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INTRODUCTION

Les papillomavirus sont de petits virus a ADN de la famille des papillomaviridae. Ils sont
capables d'infecter I'homme (Human Papillomavirus ou HPV) ainsi que de nombreux

mammiferes, avec une spécificité d'espece étroite.

Ces virus ont un tropisme épithélial : ils infectent les épithéliums malpighiens de la peau et
des muqueuses du tractus ano-geénital et des voies aéro-digestives supérieures (VADS). Ils
sont responsables d'infections généralement bénignes et le plus souvent transitoires. Mais ils
peuvent parfois étre impliqués dans le développement de cancers épithéliaux (cancer du col

de l'utérus (CCU), autres cancers ano-génitaux, cancers de I'oropharynx).

A I'heure actuelle, environ 170 génotypes d’HPV cutanés et muqueux ont été identifiés et
répartis en cing genres. Les HPV muqueux ont été classés en fonction de leur oncogénicité :

HPV a haut risque (HVP HR), a risque intermédiaire ou a bas risque (HPV BR) oncogeéne.

L'infection persistante par un HPV HR est un facteur nécessaire au développement du CCU.
Actuellement, en France, le dépistage du CCU est un dépistage individuel reposant sur la
réalisation d'un frottis cervico-utérin (FCU) chez les femmes agées de 25 a 65 ans, tous les
trois ans, aprés deux premiers FCU normaux espacés d’'un an. La seule indication de la
recherche d’'HPV HR par biologie moléculaire est le FCU avec anomalies cytologiques de type

ASC-US (Atypical Squamous Cells of Unknown Significance).



A ce jour, malgré les recommandations de la Haute autorité de santé (HAS), la couverture du
dépistage reste insuffisante (60 % en moyenne). Afin d'y remédier, des stratégies
d’amélioration du dépistage sont en cours d'étude. Il s'agirait notamment d'élargir les
indications de la recherche d’HPV HR pour inclure : le dépistage primaire en association ou
non au FCU, le rattrapage des femmes réticentes au FCU dans le cadre du dépistage
organisé, la prise en charge des CIN (Cervical Intraepithelial Neoplasia) de type 1 et le suivi

post-thérapeutique des CIN de type 2 et 3.

Le Plan cancer 2014-2019 propose en effet la mise en place, au niveau national, d’un
dépistage organisé du CCU (invitation par courrier a réaliser un FCU). En cas de non-réponse
a l'invitation, il recommande d'effectuer une recherche d’HPV HR par auto-prélevement. II
s'agit de proposer une alternative aux femmes réticentes a la réalisation du FCU et ainsi

d’étendre la couverture du dépistage.

En vue de la généralisation de ce dépistage organisé, des études proposant l|'auto-
prélévement comme alternative au FCU ont été menées en France depuis quelques années.
Le Maine-et-Loire fait partie des départements pilotes concernés par ces études. Une
premiére campagne de dépistage CapU1, proposant la recherche d’HPV HR dans les urines
comme alternative au FCU, a été lancée en 2012. Elle a été suivie d’'une deuxieme campagne
de dépistage CapU2, initiée en 2014, afin de confirmer I'adhésion des femmes a |'auto-

prélevement urinaire et de leur assurer un suivi virologique et gynécologique.



GENERALITES

1. Structure du virus

Les papillomavirus sont de petits virus a ADN de la famille des papillomaviridae. Ils sont
ubiquitaires et infectent aussi bien I'hnomme que I'animal, avec une spécificité d'espéce

étroite. Chez I'homme, on parle de Human Papillomavirus ou HPV.

Il s’agit de virus nus de petite taille. Ils possédent une capside icosaédrique d’environ 55 nm
de diameétre, constituée de 72 capsomeres (assemblage de différentes protéines). Leur
génome est constitué d’'un ADN bicaténaire circulaire d’environ 8 000 paires de bases, avec
un seul brin codant et trois régions génomiques distinctes (1),(2) (Figure 1) :

- une région précoce E (Early) codant pour des protéines non structurales (E1, E2, E4, E5, E6
et E7) ;

- une région tardive L (Late) codant pour les protéines structurales (L1, L2) composant la
capside ;

- et une région régulatrice LCR (Long Control Region) ou URR (Upstream Regulatory Region),
comportant des sites de fixation pour de nombreux facteurs de transcription cellulaire ainsi

que pour certaines des protéines précoces régulant la réplication virale.
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Figure 1 : Génome du virus (2)

Ces protéines virales ont des fonctions différentes (1),(2) :

- la protéine majeure de capside L1, comme son nom l'indique, est le constituant principal de
la capside. Elle porte a sa surface des antigénes cibles des anticorps neutralisants et possede
la capacité de s'auto-assembler en pseudo-particules virales ou VLP (Virus Like Particles).
Ces propriétés sont utilisées dans I'élaboration des vaccins.

- la protéine mineure de capside L2 est associée a L1. Présente en moins grande quantité et
plus interne dans sa localisation au niveau de la capside, elle est liée a I’ADN viral.

- les protéines précoces E1 (hélicase) et E2 sont impliquées dans la réplication virale. E2 joue
également un role dans la régulation de la transcription et donc de la réplication, en exercant
un contréle négatif sur E6 et E7.

- les protéines précoces E4 et E5 interviennent dans I'amplification du génome viral de
maniére indirecte, par modification du cytosquelette régissant le trafic intracellulaire. E4,
d’expression plus tardive, participe aussi a la maturation virale. E5 jouerait également un

role dans I'échappement a la réponse immunitaire et dans la transformation.



- les protéines précoces E6 et E7 sont impliquées dans la prolifération (entrée en phase S du
cycle cellulaire) et la transformation cellulaire (inhibition de I'apoptose, échappement a la

réponse immunitaire, immortalisation).

2. Classification des HPV

A I'heure actuelle, environ 170 génotypes d’HPV ont été caractérisés. Une classification a été
établie en se basant sur I'analyse de la séquence nucléotidique du gene codant pour la

protéine majeure de capside L1 (région la plus conservée du génome des HPV).

Les HPV sont répartis en cing genres (alpha, beta, gamma, mu et nu), qui présentent entre
eux un degré d’homologie de la séquence L1 inférieur & 60 %. A l'intérieur de chacun des
genres, les HPV sont répartis en espéces (60 a 70 % d’homologie), elles-mémes divisées en
types (71 a 89 % d’homologie), puis sous-types (90 a 98 % d'homologie) et enfin variants

(> 98 % d'homologie) (3) (Figures 2, 3).
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Figure 2 : Fréquence de distribution des génotypes d'HPV en fonction du pourcentage d'homologie de

la séquence nucléotidique du gene codant L1 (3)
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Figure 3 : Arbre phylogénétique des HPV (2)

Ils sont également classés en fonction de leur tropisme et de leur oncogénicité (Tableau I).
On distingue ainsi les HPV cutanés, responsables de lésions cutanées de type verrues, des
HPV muqueux, atteignant les muqueuses ano-génitales ou oropharyngées. Les HPV muqueux
sont divisés en HPV a haut risque (HPV HR), a risque intermédiaire ou a bas risque (HPV BR)

oncogene (4),(5).

Tableau I : Classification des HPV en fonction de leur oncogénicité (4),(5)

Niveau de risque Génotypes HPV muqueux Génotypes HPV cutanés

1 (oncogenes) 16, 18, 31, 33, 35, 39,

45, 51, 52, 56, 58, 59

2A (probablement oncogénes) 68

2B (possiblement oncogénes) 26, 53, 66, 67, 70, 73, 82 5, 8 (chez les patients EV)

30, 34, 69, 85, 97

3 (non classés pour leur potentiel oncogéne) 6,11 HPV des genres B (sauf 5 et 8) et gamma




3. Physiopathologie de l'infection a HPV

3.1. Tropisme cellulaire

Les HPV ont un tropisme pour les épithéliums malpighiens, et notamment les épithéliums
malpighiens pavimenteux pluristratifiés qu'ils soient kératinisés (peau) ou non (muqueuses
vaginale, du col de l'utérus (exocol), anale, buccale, cesophagienne et de cornée (face

antérieure)).

3.2. Cycleviral (1),(2)

La survenue d’une infection a HPV s'accompagne de microlésions au niveau de I'épithélium
malpighien pavimenteux pluristratifié, qui permettent aux particules virales infectantes
d'atteindre les cellules de la lame basale constituant le réservoir de l'infection. Ces cellules
sont accessibles directement au niveau de la zone de jonction entre épithélium malpighien de
I'exocol et épithélium glandulaire de I'endocol par exemple, d'ou une localisation

préférentielle des infections a HPV a ce niveau (Figure 4).

L'entrée des virions dans les cellules de la lame basale se ferait via une interaction avec les
héparanes sulfates et la laminine. Une fois internalisés, les virions sont pris en charge par
I'endosome. Apres décapsidation, le génome viral associé a la protéine mineure de capside
L2 est transporté vers le noyau alors que la protéine majeure de capside L1 sera elle

dégradée dans le lysosome.



Le cycle viral des HPV est lié a la différenciation cellulaire de I'épithélium. La réplication du
génome viral et son maintien ont lieu dans les cellules de la lame basale. Ces derniéres vont
ensuite se diviser, tout en se différenciant, puis progressivement migrer pour gagner la
surface de I'épithélium. L'amplification du génome viral a lieu dans les cellules des couches
intermédiaires. La production des protéines de capside et I'assemblage des particules virales

se font uniquement dans les cellules des couches superficielles bien différenciées (Figure 4).
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Figure 4 : Cycle viral des HPV (2)

3.3. Histoire naturelle de I'infection a HPV (1),(2)

3.3.1. Infection productive

L'entrée des virions dans les cellules de la lame basale est généralement suivie d’une phase
initiale d’amplification du génome viral, puis du maintien de ce génome viral sous forme
épisomale a un faible taux de copies (environ 50 a 200 copies par cellule). Ces premiéres
étapes se font sous le controle des protéines précoces E1 et E2 et de certaines protéines

cellulaires. Interviennent ensuite les protéines E6 et E7, qui jouent un réle primordial dans la



prolifération cellulaire au niveau de la lame basale et des couches intermédiaires, en
assurant le maintien en phase S du cycle cellulaire. Elles permettent I'amplification du
génome viral, avec l'aide des autres protéines précoces (E1, E2 puis E4, E5). Une fois les
cellules des couches superficielles bien différenciées (kératinocytes), les protéines de capside
L1 et L2 peuvent s’exprimer, permettant alors |'assemblage des particules virales. Les virions
néoformés sont libérés par les cellules qui desquament a la surface de I'épithélium (Figure

5).

)
0

(E6 E7 2
E1,E2
Viral DNA

PRODUCTIVE
INFECTION

Figure 5 : Schéma d'une infection productive a HPV (2)

Ces dernieres étapes sont responsables de I'apparition d'un effet cytopathogene
caractéristique au niveau des kératinocytes de I'exocol, et visible sur le frottis cervico-utérin
(FCU) : cellules de grande taille, fréquemment binucléées, avec une vacuole péri-nucléaire

repoussant le cytoplasme en périphérie (Figure 6). Ces cellules sont appelées des koilocytes.



Figure 6 : Koilocytes (6)

3.3.2. Régression immunitaire

La régression de l'infection a HPV est en grande partie liée a une immunité cellulaire. Il s'agit
d’une réponse cellulaire médiée par les lymphocytes T (réponse cytotoxique et réponse T

helper intense) dirigée contre les protéines E1, E2, E6, E7 et L2 (Figure 7).

L'immunité humorale, elle, est médiée par des anticorps neutralisants dirigés essentiellement
contre la protéine L1, mais aussi contre les protéines E2, E6, E7 et L2. Ils peuvent agir soit
par transsudation, soit par exsudation au niveau de microlésions de |'épithélium infecté, et
viennent bloquer les sites de fixation du virus. Comparée a la réponse cellulaire, cette

réponse humorale est faible. Les taux d’anticorps circulants sont peu élevés (Figure 7).
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Figure 7 : Réponse immunitaire déclenchée par une infection a HPV (1)

3.3.3. Clairance virale/Latence virale

Dans la majorité des cas (80 a 90 %), I'infection productive a HPV régresse sous l'effet de la
réponse immunitaire et ne persiste pas assez longtemps pour entrainer une dérégulation du
cycle cellulaire et une accumulation d‘anomalies génétiques. Ce phénomeéne s'appelle la
clairance virale. Elle s'observe en 3 a 6 mois pour les HPV BR et en 12 a 18 mois pour les

HPV HR.
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Dans certains cas, la régression de l'infection a HPV peut ne pas aller jusqu'a la clairance
virale. L'ADN viral persiste alors dans les cellules de la lame basale sans se répliquer, ni
s'intégrer au génome cellulaire. L'infection devient « silencieuse », on parle de latence virale.
Il existe cependant un risque de réactivation a distance, en cas de modification de
I'immunité, notamment cellulaire (infection par le virus de I'immunodéficience humaine

(VIH), traitements immunosuppresseurs).

3.3.4. Infection persistante et transformation

Parfois, I'infection a HPV persiste et entraine alors I'apparition de Iésions intra-épithéliales de

bas grade puis de haut grade, pouvant aller jusqu‘au cancer (Figure 8).
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Figure 8 : De l'infection productive au cancer (2)
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Un certain nombre de facteurs, propres au virus (génotype, charge virale) et a I'hote (statut
immunitaire, tabac, contraception orale, conduites sexuelles), influent sur la persistance
virale. L'échappement a la réponse immunitaire est I'un des principaux facteurs. Comme
énoncé précédemment, en cas d'infection a HPV, il existe une réponse immunitaire
essentiellement cellulaire. Bien qu’a l'origine d’une régression de l'infection dans la majorité
des cas, cette réponse immunitaire reste peu efficace. Le cycle cellulaire se déroule
exclusivement en intra-épithélial. Il n'y pas de virémie, pas de cytolyse ou d'apoptose viro-
induite, pas de relargage de cytokines pro-inflammatoires permettant le recrutement des
cellules de I'immunité innée. Les kératinocytes sont de mauvaises cellules présentatrices
d’antigénes. Les cellules de Langerhans et les cellules dendritiques sont peu nombreuses au
niveau des épithéliums malpighiens. Les protéines virales contribuent elles aussi a
I'inefficacité de la réponse immunitaire : les protéines E6 et E7 diminuent I'expression de
récepteurs de surface et inhibent le systeme interféron ; quant a la protéine E5, elle diminue
la présentation des antigénes viraux par les molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH) de classe II. L'ensemble de ces éléments font que la réponse
immunitaire mise en place est finalement modérée et retardée, ce qui favorise la persistance

de l'infection a HPV.

L'infection persistante a HPV, et notamment a HPV HR, est un facteur nécessaire au
développement du CCU. Les protéines E6 et E7 des HPV HR jouent un rdle essentiel dans
I'oncogenése, une augmentation de I'expression de ces protéines ayant été observée dans les
cellules de la lame basale des épithéliums infectés avec lésions précancéreuses ou
cancéreuses. Les mécanismes a l'origine de cette dérégulation ne sont pas completement
élucidés a I'heure actuelle, mais I'intégration du génome viral en fait partie. Dans les Iésions

de bas grade, I’ADN viral est sous forme épisomale. Dans les Iésions de haut grade et les
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cancers, il y a fréguemment intégration du génome viral au génome cellulaire. Cette
intégration peut s'accompagner d’une interruption de la séquence codant pour la protéine E2,
et donc d'une perte d’expression de la protéine E2, qui régule la réplication cellulaire par
répression de la transcription des protéines E6 et E7. Cela favorise par conséquent la
surexpression des protéines E6 et E7, qui interagissent avec de nombreuses protéines
cellulaires (p53, PRb). Cette surexpression va entrainer le déréglement de voies de
signalisation et de régulation cellulaires, favorisant la survie et la prolifération cellulaires
(inhibition de l'apoptose), l'instabilité génétique et I'échappement a la réponse immunitaire.

L'ensemble de ces phénomeénes constitue le point de départ du processus cancéreux.

4. Epidémiologie et manifestations cliniques des infections a
HPV (4)

Les HPV sont des virus ubiquitaires, les infections a HPV sont donc fréquentes. La
transmission peut se faire de maniére directe, par contact cutanéo-muqueux, ou indirecte,
par le biais d'objets ou de surfaces contaminés (les HPV étant des virus nus, ils résistent

dans le milieu extérieur).

Ils peuvent étre responsables de la survenue de cancers épithéliaux (7),(8) :
- 100 % des CCU ;

- 85 % des cancers anaux ;

- 70 % des cancers vaginaux ;

- 50 % des cancers péniens ;

- 40 % des cancers vulvaires ;

- 25 % des cancers oropharyngés
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4.1. Peau

Les HPV cutanés sont responsables d'infections cutanées sans lésion apparente chez 40 % de

la population immunocompétente.

Ils peuvent cependant induire des lésions cutanées :

- des verrues cutanées, d'aspect et de localisation variables en fonction du génotype
impliqué ;

- |'épidermodysplasie verruciforme : une maladie rare, d'origine génétique (les genes
impliqués étant EVER1 et EVER2), se manifestant par des lésions maculo-papuleuses
squameuses susceptibles d'évoluer vers des Iésions cancéreuses sous l‘action des

rayonnements ultra-violets.

4.2. Muqueuse des VADS

Les HPV muqueux sont responsables d'infections oropharyngées sans Iésion apparente chez

4,5 % de la population.

Ils peuvent cependant induire des lésions :

- des papillomes, notamment au niveau laryngé : la papillomatose laryngée juvénile,
survenant suite a la transmission d'HPV BR de la mére a I'enfant lors de |'accouchement,
récidivante et pouvant étre associée a une détresse respiratoire ;

- des cancers des VADS associés aux HPV : des cancers oropharyngés (notamment
tonsillaires), a nette prédominance masculine, avec pour facteur de risque principal le

comportement sexuel, et majoritairement liés a une infection a HPV 16 (dans 85 a 95 % des
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cas). Les cancers oropharyngés associés aux HPV sont de meilleur pronostic que ceux qui ne

sont pas associés aux HPV (9).

4.3. Muqueuse ano-génitale

Les infections ano-génitales a HPV muqueux correspondent a la plus fréquente des infections
sexuellement transmissibles (IST). La transmission est donc le plus souvent sexuelle, mais
peut aussi se faire de maniere indirecte. Les infections multiples (y compris les co-infections
HPV HR - HPV BR) sont fréquentes. La prévalence des infections a HPV au niveau des
muqueuses ano-génitales (tous types de lésions confondus, mais notamment le CCU et le

cancer de I'anus) est supérieure chez les patients immunodéprimés (VIH+).

Les HPV muqueux, au niveau des muqueuses ano-génitales, peuvent étre a l'origine de
différents types de Iésions :

- des condylomes acuminés ou verrues génitales : des Iésions cutanéo-mugqueuses bénignes,
fréquentes, récidivantes, liées a des HPV BR (HPV 6, HPV 11) dans 90 % des cas ;

- des Iésions bénignes, précancéreuses et cancéreuses de I'anus, de la vulve, du vagin et du
pénis ;

- des lésions du col de l'utérus.

Les infections du col de I'utérus a HPV sont trés fréquentes et sont contractées tres tot apres
les premiers rapports sexuels. La prévalence varie en fonction de la démographie de la
population (age, localisation géographique) mais est en moyenne de 12 % (8). Il existe un
premier pic de prévalence avant 25 ans, puis un deuxiéme pic plus modéré aprés 50 ans

(10). La majorité des infections du col de l'utérus a HPV sont spontanément résolutives (90
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% a trois ans), seules 10 % persistent et risquent d’évoluer vers un cancer, surtout si elles

sont liées a un HPV HR (HPV 16) (11).

Les infections du col de l'utérus a HPV se développent au niveau de la jonction exocol-
endocol. Elles peuvent étre asymptomatiques sur le plan cytologique mais peuvent aussi
entrainer des anomalies cytologiques, au niveau de la muqueuse épithéliale ou glandulaire,

détectées au FCU (Tableau II).

Tableau II : Classification des anomalies cytologiques observées au FCU (12)

Lésions malpighiennes

ASC-US Atypies des cellules épidermoides de signification indéterminée
Atypies des cellules épidermaoides ne permettant pas d’exclure une lésion malpighienne intra-épithé-
ASC-H .
liale de haut grade
LSIL Lésion intra-épithéliale épidermoide de bas grade
HSIL Lésion malpighienne intra-épithéliale de haut grade

Carcinome épidermoide ou malpighien
Lésions glandulaires
AGC Atypies des cellules glandulaires

AlIS Adénocarcinome endocervical in situ

Adénocarcinome invasif

Sur le plan histologique, les lésions provoquées par l'infection sont qualifiées de Cervical
Intraepithelial Neoplasia, ou CIN, et classées en fonction de leur degré de sévérité :

- CIN 1 = dysplasie légére ;

- CIN 2 = dysplasie modérée ;

- CIN 3 = dysplasie sévere ;

- carcinome in situ (CIS).
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Les CIN 2 et 3 sont considérées comme des Iésions précancéreuses. Plus le grade de la lésion
est élevé, plus la proportion d’HPV HR impliqués augmente, mais I’'HPV 16 reste le génotype
le plus fréquent quel que soit le grade de la lésion. L'ensemble des Iésions de type CIN ont la
possibilité de régresser spontanément, méme si la probabilité de régression diminue avec la
présence d’'HPV HR (HPV 16, HPV 18), I'augmentation du grade de la Iésion et I'augmentation

de I'age de la femme (13).

Dans le monde, le CCU est le 2°™ cancer le plus fréquent chez la femme. En France, il s'agit
du 11°™ cancer le plus fréquent chez la femme avec environ 3 028 nouveaux cas par an. En
termes de mortalité, il se situe au 12°™ rang avec environ 1 102 décés par an. L'analyse des
tendances en France montre une diminution de l'incidence et de la mortalité entre 1980 et
2012, avec un taux moyen de décroissance de, respectivement, 2,5 % et 3,2 % (14) (Figure

9).
Le CCU est un cancer viro-induit. 100 % des cas sont liés aux HPV HR, dont 70 % aux HPV

16 et 18 (50 % aux HPV 16). Dans 90 % des cas, il s'agit de carcinomes épidermoides. C'est

un cancer de la quarantaine, survenant en moyenne 15 a 20 ans aprés l'infection.
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Figure 9 : Evolution de l'incidence et de la mortalité des infections & HPV en France entre 1980 et

2012 (15)

5. Diagnostic virologique (4)

A I'heure actuelle, le diagnostic virologique des infections a HPV s'inscrit dans le cadre du
dépistage des |ésions précancéreuses et cancéreuses du col de I'utérus. La seule indication
qui bénéficie d’'un remboursement par l'assurance maladie est le FCU avec anomalies
cytologiques de signification indéterminée, ou ASC-US (Atypical Squamous Cells of Unknown

Significance).

Le diagnostic par culture cellulaire n'est pas possible, les HPV n’étant pas cultivables par les
techniques de culture classique. Le diagnostic sérologique n’est pas indiqué, du fait d'une
apparition tardive et inconstante des anticorps et de I'absence de titre protecteur dans le

cadre de la vaccination. Il n'y a d‘ailleurs pas de test commercialisé a ce jour.
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Le diagnostic virologique des infections a HPV est donc un diagnostic moléculaire.
Actuellement, il existe entre 150 et 200 tests HPV commercialisés au niveau mondial.
Certains permettent la détection d'HPV HR sans génotypage, d'autres permettent le
génotypage partiel de certains HPV HR, notamment HPV 16 et 18, ou le génotypage plus
large d’'HPV HR et BR. De nombreuses trousses possédent le marquage CE/IVD (Conforme
aux exigences Européennes/In Vitro Diagnostic) mais toutes non pas été validées

cliniquement (sensibilité et spécificité dans la détection des Iésions de haut grade) (16).

5.1. Techniques d'amplification du signal

Il s'agit de techniques d’'hybridation en phase liquide, utilisant des sondes ARN ou ADN
s’hybridant avec I'ADN viral. Ces techniques permettent la détection d’HPV HR sans
génotypage. Elles ont été validées cliniqguement :

- Hybrid Capture 2 High-Risk HPV DNA Test® (Qiagen) : sondes ARN spécifiques de 13 HPV
HR (HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 et 68), formation d’hybrides et
détection par chimioluminescence

- Cervista® HPV HR (Hologic) : sondes ADN spécifiques de 14 HPV HR (HPV 16, 18, 31, 33,

35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 et 68), formation d'hybrides et détection par fluorescence
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5.2, Techniques d’amplification de la cible

5.2.1. Amplification de I’ADN viral

Il s'agit de techniques de PCR en point final ou de PCR en temps réel (PCR TR), utilisant des
amorces consensuelles ou multiplexes, ainsi que des sondes spécifiques s’hybridant avec
I’ADN viral. Ces techniques permettent le génotypage partiel de certains HPV HR et parfois de

certains HPV BR.

Deux des trousses les plus utilisées, et qui ont été validées cliniquement, s'appuient sur des
techniques de PCR TR multiplexes, permettant la détection de 14 HPV HR avec génotypage
des HPV 16 et 18 :

- RealTime High Risk HPV (Abbott)

- Cobas® HPV test (Roche)

Récemment, un test HPV unitaire reposant sur une technique de PCR TR réalisable en une
heure a obtenu le marquage CE/IVD. Il permet la détection de 14 HPVR HR avec génotypage
des HPV 16 et 18/45 :

- Xpert® HPV, GeneXpert (Cepheid)

D'autres trousses permettent un génotypage plus large d'HPV HR et BR, mais elles n’ont pas

été cliniguement validées :

- Anyplex™ II HPV28 Detection (Seegene)
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5.2.2. Amplification de '’ARN messager (ARNm) viral

Il s'agit d'une technique basée sur la détection, apres amplification, des ARNm des protéines
précoces E6 et E7 des HPV impliquées dans I'oncogenése. Elle permet la détection de 14 HPV
HR sans génotypage et a I'avantage d'étre le reflet de I'activité transcriptionnelle du virus. Ce
test est validé cliniquement :

- APTIMA® HPV assay (Hologic)

6. Prévention des infections a HPV

Bien que les infections a HPV soient des IST, les méthodes de protection classiques, telles

que les préservatifs, ne sont pas suffisantes pour prévenir leur survenue.

6.1. Prévention primaire : la vaccination

La vaccination prophylactique anti-HPV a pour but d'éviter les infections a HPV 16 et 18 plus
ou moins 6 et 11. L'enjeu est de diminuer l'incidence des l|ésions précancéreuses et
cancéreuses du col de I'utérus, mais aussi de diminuer l'incidence des autres pathologies

liées a ces quatre génotypes (cancers d'autre localisation, condylomes acuminés).

Les HPV n’étant pas cultivables par les techniques de culture classique, I'utilisation de virus
vivants atténués ou inactivés n'était pas envisageable pour |'élaboration d'un vaccin. La
vaccination repose ainsi sur |'utilisation de VLP (17). La protéine majeure de capside L1 des

HPV est produite dans des levures ou des baculovirus. Elle est alors capable de s’auto-
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assembler en capsomeres constitués de cing protéines L1 chacun, ces capsomeéres étant a
leur tour capables de s'auto-assembler en VLP. Ces VLP sont non infectieuses puisqu’elles
sont dépourvues d’ADN viral. Une fois administrées dans I'organisme, elles vont induire la
production d'anticorps neutralisants dirigés contre des épitopes de la protéine L1. En cas
d’infection, les anticorps anti-L1 gagneront I'épithélium infecté par transsudation a partir du
plasma, afin de neutraliser les particules virales infectieuses présentes a ce niveau (Figure

10).
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Figure 10 : Principe de I'élaboration des vaccins anti-HPV (18)

A I'heure actuelle, en France, deux vaccins ont obtenu l'autorisation de mise sur le marché
(AMM) :

- GARDASIL® (Merck-Sanofi-Pasteur) : produit a partir de levures, il s'agit d'un vaccin
quadrivalent dirigé contre les génotypes 16, 18, 6 et 11, avec un schéma d’administration
intramusculaire en trois doses (0, 2 et 6 mois) ;

- CERVARIX® (GlaxoSmithKline) : produit a partir de baculovirus, il s'agit d'un vaccin
bivalent dirigé contre les génotypes 16 et 18, avec un schéma d'administration

intramusculaire en trois doses (0, 1 et 6 mois).
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Selon les recommandations initiales du Haut Conseil de la santé publique (HCSP) en 2007, la
vaccination prophylactique anti-HPV s’adressait aux jeunes filles de 14 ans, avec un
rattrapage possible de 15 a 23 ans pour celles n‘ayant pas eu de rapports sexuels ou, au plus
tard, dans I'année suivant le début de leur vie sexuelle. En septembre 2012, compte tenu de
I"évolution des données concernant les vaccins et avec un recul de quelques années sur la
couverture vaccinale, le HCSP a émis un avis révisant I'age de la vaccination anti-HPV,
rappelant que celle-ci est d'autant plus efficace que les jeunes filles n‘ont pas encore été
exposées au risque d'infection a HPV. La vaccination s’adresse donc désormais aux jeunes
filles agées de 11 a 14 ans, avec un rattrapage possible jusqu'a 20 ans (19 ans révolus)

(19).

Concernant le schéma vaccinal, le HCSP a également modifié ses recommandations. Ainsi,
depuis fin 2013 pour CERVARIX® et début 2014 pour GARDASIL®, un schéma a deux doses
espacées de 6 mois est recommandé pour les jeunes filles de 11 a 14 ans, le schéma a trois
doses étant lui maintenu pour le rattrapage des jeunes filles de 15 a 19 ans révolus

(20),(21).

Selon les derniéres évaluations, la couverture vaccinale en France connait une inflexion
depuis 2010-2011. Elle est aujourd’hui inférieure a 30 %. Ce phénoméne peut s’expliquer
par la difficulté d'aborder les problématiques liées a la sexualité avec les jeunes filles, par la
crainte de survenue d'effets secondaires suite a la vaccination ou encore par le colt restant a

charge apres remboursement (19).

Le Plan cancer 2014-2019 a comme objectif de favoriser des diagnostics plus précoces.

Concernant le CCU, son but est de faire reculer les inégalités face a ce cancer et de réduire
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son incidence. Cela passe par une amélioration de la couverture vaccinale anti-HPV (action
1.2) : le Plan cancer prévoit ainsi de renforcer la mobilisation des professionnels de santé et
de faciliter I'accés a cette vaccination pour les jeunes filles concernées (notamment via la
gratuité). Entre 2014 et 2019, les objectifs sont de doubler le taux de couverture vaccinale
en France, afin qu'il atteigne au moins 60 % en 2019, et d'évaluer I'acceptabilité d'une
vaccination en milieu scolaire, certains pays ayant atteint une couverture vaccinale de 80 %
grace a cette vaccination systématique. Les moyens prévus afin de remplir ces objectifs sont

les suivants (Figure 11) :

» Renforcer la communication vers les jeunes filles et les parents sur I'enjeu de
la vaccination et son rapport bénéfices/risques, en mobilisant les relais locaux
associatifs, les collectivités territoriales et les services de santé scolaire.

» Introduire dans les rémunérations sur objectifs de santé publique des
meédecins traitants un indicateur de progrés de la vaccination anti-HPV, en
complément de l'indicateur existant pour le frottis du col de I'utérus.

» Promouvoir la diversification des structures de vaccination dont certaines
permettent un accés gratuit a la vaccination : centres de vaccination, centres
d’examens de santé, centres de dépistage anonyme et gratuit (CDAG), centres
d'information, de dépistage et de diagnostic des infections sexuellement
transmissibles (CIDDIST), maisons de santé pluridisciplinaires...

» Autoriser la vaccination par les infirmier(e)s diplomé(e)s d’Etat.

» Promouvoir des études en sciences humaines et sociales et en épidémiologie
descriptive sur I'acceptabilité de la vaccination en milieu scolaire pour les
jeunes filles de 11 3 14 ans.

Figure 11 : Action 1.2. du Plan cancer 2014-2019 (22)

De par sa mise en place récente et son faible taux de couverture, la vaccination ne protége

pas la majorité des femmes actuellement concernées par le risque de CCU. Elle ne doit en

aucun cas se substituer au dépistage par FCU mais plutot s’y associer.
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6.2. Prévention secondaire : le dépistage

6.2.1. Dépistage individuel

A I'heure actuelle, en France, le dépistage du CCU est un dépistage individuel volontaire et
spontané. Sa mise en place dans les années 1960 a permis de réduire de maniére

significative I'incidence et la mortalité liées au CCU. Ce dépistage repose sur le FCU (23).

Selon la HAS, il est recommandé de réaliser un FCU chez les femmes agées de 25 a 65 ans,
tous les trois ans, aprés deux FCU normaux réalisés a un an d'intervalle. Ce frottis
(conventionnel ou en milieu liquide) peut étre réalisé par un médecin généraliste, un
gynécologue ou une sage-femme. L'interprétation du FCU par un anatomo-pathologiste se
base sur le systeme de Bethesda 2001 :

- caractére interprétable du frottis ;

- description des éventuelles anomalies de I'épithélium malpighien et/ou glandulaire
constatées ;

- recommandations et précisions.

Un FCU est considéré comme anormal si, au niveau de I'épithélium malpighien, sont
retrouvées des lésions de type ASC-US ou plus séveres, et si, au niveau de I'épithélium
glandulaire, sont retrouvées des anomalies de type AGC (Atypical Glandular Cells) ou plus

séveres.

Il existe une correspondance entre classification cytologique (FCU) et histologique (biopsie) :
- lésions de type LSIL (Low grade Squamous Intraepithelial Lesion) = CIN1 ;

- lésions de type HSIL (High grade Squamous Intraepithelial Lesion) = CIN2/CIN3.
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En 2002, I'Agence nationale d'accréditation et d'évaluation en santé (ANAES), qui n’existe
plus en tant que telle aujourd’hui mais fait partie de la HAS, a émis des recommandations
sur la conduite a tenir face a un FCU pathologique (24) :

- en cas de FCU avec anomalies de type ASC-US, il existe plusieurs alternatives : soit
colposcopie avec biopsie d’emblée, soit FCU de controle a 6 mois, soit recherche de HPV HR
par biologie moléculaire (Figure 12) ;

- en cas de FCU avec anomalies de type ASC-H (Atypical Squamous Cells - cannot exclude
High grade squamous intraepithelial lesion), une colposcopie avec biopsie est préconisée
d’emblée ;

- en cas de FCU avec anomalies de types LSIL, il existe |a aussi plusieurs alternatives : soit
colposcopie avec biopsie d'emblée, soit FCU de controle a 4-6 mois ;

- en cas de FCU avec anomalies de type HSIL, une colposcopie avec biopsie est préconisée
d’emblée ;

- en cas de FCU avec anomalies glandulaires (quelles qu'elles soient), une colposcopie avec

biopsie est préconisée d’emblée.

ASC-US
+
cytologie a 6 mois recherche HPV HR
+
cytologie & 1 an =
+
colposcopie + biopsie cytologie de routine colposcopie + biopsie

Figure 12 : Conduite a tenir en cas de FCU avec anomalies de type ASC-US (24)
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L'efficacité du dépistage par FCU se traduit par une augmentation de l'incidence des Iésions

précancéreuses et par une diminution de l'incidence des cancers invasifs (25) (Figure 13).

Malgré cette efficacité indéniable, la couverture du dépistage du CCU en France reste
insuffisante : elle est en moyenne de 60 %, avec de grandes disparités selon les
départements, I'age ou la situation sociale des femmes. La majorité des cancers sont
détectés chez des femmes n’ayant pas ou peu recours au dépistage individuel. Une

organisation de ce dépistage au niveau national pourrait constituer une solution.
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Figure 13 : Taux d'incidence standardisés des lésions précancéreuses et des cancers invasifs du col

de I'utérus en France entre 2000 et 2009 (25)

6.2.2. Dépistage organisé

Bien qu’existant depuis de nombreuses années dans certains pays, le dépistage organisé est
officiellement soutenu par les instances européennes depuis la publication en 2003 de
recommandations du Conseil de I'Union européenne (UE), avec un objectif de couverture du

dépistage de 80 % (26).
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En Europe, 14 pays possedent aujourd’hui un programme national de dépistage organisé
dont 7 avec un programme de plus de 20 ans d'ancienneté (essentiellement des pays de
I'Europe du Nord : Danemark, Finlande, Islande, Norvége, Pays-Bas, Royaume-Uni et Suede)

(Tableau III).

Sept pays développent des programmes régionaux touchant de 4 a 72 % de la population
cible (les femmes de 25 a 65 ans) selon le pays. Il s'agit en majorité de pays de I'Europe du
Sud, dont la France. Enfin, 11 pays possédent seulement un dépistage individuel. Dans
I'ensemble de ces pays, le test de dépistage de référence est le FCU. Les Pays-Bas et la
Finlande envisagent d'avoir recours a la détection des HPV HR en dépistage primaire chez les
femmes a partir de 35 ans. Ces mesures n’‘ont pas encore été mises en place. Les taux de
couverture du dépistage du CCU atteignant 70 a 80 % dans les pays possédant depuis
longtemps un programme national de dépistage organisé, une tendance a la généralisation

du dépistage organisé s'observe en Europe.

Tableau III : Programmes nationaux de dépistage organisé en Europe (26)

Danemark 10,6 Régional | 1062°1996/2007| 2365 3 69% Totale Médecins
(5 aprés 50 ans) généralistes
Estonie 19,9 National 200372006 30-59 5 13% NC*  |Sages-femmes
Finlande 43 National 1963 30-60 5 % Totale Sages-femmes
Hongrie 18,0 Régional 2004 25-64 3 30% NG Gynécologues
Iflande 136 National 200072008 25-60 3 65% NG Médecins
(5 aprés 45 ans) genéralistes
Istande 79 National 1964 20-69 80% Partielle NC
Lituanie 26,1 National 1993/2008 25-60 3 53% Totale Médecins
genéralistes
Norvége 98 Régional 1950/1992 2569 3 75% T”""Z‘:]g‘;"“'s NC
Pays-Bas 68 National 1980/1996 30-60 5 % Totale Medecins
généralistes
Pologne 122 Régional 2007/2009 25-59 3 24% Totale Gynécologues
Royaume-Uni| 7.1 Régional | 19641088/2003|  25-64 3 79% Totale Médecins
(5 aprés 50 ans) genéralistes
Slovénie 10,5 National 2003 20-64 3 68% NC Gynécologues
Serbie 238 National 2008 25-69 3 20% NC Gynécologues
i 3 )
Suéede 74 Regional 1967*/1977 23-60 (FrmeE s 79% Variable | Sages-femmes

2 Taux standardisé pour la population mondiale, taux pour 100 000 femmes. Source : Globocan 2012 htip://globocan.iarc.fr

b Définit le niveau de pilotage et d’organisation, soit centralisé pour tout le pays, soit piloté & une échelle régionale.

< Sont indiquées I'année de premier démarrage du programme de DO, puis I'année de la nationalisation du programme, enfin I'année de la derniére
modification de protocole.

4NC : Non communiqué.

* Régional seulement.
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En France, des programmes de dépistage organisé sont mis en place depuis le début des
années 1990 dans cing départements (Bas-Rhin, Haut-Rhin, Isere, Martinique et Doubs), le

Doubs ayant stoppé son programme en 2007 (27).

En 2010, la Direction générale de la santé (DGS), en association avec I'Institut national du
cancer (INCa), lance une expérimentation de dépistage organisé dans 13 départements, avec
des modalités communes. L'organisation de ces études expérimentales est confiée a des
structures de gestions locales : 3 pérennes (dans les 2 départements d’Alsace, en Isére et
Martinique) et 6 pilotes (dans les 4 départements d'Auvergne, dans le Cher, I'Indre-et-Loire,
le Maine-et-Loire, La Réunion et le Val-de-Marne). Ce programme expérimental de dépistage
organisé repose sur l'incitation a réaliser un FCU pour les femmes de 25 a 65 ans qui n'en
ont pas fait depuis plus de trois ans, avec relance dans les 9 a 12 mois suivant l'incitation si
le dépistage n'a pas été réalisé (modele mis en place en Alsace en 1994). Il consiste
également a recueillir I'ensemble des résultats des femmes ayant réalisé un FCU, que ce soit
dans le cadre du dépistage individuel ou du dépistage organisé. La population cible
concernée par ce dépistage organisé représente 13,4 % de la population cible au niveau
national, soit 2,37 millions de femmes, agées de 25 a 65 ans et n‘ayant pas réalisé de FCU

depuis plus de trois ans.

Selon les premiers résultats, bien qu’aucun des 13 départements concernés par le dépistage
organisé n’ait atteint les 80 % de couverture en |'espace de trois ans, les départements
pérennes (Bas-Rhin, Haut-Rhin, Isére) dépassent les 70 %. Les départements
expérimentaux, eux, ont des taux plus bas mais compris entre 51,3 et 64,6 %, avec un effet
d’entrainement du systéme d'incitation/relance. Le taux de couverture du dépistage a

augmenté de 13,2 points en moyenne en France en trois ans (Tableau 1V).
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Il s'agit d’'un gain significatif dans la couverture du dépistage du CCU, témoignant d'un

impact positif de ce programme de dépistage organisé.

Tableau IV : Taux de couverture vaccinale et de participation des programmes expérimentaux de

dépistage organisé mis en place dans 13 départements en France (27)

Alsace (2 départements) 725 ND! 144 ND2
Isére 71,6 141 236 124
Martinique 41,0 11,9 125 11
Auvergne (4 départements) 545 11,0 17,5 113
Cher 51,3 24,0 10,6 95
Indre-et-Loire 62,7 227 18,8 136
Maine-et-Loire 64,7 10,4 19,7 128
La Réunion 59,1 15,5 214 -

Val-de-Marne 533 9,0 97 89

"ND : non disponible en Alsace car 2010 a connu un changement de normes d'échanges entre I'assurance-maladie et la structure de gestion.
ZND : non disponible car certains items nécessaire a la construction de cet indicateur ne sont pas disponibles sur foute la période.

Face a ces résultats encourageants, et afin de favoriser des diagnostics plus précoces
(objectif 1), le Plan cancer 2014-2019 prévoit une généralisation du dépistage organisé du
CCU a I'échelle nationale. Il s'agit de lutter contre les inégalités d'acces et de recours au
dépistage du CCU, en permettant a toutes les femmes agées de 25 a 65 ans d’accéder a un
dépistage régulier grace au dispositif existant et avec l'aide des structures de gestion locales
et des médecins traitants (action 1.1). L'objectif est d'atteindre un taux de couverture de
dépistage de 80 % au terme de ces cing années. Les actions prévues sont les suivantes

(Figure 14) :
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» Encadrer le dispositif de dépistage organisé du cancer du col utérin en
définissant un cahier des charges qui prendra en compte les enseignements
tirés des expérimentations, en ciblant les femmes ne réalisant pas de
dépistage et les populations les plus vulnérables.

» Déployer le dispositif, son suivi et son évaluation en confortant le role du
médecin généraliste et en s'appuyant sur les structures de gestion du
programme de dépistage des cancers.

P Garantir aux personnes concernées une prise en charge totale des actes de
dépistage par I'assurance maladie obligatoire et complémentaire dans le
cadre de la mise en place de contrats solidaires et responsables et élargir dans
ce cadre I'application de la dispense d’avance de frais (consultations, tests et
actes de dépistage).

» Renforcer le role du médecin traitant dans l'initiation, 1a réalisation et le suivi
du dépistage, et ajuster les objectifs de participation des patientéles des
médecins traitants dans les objectifs de santé publique.

» Assurer, sous la responsabilité des ARS, la diversification des effecteurs et
lieux de réalisation des frottis cervicaux-utérins, et impliquer I'ensemble des
professionnels et collectivités concernés dans le programme de dépistage afin
de faire face aux évolutions démographiques (médecins généralistes,
gynécologues, sages-femmes, pathologistes, biologistes).

» Positionner dans le dispositif I'alternative par autoprélévement pour les
femmes qui ne font pas de frottis.

» Deévelopper des actions d'information et de sensibilisation de la population et
cibler particulierement en lien avec les ARS les départements dont les taux de
couverture sont inférieurs a 50 % de la population cible.

p  S'assurer du respect des régles d'assurance qualité a toutes les étapes
techniques et opérationnelles du programme.

Figure 14 : Action 1.1. du Plan cancer 2014-2019 (22)

Outre la généralisation du programme de dépistage organisé (action 1.1) et I'amélioration de
la couverture vaccinale (action 1.2), le Plan cancer 2014-2019 prévoit d'actualiser les
conduites a tenir en cas de FCU anormal. Cela permettra d'avoir des prises en charge
adaptées (action 1.3) et d’évaluer la stratégie de lutte contre le CCU (dépistage et

vaccination) afin de pouvoir réajuster les actions entreprises (action 1.4).
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6.2.3. Nouvelles stratégies de dépistage

Afin d'améliorer la couverture du dépistage du CCU en France, de nouvelles pistes sont a

I'étude. Elles seront développées dans la discussion.

Détection des HPV HR

A ce jour, le FCU avec anomalies de type ASC-US est la seule indication de la détection des
HPV HR retenue en France, la seule inscrite a la Nomenclature des actes de biologie médicale
(NABM), cotation B140, et donc la seule donnant lieu a un remboursement de I'assurance

maladie.

La détection des HPV HR peut se faire sur les cellules de la jonction endocol/exocol,
recueillies en milieu liquide pour la réalisation d'un FCU (le milieu liquide doit alors étre
compatible avec la trousse de détection des HPV HR utilisée) ou recueillies spécifiquement
pour le test HPV HR (utilisation de milieux de transport spécifiques). La détection de I’ADN
viral peut également se faire sur des biopsies ou tissus, ainsi qu’a partir de dispositifs d’auto-
prélevements (aucune recommandation n’étant encore parue concernant les auto-

prélevements).

Grace a sa sensibilité de détection des lésions de haut grade supérieure a celle du FCU et sa
trés bonne valeur prédictive négative (VPN), de plus en plus d’études suggerent l'intérét
d'utiliser le test HPV HR dans d’autres indications :

- dépistage primaire, seul ou associé au FCU ;
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- alternative au FCU pour le rattrapage des femmes réticentes a la réalisation du FCU dans le
cadre du dépistage organisé (auto-prélevements) ;

- suivi post-thérapeutique des CIN2/3 ;

- prise en charge des CIN1 ;

- intérét du génotypage dans le triage des prélevements HPV+.

Auto-prélévements

Actuellement il n’existe pas de recommandations nationales concernant les auto-
préléevements, leurs indications et le choix du prélevement. Comme évoqué dans le Plan
cancer 2014-2019, ils pourraient constituer une alternative au FCU dans le cadre du
programme de dépistage organisé, permettant ainsi le rattrapage des femmes réticentes a la

réalisation du FCU.

Il existe deux types d'auto-prélevements : I'auto-prélevement vaginal (APV) et l'auto-
prélevement urinaire. L'’APV semble davantage plébiscité au niveau international du fait d'une
diminution de la sensibilité de détection des HPV HR encore plus marquée pour l'auto-
prélevement urinaire. Ce dernier, de par sa facilité de recueil a domicile, pourrait néanmoins

s'avérer intéressant. Des études sont en cours.
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CONTEXTE DE L'ETUDE CAPU2

1. Rappels de I'étude CapU1

Comme évoqué précédemment, depuis 2010, un programme de dépistage organisé a été mis
en place dans le département du Maine-et-Loire. Ce dépistage organisé est assuré par Cap
santé 49, une structure départementale de gestion chargée de la mise en ceuvre et de
I'évaluation des dépistages organisés des cancers du sein, du col de I'utérus et colorectal. Le
protocole, commun aux 13 départements expérimentant ce programme de dépistage
organisé, consiste a inviter par courrier les femmes de 25 a 65 ans n‘ayant pas réalisé de
FCU depuis plus de trois ans a effectuer cet examen. Une relance est envoyée au bout de 9

mois en cas de non-réponse a l'incitation.

C'est dans ce contexte que le laboratoire de virologie du Centre Hospitalier Universitaire
(CHU) d’'Angers, en collaboration avec Cap santé 49, et sur la base d’'un financement de la
Ligue départementale de lutte contre le cancer, a décidé de lancer une premiere étude
(étude CapU1) proposant un test HPV urinaire comme alternative aux femmes réticentes au
dépistage classique par FCU. L'objectif de cette étude CapU était d'augmenter la couverture
du dépistage du CCU en Maine-et-Loire, tout en évaluant I'adhésion des femmes a I'auto-

prélévement urinaire pour la détection des HPV HR.

Dans le cadre de cette premiere campagne de dépistage basée sur l'auto-prélévement
urinaire (CapU1), une troisieme relance a été envoyée a 5 000 femmes, agées de 40 a 65
ans, n‘ayant pas réalisé de FCU depuis plus de trois ans, malgré deux relances effectuées par

Cap santé 49. Ce courrier les invitant a effectuer un préléevement urinaire en vue d'une
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recherche d'HPV HR comprenait une lettre d’information, un consentement a signer, un
questionnaire sur les motifs de refus du FCU, un kit de prélévement urinaire avec une notice
explicative ainsi qu’une enveloppe préaffranchie pour le retour du prélevement. Entre
novembre 2012 et janvier 2013, 771 prélévements urinaires ont été recus au laboratoire et
687 ont pu étre analysés. Parmi eux, 29 étaient positifs a HPV HR (prévalence HPV = 4,2 %).
Les FCU réalisés chez les femmes dont le test HPV HR urinaire était positif ont révélé la
présence, pour 9 d'entre eux, d’anomalies cytologiques dont 3 HSIL, 2 LSIL, 1 ASC-H et 3
ASC-US. Les colposcopies avec biopsies réalisées par la suite ont permis le diagnostic de

trois Iésions cervicales de haut grade (28),(29).

L'étude CapUl a permis de prendre en charge rapidement des lésions précancéreuses
séveres et d'augmenter la couverture du dépistage dans le département du Maine-et-Loire.
La recherche d'HPV HR sur auto-prélévement urinaire pourrait constituer une alternative au

dépistage par FCU chez les femmes réticentes, peu ou pas dépistées.

2. Objectifs de I'étude CapU2

En septembre 2014, le laboratoire de virologie du CHU d'Angers, en accord avec Cap santé
49, a décidé de lancer une deuxieme campagne de dépistage (CapU2) avec pour objectifs :

- de confirmer I'acceptabilité de I'auto-prélévement urinaire chez les femmes ayant participé
a CapUt ;

- de leur assurer un suivi virologique et gynécologique a deux ans de la premiere campagne ;
- et de comparer deux techniques de PCR TR pour la détection et le génotypage des HPV :

Abbott RealTime High Risk HPV versus Anyplex™ II HPV28 Detection, Seegene.
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MATERIEL ET METHODES

1. Population étudiée

La liste des femmes contactées pour cette deuxieme campagne de dépistage a été établie

par Cap santé 49.

Il s'agissait de I'ensemble des femmes ayant participé a la premiere campagne : 687 femmes
qui étaient agées de 40 a 65 ans en novembre 2012 et n'avaient pas réalisé de FCU depuis

plus de trois ans, malgré deux relances effectuées par Cap santé 49.

Les femmes ayant subi une hystérectomie totale et celles ne souhaitant pas participer a

I'étude ont été exclues de |'étude.

2. Modalités de I'étude

Le laboratoire de virologie du CHU d’Angers, en collaboration avec Cap santé 49 et La Poste,

a préparé 687 courriers.

Chaque courrier comprenait une note d’information sur le test HPV urinaire et les objectifs de
cette deuxieme campagne, un consentement a signer par la patiente en cas de participation
a I'étude, un kit de préléevement urinaire accompagné d'une notice explicative pour la
réalisation du prélevement a domicile, ainsi qu’une enveloppe (Lettre Max adaptée aux
prélevements biologiques) préaffranchie a |'attention du laboratoire de virologie du CHU

d’Angers pour le retour du prélévement.
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Sur les 687 courriers préparés, 666 ont effectivement été envoyés par La Poste, les 21
courriers restants étant adressés a des femmes exclues de ['étude pour cause

d’hystérectomie totale, de déces ou de déménagement hors département.

3. Détection des HPV dans les urines (30)

Les prélevements urinaires ont été analysés grace a une technique de PCR TR qualitative,

commercialisée par les laboratoires Abbott (Abbott RealTime High Risk HPV).

Il s'agit d'un test combiné permettant la détection et le génotypage des HPV 16 et 18, ainsi
que la détection de 12 autres HPV HR sans distinction de type (HPV 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59, 66 et 68). Ce test est validé par son fournisseur uniquement sur les
prélévements cervicaux. Son utilisation sur les prélévements urinaires a été validée par le

laboratoire de virologie du CHU d'Angers.

Cette technique entierement automatisée est adaptée a des séries de grande taille, avec un
délai de rendu des résultats rapide (environ 4 h pour une série de 48 échantillons). Elle
utilise la plateforme Abbott m2000 constituée de deux appareils : le m2000sp pour la
préparation des échantillons (extraction génomique et ajout des éluats au meélange
réactionnel de la PCR) et le m2000rt pour la PCR elle-méme (amplification et détection de
I’ADN HPV). (Figure 15) Cette plateforme, déja installée au laboratoire, est utilisée en routine
pour la réalisation des PCR virus de I'hépatite B (VHB), virus de I'hépatite C (VHC), VIH et

Chlamydia trachomatis.
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Figure 15 : Plateforme Abbott m2000 (30)

3.1. Principes biologiques de la technique

L'amplification des ADN cibles est réalisée grace a un mélange d’amorces (trois amorces sens
et deux amorces anti-sens) ciblant une région conservée du génome des HPV (région L1

codant pour la protéine majeure de capside).

Le signal est généré par des sondes ADN simple brin marquées par des fluorochromes

(Figure 16).

La béta-globine humaine endogene est utilisée comme controle interne pour évaluer la
richesse cellulaire des échantillons et valider l'efficacité des phases d’extraction et
d’amplification. L'amplification et la détection du contréle interne sont réalisées grace a des

amorces et a une sonde spécifiques d’une région de la béta-globine humaine endogéne.
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Les sondes spécifiques de I'HPV 16, de I'HPV 18, du panel des 12 autres HPV HR et du
controle interne sont marquées par des fluorochromes différents permettant leur détection

au cours d'une seule et méme réaction (principe de la PCR multiplex).

3.2. Phase pré-analytique

A leur arrivée au laboratoire, les prélévements ont été enregistrés & I'aide du logiciel du

laboratoire (GLIMS). Un numéro d’échantillon leur a ainsi été attribué.

Pour chaque échantillon, 2,5 mL d’urines provenant du flacon primaire ont été transférées
dans un tube provenant d’un kit de recueil de cellules cervicales fourni par Abbott (Abbott
Cervi-Collect Specimen Collection Kit), contenant un liquide de conservation et permettant
une pré-lyse cellulaire avant I'étape d’extraction. Le flacon primaire et le tube Cervi-Collect

ont ensuite été conservés a +4 °C.

Parallelement, et de maniére systématique, un aliquot de 2 mL a été réalisé a partir du

flacon primaire et ensuite conservé a -20 °C, afin de constituer une biotheque.

Les échantillons ont été passés sur les automates de la plateforme m2000 par série de 24 ou

48. Dans chaque série, en plus du contrdle interne représenté par la béta-globine, un

controle négatif et un controle positif ont été inclus afin de valider la série.
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3.3. Extraction

Cette étape a pour objectif d'extraire, d'isoler et de purifier les molécules d’ADN cibles en vue

de I'amplification.

L'extraction est réalisée a partir de 400 uL d’urines provenant du tube Cervi-Collect. Elle a

lieu sur le m2000sp.

Cet automate utilise la technologie des microbilles magnétiques pour capturer les acides
nucléiques. Ces microbilles sont constituées de silice, qui possede la propriété naturelle de se
lier a I’ADN. Une fois les microbilles liées aux acides nucléiques présents dans |'échantillon,
leur propriété magnétique est utilisée, via un aimant, pour les séquestrer au fond du tube et
ainsi séparer les complexes silice/ADN du surnageant. S’en suivent des étapes de lavage
permettant d'éliminer les composants de I'échantillon non liés aux microbilles. Puis, les

acides nucléiques liés sont élués et sont alors préts pour I'amplification.

3.4. Assemblage de la plaque de réaction

Le m2000sp mélange les différents réactifs d'amplification : les oligonucléotides et les
désoxyribonucléotides triphosphate ou dNTPs (HPV Oligonucleotide Reagent), la Taq
polymérase (AmpliTag Gold) et le réactif d'activation ou magnésium (Activation Reagent).
Puis il distribue le master mix ainsi obtenu et les éluats d'échantillon dans la plaque de
réaction optique a 96 puits (Abbott 96-Well Optical Reaction Plate). La plaque est scellée

manuellement puis transférée sur le m2000rt qui procedera a I'amplification.
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3.5. Amplification

L'amplification a lieu sur le m2000rt.

Au cours de cette étape, I’ADN cible est amplifié par I’AmpliTag Gold en présence de dNTPs et

de magnésium.

L'’AmpliTag Gold est une enzyme thermophile présentant, au niveau de son site actif, une
molécule qui l'inactive. En chauffant I'enzyme avant le début de la PCR, la molécule
inhibitrice se détache du site actif, ce qui permet a I'enzyme de redevenir active. De cette
fagon, I'enzyme n’est active qu'a des températures auxquelles seules des interactions ADN-
ADN spécifiques sont possibles. Ceci permet d'éviter au maximum les interactions non

spécifiques, comme les dimeres d’amorces, qui constituent des artéfacts de PCR.

L'’AmpliTag Gold est donc initialement chauffée a 92 °C pendant 10 minutes pour étre
activée. Puis la PCR débute. Chaque cycle comprend : une premiere phase au cours de
laguelle une température élevée permet de séparer les doubles brins d’ADN, puis une
deuxiéeme phase au cours de laquelle une température basse permet aux amorces de
s’hybrider avec leurs séquences cibles et de s'étendre, sous |'action de I’AmpliTaq Gold, pour
créer des produits d’ADN double brin. La répétition des cycles, alternant températures

élevées et basses, aboutit a une amplification exponentielle des séquences cibles.

Les séquences cibles HPV et contrdle interne sont amplifiées simultanément au cours d'une
seule et méme réaction. La séquence cible des HPV se situe dans une région conservée du

génome des HPV d'environ 150 bases (région L1 codant pour la protéine majeure de
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capside). La séquence cible du contrdle interne se situe dans une région du géne de la béta-

globine humaine endogéne de 136 bases.

3.6. Détection

Pendant les 38 derniers cycles de I'amplification, lors d’une étape de lecture supplémentaire,
la température est encore abaissée de maniere a permettre la détection par fluorescence des
produits amplifiés au cours de I'hybridation des sondes HPV et contrble interne avec leurs

cibles.

Il s'agit donc d’une détection par fluorescence en temps réel. Les sondes HPV et controle
interne sont des sondes ADN simple brin portant, a une extrémité, un fluorochrome émetteur
(ou reporter) et, a l'autre extrémité, un fluorochrome suppresseur (ou quencher). En
I'absence de séquences cibles auxquelles se lier, les sondes adoptent une conformation telle,
que le quencher se retrouve assez proche du reporter pour inhiber sa fluorescence. Lorsque
les sondes se lient a leurs séquences cibles, le quencher se retrouve éloigné du reporter, ce

dernier émettant alors une fluorescence détectée par le m2000rt (Figure 16).

Les sondes spécifiques de I'HPV 16, de I'HPV 18, du panel des 12 autres HPV HR et du
controle interne sont marquées par des fluorochromes différents permettant leur détection
simultanée au cours d'une seule et méme réaction, via quatre canaux différents

(respectivement VIC, NED, FAM et Cy5).
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Single stranded probe design

* |n the absence of target sequences, the probes adopt a conformation that brings the
guencher close enough to the excited fluorophore to absorb its energy before it can be
fluorescently emitted.

* These are linear probes that fold naturally into a random coil to be in the “off” configuration.

A)

* When the probe binds to its complementary sequence in the target, the fluorophore and the
guencher are held apart, allowing fluorescent emission and detection.

® Since this is fluorescence occurs during every cycle, the PCR reaction can be read and
monitored in real-time.

lb‘ l\gg Emission
B)

TR e T

Figure 16 : Principe de la détection par fluorescence en temps réel Abbott RealTime High Risk HPV

(30)

3.7. Rendu des résultats

Les résultats sont uniquement qualitatifs, il n'y a pas de quantification de la charge virale.

Pour chaque échantillon, sont évalués trois signaux HPV : HPV 16, HPV 18 et Other HR HPV,

correspondant au panel des 12 autres HPV HR détectés.

Pour chaque signal, on détermine le Ct (Cycle threshold ou cycle seuil), c'est-a-dire le
nombre de cycles a partir duquel le produit de PCR est détectable. Puis, on compare le Ct au
Ct de référence fixé par le fournisseur (Ct établi a 32 par Abbott pour détecter des Iésions
CIN2+, nous l'avons augmenté a 34 pour cette étude pour pouvoir dépister des lésions

moins graves). Si le Ct est inférieur au Ct de référence, le signal est considéré comme
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Detected (détecté) ; si le Ct est non généré, supérieur ou égal au Ct de référence, le signal

est considéré comme Not Detected (non détecté).

Pour chaque échantillon, le résultat de chacun des trois signaux est indiqué, avec la valeur
du Ct correspondante. Les échantillons pour lesquels I'un des trois signaux HPV a été détecté
sont considérés comme HR HPV Detected (positifs) ; ceux pour lesquels aucun signal HPV n’a

été détecté sont considérés comme Not Detected (négatifs).

En cas de résultat négatif, un compte-rendu a été adressé a la patiente, accompagné d’une
lettre de remerciement pour sa participation a I'étude et d'une incitation a réaliser un FCU
dans I'année. Une copie du compte-rendu a également été envoyée au médecin traitant

et/ou au gynécologue, ainsi qu'a Cap santé 49.

En cas de résultat positif, le compte-rendu a été envoyé au médecin traitant et/ou au
gynécologue, aprés transmission des résultats par téléphone. La patiente a ensuite été
informée du résultat directement par son médecin qui lui a remis le compte rendu du résultat

qui lui était destiné, tout en l'invitant a réaliser un FCU dans les plus brefs délais.

3.8. Validation de la série

Chaque série comprend un controle négatif et un controle positif, nécessaires pour vérifier le
bon déroulement de I'ensemble des étapes de la PCR (extraction, amplification, détection).
Ces controles viennent compléter le contrdle interne (béta-globine) détecté dans chaque
échantillon ou contréle. Ils doivent étre traités avec les échantillons avant I'étape

d’amplification.
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Le controle négatif (Abbott RealTime High Risk HPV Negative Control) est constitué d’ADN
contenant la séquence du contrdle interne. Le seul signal détecté pour le contrdle négatif doit

donc étre le signal du contrdle interne dans le canal Cy5.

Le contrdle positif (Abbott RealTime High Risk HPV Positive Control) est constitué d’ADN
contenant les séquences de I'HPV 16, de I'HPV 18, de I'HPV 58 et du contréle interne. Les
quatre signaux doivent donc étre détectés pour le controle positif (signal HPV 16 dans le
canal VIC, signal HPV 18 dans le canal NED, signal HPV 58 dans le canal FAM et signal

controle interne dans le canal Cy5).

3.9. Test INNO-LIPA® HPV Genotyping Extra (Innogenetics)

La technique Abbott ne permettant pas de génotyper les HPV HR autres que I'HPV 16 et I'HPV
18, nous avons réalisé un génotypage par hybridation moléculaire inverse chez les patientes

pour lesquelles le test Abbott avait détecté un HPV HR autre que I'HPV 16 ou I'HPV 18.

Le test INNO-LIPA® HPV Genotyping Extra permet la détection de 28 génotypes d’HPV dont
15 HPV HR (HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82), 3
potentiellement a haut risque (26, 53, 66), 7 HPV BR (6, 11, 40, 43, 44, 54, 70) et 3 non

classés (69, 71, 74).

Ce test repose sur une PCR conventionnelle utilisant des amorces biotinylées (SPF10), dont
la cible est un fragment de 65 paires de bases de la région L1. Les produits de PCR sont
ensuite hybridés sur une bandelette de cellulose, ou des oligonucléotides spécifiques des

différents génotypes d’'HPV sont fixés en bandes paralleles. Un conjugué (streptavidine
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marquée a la phosphatase alcaline) est ajouté et vient se fixer sur la biotine des produits de
PCR. En fin de réaction, l'ajout d'un substrat permet la formation d'un précipité coloré

visualisé sous la forme d'une bande. La lecture peut se faire a I'ceil nu ou étre automatisée.

Ce génotypage des HPV HR, autres que I'HPV 16 et I'HPV 18, a été réalisé a visée
épidémiologique uniquement. Le résultat n‘ayant pas d'impact sur la prise en charge

ultérieure des patientes, il n‘a pas été transmis.

4. Anyplex™ II HPV28 Detection (Seegene) (31)

Lors de cette deuxieme campagne de dépistage, les prélevements urinaires ont été ré-
analysés par une autre technique de PCR TR qualitative (Anyplex™ II HPV28 Detection,

Seegene).

Il s'agit d'un test combiné permettant la détection et le génotypage de 28 HPV, répartis en
deux panels : le panel A avec 14 HPV HR (HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 66, 68) et le panel B avec 5 HPV HR (HPV 26, 53, 69, 73, 82) et 9 HPV BR (HPV 6, 11,

40, 42, 43, 44, 54, 61, 70).

Cette technique utilise le systeme de PCR TR Bio-Rad CFX96™ pour I'amplification et la
détection de I'ADN HPV. Elle peut étre entierement automatisée si I'extraction génomique et
I'ajout des éluats au mélange réactionnel de la PCR sont réalisés par un seul et méme

appareil, le MICROLAB Nimbus IVD ou le MICROLAB STARIet.

47



4.1. Principes biologiques de la technique

L'amplification des ADN cibles est réalisée grace a un duo d'amorces de spécificité

augmentée (amorces DPO™).

Le signal est généré suite a l'interaction de deux matrices ADN simple brin (le Pitcher et le

Catcher), I'une d'entre elles étant marquée par des fluorochromes (Figure 17).

La béta-globine humaine endogene est utilisée comme controle interne avec les mémes
objectifs que dans la technique Abbott : évaluation de la richesse cellulaire, validation de

I'extraction et de I'amplification.

Les matrices spécifiques des 28 HPV et du contréle interne sont marquées par des
fluorochromes différents permettant leur détection au cours d'une seule et méme réaction
(principe de la PCR multiplex). Elles présentent également des températures de fusion
différentes permettant une augmentation du potentiel de détection de la PCR multiplex

(principe de la technologie TOCE™) (Figure 18).

4.2. Phase pré-analytique

Il n'y a pas eu de nouvelle phase pré-analytique, les échantillons utilisés étant ceux qui

avaient été précédemment analysés par la technique Abbott.
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4.3. Extraction

Il n'y a pas eu de nouvelle extraction génomique, les plaques d'élution des séries Abbott

ayant été conservées a -20 °C.

4.4. Assemblage des barrettes de réaction

Cette étape a été réalisée manuellement.

Les différents réactifs d’amplification sont mélangés dans des barrettes opaques (Bio-Rad
Low-Profile 0,2 mL PCR Tube Strips). Dans chaque cupule de la barrette sont distribués : 5
uL de réactifs d'amplification et de détection du panel A (4X HPV28 A TOM) ou du panel B
(4X HPV28 B TOM), 5 uL d'un mélange contenant la Taq Polymérase et les dNTPs (4X
Anyplex PCR Master Mix), 5uL d'eau (Eau RNase-free) et 5 pL d'éluat d’échantillon. Les

barrettes sont scellées puis transférées sur le CFX96™ qui procédera a I'amplification.

4.5. Amplification

L'amplification a lieu sur le CFX96™.

Au cours de cette étape, I'ADN cible est amplifié par la Tag polymérase en présence de

dNTPs.
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Le déroulement de cette étape est identique a celui décrit précédemment pour la technique

Abbott. Seul le profil thermique varie (nombre de cycles, température, durée).

4.6. Détection

Le signal peut étre mesuré en temps réel et/ou analysé par le biais des courbes de fusion.
Dans ce cas, lors de trois étapes de lecture supplémentaires appelées points de fusion, la
température est augmentée par paliers successifs et la fluorescence est mesurée en
parallele, de maniére a déterminer la température de fusion des produits amplifiés (sachant
que chaque amplicon, en fonction de sa séquence, posseéde une température de fusion qui lui

est propre).

Le test Anyplex s'appuie sur la technologie TOCE™ (Tagging Oligonucleotide Cleavage and
Extension). Cette technologie repose sur deux composés essentiels : le pitcher et le catcher.
Le pitcher est un oligonucléotide simple brin qui se lie a la séquence cible. Le catcher est une
matrice simple brin artificielle marquée par deux fluorochromes, le quencher et le reporter.
En présence de leur séquence cible, les amorces DPO™ et le pitcher se lient a cette
séquence. Lors de la phase d'élongation, le pitcher est clivé. Sa portion non liée a la
séquence cible (ou tagging portion) est ainsi libérée et vient s’hybrider a sa séquence
complémentaire présente sur le catcher. L'élongation de la tagging portion sur le catcher
entraine la séparation du quencher et du reporter, permettant alors a ce dernier d’émettre

une fluorescence détectée par le CFX™96 (Figure 17).

Les matrices spécifiques des 28 HPV et du contréle interne sont marquées par des

fluorochromes différents permettant leur détection simultanée au cours d'une seule et méme
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réaction, via cing canaux différents (FAM, HEX, Cal Red 610, Quasar 670 et Quasar 705). Par
ajustement de la séquence et de la longueur du catcher, elles présentent également des
températures de fusion différentes permettant leur détection simultanée au sein d’un seul et

méme canal (Figure 18).

A. Annealing of DPO™ & Pitcher

Tagging portion
st Targeting portion
5 % £l _’ 3 Pitcher Target
v —
DPO™
5' Catcher
T %
Capturing portion Templating portion
The DPO™ primers and the Pitcher hybridize specifically to target sequences.
The tagging portion of the pitcher is designed not to hybridize to the target sequence.

B. Extension

5 A Ta0ging portion
DPO™
5 o B 3L3‘ Pitcher Target

—
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DPO™
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During the DPO™ primer extension, the Pitcher is cleaved by the exonuclease activity of
DNA polymerase and then the tagging portion is released.

C. Cleavage and annealing of the Tagging portion
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The released tagging portion hybridizes to the Catcher which has complementary se-
quences of the tagging portion.

D. Extension and signal generation
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3 5
)

L

Extension of the tagging portion separates the fluorescent reporter molecule from the
quencher molecule, resulting in a signal generation.

Duplex Catcher

Figure 17 : Principe de la technologie TOCE™ (31)
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Figure 18 : Ajustement du catcher (31)

4.7. Rendu des résultats

28 signaux HPV sont évalués pour chaque échantillon.

Pour chaque signal, on procéde a une analyse répétée des courbes de fusion (cCMTA ou
cyclic Catcher Melting Temperature Analysis). A chacun des trois points de fusion ou points
CMTA, on évalue la détection ou |'absence de détection de la température de fusion
spécifique du signal. Si la température de fusion du signal est détectée a I'un des trois points
CMTA au minimum, le signal est considéré comme détecté ; si la température de fusion du
signal n'est détectée a aucun des trois points CMTA, le signal est considéré comme non

détecté (Figure 19).
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Results
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Samples Auto Interpretation

1st 2nd 3rd
HPV16 - + + HPV16 +
HPV18 - - + HPV18 +
HPV26 - - - HPV26 Not detected
HPV31 - - - HPV31 Not detected
HPV33 ar ar + HPV33 + + +

Figure 19 : Principe de la cCMTA (31)

Pour chaque échantillon, le résultat de chacun des 28 signaux est indiqué, ainsi que celui du

controle interne.

Les échantillons pour lesquels au moins I'un des 28 signaux HPV, ainsi que le signal du
contrble interne, ont été détectés sont considérés comme positifs (ADN HPV détecté avec

identification de la (ou des) cible(s) HPV).

Les échantillons pour lesquels au moins I'un des 28 signaux HPV a été détecté, alors que le
signal du controle interne est faible ou n‘a pas été détecté, sont considérés comme positifs
(ADN HPV détecté avec identification de la (ou des) cible(s) HPV, mais d'autres génotypes

HPV qui n‘ont pas été détectés peuvent étre présents).

Les échantillons pour lesquels aucun des 28 signaux HPV n'a été détecté, alors que le signal

du controle interne I'a été, sont considérés comme négatifs (ADN HPV non détecté).
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Les échantillons pour lesquels aucun des 28 signaux HPV n‘a été détecté, alors que le signal
du contréle interne est faible ou n‘a pas été détecté, sont considérés comme invalides
(prélevement ou préparation inadéquate de I'échantillon, présence d'inhibiteurs, phénomene

de compétition).

Les prélevements ayant été analysés avec la technique Anyplex dans le cadre d'une

comparaison, les résultats obtenus lors de ces manipulations n‘ont pas été transmis.

4.8. Validation de la série

Chaque série comprend un controle négatif et trois controles positifs, qui comme dans la
technique Abbott permettent de vérifier le bon déroulement de la PCR. Ces controles
viennent compléter le controle interne (béta-globine) présent dans chaque échantillon ou

contréle. Ils doivent étre traités avec les échantillons avant I'étape d’amplification.

Le controle négatif (NC) est constitué d'eau (Eau RNase-free). Aucun signal ne doit donc étre

détecté pour ce contrble négatif.

Les controles positifs (HPV28 PC1, HPV28 PC2, HPV28 PC3) sont constitués d’ADN contenant
les séquences de 5 cibles HPV du panel A (dont le controle interne pour HPV28 PC1) et de 5
cibles HPV du panel B (dont le controle interne pour HPV28 PC1). L'ensemble des 10 signaux

doit donc étre détecté pour chacun des contrdles positifs (2 signaux dans chaque canal).
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RESULTATS

1. Abbott RealTime High Risk HPV

1.1. Taux de participation

De septembre 2014 a novembre 2014, 666 courriers ont été envoyés a 463 femmes agées
de 40 a 54 ans et 203 femmes agées de 55 a 65 ans, toutes ayant participé a CapU1 (Figure

20).

Les taux de réponses sont répartis de la facon suivante (Figure 20) :

- pour les patientes agées de 40 a 54 ans : 236 réponses sont parvenues au laboratoire,

accompagneées d’un prélévement et du consentement signé ;

- pour les patientes agées de 55 a 65 ans : 137 réponses sont parvenues au laboratoire,

accompagnées d'un prélevement. Parmi ces 137 préléevements, un seul était accompagné

d'un refus de participer a I'étude, la PCR n'a donc pas été réalisée sur ce prélevement.

Au total (Figure 20) : 373 réponses sont parvenues au laboratoire, accompagnées d'un
prélevement, ce qui représente 56,01 % des 666 courriers envoyés. La PCR Abbott RealTime
High Risk HPV a été réalisée sur 372 des 373 prélevements recus, une patiente ayant refusé
d'y participer malgré I'envoi du prélévement urinaire, ce qui représente 55,86 % des 666

courriers de départ.
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Figure 20 : Détails sur la participation a CapU2

1.2. Prévalence et incidence HPV

Les résultats des PCR réalisées sont répartis de la fagon suivante :

- pour les femmes agées de 40 a 54 ans : sur les 236 PCR réalisées, 229 étaient négatives

(97,03 %), 6 étaient positives (2,54 %) et 1 était ininterprétable (0,43 %) ;

- pour les femmes agées de 55 a 65 ans : sur les 136 PCR réalisées, 129 étaient négatives

(94,85 %), 5 étaient positives (3,68 %) et 2 étaient ininterprétables (1,47 %).

Au total : sur les 372 PCR réalisées, 358 étaient négatives (96,24 %), 11 étaient positives

(2,96 %) et 3 étaient ininterprétables (0,80 %) (Tableau V).

La prévalence d'infections a HPV au cours de cette deuxieme campagne de dépistage est de
2,96 % (Tableau V). Parmi les 11 patientes positives, 3 I'étaient déja lors de la premiere

campagne de dépistage, 8 patientes ont donc été nouvellement infectées. L'incidence
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d'infections a HPV est de 2,16 % (Tableau VI). L'dge moyen de survenue d‘infections a HPV

au cours de cette deuxieme campagne de dépistage est de 58,25 ans.

Tableau V : Prévalence HPV 40-65 ans

Nombre | %
HPV+ 11 2,96
HPV- 358 196,24
Ininterprétable 3 0,80
Total 372 100

Tableau VI : Incidence HPV 40-65 ans

Nombre | %
HPV+ non connu 8 2,16
HPV+ connu 3 0,80
HPV- 358 |96,24
Ininterprétable 3 0,80
Total 372 100

Parmi les 358 patientes négatives, 347 l'étaient déja lors de la premiére campagne de
dépistage, 8 étaient positives et sont devenues négatives, 2 avaient un prélévement
ininterprétable et 1 patiente, bien que contactée des la premiere campagne de dépistage, n'a

participé qu'a la deuxieme.

Des probléemes techniques ont été rencontrés pour 3 des 372 prélevements analysés. Le
m?2000rt n‘ayant rendu aucun résultat lors du premier passage de ces prélévements, ces
derniers ont été ré-analysés (extraction/amplification) aprés avoir été congelés puis
décongelés. L'objectif de ce cycle de congélation/décongélation était de s'affranchir de la

présence d'éventuels inhibiteurs dans les prélévements. Aucun signal d’amplification n‘ayant
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été détecté lors du deuxieme passage, ces 3 prélevements ont donc été considérés comme

ininterprétables.

1.3. Génotypage HPV

Parmi les 11 PCR positives, la distribution des génotypes HPV est la suivante :
- 1 HPV 16 ;

- 10 HPV HR autres.

Aucun HPV 18 n’a été détecté. Aucune co-infection HPV 16 + HPV HR autres n’a été mise en

évidence.

Les 10 prélévements rendus positifs a HPV HR autres par la technique Abbott ont été
analysés dans un second temps par le test INNO-LIPA® afin de déterminer le génotype exact
de ces HPV HR autres. Les génotypes retrouvés sont les suivants : 1 HPV 18, 1 HPV 31, 1
HPV 35, 1 HPV 53, 1 HPV 54, 1 HPV 59, 1 HPV 68, 1 HPV 70, 2 HPV 74, 3 HPV 51, 3 HPV 52
et 5 HPV 39. Ils ont été détectés en mono-infection ou en co-infection pour ceux ne faisant
pas partie du panel de génotypes détectés par la trousse Abbott, a savoir les HPV 54, 70 et
74. L'HPV 53, qui lui non plus ne fait pas partie du panel de génotypes détectés par la
trousse Abbott, a pourtant été détecté en mono-infection : le prélevement urinaire de cette
patiente ayant été recu trois mois apres la fin de CapU2, il n'a pas pu étre intégré aux séries
Abbott et n’a donc été analysé qu’en INNO-LIPA®. A noter également, un HPV 18 a été

détecté en co-infection en INNO-LIPA® mais pas en Abbott.
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Les génotypes HPV (techniques Abbott et INNO-LIPA® confondues) sont répartis de la

maniere suivante (Figure 21) :

1 patiente / 11 1 patiente / 11
] ] W HPV 16
1 patiente / 11 1 patiente / 11 = HPV 39
W HPV51
W HPV 52
1 patiente / 11 - HPV 53

, m HPV 18, 51, (39)
2 patientes /11

m HPV 31, 74, (52), (54)
1 patiente / 11 = HPV 35, 39, 70
HPV 39, 52, 74

W HPV 59, 68, 39

1 patiente / 11 1 patiente / 11

1 patiente / 11

Figure 21 : Distribution des génotypes HPV Abbott/INNO-LiPA®

1.4. Suivi virologique des patientes HPV+ CapU1l

Parmi les 29 patientes HPV+ de CapU1, 18 (62,07 %) n‘ont pas donné suite lors de cette
deuxiéme campagne de dépistage. 11 ont donc participé a CapU2, soit un taux de suivi des

patientes HPV+ entre les deux campagnes de dépistage de 37,93 % (Tableau XII).

Parmi les 11 patientes HPV+ de CapU1 ayant participé a CapU2 (Tableau XII) :

- 3 sont restées positives (3 HPV HR autres CapUl — 3 HPV HR autres CapU2), ceci
traduisant une persistance de l'infection a HPV ;

- 8 sont devenues négatives (2 HPV 16, 1 HPV 16 + HPV HR autres, 5 HPV HR autres CapU1

— 8 négatifs CapU2). Une seule d’entre elles ayant été traitée entre les deux campagnes de
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dépistage, pour les 7 autres patientes la négativation du test HPV est compatible avec une

clairance naturelle du virus.

1.5. Suivi gynécologique des patientes HPV+ CapU2

En cas de PCR positive lors de cette deuxieme campagne de dépistage, le résultat était
transmis directement aux médecins traitants et/ou aux gynécologues afin qu'ils puissent en
informer leurs patientes et les inciter a réaliser un FCU dans les plus brefs délais. Cap santé
49 était chargé du suivi de ces patientes, et notamment de relancer celles qui n‘auraient pas

réalisé de FCU malgré une PCR positive.

A I'heure actuelle, 7 des 11 patientes HPV+ de CapU2 ont effectivement réalisé un FCU suite
a cette deuxieme campagne de dépistage. Il s'agit de 7 patientes nouvellement infectées (7
négatifs HPV CapUl — 1 HPV 16, 6 HPV HR autres CapU2). Toutes ont présenté un FCU

normal (Tableaux VII, XII).

Concernant les 4 patientes restantes, elles n‘ont pas donné suite aux relances de Cap santé
49 a ce jour (Tableaux VII, XII). Il s'agit de :

- 1 patiente nouvellement infectée (négatif CapUl — HPV HR autres CapU2). Entre les deux
campagnes de dépistage, elle a réalisé un FCU qui était normal.

- 2 patientes connues HPV+ (2 HPV HR autres CapUl — 2 HPV HR CapU2). Elles aussi ont
réalisé un FCU entre les deux campagnes de dépistage. Toutes les 2 ont présenté un FCU

normal.
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Ces 3 patientes ayant réalisé un FCU I'année précédente, il était difficile pour Cap santé 49
de les convaincre d’en refaire un alors que le précédent était normal, et ce malgré une PCR
qui s'est positivée entre les deux campagnes de dépistage.

- 1 patiente connue HPV+ (1 HPV HR autres CapUl — 1 HPV HR autres CapU2). Elle a
présenté des lésions histologiques de type LSIL sur le FCU réalisé suite a CapU1, mais depuis

refuse toute prise en charge, et notamment la colposcopie. Son cas s'avere préoccupant.

Tableau VII : Suivi des patientes HPV+ CapU2

Age (années) Abbott CapU1 FCU CapU1l Abbott CapU2 FCU CapU2
63 négatif HPV 16 normal
62 négatif HPV HR autres normal
63 négatif HPV HR autres normal
63 négatif normal HPV HR autres normal
43 négatif HPV HR autres normal
55 négatif HPV HR autres normal
56 négatif normal HPV HR autres normal
60 négatif normal HPV HR autres
42 HPV HR autres normal HPV HR autres
45 HPV HR autres normal HPV HR autres
50 HPV HR autres LSIL HPV HR autres

2. Comparaison de méthodes

2.1. Anyplex™ II HPV28 Detection

370 des 372 prélevements initialement analysés par la technique Abbott ont été ré-analysés

dans un second temps par une autre technique de PCR TR qualitative, la technique Anyplex.

Sur les 370 PCR Anyplex réalisées, 350 étaient négatives (94,59 %) et 20 étaient positives

(5,41 %) (Tableau VIII).
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La prévalence d‘infections a HPV au cours de cette deuxieme campagne de dépistage est de
5,41 % (Tableau VIII). Parmi les 20 patientes positives, 3 |'étaient déja lors de la premiére
campagne de dépistage, 17 patientes ont donc été nouvellement infectées. L'incidence
d'infections a HPV est de 4,60 % (Tableau IX). L'4ge moyen de survenue d’infections a HPV

au cours de cette deuxieme campagne de dépistage est de 58,12 ans.

Tableau VIII : Prévalence HPV 40-65 ans Anyplex

Nombre | %
HPV+| 20 5,41
HPV-| 350 |94,59
Total | 370 100

Tableau IX : Incidence HPV 40-65 ans Anyplex

Nombre | %
HPV+ non connu 17 4,60
HPV+ connu 3 0,81
HPV- 350 |94,59

Total 370 100

Parmi les 20 PCR Anyplex positives, la distribution des génotypes HPV est la suivante :
- 15 HPV HR dont 1 HPV 16 ;
-2HPVBR;

- 3 co-infections HPV HR + HPV BR.

Les génotypes retrouvés sont les suivants : 1 HPV 16, 1 HPV 35, 1 HPV 44, 1 HPV 66, 2 HPV
31, 2 HPV 39, 2 HPV 40, 2 HPV 42, 2 HPV 51, 2 HPV 52, 2 HPV 59, 2 HPV 68, 3 HPV 53 et 5
HPV 73. IIs ont été détectés en mono-infection ou en co-infection, et sont répartis de la

maniére suivante (Figure 22) :
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1 patiente / 20 1 patiente / 20

1 patiente / 20 1 patiente / 20

1 patiente / 20 1 patiente / 20 EHPV 16
WHPV 31

mHPV 40

1 patiente / 20 1 patiente / 20

W HPV 42

mHPV 51

W HPV 52

1 patiente / 20
B HPV 53

2 patientes / 20 W HPV 59

HHPV 66

BHPV 73

mHPV 31, 44

mHPV 35, 68, 40

1 patiente / 20

HPV 39,52, 73,42
4 patientes /20 HPV 39, 53
HPV 59, 68

2 patientes / 20

1 patiente / 20 1 patiente / 20

Figure 22 : Distribution des génotypes HPV Anyplex

Parmi les 350 patientes négatives, 339 |'étaient déja (avec la technique Abbott) lors de la
premiere campagne de dépistage, 8 étaient positives et sont devenues négatives, 2 avaient
un prélévement ininterprétable et 1 patiente, bien que contactée dés la premiére campagne

de dépistage, n'a participé qu'a la deuxieme.

Des problemes techniques ont été rencontrés pour 84 des 370 prélevements analysés par la
technique Anyplex. Pour ces prélevements, le signal du controle interne est faible ou n'a pas
été détecté. Concernant les 5 prélévements pour lesquels au moins I'un des 28 signaux HPV
a été détecté malgré le probleme de contrdle interne, ils ont été considérés comme positifs
(ADN HPV détecté avec identification de génotype(s) mais autres génotypes potentiellement
présents et non détectés). Concernant les 79 prélevements pour lesquels aucun des 28
signaux HPV n‘a été détecté en paralléle du probleme de contrdle interne, ils ont été

considérés invalides (probleme de préparation, présence d'inhibiteurs, phénoméne de
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compétition). Ils auraient d(i étre ré-analysés mais ne l'ont pas été par manque de temps

(mise a disposition du CFX96™ sur une période de temps limitée).

2.2. Comparaison Abbott/Anyplex

Sur les 370 prélevements analysés a la fois par la technique Abbott et la technique Anyplex,

358 (96,76 %) ont présenté un résultat concordant entre les 2 PCR et 12 (3,24 %) ont

présenté un résultat discordant (Tableau X).

Parmi les 12 prélevements présentant un résultat discordant entre les 2 PCR (Tableau X) :

-1 (0,27 %) était positif en Abbott (positif HPV HR autres en Abbott, HPV 18/39/51 détectés

en INNO-LIPA®) et négatif en Anyplex, les génotypes 18, 39 et 51 étant normalement

détectés par la technique Anyplex.

- 11 (2,97 %) étaient négatifs en Abbott et positifs en Anyplex, 8 présentant des génotypes

détectés uniquement par la technique Anyplex (HPV 40, HPV 42, HPV 53 et HPV 73) et 3

présentant des génotypes normalement détectés par les 2 techniques (HPV 31, HPV 59 et

HPV 66).

Tableau X : Comparaison Abbott/Anyplex

Nombre %
CONCORDANTS 358 96,76
DISCORDANTS 12 3,24
positifs Abbott, négatifs Anyplex 1 0,27
HPV HR autres 1 0,27

négatifs Abbott, positifs Anyplex 11 2,97
HPV 31 1 0,27

HPV 40 1 0,27

HPV 42 1 0,27

HPV 53 2 0,54

HPV 59 1 0,27

HPV 66 1 0,27

HPV 73 4 1,08

TOTAL 370 100
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Tableau XI : Tableau de contingence Abbott/Anyplex

Anyplex
Résultats positifs négatifs Total
Abbott positifs 9 1 10
négatifs 11 349 360
Total 20 350 370

Le degré de concordance entre les techniques Abbott et Anyplex a été évalué par calcul du
coefficient Kappa de Cohen (Tableau XI).
Le coefficient Kappa K est d’environ 0,59, ce qui traduit une concordance modérée entre les

deux techniques.

A noter que parmi les 11 patientes négatives en Abbott et positives en Anyplex, des résultats
de FCU ne sont disponibles que pour 3 d’entre elles (Tableau XII) :

- 1 patiente est positive a HPV HR (HPV 66) et présente un FCU avec anomalies de type ASC-
US, elle est en cours de prise en charge ;

- 2 sont positives a HPV BR (HPV 40 et HPV 42) et présentent des FCU normaux réalisés,

respectivement, apres CapU1 et aprés CapU2.
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3. Synthese CapU1/CapU2

Tableau XII : Synthese des patientes HPV+ CapU1/CapU2

(arﬁgéees) Abbott CapU1 C';ggl Colposcopie Traitement cFocr:1LtJrgli Abbott CapU2 Anyplex CapU2 FCU CapU2
63 HPV HR autres normal
64 HPV HR autres normal
49 HPV HR autres normal
49 HPV HR autres normal
55 HPV HR autres normal
58 HPV HR autres normal
48 HPV HR autres
50 HPV HR autres normale
48 HPV HR autres normal négatif négatif
43 HPV HR autres normal négatif HPV 42 normal*
55 HPV HR autres normal négatif négatif
45 HPV HR autres normal négatif négatif
42 HPV HR autres normal HPV HR autres HPV 39, 53
45 HPV HR autres normal HPV HR autres HPV 35, 68, 40
47 HPV 18 + HPV HR autres normal
49 HPV 16 + HPV HR autres normal
42 HPV 16 + HPV HR autres normal
42 HPV 16 + HPV HR autres normal
55 HPV 16 + HPV HR autres normal négatif négatif
58 HPV 16 normal négatif
44 HPV HR autres ASC-US normale
50 HPV HR autres ASC-US normale normal négatif négatif
55 HPV HR autres ASC-US CIN1
55 HPV HR autres ASC-H
50 HPV HR autres LSIL refus HPV HR autres négatif
50 HPV HR autres LSIL CIN3 hystérectomie totale
64 HPV HR autres HSIL normale
45 HPV HR autres HSIL CIN3 amputation du col normal
58 HPV 16 HSIL CIN3 conisation négatif négatif
63 négatif HPV 16 HPV 16 normal
62 négatif HPV HR autres HPV 51 normal
63 négatif HPV HR autres HPV 39, 52, 73,42 normal
63 négatif HPV HR autres HPV 52 normal
60 négatif normal HPV HR autres HPV 51
43 négatif HPV HR autres HPV 31, 44 normal
55 négatif HPV HR autres HPV 59, 68 normal
56 négatif HPV HR autres normal
64 négatif négatif HPV 59
56 négatif normal négatif HPV 66 ASC-US*
60 négatif négatif HPV 73
55 négatif négatif HPV 73
58 négatif négatif HPV 31
65 négatif normal négatif HPV 40
41 négatif négatif HPV 53
60 négatif négatif HPV 73
63 négatif négatif HPV 53
55 négatif négatif HPV 73

Italiques* : FCU réalisés aprés CapU2 suite a la mise en évidence d’une discordance entre les résultats Abbott et Anyplex
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DISCUSSION

Dans le cadre de la généralisation du dépistage organisé a I'ensemble du territoire national,
le Plan cancer 2014-2019 recommande de positionner la détection d’HPV HR sur auto-
prélevements comme une alternative pour les femmes ne répondant pas a l'invitation au FCU

(22).

Concernant la réalisation de I'APV (choix du dispositif, modalités de transport), aucune
recommandation n‘a encore été émise. De nombreux dispositifs existent et ont été testés
(écouvillons, brosses, tampons, lavages). Ils sont généralement placés dans un milieu de
transport liquide. Une étude menée a Tours entre 2009 et 2011 a évalué la performance de
I’APV sur écouvillon sec pour la détection d'HPV HR, comparé a I’APV sur écouvillon dans un
milieu de transport liquide et au prélevement cervical en milieu liquide réalisé par un
clinicien. L'étude a été menée auprés de 722 femmes. Une concordance de 92,9 % et un
coefficient Kappa de 0,81 ont été observés entre les résultats obtenus avec I'APV sur
écouvillon sec et ceux obtenus avec I’APV sur écouvillon dans un milieu de transport liquide.
Des résultats similaires ont été obtenus entre les deux types d’APV et le prélevement cervical
réalisé par un clinicien. Cette étude a donc montré que I’APV sur écouvillon sec était une
méthode performante pour la détection d’HPV HR et pourrait s‘avérer intéressant,

notamment en termes de colt et de facilité de transport (32).

Depuis 2004, le laboratoire de virologie du CHU d’Angers réalise des travaux visant a

montrer l'intérét de la détection des HPV dans les urines par rapport au FCU, pour les

femmes réticentes a cet examen dans le cadre du dépistage du CCU (33).
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En 2004, une étude prospective multicentrique entre Angers, Brest, Poitiers et Limoges
(étude PapU) avait été initiée avec pour objectif de comparer la détection de I’'ADN HPV dans
le prélevement vaginal (PV) et dans les urines, en utilisant une technique de PCR TR mise au
point au laboratoire (34). Cette étude avait montré une trés bonne corrélation dans la
détection de I'ADN HPV entre les deux types de prélevement, avec une concordance de 90 %
et un coefficient Kappa de 0,80. Elle avait également révélé qu'il existait une corrélation dans
la mesure de la charge virale et dans le génotypage HPV entre les deux types de
préléevement, et que la sensibilité de détection des Iésions cervicales a partir des urines était
excellente (sensibilité de 97 % avec une VPN de 96 %). L'étude PapU a ainsi démontré que

le test HPV urinaire pouvait constituer une alternative au FCU dans le dépistage du CCU (33).

En 2012 puis 2014, avec la mise en place du dépistage organisé du CCU dans le département
du Maine-et-Loire, les études CapU1 et CapU2 ont permis d'évaluer I'intérét de la recherche
des HPV HR sur auto-prélevement urinaire chez les patientes qui avaient refusé a deux
reprises les incitations au FCU. L'étude CapU1l a confirmé l'intérét du test HPV urinaire
comme alternative au FCU puisque, sur les 771 prélevements recus au laboratoire, 29
femmes avaient un test HPV urinaire positif, 8 d’entre elles avaient un frottis pathologique et
3 CIN 3, confirmés a I'histologie, ont pu étre pris en charge rapidement. 25 % des femmes
ayant eu un test HPV négatif lors de CapU1l ont réalisé un FCU dans I'année suivante, la
majorité d’entre eux étaient normaux (28). Parmi celles qui ont participé a CapU2, la
majorité avait un test HPV urinaire négatif, confirmant I'excellente VPN de la détection des

HPV HR dans les urines.

Cependant, pendant la méme période, des réserves avaient été émises au niveau

international quant a la fiabilité du test HPV urinaire. Des études ont démontré que la
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sensibilité de détection des HPV HR, diminuée pour I’APV par rapport au FCU, serait encore
plus diminuée pour les urines (Tableau XIII) (35),(36),(37). Une méta-analyse récente (38),
reprenant 14 études soit un total de 1 443 femmes, confirmerait cette tendance avec une
sensibilité poolée de détection des HPV HR dans les urines de 77 % et une sensibilité poolée
de détection des HPV 16 et 18 de 73 % (a noter une meilleure spécificité poolée,
respectivement 88 % et 98 %). En revanche, une hétérogénéité dans les modalités de
recueil des urines a été mise en évidence entre les différentes études et une augmentation
de sensibilité a été constatée lorsque la détection d'HPV était effectuée sur les urines du
premier jet (Tableau XIII). Cette méta-analyse conclut donc que la détection d'HPV sur les
urines, notamment les urines du premier jet, semble avoir une bonne efficacité clinique et
pourrait donc constituer une alternative acceptable dans un contexte de rattrapage de
femmes peu ou pas dépistées par les méthodes classiques (38). Une étude publiée il y a
quelques mois a mis en évidence une diminution de la sensibilité de détection des lésions de
haut grade avec les urines (recueillies de maniére aléatoire au cours du jet), par rapport a

I’APV et au prélevement cervical réalisé par un clinicien (Tableau XIII) (37).

Mais plus récemment, une étude européenne (Leeman et al), dont les premiers résultats ont
été présentés lors du congres EUROGIN le 21 juin 2016 a Salzbourg en Autriche, délivre des
conclusions un peu différentes. Cette étude a comparé la détection de Iésions de haut grade
par recherche d'HPV sur différents types de prélévements, chez des femmes en attente d'une
colposcopie du fait d’'un FCU anormal. Les 91 femmes de I'étude ont effectué un APV, deux
auto-prélévements urinaires sur urines du premier jet (un le matin de l'intervention, un lors
de la visite de I'aprés-midi), et un FCU réalisé par un praticien. Tous ces examens ont été
conduits avant la réalisation de la colposcopie. Pour chaque femme, une recherche d’HPV a

donc été effectuée sur les quatre prélevements et comparée aux résultats de la biopsie. La
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sensibilité de détection des lésions CIN2+ était de 96,4 % pour le FCU, de 92,9 % pour
I’APV, de 92,9 % pour |'auto-prélévement urinaire matinal et de 96,4 % pour le deuxiéme
prélevement urinaire, les différences n'étant pas statistiquement significatives (Tableau XIII).
Concernant le génotypage HPV, une concordance importante, voire excellente, a été
retrouvée entre les différents types de prélevements. Ainsi, les auteurs concluent que la
détection de Iésions CIN2+ par la recherche d’'HPV sur les urines du premier jet (quel que
soit le moment de la journée ou elles sont recueillies) semble faisable, la sensibilité étant

identique a celle du FCU ou de I'APV.

Tableau XIII : Synthése de plusieurs études évaluant les performances cliniques de la détection des

HPV HR et des Iésions de haut grade en fonction du type de prélévement

Patientes Prélevement urinaire Prélevement vaginal/ vulvaire Prélevement cervical

(nombre, statut

histologique) Recueil Prévalence Se Sp VPP VPN Prévalence Se Sp VPP VPN Prévalence Se Sp VPP VPN
HPV () (%) (%) (%) (%)  HPV(%) (%) (%) (%) (%)  HPV(%) (%) (%) (k) (%)
matin 92,9
er
Leeman et al, a1 CIN2+ 1 92,9 _ B . - 96,4
2016 et aprés-
midi %4
CIN2+ 63,1 898 - - 946 854 @ - - 97,7 873
Stanczuk et al, o
BMJ, 2016 (37) 5318 aléatoire 11,6 16,6 14,7
CIN3 50,7 89,7 - - 9,8 848 - - 98,6 86,4
CIN2+ 808 533 50 828 92 405 479 895 96,2 40 48,1 947
Sahasrabuddhe et er
al, JCM, 2014 (36) 72 1% jet 58,3 72,1 73,6
CIN3 90 459 214 968 100 32,8 188 100 100 31,1 192 100
Munoz et al, JCM, . .
2013 (39) 194 - milieu de jet 63,9 686 212 68 201 - - - - - 70,1 572 19,1 64 151
Strauss et al, Eur
J Epidemiol, 1999 136 - milieu de jet 65,4 78 - - - - - - - - 77,9 93

(35)

Se : Sensibilité ; Sp : Spécificité ; VPP : Valeur Prédictive Positive ; VPN : Valeur Prédictive Négative

Le principal intérét de I'auto-prélévement urinaire par rapport au FCU est la forte adhésion

des femmes a ce prélevement non invasif, facilement réalisable a domicile et ne nécessitant
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pas une consultation chez un médecin ou un gynécologue. Les taux de participation
enregistrés au cours de CapU1 et CapU2 étaient trés satisfaisants avec, respectivement, 13,7

% et 55,86 % de réponses (28) (Tableau XIV).

En effet, le taux de participation de 13,7 % de CapU1l était comparable au taux de
participation de 14,9 % observé au cours de trois campagnes expérimentales menées dans le
département des Bouches-du-Rhone entre 2008 et 2010 (40). Ces trois études ciblaient des
femmes non dépistées, ayant déja refusé une premiere incitation au FCU. Elles pouvaient soit
réaliser un FCU (deuxieme incitation) soit une recherche d’HPV HR sur APV : 14,9 % ont
répondu favorablement a la recherche d’HPV HR sur APV contre 4,9 % au FCU (Tableau XIV).
Le taux de participation de CapU1 dépassait méme le taux de participation global, par vague
de relance, du programme de dépistage organisé expérimenté au niveau national, qui était

d’environ 10 %.

D'autres études pilotes ont enregistré des résultats similaires, a savoir des taux de
participation plus élevés en cas de dépistage basé sur la recherche d’HPV HR sur auto-
prélevements contre un dépistage classique par FCU (41),(42). Le taux de participation de
CapU2, qui a quadruplé par rapport a CapU1 et dépassé les 50 %, s’explique par le fait que
nous avons invité les femmes qui avaient déja participé a CapU1. Il confirme I'acceptabilité
d’un dépistage par auto-prélévements pour les femmes. Ainsi, nos différentes études (CapU1
et CapU2) montrent que la recherche des HPV dans les urines pourrait constituer une
alternative pour les femmes peu ou pas dépistées, en facilitant leur accés aux soins. Elle

permettrait aussi probablement d’étendre la couverture du dépistage du CCU en France.
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En ce qui concerne la prévalence des infections a HPV HR retrouvée dans CapU1 et CapU2,
elle était plus faible que celle retrouvée dans la littérature a savoir 4,2 % et 2,96 %

respectivement (28) (Tableau XIV).

L'étude de Tamalet et al, réalisée chez des femmes de 35 a 69 ans issues des quartiers nord
de Marseille (faible niveau socio-économique, immigration), montrait une prévalence HPV HR
de 14 % (43). L'étude de Sancho-Garnier et al réalisée quelques temps apres chez une
population semblable enregistrait une prévalence de 17,6 % (44). En revanche, une autre
étude de Tamalet et al, ciblant cette fois-ci des femmes d'un niveau socio-économique
moyen, rapportait une prévalence plus proche de celle de CapU, a savoir 6,6 % (40)
(Tableau XIV). Le fait que les études CapU ne ciblaient pas uniquement les femmes
provenant de milieux défavorisés, mais également des femmes n’ayant pas répondu aux
incitations des FCU, pourrait expliquer ces prévalences plus faibles des infections a HPV HR.
Les études du Centre national de référence (CNR) HPV ont également montré qu'il existait

une disparité géographique des infections a HPV (45).

Ces taux de prévalence plus faibles pourraient aussi s'expliquer par le fait que la majorité des
femmes invitées dans CapUl et CapU2 étaient asymptomatiques. Comme le suggérent
Sehgal et al, la prévalence HPV dans les urines est plus élevée chez les femmes suivies pour
des FCU anormaux que chez des femmes asymptomatiques soumises a un dépistage de
routine (46). C'est ce que nous avons expérimenté dans I'étude PaPU, qui ciblait des femmes
adressées en consultation de gynécologie au CHU pour FCU pathologiques : la prévalence
des infections a HPV HR s'élevait a 42 % soit 10 fois supérieure a celle retrouvée dans CapU1

dans le méme département (33) (Tableau XIV).
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Il ne faut pas oublier que I'age est un facteur a prendre en compte dans I'analyse des
résultats de prévalence HPV. Il est actuellement admis qu'il existe un premier pic de
prévalence HPV vers 20-25 ans, suivi d'une diminution progressive avec |'age, avant un
second pic de moindre importance vers 50 ans (10). La plus faible prévalence décrite dans
CapU1 et CapU2 pourrait s’expliquer par I'age plus avancé des femmes (40-65 ans). Au
contraire, une partie des femmes étaient plus jeunes dans I'étude PaPU (18-65 ans) et la

prévalence HPV HR était élevée (33).

Tableau XIV : Synthése de cing études

Génotypage HPV FCU Colposcopie
Age Taux de Prévalence
Nombre de ngées) participation "oy o, HPV 16 HaFL)J\t/reHsR
patientes (%) (nombre, (nombre normaux  anormaux Total Normale CIN1 CIN2+  Total
%) '
%)
CapU2 372 40-65 55,86 2,96 111 10/11 7 - 7111
Ducancelle et al,
2015 (CapU1) (28) 687 40-65 13,7 4,2 6/29 (21)  23/29 (79) 18 9 27129 3 1 3 7129
Ducancelle et al, 48/148
2014 (PapU) (33) 230 18-55 - 42 (32) 68/148 (46) 34 196 230/230
Sancho-Garnier et 52/283 231/283
al, 2013 (44) 1613 35-69 18,3 17,6 (18.4) (81,6) 96 20 116/283 - 9 11 20/283
Tamalet et al, 2012 27162 35/62
(40) 933 35-69 25,1 6,6 (435) (56,5) 29 14 43/62 7 4 3 14/62
Tamalet et al, 2010 120 35-69 2,29 233 7128 (25)  10/28 (36) 5 9 14128 4 - 2 6/28

(43)

Les urines ne constituent pas le seul mode d'auto-prélevement possible. Il en existe d'autres,
et notamment I’APV. La performance clinique de ces APV par rapport au FCU n'était pas
clairement établie, les données des différentes études réalisées sur le sujet étant tres
hétérogénes. Une méta-analyse récente, reprenant les résultats de 36 études avec un total
de 154 556 femmes, a tenté d'évaluer cette performance clinique. Ainsi, selon Arbyn et al,

I’APV est moins sensible que le FCU pour la détection des HPV HR, avec un ratio de sensibilité
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relative de 0,88 chez les femmes présentant des lésions de type CIN2+ et un ratio de 0,89
chez les femmes présentant des lésions de type CIN3+. Cette diminution de sensibilité
s'observe notamment lorsque la détection d'HPV HR est effectuée par une technique
d'amplification du signal (Hybrid Capture 2® par exemple) et non par une technique
d’amplification de la cible (Abbott RealTime High Risk HPV par exemple). En revanche, la
détection d’'HPV HR sur APV est aussi sensible, voire plus sensible, que la cytologie sur FCU
pour la détection de lésions de haut grade, avec des ratios de sensibilité relative de 0,99,
1,14 et 1,19 respectivement, en comparaison avec une cytologie de type ASC-US chez les
femmes CIN2+, une cytologie de type LSIL chez les femmes CIN2+ et chez les femmes

CIN3+ (47).

La recherche d’HPV HR sur auto-prélevements (APV, urines) comme alternative au FCU est
une des nouvelles stratégies qui pourrait permettre d’augmenter la couverture du dépistage
du CCU. D’autres stratégies sont a I'étude, toutes basées sur des preuves solides et de plus

en plus nombreuses en faveur d'un dépistage basé sur la détection des HPV HR.

De nombreuses études montrent que la détection des HPV HR a une meilleure sensibilité que
I'analyse cytologique du FCU pour détecter les Iésions de haut grade chez les femmes de plus
de 30 ans. Ronco et al ont réalisé une étude comparative randomisée chez des femmes
agées de 25 a 60 ans : 47 001 femmes avaient bénéficié d’'un FCU et 47 369 femmes avaient
bénéficié d'un test HPV HR, associé ou non a un FCU. Le test HPV HR s'est révélé plus
sensible et plus précoce pour détecter des Iésions de haut grade chez les femmes de plus de
35 ans, avec un ratio de sensibilité relative de 2 pour les CIN2+ et un ratio de 2,08 pour les
CIN3+ (48). Lazcano-Ponce et al, ont comparé la détection d'HPV HR sur APV au FCU, chez

des femmes mexicaines agées de 25 a 65 ans et vivant dans des conditions socio-
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économiques précaires. Leur étude a montré que la sensibilité relative de détection des

CIN2+ du test HPV HR était 3 a 4 fois plus importante que celle du FCU (49).

La détection d'HPV HR présente également une excellente VPN, un test HPV HR négatif
impliquerait une protection contre les CIN3+ sur le long terme. Une étude de cohorte
européenne incluant 24 295 femmes a montré que le taux d'incidence cumulée de CIN3+ a 6
ans était extrémement bas chez les femmes qui avaient un test HPV négatif (0,27 %), plus
bas que chez celles qui avaient un FCU normal (0,97 %) (50). En ce qui concerne les études
CapU, l'intervalle de temps entre les deux études a été de deux ans. La majorité des femmes
avec un test HPV positif lors de CapU1 avaient un test HPV négatif lors de CapU2, résultant
d’une clairance naturelle du virus dans un délai de 18 a 24 mois ou d'un geste thérapeutique.
La plupart des femmes avec un test HPV négatif dans CapU1 avaient un test HPV négatif
dans CapU2, ce qui confirme la forte VPN du test HPV urinaire vis-a-vis des lésions de haut

grade.

En synthétisant les méta-analyses et revues de la littérature sur le sujet, Arbyn et al ont
ainsi considéré que la détection d'HPV HR présentait des avantages dans trois situations : le
triage des femmes ayant un FCU avec anomalies de type ASC-US ou des Iésions de bas
grade (CIN1), la surveillance thérapeutique des lésions de haut grade (CIN2/3), ou encore en

dépistage primaire (seul ou combiné) chez les femmes de plus de 30 ans (51).

Le triage des femmes ayant un FCU avec anomalies de type ASC-US est aujourd’hui la seule

indication du test HPV HR en France.
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Concernant le triage des femmes ayant des lésions de bas grade, la détection de I’ADN des
HPV HR présenterait une aussi bonne sensibilité que pour les ASC-US mais perdrait en
spécificité. L'utilisation de techniques plus spécifiques (PCR combinant détection d'HPV HR et

génotypage partiel, techniques détectant les ARNm) pourrait étre intéressante.

Pour ce qui est du suivi post-thérapeutique des CIN2/3, les tests HPV HR sont plus sensibles
et aussi spécifiques que le FCU. Le Conseil National des Gynécologues et Obstétriciens
Francais (CNGOF) recommande d‘ailleurs « la pratique conjointe d'un controle cytologique et
virologique » aprés traitement des CIN2+. Une étude récente suggere méme que la
détection d'HPV HR sur auto-prélévements urinaires pourrait étre envisagée comme une

alternative dans le suivi de grandes cohortes de patientes (52).

Quant au dépistage primaire, en 2010 la HAS a jugé cette indication non pertinente du fait
d’'une moindre spécificité de la détection des HPV HR en comparaison au FCU, pouvant
conduire a un sur-diagnostic et a un sur-traitement des CIN2+ susceptibles de régresser
spontanément. Cependant de plus en plus d'études montrent les bénéfices a utiliser la

détection d’HPV HR en dépistage primaire.

Ainsi, outre une meilleure sensibilité a détecter les CIN2+ et une excellente VPN qui
permettrait d‘allonger les délais entre deux dépistages, des essais européens (4 pays,
176 464 femmes agées de 20 a 64 ans, suivies pendant en moyenne 6,5 ans) ont démontré
que le dépistage primaire par test HPV offrait une protection 60 a 70 % plus importante
contre la survenue de CIN3+ ou de cancers invasifs que la cytologie. Des estimations ont été

faites grace aux données récoltées : le dépistage primaire par détection d'HPV HR
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concernerait les femmes de plus de 30 ans et serait réalisé a intervalles réguliers de

minimum cing ans (53).

Plusieurs pays ont décidé d'adopter cette stratégie et proposent désormais la détection d’"HPV
HR en dépistage primaire associée ou non au FCU. Le Canada, la Finlande et les Pays-Bas
proposent le test HPV en premiére intention dans le dépistage du CCU : en Finlande, il est
indiqué en dépistage primaire chez les femmes de 35 a 65 ans a intervalles de cing ans, le
FCU intervenant dans le triage des femmes ayant un test HPV positif ; au Canada (province
de I'Ontario), ce dépistage primaire est proposé aux femmes de 30 a 65 ans tous les cing
ans : aux Pays-Bas, il concerne les femmes de 30 & 60 ans tous les cing ans (54). Les Etats-
Unis ont publié de nouvelles recommandations en 2012 : les ASCCP (American Society for
Colposcopy and Cervical Pathology) Guidelines. Chez les femmes de moins de 30 ans (21-29
ans), il est encore recommandé de réaliser en premiere intention un FCU seul a intervalles de
trois ans, l'association FCU/ test HPV pouvant étre proposée dans certaines circonstances.
Chez les femmes de plus de 30 ans (30-65 ans), |'association FCU/ test HPV a intervalles de
cing ans est proposée d'emblée. Le génotypage HPV est également mentionné dans ces
nouvelles recommandations, en tant qu’alternative au FCU pour le triage des femmes de plus

de 30 ans ayant un test HPV positif avec un FCU normal (55).

A I'heure actuelle, en France, il nexiste aucune indication officielle au génotypage, méme si
de nombreuses études ont démontré que le risque de développer des Iésions de haut grade
ou des cancers invasifs était majoré avec certains génotypes d’HPV, notamment I'HPV 16, et

dans une moindre mesure I'HPV 18 (56).
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Dans CapU2, une prédominance des HPV HR autres que les HPV 16 et 18 a été mise en
évidence. Sur les 11 patientes avec un test HPV HR positif, une seule présentait une infection
a HPV 16, les 10 autres étant infectées par des HPV HR autres. Cette constatation avait déja

été faite lors de CapU1 (Tableau XIV).

Dans I'étude PapU, ou une grande proportion de femmes avait un FCU anormal (66 %), le
génotype HPV le plus fréqguemment retrouvé était I'HPV 16 (33). Au contraire, dans CapU1 et
CapU2, ou la majorité des femmes présentaient des FCU normaux ou avec des lésions de bas
grade, les HPV HR autres étaient les plus fréquents (Tableau XIV). Ces résultats rejoignent
ceux d'une étude réalisée par le CNR HPV. En effet, Heard et al ont constaté que la
prévalence des infections a HPV 16 et/ ou 18 augmentait avec le grade du FCU et que, pour
les FCU normaux ou avec des lésions de types ASC-US ou LSIL, les HPV HR autres étaient

plus fréquemment retrouvés (45).

Un génotypage plus précis des HPV a été réalisé au cours de CapU2 afin d'évaluer leur
distribution dans cette population. Ainsi, les prélevements positifs a HPV HR autres avec la
technique Abbott RealTime High Risk HPV (qui détecte 14 HPV HR mais ne génotype que les
HPV 16 et 18) ont été analysés dans un second temps avec la technique INNO-LIPA®. Dans
CapU2, parmi les HPV HR autres, les génotypes les plus fréquemment retrouvés étaient les
HPV 39, 51, 52 et 74. Selon Heard et al, I'HPV 51 est le deuxiéme génotype le plus
fréquemment retrouvé chez les femmes présentant un FCU normal et le troisieme chez celles

présentant un FCU avec anomalies de type HSIL (45).

Au cours de I'étude CapU2, nous avons pu évaluer la trousse de PCR TR, Anyplex™ II HPV28

Detection, qui combine la détection et le génotypage de 28 HPV (parmi lesquels des HPV HR
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et des HPV BR). La prévalence d'infections a HPV était plus élevée qu'avec la technique
Abbott. Sur les 20 patientes avec un test HPV positif, une seule présentait une infection a
HPV 16. Les génotypes les plus fréquemment retrouvés chez les 19 autres patientes étaient
les HPV 73 et 53. Si la trousse Anyplex a été choisie par le laboratoire pour étre évaluée en
parallele de la trousse Abbott, c’est parce que I'HPV 53 fait partie des génotypes qu’elle
détecte. L'HPV 53 semble en effet étre le génotype le plus fréquemment retrouvé apres I'HPV
16 chez les femmes présentant un FCU normal ou avec des lésions de type LSIL dans |’'Ouest
de la France, comme le suggerent Vaucel et al (57). Selon I'étude du CNR HPV, il est le
deuxieme génotype le plus fréquemment détecté chez les femmes présentant un FCU avec
anomalies de types ASC-US, ainsi que chez les femmes avec un CCU (au méme titre que
I'HPV 66) (45). En revanche, les deux études relatent que sa prévalence diminue chez les

femmes présentant un FCU avec anomalies de type HSIL.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Actuellement, la couverture du dépistage du CCU en France est insuffisante. Afin d'y
remédier, et face aux résultats encourageants obtenus par les programmes de dépistage
organisé expérimentés dans 13 départements francais depuis 2010, le Plan cancer 2014-

2019 prévoit une généralisation du dépistage organisé a I'ensemble du territoire national.

Dans ce contexte, les études CapU1l et CapU2 nous fournissent des résultats préliminaires
plutdt encourageants sur une éventuelle alternative au dépistage classique du CCU. En
confirmant I'acceptabilité du test HPV urinaire chez les femmes réticentes a la réalisation du
FCU, et en rassurant quant aux performances de ce test a détecter des lésions de haut

grade, elles en font un moyen supplémentaire pour augmenter la couverture du dépistage.

A noter que le financement d’'une nouvelle campagne de dépistage, ciblant 13 000 femmes
agées de 25 a 65 ans et n‘ayant pas réalisé de FCU depuis 2010, vient d'étre accordé au
laboratoire de virologie du CHU d'Angers et a Cap santé 49. Cette campagne, qui débutera
en octobre prochain, permettra d'évaluer le test HPV urinaire sur un plus large effectif de
femmes que dans les études précédentes et sur une tranche d'age plus importante (25-65

ans versus 40-65 ans).

L'ensemble des Agences régionales de santé (ARS) et des structures de gestion des
dépistages de cancer a recu, courant juin 2016, une instruction émanant de la Direction
générale de la santé (DGS) et du ministere des Affaires sociales et de la Santé. Cette
instruction a pour objectif de définir les modalités de désignation d’une structure régionale de

préfiguration unique dans le cadre de la généralisation du dépistage organisé du CCU, sur la
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base d'un cahier des charges établi par I'Institut national du cancer (INCa). Ce cahier des
charges développe un certain nombre de points, notamment les roles de la structure
régionale de préfiguration, la population cible du dépistage organisé, les stratégies
d’invitation, la réalisation du FCU et I'interprétation et rendu des résultats selon le systeme
de Bethesda 2014. Faisant partie des sites d’expérimentation du dépistage organisé depuis
quelques années, Cap santé 49 a présenté sa candidature au statut de structure régionale de

préfiguration en Pays de la Loire.

Force est de constater que, conformément a ce qui avait été annoncé, le déploiement
progressif du dépistage organisé a I'échelle nationale a débuté. Il s'agit la d’'une avancée
importante car, dans un pays ou sont encore recensés chaque année plus de 1 000 déces et
3 000 nouveaux cas de CCU, la lutte contre les inégalités d'accés et de recours au dépistage

doit demeurer une priorité.
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ANNEXES

1. Annexe 1 : notice explicative pour la réalisation de I'auto-
prélevement urinaire a domicile (fournie avec le kit)

Comment realiser votre prélevement d'urine ? @'

“ap sonté 47

i Ly 3 Nom Prénom de la patiente pré-rempls
Etape 1 : vérifier le contenu de I'enveloppe Aikoxse ik kg

1 Lettre T arenvoyerau CHU 1 flacon de prélévement

1 questionnaire que vous devez REMPLIR
” PR 1 lettre d'information que vous devez LIRE
0 x 1 étiquette pré-remplie avec vos nom et prénom

Etape 2 : faire le préléevement d’'urine selon les recommandations suivantes

1 enveloppe a bulle .- -
. K
lc.::gmbire C s “~ 1 formulaire de consentament que vous devez SIGNER
deirclege
[ fretoopesd b |

o Laver soigneusament vos mains 9 Coller I'étiquette avec vos nom, prénom et Hom
Remplir le flacon avecle 1= jet de vos date de naissance sur le flacon propre et sec. | Prénom
urines du matin. Essuyer soigneusement Indiquez la date du prélévement DN P
le flacon et bien visser le bouchon. w
8 Mettre le FLACON REMPLI étiqueté o Avant de fermer 'enveloppe T, ne pas Adresser le tout au laboratoire de
dans I'enveloppe a bulles. Insérer oublter de Joindre le consentement sig virologie du CHU d'Angers par

'enveloppe a bulles dans I'enveloppe T et le questionnaire rempli voie postale

. T
& CHU Angers
o — ot
C de virakagie
[ twrtemon s |

NB: Evitez les envois le dimanche 2t jour férié. Au besoin, garder le tube d'urine au ifrigérateur avant l'envoi si celul-ci est repoté au lendemain
(Sivousz souhaitez obtenir des informations compié mentaires concernantce protocole, vous pouvez contacter le laboratoire de virologic du CHU
d’Angers au 02.41.35.54.35).

TEST GRATUIT. SVP, ENVOYEZ VOTRE PRELEVEMENT AVANT LE 20/12/12

La notice utilisée lors de CapU2 était identique a celle utilisée lors de CapU1 (cf ci-dessus).



2. Annexe 2 : exemple de rapport de résultats Abbott

Rapport de liste des résultats m2000rt

N° de série appareil: 275020519

1D utilisateur: PEIMAR

Nom application m2000rt:

Version application m2000rt:

Heure de fin de I'analyse:

Nom de l'application pour extraction échantillon:
Version de l'application pour extraction échantillon:
Nom application d'ajout de réactif:

Verslon application d'ajout de réactif:

Nom de la plague:
Nom de plaque a puits profonds:

Lot réactif pour extraction échantillon:
Péremption réactifs d'extraction échantillon:
Heure de fin pour extraction échantillon:
Heure de fin de 'ajout master mix:

0.4ml HR HPV

200

02/10/2014 18.26:43
0.4mi HR HPV

2.00

0.4mi HR HPY

2.00

HPVO210API
HPV02 10API

10574591
ao0t 2015
02/10/2014 151754
02/1002014 16:01.35

Dosage: HR HBY
Lot/Péremption contrdle: 42485L100 / 11/08/2015
Concentrations/niveaux controle: HPV_NEG/  HPV_POS/

Puits 1D échantilon Nom du dosage Lot dosage Type d’ Résultat/unite Alarmes Code

- Péremption échantillon  nterprétation

a1 HPV_NEG HR HPV 35860L100 Centrol Passed
25/04/2015

81 HPV_POS HR HPV 35860L100 Control Passed
25/04/2015

2 UKINE24 HK HPV ShBEULIOY Fatient Other HR HPV (30.37)
25/04/2015 HR HPV Detected

D1 URINE45 HR HPV 35850L100 Patient 4952
25/04/2015

=1 URINE4& HR HPV 35850L100 Patient Not Detected
25/04/2015 Not Detected

) URINEAT HR HPV 35860LI100 Patient Not Delected
25/04/2015 Not Detected

Jate dimpression:  03(10/2014 08:31:18 m2000 ™ Page 10f4

II



3. Annexe 3 : exemple de rapport de résultats Anyplex

x™ Il HPV28 Detection (8 strip)
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CHENOUARD Rachel

Le test HPV urinaire proposé comme alternative au frottis cervico-utérin : suivi virologique et
gynécologique a deux ans d'une premiére campagne de dépistage (étude
Capu2).

Introduction : En France, le dépistage du cancer du col de I'utérus (CCU) repose sur la réalisation d’un frottis
cervico-utérin (FCU) chez les femmes agées de 25 a 65 ans, tous les trois ans aprés deux FCU normaux espacés
d'un an. Malgré ces recommandations, la couverture du dépistage reste insuffisante. Dans ce contexte, une
étude pilote (CapU) a été menée dans le département du Maine-et-Loire. CapU1 proposait une recherche d’'HPV
haut risque (HPV HR) dans les urines a des femmes agées de 40 a 65 ans n‘ayant pas réalisé de FCU depuis plus
de trois ans. CapU2 a permis de leur assurer un suivi virologique et gynécologique.

Matériels et méthodes : Sur les 687 femmes ayant participé a CapU1, 666 ont recu un courrier les invitant a
effectuer a nouveau un dépistage par auto-prélevement urinaire. La recherche d’HPV HR a été réalisée par une
technique de PCR en temps réel (PCR TR) (RealTime High Risk HPV, Abbott) permettant la détection de 14 HPV
HR. En cas de résultat positif, la patiente était recontactée par son médecin pour réaliser rapidement un FCU. Les
prélévements de CapU2 ont été ré-analysés dans un deuxieme temps afin d’évaluer une autre technique de PCR
TR (Anyplex™ II HPV28 Detection, Seegene).

Résultats : Sur les 373 prélévements urinaires regus, 372 ont pu étre analysés (un seul refus, taux de
participation = 55,86 %). Onze infections a HPV (1 HPV 16, 10 HPV HR autres) ont été détectées (prévalence =
2,96 %), dont trois infections persistantes depuis CapU1l et huit nouvelles (incidence = 2,16 %). Aucun FCU
pathologique n'a été retrouvé sur les sept réalisés a ce jour. Une concordance modérée a été retrouvée entre les
deux techniques de PCR TR (96,76 %, k = 0,59).

Conclusion : CapU2 confirme I'acceptabilité du test HPV urinaire chez les femmes réticentes au FCU. Avec une
majorité de femmes restées négatives et seulement huit nouvellement infectées, les résultats de CapU2 se
veulent plutdt rassurants quant aux performances du test HPV urinaire, qui pourrait constituer une alternative
intéressante au FCU et permettre d’étendre la couverture du dépistage du CCU en France.

Mots-clés : cancer du col de l'utérus / dépistage / frottis cervico-utérin / recherche d’HPV HR / auto-
prélévement urinaire / étude pilote

Urinary HPV DNA testing as an alternative to Pap smear: virological and cytological follow-up
two years after a first screening programme (CapU2
study).

Introduction: In France, cervical cancer screening for women aged 25 to 65 is currently based on the
cytological examination of a Pap smear, to be done every three years after two normal Pap smears done one
year apart. However, the screening coverage remains lower than expected. In this context, the CapU
experimental study was carried out in the Maine-et-Loire department. The CapU1 study offered a urinary HPV
DNA testing for women aged 40 to 65 who had not had any Pap smear done for the past three years. The CapU2
study planned a virological and cytological follow-up for these women.

Materials and methods: 666 women received a letter asking them to undergo again a screening test using a
urine sample. HPV DNA detection was first done using the Abbott real-time PCR assay (RealTime High Risk HPV),
detecting 14 high risk (HR) HPV genotypes. When the result of the HPV DNA detection was positive, the patient
was contacted by her doctor to have a Pap smear done as soon as possible. Then, urine samples collected during
the CapU2 study were used to assess the performance of another real-time PCR assay (Anyplex™ II HPV28
Detection), which detected 28 HR HPV genotypes.

Results: Out of the 666 invitations sent, 373 urine samples were collected in our laboratory and 372 analyzed,
with only one woman refusing to participate (participation rate = 55.86%). Eleven HPV infections (1 HPV 16, 10
other HR HPV) were detected (prevalence = 2.96%), including three HPV persistent infections and eight new
acquisitions (incidence = 2.16%). Seven Pap smears have been done so far, they were all normal. The two real-
time PCR assays showed moderate agreement (96.76%, k = 0.59).

Conclusion: The CapU2 study confirms that women who refuse to undergo standard screening seem to be
interested in urinary HPV DNA detection. With most women remaining uninfected and only eight getting infected
between the two screening programmes, the CapU2 study results tend to prove that home-based urinary HPV
DNA testing could be a good alternative to Pap smear and could help to improve the cervical cancer screening
coverage in France.

Keywords : cervical cancer / screening / Pap smear / HPV DNA detection / urine sample / experimental study
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