études ponctuelles concourant a la surveillance
Etude BIOVRAIE

Aujourd’hui, la prévalence, le génotypage et la persistance des HPV dans les verrues plantaires n'ont jamais été
évalués. Par ailleurs, aucune étude n'a corrélé la guérison clinique de telles verrues et I'efficacité thérapeutique avec
une guérison virologique. BIOVRAIE est une étude ancillaire de I'étude VRAIE au cours de laquelle des patients
présentant des verrues plantaires ont été recrutés. Aprés une période de traitement conventionnel, les patients
présentant des verrues réfractaires ont été randomisés pour recevoir un traitement (i) par pansement occlusif simple
(groupe controle), (i) par kératolytique (traitement conventionnel), (iii) par cryothérapie (traitement physique), (iv) par
5-fluoro-uracile (traitement chimique) et (v) par imiquimod (traitement immunomodulateur).

Nous avons analysé par PCR luminex ciblant 7 HPV « verrues » (HPV1, 2, 3, 4, 10, 27, 57) et 46 HPV béta (HPV5, 8,
9,12,14,15,17,19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 36, 37, 38, 47, 49, 75, 76, 80, 92, 93, 96, 98, 99, 100, 104, 105, 107, 110,
111, 113, 115, 118, 120, 122, 124, 143, 145, 150, 151, 152, 159, 174) les verrues provenant de 97 patients pour
lesquels un prélévement a été obtenu 42 jours avant traitement et le jour du traitement. Pour 38 d’entre eux nous
avons eu acces a un prélevement supplémentaire 1 a 6 mois aprés le traitement.
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Les principaux résultats de génotypage des HPV sont les suivants :

Nombre d'HPV moyen par prélévement
5
S 4
[-%
T
- 3
g
]
€ 2
o
21
0
Total J-42 JO Post-ttt
B beta ™ Verrue M Beta+ verr

Le nombre moyen d’HPV par prélévement varie peu au cours du suivi. Ce sont majoritairement des HPV spécifiques
des verrues qui sont identifiés.

La distribution des types des HPV spécifiques des verrues est présentée ci-dessous. Ce sont les HPV1 et les HPV27
qui sont les plus fréquemment détectés. Le traitement ne semble pas impacter le portage viral, mais ceci demande a
étre investigué spécifiquement pour HPV1 et HPV4.
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La prévalence des autres HPV béta est trés variable et il est difficile de conclure sur un impact du traitement sur la
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Une limite a ce travail réside dans le fait qu'il n'est pas possible de savoir quel type d'HPV est responsable de la lésion.
Des analyses sont en cours pour

- étudier la dynamique de l'infection par les différents HPV au cours du suivi chez chaque patient,

- étudier I'impact de chaque type de traitement sur le portage viral en post-traitement.

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 :

- Journée de Printemps du Groupement Romand de la Société Suisse de Gynécologie et Obstétrique. Histoire naturelle
des infections & HPV (col utérin et anus). Lausanne 17 mars 2018

- 12¢ Congrés Médecine Générale France. Les enjeux d’efficacité du vaccin anti-HPV. Paris 05-07 avril 2018

- Réunion Ligue contre le Cancer de Bourgogne et de Franche-Comté. Prévention primaire et secondaire du cancer
du col de l'utérus. Dijon 25 avril 2018

- Forum Microbiologie : Actualités sur les papillomavirus, le point de vue du biologiste. Besangon, 17 mai 2018

- Réunion Ligue contre le Cancer comité du Doubs, Besangon. Promotion de la vaccination anti-HPV. Besangon, 12
juin 2018

- 19¢ Journées Nationales d'Infectiologie. Vaccination : actualités et perspectives : Vaccination Papillomavirus. Nantes,
13-15juin 2018

- Journées de I'AFIPP. Présentation des activités du CNR et des résultats de I'étude PATRE. 26-28 septembre 2018

- Enseignement post-universitaire pour Médecins Généralistes. Prévention primaire et secondaire des cancers
associés aux HPV. Montbenoit, 11 octobre 2018

- Enseignement dans le cadre de I'UE Immunothérapie — Immunopathologie du M1 Santé (Université de Franche-
Comté) : vaccination anti-HPV

- Enseignement dans le cadre du M2 Signalisation Cellulaire et Moléculaire (Université de Franche-Comté) :
Carcinogenése associée aux HPV

Guide élaboré

Une liste des tests HPV et des milieux de recueil des cellules de frottis compatibles pour la détection des HPV est
disponible sur le site internet du CNR Papillomavirus : https://www.cnr-hpv.fr/iwp-content/uploads/2018/04/Liste-des-
trousses-de-d%C3%A9tection-et-de-g%C3%A9notypage-des-HPV-valid%C3%A9es-par-les-fabricants-de-milieux-
v2.pdf)
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Participation a I'élaboration de bande dessinee « Cancer du col de l'utérus, stop
au Papillomavirus ». Editions Chepe,
http://www.chepe.frindex.php/bandesdessinees/oncologie/le-cancer-du-col-de-
luterus

(Financement par les comités départementaux de la Ligue contre le Cancer de
Bourgogne/Franche-Comté)

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 mises a jour mensuellement
relatives :
- aux activités et aux missions du CNR
- aux modalités d’envoi d’échantillons pour expertise au CNR
- ala 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

Le rapport d’activité du CNR est en ligne sur son site internet : https://www.cnr-hpv.frirapport-activite/
Activité de conseil en réponse a des professionnels de santé — patient (a titre d’exemples)

Le CNR Papillomavirus est régulierement 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 I'ingénieur en I'absence de la secrétaire). Une premiere réponse aux questions
d'ordre logistique (adresse et modalité d’envoi des échantillons...) ou technique est apportée par la secrétaire ou
I'ingénieur. Pour des conseils d’ordre médicaux, la demande est transférée aux biologistes. Le tableau suivant présente
une synthése de I'activité de conseil. Il apparait que les particuliers sont trés demandeurs de renseignements généraux
sur les infections a HPV, les Iésions associées, leur prévention et traitement. Suivent ensuite les laboratoires
hospitaliers de biologie médicale (majoritairement les laboratoires de virologie) pour des questions relatives a la
physiopathologie des infections par HPV puis les cabinets privés de pathologie pour des aspects techniques de
détection des HPV, notamment dans le contexte de I'accréditation ISO 15189.

Demandeurs Objet

Patient(e)s/particuliers - Condylomes et persistance des HPV sur les sous-vétements
- Risque de transmission des HPV par du linge aprés antécédent de
condylomes

- Infection HPV chez ex-partenaire, conduite a tenir

- Test HPV positif chez jeune femme de 25 ans

- Persistance Iésion bas grade aprés conisation

- Persistance HPV apreés traitement d'une Iésion de haut grade

- Risque d'infection par un autre type d’'HPV avec nouveau partenaire
- Traitement d'une infection HPV16 chez une partenaire

- Risque de transmission des HPV, HPV66

- Lésion ORL et risque d'infection par HPV

LABM hospitalier - Dépistage des infections HPV chez le sujet masculin
- Lésion papillomateuse du voile du palais
- Vaccination HPV chez un patient couvert de verrues cutanées
- Cotation des tests HPV — technique Seegene

Cabinets privés de pathologie - Validation de la trousse Xpert® HPV de Cepheid
- Validation de la trousse Xpert® HPV sur milieu de cytologie Alphapath
- Trousse Xpert® HPV sur milieu de cytologie Cytall / accréditation
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- Fournisseurs d'EEQ

Services hospitaliers - Verrues génitales
enfants HPV 27 (Dermatologue)
- Transmission anale HPV sans pénétration (Dermato-infectiologie)
- Désinfection sonde endocavitaire (Prévention)

LABM privés - Information sur les trousses de dépistage HPV (labo algérien)
- Intérét des sérologies HPV
- Lésion condylomateuse chez une petite fille agressée

Laboratoire hospitalier de pathologie - Cancer du col de I'utérus HPV négatif

Centre de lutte contre le cancer - Cobas4800/PCR conventionnelle pour génotypage tumeurs, discordances
Centre de dépistage - Vaccination des jeunes femmes de 18-19 ans et des HSH 24-26 ans
Agence Sanitaire - Questionnaire sur les trousses de détection des HPV

Structure de recherche - Infection HPV cutanée, Homme arbre

Industriel du diagnostic - Milieu liquide BD pour tests HPV

Prothésiste dentaire - Risque transmission HPV par empreintes dentaires

Journaliste - Papillomatose buccale - fake sucre empoisonné

Inst. Norvégien Santé Pub - Détection des HPV dans les urines

Gynécologue libéral - Signification test HC2 a 1,5 pg/mL, ASC-H

Jean-Luc Prétet est membre du conseil scientifique de la cohorte vaccinale HPV en Alsace (eve) : conseils 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)

Christiane Mougin est responsable des affaires scientifiques pour le dépistage au sein de I'Association pour le
dépistage des cancers (ADECA) Bourgogne Franche-Comteé.

Christiane Mougin est membre du Conseil d’Administration de la Ligue contre le Cancer comité du Doubs, responsable
des affaires scientifiques.

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 I'utérus

Le travail sur le dépistage organisé du cancer du col de I'utérus s'est terminé par I'élaboration d’un diaporama national
de formation au dépistage organisé. Nous avons participé a la relecture de ce document qui est a destination des
professionnels de santé. Il sera disponible sur le site de I'INCa : www.e-cancer.fr.

Institut National du Cancer : Surveillance post-thérapeutique des lésions précancéreuses du col de I'utérus

Nous avons été sollicités pour étre coordinateurs scientifiques du groupe de travail avec un pathologiste et un
gynécologue. L'objectif de ce groupe de travail, réunissant des biologistes, pathologistes, gynécologues, représentants
des centres régionaux de coordination des dépistages des cancers, était de mettre a disposition des praticiens des
recommandations nationales de surveillance post-thérapeutique des Iésions précancéreuses du col de I'utérus dans
la continuité des recommandations sur la conduite a tenir devant une patiente ayant une cytologie cervico-utérine
anormale fin 2016. La démarche, menée par un chef projet de I'INCa, pour I'élaboration des recommandations a été :
- de réaliser une cherche bibliographique et d’en faire I'analyse critique
- de rédiger un argumentaire scientifique basé sur cette bibliographie
- d’établir des recommandations assorties d’un niveau de preuve
Deux réunions se sont tenues en 2018 et une troisieme en 2019.
Un document est actuellement en cours de relecture nationale par un panel de professionnels de santé.
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Institut National du Cancer : Modélisation visant a définir les bénéfices additionnels de la vaccination contre
les HPV dans le cadre du dépistage organisé contre le cancer du col de I'utérus

Nous avons été sollicités par I'lNCa pour participer a un groupe de travail sur la modélisation des bénéfices induits par
la vaccination contre les HPV dans un programme de dépistage organisé du cancer du col de l'utérus. Des
représentants de I'INCa, de Santé publique France, de I'Université de Versailles Saint-Quentin-en-Yvelines et de la
société Public Health Expertise, qui avait en charge la réalisation de la modélisation, ont participé a ce groupe.

Les analyses montrent qu’une augmentation de la couverture vaccinale a 85% (avec une projection de protection & 20
ans) permettrait de réduire trés significativement le nombre de Iésions précancéreuses (1600 / an) et de cancers (270
/ an). Le gain serait encore meilleur si un effort était fait en direction des femmes les plus vulnérables n'ayant pas ou
peu accés aux soins. Si nous estimons que le vaccin est efficace sur une vie entiére, alors le risque de cancer du col
de l'utérus serait divisé par deux. Ces données sont importantes pour le pilotage efficace du programme de dépistage
organisé du cancer du col de 'utérus, notamment dans la perspective de la détection des HPV en dépistage primaire.

Haute Autorité de Santé
Nous avons été sollicités par la HAS pour étre auditionnés par le groupe d’experts ayant en charge la rédaction d’'un
rapport sur « '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».
Une présentation de 20 minutes a permis d’apporter des éléments de réponses sur les principales questions posées
dans le rapport :

- pratiques actuelles de dépistage dans les autres pays européens et a l'international,

- tests de dépistage du CCU disponibles et performances,

- acceptabilité des femmes pour les tests HPV,

- vaccination HPV et dépistage,

- place de la recherche des HPV,

- place du double marquage p16/Ki67,

- performance des séquences de dépistage (dépistage primaire — triage) en fonction de I'age des femmes.

Nous avons ensuite été interrogés par les membres du groupe sur :
- le nombre de tests HPV a réaliser sur une vie entiére de femme dans le cadre du programme national de
dépistage organisé du cancer du col de l'utérus,
- le milieu et le couple milieu / trousse de détection des HPV a utiliser (compatibilité, validation),
- la gestion d’'un appel d'offre national / régional concernant le test HPV qui serait utilisé,
- les performances des tests ARN HPV.

Ministére de la Santé : Finalisation des travaux du 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, les recommandations existantes et les procédés de
désinfection disponibles pour élaborer un guide technique a I'usage des professionnels.

Le travail mené a notamment consisté en I'élaboration, la correction et la relecture des 9 fiches pratiques a destination
des professionnels de santé. Une audition des parties prenantes dans le projet d’évolution des recommandations de
prévention du risque infectieux associé aux actes d’échographie endocavitaire a été conduite les 23 et 28 mai 2018
afin de recueillir leurs commentaires sur les fiches. Ont été entendus les représentants :

- du Collége National des Gynécologues et Obstétriciens Frangais,

- de 'Association Frangaise d’'Urologie,

- du Collége Francais d'Echographie Feetale,

- de la Conférence Nationale d’Echographie Obstétricale et Foetale,

- de la Société Francgaise de Gastroentérologie,

- du Collége National des Sages-Femmes de France.

Un document « Prévention du risque infectieux associé aux actes d’échographie endocavitaire » a été remis par le Pr
Pierre Parneix a la ministre de la Santé fin juin 2018. Le document est consultable sur le site du Ministere de la Santé
en suivant le lien :
https://solidarites-sante.gouv.fr/soins-et-maladies/qualite-des-soins-et-pratiques/securite/article/prevention-des-
risques-d-infection-associes-a-l-utilisation-des-sondes-d
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ANSM : Performance des trousses de détection des HPV et des milieux de recueil des cellules

Dans le cadre de la mise en place du dépistage organisé du cancer du col de I'utérus et de la réflexion conduite sur le
passage au dépistage primaire par test HPV, nous avons été sollicités par 'ANSM pour une aide a I'élaboration d’un
questionnaire a destination des industriels sur les performances des tests HPV et des milieux de recueil des cellules.
Nous navons pas eu a ce jour de retour sur ce questionnaire.

5.3 Conseil et expertise pour d’autres cibles (médias, grand public ...)

Nous avons été sollicités par la Revue du Praticien pour coordonner I'écriture d’un dossier sur la vaccination a paraitre
en 2019.

Nous sommes intervenus a l'occasion du « Forum Prévention des Cancers » organisé le samedi 5 mai 2018 par la
maison de quartier Saint-Claude de Besangon. Nous avons traité de la prévention du cancer du col de l'utérus.

Nous avons été sollicités par I'Académie nationale de Pharmacie pour donner un séminaire sur le dépistage
cytologique et virologique du cancer du col de l'utérus en janvier 2019.

6 Travaux de recherche et publications en lien direct avec '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 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.

Cette étude avait pour objectif d’étudier la prévalence des HPV au niveau ano-génital chez des patient(e)s avant et
aprés transplantation de rein. Parmi les 62 patients inclus, 18 étaient des femmes (moyenne d’age 52,4 ans) et 44 des
hommes (moyenne d'age 56,8 ans). La prévalence de l'infection prégreffe était de 23% chez les hommes (au niveau
pénien et anal) et de 66% chez les femmes (au niveau du col de l'utérus et de I'anus). Trois mois post-greffe cette
prévalence était de 29% chez les hommes (pénis et anus) et de 44% et de 33% chez les femmes au niveau du col de
I'utérus et de I'anus respectivement. Douze mois post-greffe, les prévalences chez 'homme étaient de 24% (pénis) et
de 30% (anus) ; chez les femmes, de 25% au niveau du col de I'utérus) et de 12,5% au niveau de I'anus. L'HPV 16
était présent dans 3% des échantillons en pré-greffe, 'HPV18 dans 1% des échantillons et un HPVX (non génotypable
par la trousse utilisée) dans 9% des échantillons. Ces prévalences étaient similaires & 3 mois et a 6 mois. De fagon
intéressante, nous avons observé une diminution du nombre de types d’HPV différents détectés au cours du suivi : 20
HPV différents en prégreffe avec 11% d'infections multiples, 12 HPV différents a 3 mois post-greffe (8% d'infections
multiples) et 14 a un an post-greffe (5% d'infections multiples). Les sérologies HPV16 et HPV18 ont été étudiées chez
34 et 22 patients hommes et femmes respectivement. Une diminution des titres en anticorps anti-HPV16 a été notée
a 3 mois post-greffe, mais pas a 12 mois. Aucune variation des titres en anticorps anti-HPV18 n'a été observée au
cours du suivi.

Ainsi, le portage HPV est fréquent, notamment chez les femmes au niveau du col de I'utérus en pré-greffe. La diversité
des génotypes d’'HPV est importante traduisant un microenvironnement favorable aux infections par HPV. La sérologie
apparait peu informative au décours du suivi post-greffe et la greffe en elle-méme semble avoir un impact limité sur le
portage viral. Compte-tenu du faible effectif, aucune analyse relative a l'impact du type d'immunosuppression sur
l'infection virale ou sur le statut sérologique n’a été réalisée.

Infection par HPV dans les cancers épidermoides des voies aéro-digestives supérieures chez des patients
jeunes (<45 ans).

Depuis 2005, nous avons collecté toutes les tumeurs des voies aérodigestives supérieures chez des patients de moins
de 45 ans opérés au CHU de Besangon (n=39). Nous avons aussi collecté 38 tumeurs chez des patients de plus de
45 ans comme témoins. Les caractéristiques sociodémographiques des patients et anatomocliniques des tumeurs,
hormis le statut OMS, n'étaient pas significativement différentes entre les patients de moins et de plus de 45 ans.
Apreés extraction d'ADN, les HPV ont été génotypés a 'aide de la trousse INNO-LiIPA® HPV Genotyping Extra II. Une
immunohistochimie révélant la présence de p16INK4A a aussi été réalisée sur 'ensemble des échantillons. Des HPV
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ont été détectés dans 4/39 et 5/38 tumeurs des patients de moins et de plus de 45 ans respectivement. Il s'agissait
d’HPV16 dans tous les cas. Dix tumeurs étaient p16INK4A positives, 6 chez les patients de moins de 45 ans et 4 chez
ceux de plus de 45 ans. Au final, nous avons observé une concordance de 88% entre la détection d’ADN d’HPV et
l'immunomarquage p16INK4A. Concernant le pronostic, aucune différence de survie globale (SG) et de survie sans
progression (SSP) n'a été observée entre les deux groupes d’ages indépendamment des statuts HPV et p16. Chez
les patients de plus de 45 ans, aucune différence de SG et de SSP n’a été observée (p=0,7 et p=0,5) en fonction du
statut HPV. Chez les patients jeunes (<45 ans) la SG et la SSP apparaissent meilleures lorsque la tumeur est HPV
positive, mais ce n'est pas statistiquement significatif (p=0,2 et p=0,06 respectivement). Concernant
l'immunomarquage p16INK4A, il apparait comme un marqueur de meilleur pronostic chez les patients jeunes, mais
pas chez les patients &gés. Ces données suggeérent que le statut HPV+ et/ou p16INK4A+ conférent un meilleur
pronostic chez les patients jeunes mais pas chez les patients agés.

Intérét du génotypage et de la charge virale pour le dépistage des Iésions (pré-)cancéreuses du col de I'utérus.

Dans le cadre de nos activités de recherche, nous proposons a toutes les femmes venant consulter dans le service de
gynécologie-obstétrique du CHU de Besangon une détection d’HPV haut risque en plus du frottis cervico-utérin (dans
le cadre de la collection COCOPAH, déclaration n°DC-2014-2086). Cette recherche d’HPV haut risque est réalisée a
I'aide de la trousse Hybrid Capture 2 (Qiagen). Depuis douze ans, tous les prélévements positifs en HPV haut risque
sont utilisés pour réaliser une charge virale HPV16 et HPV18. Dans un contexte d'introduction du test HPV comme
test de dépistage primaire du cancer du col de I'utérus, nous avons repris I'ensemble des patientes ayant eu un test
HPV entre 2009 et 2017 et pour lesquelles nous avions aussi une charge virale HPV16 et HPV18.

Au total 10601 femmes ont été testées parmi lesquelles 2125 étaient positives en HPV haut risque. Deux mille cent
deux patientes ont bénéficié d’'une charge virale HPV16 et HPV18. Parmi elles, 530 ont été exclues car elles
présentaient ou avaient présenté une lésion de haut grade prise en charge selon les recommandations en vigueur.
Sur les 1572 patientes restantes, 885 avaient un frottis < LSIL et un suivi avec au moins un prélévement
supplémentaire. Quinze pourcent de ces femmes (n=135) ont développé une lésion de haut grade et 85% n’ont pas
développé de lésion de haut grade et sont toujours suivies. En collaboration avec les méthodologistes de I'unité de
Méthodologie et de Qualité de Vie en Cancérologie du CHU de Besangon, nous avons exploré si le génotypage et la
charge virale pouvaient étre des facteurs pronostiques de développement d'une Iésion de haut grade. Les premiers
résultats indiquent que parmi les patientes HPV haut risque positives, celles infectées par HPV16 présentent un sur-
risque de développer une Iésion de haut grade par rapport aux femmes non HPV16 (HR = 2,39 ; 95% IC 1,70-3,37).
En revanche les femmes infectées par un HPV18 ne présentent pas de sur-risque (HR = 1,7 ; 95% IC 0,56-2,05). Des
analyses complémentaires visant a évaluer spécifiquement des seuils de charge virale HPV16 et des variables
composites (charge virale HPV16, cytologie, charge HC2) comme biomarqueurs pronostiques de développement
d’'une Iésion de haut grade sont en cours de finalisation.

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

Publications internationales

Bernard-Tessier A, Jeannot E, Guenat D, Debernardi A, Michel M, Proudhon C, Vincent-Salomon A, Biéche I, Pierga
JY, Buecher B, Meurisse A, Frangois E, CohenR, Jary M, Vendrely V, Samalin E, El Hajbi F, Baba-Hamed N, Borg
C, Bidard FC, Kim S; Clinical Validity of HPV Circulating Tumor DNA in Advanced Anal Carcinoma: An Ancillary
Study to the Epitopes-HPV02 Trial; Clin Cancer Res. 2018 Nov 30. doi: 10.1158/1078-0432.

Guenat D, Dalstein V, Mauny F, Saunier M, Briolat J, Clavel C, Riethmuller D, Mougin C, Prétet JL; Development and
interlaboratory agreement of real-time PCR for HPV16 quantification in liquid-based cervical samples;
Papillomavirus Res. 2018 Oct 18. pii: S2405-8521(18)30034-X

Belglaiaa E, Souho T, Badaoui L, Segondy M, Prétet JL, Guenat D, Mougin C; Awareness of cervical cancer among
women attending an HIV treatment centre: a cross-sectional study from Morocco; BMJ Open 2018; 0:020343

Bretagne CH, Jooste V, Guenat D, Riethmuller D, Bouvier AM, Bedgedijian |, Prétet JL, Valmary-Degano S, Mougin C;
Prevalence and distribution of HPV genotypes and cervical-associated lesions in sexually active young French
women following HPV vaccine; J Gynecol Obstet Hum Reprod. 2018 May 25. pii: S2468-7847(18)30114-4
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Herfs M, Roncarati P, Koopmansch B, Peulen O, Bruyere D, Lebeau A, Hendrick E, Hubert P, Poncin A, Penny W,
Piazzon N, Monnien F, Guenat D, Mougin C, Prétet JL, Vuitton L, Segers K, Lambert F, Bours V, de Leval L,
Valmary-Degano S, Quick CM, Crum CP, Delvenne P; A dualistic model of primary anal canal adenocarcinoma
with distinct cellular origins, etiologies, inflammatory microenvironments and mutational signatures: implications for
personalised medicine; Br J Cancer. 2018 Apr 27. doi: 10.1038/s41416-018-0049-2.

Petry KU, Bollaerts K, Bonanni P, Stanley M, Drury R, Joura E, Kjaer SK, Meijer CJLM, Riethmuller D, Soubeyrand B,
Van Damme P, Bosch X; Estimation of the individual residual risk of cervical cancer after vaccination with the
nonavalent HPV vaccine; Hum Vaccin Immunother; 2018 Mar 19:1-23

Vuitton L, Jacquin E, Parmentier AL, Crochet E, Fein, E, 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 Mar 15. pii: S1542-3565(18)30263-5

Dutta S, Robitaille A, Aubin F, Fouéré S, Galicier L, Boutboul D, Luzi F, Di Bonito P, Tommasino M, Gheit T;
Identification and characterization of two novel Gammapapillomavirus genomes in skin of an immunosuppressed
Epidermodysplasia Verruciformis patient; Virus Res 2018; pii: S0168-1702(17)30898-5

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 (1):31-37

Fouéré S, Aubin F, Péré H, Galicier L, Gheit T, Tommasino M, Ram Wolff C, Boutboul D, Bagot M. Epidermodysplasia
verruciformis in an adult patient with a germline Interleukin-2 inducible T-Cell Kinase mutation and lymphoma: the
case of inherited versus acquired. J Eur Acad Dermatol Venereol 2017; doi: 10.1111/jdv.14756

Communications nationales
Soret C. et al. Enquéte sur la réalisation des tests HPV en France. 11¢ Journées de I'AFIPP, Obernai, France

Prétet JL et al. Distribution des HPV chez des patients transplantés de rein. 11¢ Journées de I'AFIPP, Obernai, France

Communications internationales

Conférences sur invitations

- Journée de Printemps du Groupement Romand de la Société Suisse de Gynécologie et Obstétrique, Lausanne.
Histoire naturelle des infections a HPV (col utérin et anus). 17 mars 2018

- 12¢ Congrés Médecine Générale France, Paris. Les enjeux d'efficacité du vaccin anti-HPV. 05-07 avril 2018
- Forum Microbiologie : Actualités sur les papillomavirus, le point de vue du biologiste. Besangon, 17 mai 2018

- 19¢ Journées Nationales d’Infectiologie, Nantes. Vaccination : actualités et perspectives : Vaccination Papillomavirus.
13-15juin 2018

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

Non applicable
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8 Programme d’activité pour les années suivantes

1. Activité d’expertise :

Nous continuerons a répondre aux demandes d’expertises relatives au génotypage de papillomavirus humains par les
professionnels de santé.

Nous avons été sollicités par la société Cepheid qui souhaitait avoir I'avis du CNR Papillomavirus sur ['utilisation de
leur trousse de détection des HPV & partir de prélévements urinaires. Nous leur avons proposé de réaliser en
partenariat une étude clinique a partir d’urines collectées a I'aide de différents dispositifs. Nous attendons actuellement
un retour de la société Cepheid, qui fournirait les trousses nécessaires a 'évaluation, sur la faisabilité d’une telle étude.

Nous poursuivrons notre démarche en vue d’accréditer des analyses supplémentaires de caractérisation qualitative
ou quantitative des HPV. Pour cela, nous déposerons d'ici 2020 un dossier de validation de méthodes pour le
génotypage des HPV par la technique INNO-LIPA® HPV Genotyping Extra Il en portée A (vérification d'une méthode
ayant un marquage CE IVD).

Séquengage haut débit des HPV

Nous poursuivrons le développement de notre technique de capture pour notamment étudier des jonctions viro-
cellulaires. Nous développerons en paralléle une technique de séquengage haut débit pour étudier et caractériser
spécifiquement les variants moléculaires d’HPV16, le génotype d’'HPV le plus frequemment détecté quelles que soient
la localisation et la nature des Iésions. Cette approche de séquencgage haut débit, dérivée de celle décrite par Cullen
et al. (Papillomavirus Research 2015), utilise une technique amplicon a l'aide de couples d’amorces spécifiques
d’HPV16 couvrant la totalité du génome. Un pipeline informatique spécifique sera aussi développé en interne. Au-dela,
un groupe de travail national est en cours de constitution sur I'analyse et la caractérisation des HPV par séquengage
nouvelle génération. Ce groupe implique pour l'instant des collégues de I'Institut Curie, du laboratoire de Virologie de
I'HEGP et du laboratoire de Biopathologie du CHU de Reims.

Développement de la PCR digitale pour la quantification des HPV

Nous avons récemment acquis un appareil de PCR digitale (dont une partie a été financée par la Ligue contre le
Cancer, 'EA3181 et des industriels). Des résultats préliminaires ont montré que nous pouvions aisément transférer
nos protocoles de PCR en temps réel pour réaliser des PCR digitales. L’enjeu est maintenant de valider les méthodes,
dans un premier temps pour les HPV16 et HPV18, les deux génotypes associés au plus haut risque de développement
de Iésions précancéreuses et de cancers du col de I'utérus. Nous pourrons ensuite étendre la PCR digitale aux autres
génotypes d’HPV haut risque. Cette technologie de PCR est particulierement adaptée a la détection de tres faibles
nombres de copies de séquences cibles et constitue un outil de choix pour quantifier la charge virale HPV dans le
sang circulant. Cette technique pourra aussi constituer une approche de recours pour détecter des HPV présents a de
trés faibles charges virales dans des prélévements tissulaires.

Intérét du génotypage et de la charge virale pour le dépistage des Iésions (pré-)cancéreuses du col de I'utérus.
Nous poursuivrons I'analyse des données collectées a partir de notre base hospitaliére pour tester I'intérét pronostique
de la charge virale HPV16 et HPV18 et de biomarqueurs composites (cytologie + charge virale HPV16 + charge en
HPV haut risque). Nous testerons ces biomarqueurs aussi bien sur notre cohorte totale, mais aussi sur des sous-
groupes de femmes, en particulier celles de plus de 30 ans et celles présentant un frottis normal.

2. Activité de surveillance :

Projet 3 Labos

Ce projet, mené en partenariat avec SpF, vise a explorer les données 3 Labos pour la surveillance des HPV en France
dans le but de décrire I'écologie virale et de contribuer & évaluer 'impact de la vaccination HPV recommandée chez
les jeunes filles depuis 2007.

Les objectifs spécifiques du projet sont de

- Evaluer la couverture géographique et la représentativité des données transmises par le réseau de laboratoires en
comparant les données 3 Labos et les données de remboursement de soins (nombre de frottis ou nombre de tests
HPV consécutifs a un frottis) extraites du Systéme National des Données de Santé (SNDS) ;
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- Décrire la prévalence des génotypes d’'HPV haut risque chez les femmes ayant un frottis de type ASC-US en France
selon leurs caractéristiques démographiques (age, département) ;

- Décrire I'évolution de la prévalence des génotypes circulants au cours du temps et dans différentes cohortes de
femmes (cohortes ciblées ou non par la vaccination HPV).

Portage HPV chez des hommes ayant des relations sexuelles avec de hommes (HSH)

Une réflexion est en cours pour réaliser une étude ancillaire sur le portage HPV au niveau anal et des voies
aérodigestives supérieures chez des HSH. Nous aurions acces a des prélévements résiduels issus d’'une autre
enquéte menée par Santé publique France. Le CNR Papillomavirus réalisera I'analyse des génotypes d’HPV a l'aide
de techniques moléculaires de détection des papillomavirus humains. Nous utiliserons d’une part la trousse INNO-
LiPA HPV Genotyping Extra Il (Fujirebio) permettant la détection de 32 génotypes d’HPV du genre alpha dont 13
génotypes d’HPV haut risque (HPV16, 18, 31,33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68), 6 HPV probablement a risque
(HPV 26, 53, 66, 70, 73, 82) et 14 HPV bas risque ou non classés (HPV6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 62, 67, 81, 83,
89). D'autre part, les prélévements seront analysés par PCR luminex selon la technique publiée par Schmitt et al (Clin
Microbiol 2010). Outre les HPV du genre alpha, cette technique permet la détection d’un soixantaine d'HPV des genres
béta et gamma. Les données virologiques seront transférées a SpF qui se chargera de les agréger aux données
épidémiologiques.

Surveillance des HPV et des lésions associées a I’ére vaccinale

La vaccination contre les HPV a démontré, dans les essais cliniques et dans la vraie vie, une excellente efficacité
contre les infections par les HPV ciblés et les Iésions associées. Des données récentes de modélisation indiquent
qu’une implémentation de la vaccination dans le monde (couverture vaccinale >70%), associée a un dépistage adapté
(deux tests HPV vie-femme), permettrait d'éviter 13 millions de cancers du col de I'utérus d'ici a 2060. En France, la
couverture vaccinale reste faible et aucune donnée n’est disponible sur I'impact de la vaccination sur les Iésions
associées aux génotypes d’HPV ciblés par les vaccins. Pour 'année & venir, nous proposons :

(i) Finalisation de la validation du stockage des résidus de cytologie liquide sur buvards « Elute Card »

Le protocole initialement mis en place pour le stockage a long terme des résidus de cytologie sur des buvards « Elute
Card » est long et fastidieux. |l nécessite en effet des étapes de centrifugations sur des gradients de densité pour
éliminer notamment les débris cellulaires, les cellules inflammatoires et une partie du mucus. Le conseil scientifique
de la cohorte vaccinale de I'association eve a estimé qu'un tel protocole serait difficile & mettre en ceuvre lorsque le
programme de recueil des frottis de la cohorte vaccinale entrant dans le dépistage démarrera (début 2020). Aussi,
nous avons proposé de tester une approche plus simple de dép6t direct des résidus sur les buvards. Les frottis cervico-
utérins de 20 femmes présentant des Iésions du col de I'utérus et de 10 femmes sans lésions seront prélevés dans un
milieu de cytologie liquide. Un aliquot de cellules sera directement déposé sur les buvards (Dr G Averous, service
d’anatomie et de cytologie pathologique du CHU de Strasbourg) et le CNR HPV réalisera un test de détection/
génotypage des HPV a partir (i) du résidu de cytologie liquide, (ii) d'un punch des buvards dans le mois ayant suivi le
dépdt et (iii) d’'un punch des buvards un an aprés le dépdt. Une analyse de concordance des résultats de la détection
des HPV dans les trois échantillonnages successifs nous permettra de valider cette nouvelle approche de stockage
des échantillons.

(ii) Evaluation de 'homogénéité du dépot du résidu de cytologie liquide sur les buvards « Elute Card ».

Nous préparerons des échantillons artificiels composés de cellules dérivées de cancers du col de l'utérus et infectées
par HPV16 et HPV18 mélangées a des cellules HPV négatives de fagon a obtenir de 10% a 0,01% de cellules infectées
(soit de 2-10 copies a 2000-10000 copies d’HPV pour 102 cellules). Des punchs de buvards seront réalisés selon un
quadrillage défini en partant du centre du buvard vers I'extérieur du dépdt. Apres extraction de I'ADN, des charges
virales spécifiques des HPV16 et HPV18 seront réalisées afin de déterminer si le méme nombre de copies d’ADN viral
est retrouvé en tout point du buvard. Nous aurons ainsi une description de I'nomogénéité/hétérogénéité des dépdts
sur les buvards. Nous serons @ méme de définir si certaines zones des buvards ne doivent pas étre prélevées car non
représentatives de I'échantillon initial.

Ces deux études supplémentaires sont essentielles car elles permettront de valider définitivement le protocole de
stockage des résidus de cytologie liquide qui sera utilisé pour la mise en place de la collection d’échantillons de la
cohorte vaccinale de I'association eve. Par ailleurs, cette approche pourra étre proposée aux laboratoires du réseau
du CNR pour stocker des prélévements a plus ou moins long terme en vue de leur envoi au CNR lors de la mise en
place d'études spécifiques. En effet, ce mode de stockage est intéressant car les buvards prennent peu de place,
peuvent étre conservés a température ambiante et 'ADN est stable pendant au moins 4 ans 1/2.
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(iii) Finalisation du protocole et mise en place de I'étude IMPACT :

Une réflexion a débuté pour mettre en place une étude d'impact de la vaccination HPV sur la distribution des types
d’HPV dans les Iésions de haut grade du col de 'utérus en France. L’objectif principal de cette étude est de déterminer
la prévalence de génotypes d'HPV inclus dans les vaccins dans les lésions de haut grade (CIN2/3) survenues chez
des femmes ayant potentiellement été vaccinées (c’est-a-dire agées de 28 a 38 ans = cohorte &gée de 14 a 24 ans
en 2007) ou non vaccinées (femmes agées de 38 a 48 ans = cohorte agée de plus de 24 ans en 2007). Le protocole
sera finalisé, présenté au comité de protection des personnes pour avis. Les partenaires du réseau de laboratoires
seront sollicités pour le recueil des échantillons qui seront analysés de fagon centralisée par le CNR Papillomavirus a
I'aide de la trousse INNO-LiPA HPV Genotyping Extra Il (Fujirebio). Nous envisageons de reconduire ce type d'étude
a 5 ans et a 10 ans pour documenter des impacts liés a des modifications de la couverture vaccinale et a
I'implémentation du vaccin nonavalent.

(iv) Caractérisation des variants d’HPV

Grace a la mise en place des techniques de séquengage nouvelle génération nous pourrons caractériser précisément
les variants d’'HPV présents notamment chez les jeunes femmes vaccinées. Dans un premier temps nous colligerons
les échantillons positifs pour un HPV vaccinal chez des jeunes femmes vaccinées a partir de notre propre collection
pour les analyser. Nous mobiliserons aussi nos partenaires du réseau de laboratoires pour nous adresser des
prélévements HPV16/HPV18 positifs chez des jeunes femmes vaccinées. Une attention particuliére sera portée a la
séquence codant la protéine de capside L1, car c’est I'antigéne qui est utilisé dans les préparations vaccinales. Nous
pourrons ainsi déterminer si des variants sont spécifiquement identifiés chez les jeunes femmes vaccinées. Cet outil
servira aussi a surveiller les échecs de la vaccination.

3. Activité d’Alerte
Tout événement ou signal anormal sera notifié aux agences compétentes.
4. Activités de rétro-information, de formation et de conseil

Nous continuerons & répondre aux sollicitations des sociétés savantes, des associations de patients, des agences
sanitaires pour assurer des activités de formations et d'information sur les infections par HPV, la 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.

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

- dans le cadre d’un groupe de travail sur « dépistage du cancer du col de I'utérus et vaccination »

- 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,
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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 l'utérus ou
d’'autres cancers liés aux papillomavirus et tout particulierement en identifiant I'émergence éventuelle de
nouveaux génotypes ;

en réalisant I'étude génétique des souches d’HPV en cas d'infection par un HPV inclus dans le vaccin chez les
vaccinés (séquencgage 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 I'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 MCU-PH. lis ont notamment en charge I'encadrement et le
management des activités de dépistage des infections a 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'dentification de variants. Par
ailleurs, il contribue a la gestion des collections d'échantillons. A ce jour nous travaillons a faire évoluer une
technicienne vers un statut d’ingénieur.

- Untechnicien CNR. 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 'UF de Biologie Cellulaire et Moléculaire
(locaux hospitaliers, CHU Jean Minjoz, PC-BIO) et dans les locaux universitaires de I'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 piéce est spécifiquement dédiée
a l'activité d’hybridation des HPV (Hybrid Capture 2®) et un plateau commun de biologie moléculaire est dédié aux
activités d’amplification (une piéce 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 apres 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, I'entretien des locaux et I'élimination des déchets sont assurés par le CHU de Besangon.
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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
plateformes universitaires (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 (CHU et université)
Etuves CO; (CHU et Université)
Etuves séches (CHU)
Microscopes - microscopes inversés (CHU et Université)
Hottes dédiées a la préparation des mix de PCR (CHU et Université)
Thermocycleurs classiques (CHU et Université)
Thermocycleurs temps réel Applied Biosystems ABI 7500 et Light Cycler : LC480 (CHU et Université)
Bio-Plex® 200 systéme (lecteur Luminex, Biorad)
Naisca Geode, PCR Digitale (Stilla)
Séquenceurs (CHU et accés au séquenceur de la plateforme universitaire)
NGS (CHU et Université)
Cuves électrophorése - Générateurs - Analyseur de gels (CHU et Université)
Spectrophotomeétres (CHU et Université)
Lecteur microplaque (CHU)
Balances - Centrifugeuses - Vortex — Agitateurs — Bains-Marie - Réfrigérateurs - Congélateurs
Congélateurs -80°C (CHU et Université)
Luminométre DML 2000TM (CHU)
Station d’enrobage (accés au service d’anatomie et cytologie pathologiques)
Microtome (CHU)

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 séquencgage 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 CHU de Besangon
= Service d’Anatomie et de Cytologie Pathologiques (Dr MP Algros).
Tumorotheque régionale de Franche-Comté a visée de recherche et sanitaire (Dr MP Algros)
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 (PrV Westeel)
Délégation a la Recherche Clinique et a I'lnnovation (Pr MC Woronoff)
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1.4 Collections de matériel biologique

La collection d’échantillons du CNR Papillomavirus (échantillons provenant du précédant CNR localisé a I'Institut
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.chru-besancon.fr/la-recherche/les-acteurs-de-la-recherche-au-chru/centre-
de-ressources-biologiques.html) certifieé 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 dADN (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 contrble qualité externe, accréditation, certification, ...).

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

Le CNR est intégré au Laboratoire de Biologie Médicale du CHU de Besangon qui est accrédité 1SO15189
(accréditation n° 8-3294 ; https://www.cofrac.fr/fr/organismes/fiche.php?entite_id=82078058). La recherche d’ADN
d’HPV haut risque est accréditée. Un travail est en cours afin de préparer le document de validation de méthode pour
le génotypage des HPV alpha par la technique INNO-LiPA extra II.

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. Le résultat de cet EEQ est conforme.
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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.

Techniques Hybrid Capture Il (analyse accréditée)

Test INNO-LiPA® HPV Genotyping Extra |l

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)

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

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.friwp-
content/uploads/2018/04/Liste-des-trousses-de-d%C3%Adtection-et-de-g%C3%A9notypage-des-HPV-
valid%C3%A9es-par-les-fabricants-de-milieux-v2.pdf
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Annexe 3 : Autres informations (non destinées a étre rendues publiques)

3.1 Permanence du CNR !
Le CNR est ouvert de 8h30 a 17h du lundi au vendredi.

En cas d'urgence, et en dehors des horaires d'ouverture, le responsable du CNR (Jean-Luc Prétet) est joignable au
06 22 47 98 55

3.2 Autorisations MOT 2

Non applicable

3.3 Autorisations d’exercer la biologie médicale
Dr Quentin Lepiller, médecin titulaire du DES de Biologie Médicale.

Le responsable du CNR, le Pr Jean-Luc Prétet, est scientifique de formation. Il a tout d’abord assuré les fonctions
d'Assistant Hospitalier Universitaire de 1999 a 2003. Il a ensuite ét¢ nommé MCU-PH en 2003 puis PU-PH en 2015.
Le dépdt d’'un dossier a la CNBM est non applicable

3.4 Résultats de recherches non encore publiés ou sous embargo

Une étude en cours de publication est sous embargo

- Nous avons réalisé la caractérisation virologique de Iésions provenant de patients « homme-arbre » recrutés
pour leur pathologie au sein de l'institut des maladies génétiques Imagine (Université Paris Descartes- Hopital
Necker). Nous avons mis en évidence la présence d’HPV2 dans les Iésions d’'un patient et d'HPV4 chez deux
autres patients issus de sa famille éloignée. L'analyse génétique a permis de mettre en évidence une mutation
homozygote touchant le géne CD28 conduisant a une absence d’expression de la protéine correspondante sur
leurs lymphocytes T. De fagon surprenante, ce défaut semble impacter uniquement les réponses anti-HPV car
les cellules T des patients répondent normalement a de nombreux autres antigénes.

3.5 Difficultés rencontrées par le CNR au cours de I'année N, y compris en termes de mise a disposition des
budgets MIGAC ou Santé publique France (texte libre)

3.6 Autres remarques a destination du comité des CNR (texte libre)

1 Ces informations seront conservées exclusivement par Santé publique France aux seules fins de contacter un CNR en cas d'urgence ; elles
ne seront pas rendues publiques.

2 Micro-Organismes et Toxines de la liste prévue a l'article R. 5139-1 du code de la santé publique. La liste des MOT est actuellement fixée
par l'arrété du 30 avril 2012 modifié par les arrétés du 6 novembre 2014 et par I'arrété du 2 octobre 2015.
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Déclaration de liens d’intérét
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Déclaration Publique d'Intéréts

Le 06/02/2019 18:27:06
Je soussigné(e) PRETET Jean-Luc

Reconnais avoir pris connaissance de I'obligation de déclarer tout lien d'intéréts, direct ou par personne interposée, que j'ai ou ai eu
au cours des cing derniéres années, avec les entreprises, établissements ou organismes dont les activités, les techniques et les
produits entrent dans le champ de compétence, en matiére de santé publique et de sécurité sanitaire, de I'organisme/des
organismes au sein duquel/desquels j'exerce mes fonctions ou ma mission, ou de l'instance/des instances collégiale(s),
commission(s), conseil(s), groupe(s) de travail dont je suis membre ou auprés duquel/desquels je suis invité(e) a apporter mon
expertise, ainsi qu'avec les sociétés ou organismes de conseil intervenant dans les mémes secteurs.

Il m'appartient, a réception soit de I'ordre du jour de chaque réunion pour laquelle je suis sollicité(e), soit de I'expertise que
I'organisme souhaite me confier, de vérifier si I'ensemble de mes liens d'intéréts sont compatibles avec ma présence lors de tout ou
partie de cette réunion ou avec ma participation a cette expertise. En cas d'incompatibilité, il m'appartient d'en avertir I'interlocuteur
désigné au sein de l'institution et, le cas échéant, le président de séance avant sa tenue. En cas de conflits d'intéréts, ma présence
est susceptible d'entacher d'irrégularité les décisions, recommandations, références ou avis subséquents et d'entrainer leur
annulation.

J'indiqgue mon numéro RPPS (répertoire partagé des professionnels de santé), si je suis un professionnel de santé :

Je m’engage a actualiser ma DPI & chaque modification de mes liens d’intéréts. En I'absence de modification, je suis tenu(e) de
vérifier ma DPI au minimum annuellement.

Article L. 1454-2 du code de la santé publique : « Est puni de 30 000 euros d'amende le fait pour les personnes mentionnées au | et
Il de l'article L. 1451-1 et a l'article L. 1452-3 d'omettre, sciemment, dans les conditions fixées par ce méme article, d'établir ou de
modifier une déclaration d'intéréts afin d'actualiser les données qui y figurent ou de fournir une information mensongeére qui porte
atteinte a la sincérité de la déclaration. »

1/6



1. Activité(s) principale(s), réemunérée(s) ou non, exercée(s) actuellement et au
cours des 5 derniéres années, a temps plein ou a temps partiel

Activité(s) salariée(s)

UNIVERSITE DE FRANCHE-COMTE

Adresse : Rue C Goudimel 25000 Besangon 25000 BESANCON FRANCE

Fonction : Professeur des Universités - Praticien Hospitalier

Période : 09/2003 a aujourd'hui

Spécialité : Biologie Cellulaire

Lieu d’exercice : UFR Sciences Médicales et Pharmaceutiques Rue A Paré 25000 BESANCON FRANCE

2. Activité(s) exercée(s) a titre secondaire

2.1. Participation a une instance décisionnelle d’'un organisme public ou privé dont
I’activité, les techniques ou les produits entrent dans le champ de compétence, en
matiére de santé publique et de sécurité sanitaire, de I’organisme/des organismes ou de
I'instance/des instances collégiale(s), objet(s) de la déclaration

X Je n’ai pas de lien d’intéréts a déclarer dans cette rubrique

2.2. Activité(s) de consultant, de conseil ou d’expertise exercée(s) auprés d’un
organisme public ou privé entrant dans le champ de compétence, en matiére de santé
publique et de sécurité sanitaire, de 'organisme/des organismes ou de I'instance/des
instances collégiale(s), objet(s) de la déclaration

SANTE PUBLIQUE FRANCE

Fonction occupée : Directeur Centre National de Référence Papillomavirus
Sujet : Surveillance des HPV

Rémunération : aucune

Période : 04/2017 a aujourd'hui

INCA

Fonction occupée : Expertise

Sujet : Comité Technique et de Prospective (CTP) Dépistage du cancer du col de I'utérus
Rémunération : aucune

Période : 09/2017 - 06/2018

DIRECTION GENERALE DE LA SANTE

Fonction occupée : Expertise

Sujet : Groupe de travail sur les sondes d’échographie endocavitaire
Rémunération : aucune

Période : 09/2017 - 06/2018

INCA

Fonction occupée : Expertise

Sujet : Surveillance post-thérapeutique des Iésions précancereuses du col de l'utérus
Rémunération : aucune

Période : 03/2018 a aujourd'hui

2.3. Participation(s) a des travaux scientifiques et études pour des organismes publics
ou privés entrant dans le champ de compétence, en matiére de santé publique et de
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sécurité sanitaire, de I’organisme/des organismes ou de I'instance/des instances
collégiale(s), objet(s) de la déclaration

2.3.1 Participation a des essais et études

CHU DE BESANCON
Organisme financeur : Novacyt

Sujet : Protocole de validation du milieu liquide de cytologie en couche mince NOVAPREP HQ+ (Novacyt) et validation de stabilité
pour la détection des HPV par la technique Hybrid capture 2 (Digene)

Type d’étude : Etude monocentrique

Votre réle : Expérimentateur principal
Rémunération : A I'organisme (INTERUNEC)
Montant pergu (Organisme) : Total 7488 euros
Période : 08/2013 - 12/2015

2.3.2 Autres travaux scientifiques

X Je n’ai pas de lien d’intéréts a déclarer dans cette rubrique

2.4. Rédaction d’article(s) et intervention(s) dans des congrés, conférences, colloques,
réunions publiques diverses ou formations organisés ou soutenus financiérement par
des entreprises ou organismes privés entrant dans le champ de compétence, en matiére
de santé publique et de sécurité sanitaire, de I’organisme/des organismes ou de
I’instance/des instances collégiale(s), objet(s) de la déclaration

2.4.1 Rédaction d’article(s)

X Je n’ai pas de lien d’intéréts a déclarer dans cette rubrique

2.4.2 Intervention(s)

NOVACYT
Lieu et intitulé de la réunion : Séville, EUROGIN

Sujet de I'intervention, nom du produit visé : VALIDATION OF NOVAPREP HQ+ LIQUID-BASED CYTOLOGY MEDIA FOR
HR-HPV DETECTION BY HC2

Prise en charge du déplacement : Oui
Rémunération : aucune
Période : 02/2015 - 02/2015

ROCHE DIAGNOSTICS

Lieu et intitulé de la réunion : Journée Virus et Cancers en biologie médicale

Sujet de I'intervention, nom du produit visé : Détection des papillomavirus humains :de nouveaux tests, de nouvelles indications
Prise en charge du déplacement : Oui

Rémunération : Au déclarant

Montant percu (Déclarant) : Total 800 euros

Période : 10/2016 - 10/2016

JANSSEN

Lieu et intitulé de la réunion : 4e forum BRETZEL

Sujet de I'intervention, nom du produit visé : HPV et vaccination, quoi de neuf ? Point de vue du biologiste
Prise en charge du déplacement : Oui

Rémunération : aucune

Période : 11/2016 - 11/2016

RICAI

Lieu et intitulé de la réunion : Paris



Sujet de I'intervention, nom du produit visé : Infections a HPV : ou en sommes-nous?
Prise en charge du déplacement : Oui

Rémunération : aucune

Période : 18/11/2017 - 19/11/2017

ROCHE

Lieu et intitulé de la réunion : Lyon, 2émes rencontres régionales interplateformes

Sujet de I'intervention, nom du produit visé : Attentes des oncologues quant aux examen de biologie moléculaire
Prise en charge du déplacement : Oui

Rémunération : aucune

Période : 23/03/2018 - 24/03/2018

JANSSEN CILAG

Lieu et intitulé de la réunion : Strasbourg : Forum Bretzel

Sujet de I'intervention, nom du produit visé : HPV et vaccination, quoi de neuf ? Point de vue du biologiste
Prise en charge du déplacement : Oui

Rémunération : aucune

Période : 11/2016 - 11/2016

JANSSEN

Lieu et intitulé de la réunion : Besancon, Forum Microbiologie

Sujet de I'intervention, nom du produit visé : « Actualités sur les Papillomavirus » : Le point de vue du biologiste
Prise en charge du déplacement : Oui

Rémunération : aucune

Période : 05/2018 - 05/2018

2.5. Invention ou détention d’un brevet ou d’un produit, procédé ou toute autre forme de
propriété intellectuelle non brevetée en relation avec le champ de compétence, en
matiére de santé publique et de sécurité sanitaire, de I’organisme/des organismes ou de
I'instance/des instances collégiale(s), objet(s) de la déclaration

DIAGNOSIS OF HPV-INDUCED CANCER. US PROVISIONAL APPLICATION N° 61692001,
DEMANDE INTERNATIONALE N° WO 2014/029851

Structure : Université de Franche-Comté - CHRU Besancgon
Intéressement : Non

Rémunération : aucune

Période : 08/2012 - 06/2015

REAL-TIME DUPLEX PCR FOR HPV16 AND HPV18 SIMULTANEOUS VIRAL LOAD
QUANTIFICATION. DEMANDE INTERNATIONALE N° WO 2012/136718

Structure : CNRS - F.I.S.T. SA
Intéressement : Non
Rémunération : aucune
Période : 04/2012 - 10/2013

3. Direction d’activités qui ont bénéficié d’un financement par un organisme a but
lucratif dont I’objet social entre dans le champ de compétence, en matiére de
santé publique et de sécurité sanitaire, de I’organisme/des organismes ou de
I'instance/des instances collégiales, objet(s) de la déclaration

ASSOCIATION GROUPE QUALITE DES BIOMARQUEURS EN CANCEROLOGIE DE L'EST (GQUBE)
- REUNION SCIENTIFIQUE DE L'ASSOCIATION

Organisme financeur : Roche TOTAL 2500 EUROS
Période : 08/2015 - 08/2016
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CHRU DE BESANGON - VALIDATION DU MILIEU NOVAPREP HQ+ POUR LA DETECTION D'HPV
HR A L'AIDE DE LA TROUSSE HC2

Organisme financeur : Novacyt TOTAL 7488 EUROS
Période : 09/2013 - 02/2015

ASSOCIATION GROUPE QUALITE DES BIOMARQUEURS EN CANCEROLOGIE DE L'EST (GQUBE)
- REUNION SCIENTIFIQUE DE L'ASSOCIATION

Organisme financeur : AstraZeneca TOTAL 2000 EUROS
Période : 05/2016 - 12/2016

ASSOCIATION GROUPE QUALITE DES BIOMARQUEURS EN CANCEROLOGIE DE L'EST (GQUBE)
- REUNION SCIENTIFIQUE DE L'ASSOCIATION

Organisme financeur : Boehringer Ingelheim TOTAL 600 EUROS
Période : 06/2016 - 06/2016

ASSOCIATION GROUPE QUALITE DES BIOMARQUEURS EN CANCEROLOGIE DE L'EST (GQUBE)
Organisme financeur : Roche - 4000 €
Période : 08/2015 a aujourd'hui

ASSOCIATION GROUPE QUALITE DES BIOMARQUEURS EN CANCEROLOGIE DE L'EST (GQUBE)
Organisme financeur : Astra Zeneca - 3500 €
Période : 05/2016 a aujourd'hui

4. Participations financiéres directes, sous forme d’actions ou d’obligations
détenues et gérées directement ou de capitaux propres dans le capital d’une
société dont I’objet social entre dans le champ de compétence, en matiére de
santé publique et de sécurité sanitaire, de I'organisme/des organismes ou de
I'instance/des instances collégiales, objet(s) de la déclaration

X Je n’ai pas de lien d’intéréts a déclarer dans cette rubrique

5. Proches parents ayant des activités ou des intéréts financiers dans toute
structure dont I'objet social entre dans le champ de compétence, en matiére de
santé publique et de sécurité sanitaire, de I’organisme/des organismes ou de
Ilinstance/des instances collégiale(s), objet(s) de la déclaration

X Je n’ai pas de lien d’intéréts a déclarer dans cette rubrique

6. Fonctions et mandats électifs exercés actuellement

X Je n’ai pas de lien d’intéréts a déclarer dans cette rubrique

7. Autre lien, dont vous avez connaissance, qui est de nature a faire naitre des
situations de conflits d’intéréts

HOSPITALITE BOEHRINGER INGELHEIM
Période : 10/2014 - 10/2014

REPAS ROCHE
Période : 04/2014 - 04/2014

REPAS ROCHE
Période : 05/2014 - 05/2014
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REPAS JANSSEN-CILAG
Période : 06/2017 - 06/2017

REPAS TRANSPORT ASTRA ZENECA

Commentaire : Réunion gQuUBE
Période : 12/2014 - 12/2014

REPAS ROCHE
Période : 04/2016 - 04/2016

REPAS JANSSEN-CILAG
Période : 11/2016 - 11/2016

REPAS TRAVAIL ROCHE
Période : 04/2015 - 04/2015

REPAS BMS
Période : 03/2014 - 03/2014

SPMSD TRANSPORT ET REPAS
Période : 06/2014 - 06/2014

HOSPITALITE GSK
Période : 02/2013 - 02/2013
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