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Résumé

Depuis plusieurs années, on note un intérêt croissant pour la détection des
papillomavirus humains (HPV) dans le dépistage et la prise en charge des lésions
précancéreuses et des cancers liés à ces virus. Par ailleurs, de très nombreux tests de
diagnostic ont été développés et commercialisés. Si les HPV constituent un biomarqueur
robuste, la définition des performances analytiques et cliniques (ex. sensibilité et
spécificité) des trousses disponibles est essentielle pour avoir un « bon » test HPV. Au-
delà de l’analyse, la raison de la prescription de l’analyse, la qualité du prélèvement, de
son stockage et de son acheminement au laboratoire, l’expertise du laboratoire effectuant
l’analyse sont autant de critères à prendre en compte pour obtenir un test HPV de
qualité. Des recommandations relatives aux performances des trousses existent, des
procédures décrivant les différentes phases analytiques assurent la maîtrise de l’analyse,
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enfin des procédures réglementaires engagent la responsabilité de l’ensemble des personnes
impliquées dans la réalisation d’un test HPV. Ces différents points sont discutés dans cet
article. 

Mots clés : sensibilité et spécificité analytiques et cliniques, dépistage, diagnostic,
cancer du col de l’utérus 

Déclaration publique d’intérêt
– Jean-Luc Prétet déclare avoir un intérêt en relation avec le sujet

présenté sous forme d’étude clinico-biologique pour Novacyt.
– Didier Riethmuller déclare avoir un intérêt en relation avec le

sujet présenté en qualité d’orateur occasionnel pour Qiagen.
– David Guenat et Christiane Mougin déclarent ne pas avoir

d’intérêt direct ou indirect (financier ou en nature) avec un
organisme privé, industriel ou commercial en relation avec le
sujet présenté.

INTRODUCTION

Depuis la reconnaissance des papillomavirus humains haut risque
(HPV HR) comme agents étiologiques du cancer du col de l’utérus [1],
de nouvelles stratégies de dépistage des lésions (pré)cancéreuses basées
sur la détection des génomes viraux ont été proposées. Ces stratégies
ont démontré, dans de grands essais cliniques [2-4] mais aussi en
population générale ou hospitalière [5, 6], une excellente sensibilité
clinique permettant de pallier les limites imposées par l’analyse
cytologique des frottis cervico-utérins. En France, la recherche d’ADN
d’HPV est remboursée pour le triage des ASC-US ; elle est recom -
mandée par le Collège national des gynécologues et obstétriciens
français (CNGOF) dans le suivi des lésions intraépithéliales de haut



grade traitées [7], elle trouvera vraisemblablement sa place pour le
dépistage chez les femmes vaccinées [8] et son utilisation en dépistage
primaire devient envisageable [9, 10]. L’intérêt croissant, depuis une
décennie, pour la recherche d’HPV en pratique clinique a contribué au
développement de nombreux tests moléculaires par les compagnies de
diagnostic. Ce sont plus de trente trousses commerciales qui sont
désormais disponibles sur le marché (Tableau).

Tableau - Trousses commerciales disponibles pour la détection des HPV 
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I. PRINCIPE DES TESTS HPV

Dans le cadre du dépistage, la détection de l’ADN des HPV (et
plus récemment des ARN viraux) est réalisée soit à partir de frottis
cervico-utérins dédiés déposés dans un milieu de recueil de cellules
spécifique, soit à partir d’une fraction des cellules prélevées dans un
milieu de cytologie liquide. Les techniques de biologie moléculaire
mises ensuite en œuvre reposent sur la détection de séquences virales

Tableau - suite
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cibles correspondant à tout ou partie du génome des HPV HR, soit par
hybridation à l’aide de sondes spécifiques et détection des hybrides,
soit par amplification par PCR (Polymerase Chain Reaction) à l’aide
d’amorces spécifiques des HPV.

Les différents tests HPV disponibles sont caractérisés par :
– le spectre des HPV détectés : certains tests détectent (i) les HPV

bas risque (BR), associés préférentiellement aux lésions à type de
condylomes externes [11], (ii) les HPV HR associés aux lésions
précancéreuses et aux cancers du col de l’utérus [12, 13] ou (iii)
les HPVHR et BR ;

– les formats de détection : les HPV haut risque ou bas risque
peuvent être détectés (i) de façon combinée sans précision du ou
des génotypes présents en distinguant tout de même les HPV
HR et les HPV BR ; (ii) de façon combinée pour les principaux
HPV HR avec une identification spécifique des HPV16, 18 et
parfois 45, il s’agit de trousses dites de génotypage partiel ; (iii)
de façon spécifique, on parle alors de génotypage complet. Dans
ce dernier cas, le nombre de génotypes identifiés est variable
d’une trousse à l’autre (jusqu’à 42) ;

– la nature de la cible recherchée : si la plupart des tests cible
l’ADN viral (c’est-à-dire le génome du virus), des tests plus
récents détectent certains ARN viraux qui codent notamment les
oncogènes. Il est à noter que la proportion d’échantillons positifs
pour les ARN d’HPV est inférieure à la proportion de ceux
positifs pour l’ADN d’HPV. Ainsi, la détection des ARN
présente une meilleure spécificité pour la détection des lésions
(pré)cancé reuses du col de l’utérus par rapport à la détection de
l’ADN viral [14, 15] ;

– leur méthode de détection/amplification/révélation : typique -
ment, certaines trousses basées sur l’hybridation liquide utilisent
une amplification de signal (trousse Hybrid Capture 2 (hc2) par
exemple) alors que d’autres utilisent une amplification de la
cible, c’est le cas des trousses basées sur la PCR. Il existe aussi
des approches basées sur l’hybridation in situ. Elles ont l’intérêt
de conserver la morphologie des tissus et donc de donner un
résultat que l’on peut confronter à la présence de lésions histo -
logiques. La stratégie de révélation des cibles d’intérêt condi -
tionne les performances des tests. Par exemple ceux basés sur
une hybridation liquide présentent une sensibilité analytique
moins bonne que ceux basés sur une PCR. Les techniques
d’hybridation in situ sont quant à elles peu sensibles et non
recommandées pour du dépistage. 
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II. PERFORMANCES DES TESTS HPV

II.1 Performances analytiques

Par performances analytiques, il faut entendre capacités du test à
détecter la cible recherchée avec une sensibilité et une spécificité
optimales.

Au regard des spécifications techniques communes (STC) des
dispositifs médicaux de diagnostic in vitro, la sensibilité analytique
correspond à la plus petite quantité de cible (l’ADN ou les ARN des
HPV dans notre cas) qui peut être détectée. Ainsi, plus une technique
est sensible et plus elle sera à même de détecter de très faibles quantités
d’HPV. La sensibilité est évaluée en réalisant le test à partir de
solutions de la cible de plus en plus diluées. La dernière dilution
donnant de façon répétable un résultat positif détermine la sensibilité
qui est normalement indiquée par le fournisseur dans la notice du test.
Toutefois, cette sensibilité peut varier, notamment en fonction de la
nature du prélèvement (frottis, biopsie), de la qualité du prélèvement
ou encore des conditions de stockage du prélèvement avant analyse. 

La spécificité analytique est la capacité du test à ne détecter que la
cible recherchée. La spécificité est déterminée de façon empirique. Des
échantillons abritant un ou des HPV ciblés par le test doivent conduire
à un résultat positif alors que des échantillons n’abritant pas ou abritant
des HPV non ciblés par le test doivent conduire à un résultat négatif.
Compte tenu de la forte identité de séquences entre certains types
d’HPV [16], il peut exister des réactions croisées et la présence d’HPV
non ciblés peuvent conduire à un résultat positif. La spécificité doit
aussi être indiquée par le fournisseur et il est essentiel d’avoir connais -
sance de celle-ci pour interpréter correctement le test. 

II.2 Performances cliniques

Les performances cliniques correspondent à la capacité d’un test à
identifier, dans un groupe de sujets, ceux atteints d’une maladie avec
la meilleure sensibilité et la meilleure spécificité. 

La « sensibilité clinique », qui est aussi appelée « sensibilité
diagnostique » correspond à la probabilité qu’un test donne un résultat
positif (présence d’HPV) chez des patientes présentant une lésion
précancéreuse ou un cancer du col de l’utérus. Dans le cadre du
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dépistage, les tests de détection des HPV doivent avoir une sensibilité
clinique maximale de façon à identifier toutes les patientes avec une
lésion. Le corollaire d’une forte sensibilité clinique est une excellente
valeur prédictive négative qui permet de rassurer les patientes présen -
tant un test négatif.

La spécificité clinique/diagnostique correspond à la probabilité
que le test soit négatif chez des femmes sans lésion. Dans le cadre du
dépistage, un test présentant une trop faible spécificité clinique (le test
est positif alors que la patiente n’a pas de lésion) risque d’induire des
investigations cliniques et des coûts inutiles, tout en inquiétant inutile -
ment la patiente. 

III. QU’EST-CE QU’UN « BON » TEST HPV ?

D’un point de vue pratique, un bon test HPV est un test apportant
au clinicien une information qui, selon le contexte clinique de la
patiente, lui permettra d’adapter sa prise en charge en fonction du
résultat. C’est pourquoi il est essentiel que le clinicien définisse et
formalise ses besoins. Par exemple, la prescription est-elle indiquée
pour du dépistage, pour un diagnostic virologique, chez une jeune
femme vaccinée ? 

Pour le biologiste, la réalisation d’un test HPV se décline en trois
phases dites pré-analytique, analytique et post-analytique. Si les phases
analytique (l’analyse en elle-même) et post-analytique (validation,
édition et transmission des résultats, gestion des prélèvements et des
déchets…) dépendent essentiellement du biologiste, la phase pré-
analytique est assumée en partie par le clinicien qui effectue le prélè -
vement. En effet, sans un bon prélèvement, difficile d’avoir un bon test
HPV. C’est pourquoi des recommandations sur les conditions de
prélèvement, de stockage et de transports des échantillons doivent être
fournies au clinicien pour que ceux-ci soient conformes pour la
recherche d’HPV.

III.1 Qualité du prélèvement

Le recueil de cellules du col de l’utérus en vue d’une recherche
d’HPV peut se réaliser soit à l’aide d’un dispositif dédié au test
moléculaire, soit à l’aide d’un dispositif dédié initialement à la cytologie
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en couche mince. Dans les deux cas, le clinicien utilisera une cyto -
brosse qui sera ensuite plongée dans un milieu de conservation.

III.1.a. Cas des dispositifs dédiés aux tests moléculaires
Ces dispositifs ont pour seul objectif de permettre le recueil de

cellules en vue d’une analyse moléculaire pour la recherche d’ADN ou
d’ARN d’HPV. Les milieux disponibles qui assurent une bonne
conservation des acides nucléiques ont été développés par des sociétés
de diagnostic de façon à ce qu’ils soient adaptés à la trousse de
détection des HPV qu’elles commercialisent. D’une façon générale, il
n’est pas souhaitable d’utiliser un milieu de conservation des cellules
développé par une société avec une trousse de détection des HPV
d’une autre compagnie, au risque de biaiser les résultats. Le principal
intérêt des prélèvements dédiés réside dans le fait que la totalité de
l’échantillon sert à l’analyse moléculaire, ce qui limite les risques de
contamination ou de faible représentativité de l’échantillon. Dans le
cadre du dépistage, cette option souffre toutefois du fait que le clinicien
doit attendre le résultat de la cytologie pour reconvoquer les patientes
avec un frottis ASC-US et effectuer un prélèvement pour la recherche
d’HPV. La recommandation d’un dépistage combiné par cytologie et
test HPV, comme cela se fait dans certains pays et à l’Hôpital
américain, lève de facto cette difficulté.

III.1.b. Cas des dispositifs dédiés à la cytologie en couche mince
L’avènement de la cytologie en couche mince a permis de

proposer un test HPV réflexe à partir de la fraction non utilisée du
frottis ayant servi à l’analyse cytologique. L’avantage de cette approche
est que la patiente n’a pas besoin d’être reconvoquée si le frottis
présente des atypies cellulaires de signification indéterminée. En effet,
le pathologiste pourra d’emblée envoyer la fraction non utilisée du
frottis pour une recherche d’HPV HR. En revanche, dans la mesure où
le milieu de conservation des cellules a été développé pour préserver
la morphologie des cellules, il ne permet pas forcément une bonne
conservation des acides nucléiques, ce qui peut remettre en cause la
faisabilité d’un test HPV. La compatibilité entre milieu de cytologie en
couche mince et test HPV doit être clairement signifiée dans la notice
technique du test HPV ou du milieu de recueil des cellules. En France,
de nombreux milieux de cytologie en couche mince sont disponibles,
mais ils ne sont pas tous compatibles pour la réalisation d’un test HPV.
À ce titre, l’ANSM (Agence nationale de sécurité du médicament et
des produits de santé) peut diligenter des inspections pour vérifier
l’adéquation entre les milieux commercialisés et les tests HPV. Si des
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anomalies sont constatées, elle peut décider de suspendre la mise sur
le marché, la mise en service, l’exportation, la distribution et l’utili -
sation des dispositifs médicaux de diagnostic in vitro jusqu’à leur mise
en conformité. Cela peut aussi conduire au retrait du dispositif.

Que ce soit pour les milieux dédiés ou pour les milieux de
cytologie en couche mince, les recommandations en termes de stockage
(délai et température) et d’envoi des échantillons doivent être absolu -
ment respectées de façon à fournir au biologiste un prélèvement dont la
qualité lui permettra d’effectuer un test HPV. Si ces conditions ne sont
pas respectées, le prélèvement pourra être rejeté par le biologiste qui ne
prendra pas la responsabilité de réaliser un test HPV sur un prélè ve-
ment non conforme. Une liste des principaux milieux disponibles pour
effectuer un test HPV a été publiée en juin 2012 dans une note de
cadrage de la Haute Autorité de santé (HAS) relative aux « conditions
de réalisation de la détection des papillomavirus humains (HPV) ».

III.2. Test de dépistage

Pour une détection optimale des lésions (pré)cancéreuses du col de
l’utérus, les tests HPV doivent présenter la meilleure balance sensibilité
clinique/spécificité clinique pour identifier les infections associées à un
risque de lésions prévalentes ou incidentes. Les critères de qualité pour
un « bon » test de dépistage ont été définis par un groupe d’experts et
publiés en 2009 [17]. Les performances minimales cliniques d’un test
HPV et les méthodes pour évaluer ces performances sont résumées ci-
dessous :

– la sensibilité clinique pour dépister les CIN2+ doit être au
minimum de 90 % de celle du test Hybrid Capture 2 (hc2) qui
atteint 94,6 % à 97,7. La sensibilité est évaluée en analysant au
moins 60 prélèvements déjà analysés par un test validé et
associés à un diagnostic histologique de CIN2+ ;

– la spécificité clinique pour dépister les CIN2+ doit être au
minimum de 98 % de celle du test hc2 qui atteint 90,7 % à
94,1 %. La spécificité est évaluée en testant 800 prélèvements
déjà analysés par un test validé et ne présentant pas de
diagnostic histologique de CIN2+ ;

– la reproductibilité intra- et interlaboratoire doit être évaluée sur
500 prélèvements dont un tiers doit être HPV positif. Le
pourcentage d’agrément pour les reproductibilités doit être au
minimum de 87 %.
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D’un point de vue pratique, les performances des trousses de
détection des HPV commercialisées doivent avoir été validées par des
études cliniques et doivent être indiquées dans les notices. Parmi les
trousses disponibles, ce sont les trousses de détection globale des HPV
HR et certaines trousses de génotypage partiel qui présentent les
meilleures performances cliniques.

III.3. Test de diagnostic virologique

L’objectif d’un test de diagnostic virologique est de déterminer si
un échantillon est infecté ou non par un HPV et le cas échéant de
déterminer le(s) génotype(s), y compris lorsque le virus est en très faible
quantité. Les tests de diagnostic doivent donc avoir une sensibilité
analytique et une spécificité analytique maximales. Les tests de
diagnostic sont intéressants à plusieurs égards :

– pour le triage secondaire après un test de dépistage positif. En
effet, des études ont récemment démontré que la détection
spécifique et séparée des HPV16 et des HPV18, en plus des
HPV HR, constitue une option de dépistage des lésions
(pré)cancéreuses plus efficace que les stratégies basées sur la
cytologie [18]. À ce titre, l’American Cancer Society (ACS),
l’American Society for Colposcopy and Cervical Pathology (ASCCP) et
l’American Society for Clinical Pathology (ASCP) recommandent
que les patientes de plus de trente ans avec un frottis normal
HPV16 et/ou 18 positif soient référées directement en
colposcopie alors que celles infectées par un autre HPV HR
soient revues à 12 mois [19]. Une prise en charge différente en
fonction du génotype d’HPV détecté n’a pas encore fait l’objet
de recom man dations en France ;

– pour la surveillance des femmes vaccinées et la mise en évi -
dence d’un éventuel échec de la vaccination ;

– pour la réalisation d’études d’épidémiologie moléculaire dont
l’objectif est de décrire la distribution des types d’HPV dans des
populations sélectionnées ou non.

Les meilleurs tests pour poser un diagnostic sont très certainement
les tests de génotypage complet basés sur des techniques d’ampli -
fication de cible qui permettent grâce à leur excellente sensibilité
analytique et à la possibilité de multiplexage (ciblage simultané de
plusieurs HPV) la détection de très nombreux génotypes d’HPV HR
et BR. Toutefois, si la comparaison des résultats de génotypage obtenus
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par différentes trousses est globalement satisfaisante, en particulier pour
la détection des HPV16 et 18, des discordances peuvent être observées
sur certains génotypes, notamment lors d’infections multiples [20]. Ces
discordances illustrent les différences de performances analytiques de
chaque trousse et le clinicien doit toujours rester critique face à un
résultat de génotypage. 

IV. QUALITÉ RÉGLEMENTAIRE DES TROUSSES DE
DIAGNOSTIC IN VITRO

Afin de garantir la qualité des trousses de diagnostic in vitro
commercialisées, il existe des procédures réglementaires de vérification
de leurs performances dont les modalités varient en fonction des zones
géographiques. 

IV.1. Marquage CE IVD 

Le marquage CE, appliqué aux dispositifs de diagnostic in vitro
(CE IVD), est nécessaire pour qu’un dispositif de diagnostic in vitro soit
commercialisé dans l’espace économique européen. Ce marquage est
obtenu après vérification par le fabriquant ou l’importateur des
procédures de conception et de fabrication du dispositif selon les
exigences essentielles de sécurité et de santé (EESS) définies dans la
directive 98/79/CE du Parlement européen. En particulier, une analyse
de risque est requise dont les résultats doivent être notifiés dans le
dossier technique. La vérification des procédures peut être effectuée
par le fabricant lui-même ou par un organisme tiers. Une fois le dossier
validé, le marquage peut être apposé sur le produit, ce qui engage la
responsabilité du fabriquant sur l’ensemble des aspects relatifs au
dispositif. Si les autorités compétentes, l’ANSM en particulier, n’inter -
viennent pas directement dans le processus de marquage, elles peuvent
à tout moment réaliser un audit de la société fabriquant le dispositif et,
après analyse du dossier technique, établir des non-conformités qui
devront être levées dans un délai défini voire faire retirer le produit du
marché si les exigences ne sont pas remplies. 



IV.2. Marquage « FDA »

La mise sur le marché d’un dispositif de diagnostic in vitro aux
États-Unis nécessite une approbation par la FDA (Food & Drug
Administration) qui assure l’innocuité et l’efficacité du dispositif. Cette
approbation est obtenue après avoir notamment fait la preuve de
l’originalité, des performances analytiques et cliniques du test de
diagnostic in vitro. Cette approbation nécessite généralement la mise en
place d’études cliniques dont les résultats alimenteront le dossier de
demande d’approbation. 

V. QUALITÉ DES LABORATOIRES RÉALISANT 
LES TESTS HPV

Après la publication de la loi Hôpital, patients, santé et territoires
en juillet 2009 et de l’ordonnance d’application relative à la biologie
médicale en janvier 2010, il est indiqué qu’« un laboratoire de biologie
médicale ne peut réaliser d’examen de biologie médicale sans
accréditation ». Le référentiel utilisé pour l’accréditation est la norme
ISO 15189 qui stipule que tout laboratoire doit apporter la preuve de
la maîtrise de l’ensemble des processus mis en œuvre pour réaliser une
analyse de biologie et rendre un résultat de qualité aux prescripteurs.
L’accréditation qui fait suite à un audit sur site du système de manage -
ment de la qualité et de la maîtrise des trois phases analytiques est
délivrée par un organisme indépendant, le COFRAC. D’ici 2020, tout
laboratoire réalisant des examens de biologie médicale devra être
accrédité, ce qui aura pour conséquence d’améliorer encore la fiabilité
des tests HPV.

CONCLUSION

Les critères de qualité d’un « bon » test HPV se définissent donc
à plusieurs niveaux. (i) Au niveau du prélèvement qui doit être réalisé,
stocké et acheminé selon les recommandations des bonnes pratiques
cliniques et biologiques. (ii) Au niveau des performances analytiques
qui conditionnent directement la capacité du test à détecter de façon
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sensible et spécifique le ou les HPV souhaités. (iii) Au niveau des
performances cliniques, notamment dans le contexte du dépistage des
lésions (pré)cancéreuses du col de l’utérus, car le test HPV doit avoir
une sensibilité optimale pour identifier toutes les femmes à risque de
lésion prévalente ou incidente. (iv) Enfin, au niveau du biologiste qui
doit maîtriser toutes les étapes de l’analyse. 
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