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1. INTRODUCTION

1.1 Epidémiologie de I'hépatite chronique C

L'hépatite C est un probleme de Santé Publiqueunafen estime que 180 millions de
personnes dans le monde sont des porteurs chrgnilguarus de I'hépatite C (VHC) et gBe

a 4 millions de personnes sont nouvellement inéecthaque année (1)

Aux Etats-Unis, la prévalence de I'hépatite chroei@ entre 1999 et 2002 était de 1,3%,
soit 3,2 millions de personnes (2)l’augmentation de [lincidence du carcinome
hépatocellulaire (CHC) observée aux Etats-Unisliésta I'augmentation de l'incidence de
I'népatite chronique C (3).'hépatite C est la principale cause de déces padmealu foie (4)
et la premiere indication de transplantation hépatiaux Etats-Unis (5). Enfin, certaines
projections estiment que la mortalité liee a l'atien par le VHC (déces par insuffisance
hépatique ou CHC) va continuer a augmenter auxsftais au cours des deux prochaines

décennies pour culminer a 13 000 décés par an3h (80).

En France, on estime que 232 000 personnes semtas d’hépatite chronique C (7). On
enregistre entre 2 700 et 4 400 nouvelles contaritaet 2 600 décés par an.

1.2 Histoire naturelle de I'hépatite chronique C

L’agression chronique du foie par le VHC provoqiaEdumulation de fibrose dans le
parenchyme hépatique, I'évolution vers une cirrhog enfin la survenue des
complications impliquant le pronostic vital des ipats (insuffisance hépatocellulaire,

hémorragie digestive par rupture de varice, CH@dsyme hépatorénal).
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1.2.1Progression de la fibrose hépatique au cours deefatite chronique C

Une méta-analyse récente a repris les donnéesldétades sur I'histoire naturelle de
I'hnépatite chronique C (8). La modélisation réadissur 33 212 patients a montré que la
progression de la fibrose au cours de I'hépatiteorique C n’était pas linéaire mais
exponentielle. Les facteurs influencant la progoessle la fibrose sont: I'age lors de la
contamination, la durée de linfection, le sexe,cinfection VIH ou VHB, I'éthylisme

chronique, l'insulino-résistance, I'activité d’ALAEt le degré de fibrose hépatique (9).

Les patients ayant une fibrose hépatigue minime wntbon pronostic. Une étude
récente a ainsi montré chez 282 patients avec iteéjgaronique C et des Iésions de fibrose
hépatique minimes (Ishak 0 ou 1) que le taux dgression vers la fibrose sévere (Iskdl
était de seulement 5% apres un suivi médian derbdjs (10). Dans cette méme étude, une
revue de la littérature des travaux similaires mantes taux de progression vers la fibrose
sévere de 9,8%, 16,0%, et 27,4% aprés des suidsangrespectifs de 6,3 (11), 5,0 (12), et
7,8 années (12).

L’étude américaine multicentrique HALT-C donne |mptunité d’évaluer I'histoire
naturelle du VHC dans une large cohorte de pateydst des Iésions de fibrose significative.
Cette étude américaine multicentrique a inclus 1f&ents ayant une hépatite chronique C,
des lésions de fibrose hépatique significative gksh2), et non-répondeurs ou rechuteurs
aprés une bithérapie antivirale par interferon pggy ribavirine (13). La comparaison du
groupe «traitement de maintenance » par interfgpegylé a faible dose au groupe
« placebo » a montré que le traitement de maintenae réduisait pas la progression de la
maladie hépatique. Une étude ancillaire de HALT-Gnantré que le degré de fibrose
hépatique était bien corrélé au pronostic des miatiE€l4). En effet, I'incidence cumulée a 6
ans des complications hépatiques augmentait sigtifement avec le stade Ishak de fibrose
déterminé a l'inclusion (stade 2 a l'inclusion 6%, stade 3 : 16.1%, stade 4 : 19.3%, stade
5: 37.8%, et stade 6: 49.3%). De méme, lincidermtimulée & 6 ans du décés ou
transplantation hépatique augmentait égalementifisigiivement (stade 2 a l'inclusion :
4,3%, stade 3 : 8.1%, stade 4 : 10,2%, stade B9 let stade 6 : 27,8%).
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1.2.2Incidence de la cirrhose au cours de I'hépatite cmique C

La prévalence de la cirrhose aprés 20 ans d'infeqgbiar le VHC varie de 5% a 25%
selon les études (9, 15). Dans la modélisatiorisémlpar Theiret al chez plus de 33 000
patients, la prévalence de la cirrhose était estiné6% a 20 ans et 45% a 30 ans (8). Ces
résultats étaient variables en fonction de la patpnt étudiée et du design des études. Dans
I'étude HALT-C, 30% des patients non cirrhotiquéshék 2-4) a l'inclusion développaient

une cirrhose au cours des 3,5 ans de suivi (13).

1.2.3 Complications de I'hépatite chronique C

Deux études, dont une méta-analyse, ont montrélepi@atients avec une hépatite
chronique C avaient 20 (16) a 24 (17) fois plusridgque de développer un CHC que les
patients témoins (qui étaient, selon les études, piients hospitalisés sans hépatopathie
chronique ou la population générale). Dans lI'éttidd T-C, l'incidence du CHC était de
1,0% par an et les prévalences a 3 et 5 ans raéspeent de 2,0 et 5,0% (18). Dans cette
étude, le CHC était plus fréquent chez les patieintsotiques a I'inclusion (incidence : 1,4%
par an, prévalence a 3 et 5 ans : 2,6% et 7,0%)chee les patients ayant une fibrose
significative (incidence CHC : 0,8% par an, prémakea 3 et 5 ans : 1,4% et 4,1%). Dans une
récente méta-analyse incluant 13 études, Alagawi ont montré une incidence du CHC de
3,4% par an chez 2386 patients ayant une cirrhiosle \C compensée (19).

Dans lI'étude HALT-C, 26% des patients n'ayant pasvdrice a l'inclusion en ont
développé au cours des 4 ans de suivi (20). Panm)i 24% avaient des grosses varices a
risque hémorragique relevant d’'une prophylaxie pihim par béta-bloquant ou ligature
endoscopique. Enfin, apres 4 ans de suivi dans éttide, le risque de rupture de varice
cesophagienne était estimé a 0,7% chez les pas@mssvarice a I'admission et 7,0% chez les
patients ayant des varices a l'inclusion. Dansautee étude réalisée chez 218 patients ayant
une cirrhose virale C compensée, la prévalencevdeses cesophagiennes était estimée a
12%, 15%, 25%, 35%, et 65% apres respectivementB,12, et 15 ans de suivi (21).
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Dans la méta-analyse d’Alazawt al, I'incidence des décompensations des cirrhoses
virales C jusqu’alors compensées était évaluée 486 6par an, et celle des déces ou

transplantations hépatiques a 4,6% par an (19).

1.3 Objectifs de la prise en charge de I'hépatite chraque C — Rationnel de

la These d'Université

L’objectif principal de la prise en charge des @ats ayant une hépatite chronique virale
C est d’éviter I'évolution vers la cirrhose et t@snplications engageant le pronostic vital.

L’indication du traitement antiviral dépend du degle fibrose hépatique (15). Chez les
patients ayant une fibrose minime, le traitemenmivaal n’est pas formellement indiqué car le
pronostic vital du patient n'est pas modifié. Uneveillance peut donc suffire, mais le
traitement peut étre discuté en fonction de la vatibn du patient, des comorbidités et des
chances de guérison. Le traitement antiviral estcpntre, indiqué chez les patients ayant une
fibrose modérée a sévére ou une cirrhose : chepdtents avec une fibrose modérée ou
sévere, le but est d'éradiquer le virus pour éideconstitution d’'une cirrhose ; chez les
patients cirrhotiques, I'objectif est de stabiliser maladie hépatique et d'éviter une

décompensation de la cirrhose.

Il est également important de diagnostiquer lehose car a ce stade il est nécessaire de
débuter un dépistage du carcinome hépatocelligaides grosses varices cesophagiennes.

En effet, 95% des CHC se développent dans un ioleotique (22). Au stade précoce, le
CHC est asymptomatique. Lorsque les symptdbmesqaes apparaissent, la tumeur est
généralement trop étendue pour pouvoir envisagetraitement curatif (transplantation
hépatique, chirurgie, traitements percutanés)t @@&srquoi, il est recommandé de réaliser un
dépistage semestriel du CHC chez le patient diqhe afin de diagnostiquer le CHC a un
stade précoce ou le traitement curatif est envedalgg22).

Les grosses varices cesophagiennes sont a risquerrbgmue et nécessitent un
traitement prophylactique afin d’éviter leur rumguet une hémorragie digestive (23, 24).

Plusieurs études ont démontré qu'une prophylaximame par propranolol ou ligature

15



endoscopique améliorait la survie des patientshaiiques avec de grosses varices

cesophagiennes (25, 26).
En conclusion, il est nécessaire d’évaluer préoisdrie degré de fibrose hépatique chez

les patients ayant une hépatite virale C chronagrel influence le pronostic des patients et

guide leur prise en charge (15).
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2. METHODES D'EVALUATION DE LA
FIBROSE HEPATIQUE

2.1Ponction-biopsie hépatique

2.1.1 Détermination du stade histologique de fibrose

L'examen histologique d'une ponction-biopsie hépati(PBH) est encore considére
comme la méthode de référence pour I'évaluatiordefyré de fibrose hépatique chez les
patients ayant une hépatite chronique C (15).algis'd'un examen invasif réalisé le plus
souvent par voie percutanée transcostale, soushases locale. L'anatomopathologiste
évalue le degré de fibrose du foie a l'aide deesceemi-quantitatifs qui décrivent les Iésions
de fibrose selon 5 a 7 stades (15). Les scorespaanititatifs de fibrose les plus utilisés sont
. le score Metavir (27) et le score d'Ishak (28)sdore de Batts-Ludwig (29), et le score IASL
(30). Une étude récente a montré que le score lahalk une bonne valeur pronostique au
cours de I'hépatite chronique C (14). En Francesdere Metavir est le plus utilisé. I
comprend 5 stades : absence de fibrose (FO0), élpostale stellaire sans septa (F1 : fibrose
minime), fibrose portale avec quelques septa (fi&ose significative), fibrose portale avec
nombreux septa sans cirrhose (F3 : fibrose séeé@jrhose (F4).

Outre la détermination du stade de fibrose, I'exammstologique d'une PBH permet
également d'évaluer l'activité inflammatoire, ditifieer les lésions hépatiques qui influencent
la progression de la maladie et la réponse awetnaiht antiviral (notamment la stéatose et la

surcharge en fer hépatique), et enfin d'élimingdiagnostics différentiels.

2.1.2 Limites des scores histologiques de la fibrose Hépee

L'évaluation histologique de la fibrose hépatiqupl@sieurs limites. Tout d'abord, la
PBH est un examennvasif craint par de nombreux patients (31, 32). Le tale
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complications gravesde cette procédure est d'environ 4%. et le taudab®savoisine les
0,4%o (33).

Par ailleurs, la répartition hétérogene de laoBlerinduit unbiais d'échantillonnage
car le fragment hépatique prélevé ne représentelfie006™ du foie total. Deux facteurs
peuvent ainsi influencer la performance de I'éva@nahistologique : le site de la PBH et la
longueur de la PBH (34).

La reproductibilité inter-site de I'évaluation listgique de la fibrose hépatique a été
évalué dans un étude de 124 patients avec hépatitmique C (35). Dans ce travail, les
patients avaient deux biopsies au cours d'unedapapie : une dans le lobe hépatique gauche
et lautre dans le lobe droit. Les fragments pkdevétaient examinés par un
anatomopathologiste expérimenté qui déterminastdele de fibrose selon le score de Batts-
Ludwig (29). Une différence d'un stade entre legxdebes était observée chez 38 patients
(30,6%) et une différence? stades chez 3 patients (2,4%). Chez 12 pati@rt%o], le stade
de fibrose était FO-2 dans un lobe et F3-4 dangé¢aChez 18 patients (14,5%), une cirrhose
était diagnostiquée dans un lobe alors que le stadibrose était F3 dans l'autre. Au total, la
concordance inter-lobe était « seulement bonne=>Q,57).

L'influence de la longueur de la PBH a été quagiteaévaluée sur une large série de 10
659 biopsies virtuelles obtenues a partir de 1Tepegnents hépatiques chirurgicaux (36).
Dans ce travail, I'évaluation du degré de fibrogpdtique sur les biopsies de 15 mm de long
n'était correcte que dans 65% des cas lorsqu'tdié @omparée a la référence qu'était
I'examen de I'ensemble de la piece opératoirea@edugmentait a 75% pour les biopsies de
25 mm de long, sans amélioration significative plas biopsies de longueurs supérieures.
D'autre part, I'étude d’Everhagt al a montré que la valeur pronostique du score Ishak
les patients avec une hépatite chronique C disgsidilorsqu'on ne prenait en compte que les

biopsies fragmentées (14).

Enfin, I'évaluation histologique des stades deofibra I'aide des scores semi-quantitatifs
a une médiocre reproductibilité inter-observateur. Notre équipe a déterminé la
reproductibilité inter-observateur de I'évaluatlustologique du Metavir F chez 254 patients
ayant une hépatite chronique virale. La concordant-observateur entre deux anatomo-

pathologistes experts seniors était « seulemenhéonk = 0,59) (37). Par ailleurs, la
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concordance inter-observateur entre un anatomopagibte expert senior et 10

anatomopathologistes non-experts de premiére égaietres faible = 0,13).

En conclusion, et compte tenu de ses limites, Iléti@n histologique de la fibrose
hépatique n’est pas considérée comme le « goldiatdr», mais comme le « best standard »
(38).

2.2 Tests sanguins de fibrose

Des tests sanguins de fibrose ont été mis au paiat effectuer une évaluation non-
invasive de la fibrose hépatique (39). Ces testglgas ont été principalement construits pour
prédire le diagnostic binaire (présence ou absaiedprose hépatique significative (Metavir
F>2, indiquant le traitement antiviral) a 'aide deigieurs marqueurs de fibrose combinés

dans une formule arithmétique.

2.2.1 Méthode d'élaboration des tests sanguins de fibrose

Les tests sanguins de premiere générafi@bleau 1) utilisent des marqueurs de fibrose
indirects combinés selon une formule arithmétiquepke. Les tests sanguins de seconde
génération Tableau 1) combinent des marqueurs directs et/ou indireetfildose selon des
formules complexes obtenues a I'aide d’une régredsigistique binaire.

Tableau 1 :Tests sanguins les plus étudiés dans I'hépatitendue C (en italique : tests
sanguins de premiere génération; autres : testggens de seconde génération)

Etude princeps Test sanguin Patients (n) Marqueurs
Wai (40) APRI 192 ASAT, plaquettes
Sterling (41) Fib4 555 Age, ASAT, ALAT, plaquettes

Age, sexe, GGT, bilirubine, apolipoprotéine

Imbert-Bismuth (42) Fibrotest 205 1, haptoglobine2 macroglobuline
Forns (43) Forns index 351 Age, plaquettes, GGT, cholestérol
. Acide hyaluronique, TIMP-1

Patel (44) Fibrospect 204 o2 macroglobuline
Rosenberg (45) ELFG 1021 Age, acide hyaluronique, PIIIP, TIMP-1

N . N Age, sexe, ASAT, urée, TP, plaquettes,
Cales (46) FibroMetre 383 acide hyaluroniques2 macroglobuline
Adams (47) Hepascore 117 Age, sexe, GGT, bilirubine,

a2 macroglobuline, acide hyaluronique
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La régression logistique binaire (RLB) est une rodéhstatistique qui crée un modeéle
mathématique dans une population permettant deirdiser les patients ayant I'événement
etudié de ceux ne l'ayant pas. En pratique, la RieBtifie parmi toutes les variables testées
celles qui sont indépendamment liées a I'événegtadié, et leur attribue un « poids » selon
leur capacité de discrimination. On obtient doncsoare de régression R = ax + by + ¢z +
(...) + constante ou x, y, z... sont les variables paifélantes sélectionnées par la RLB ; et a,
b, c... les coefficient$ reflétant « le poids » de chaque variable. Das®tades princeps de
chaque test sanguin dé @nération, les auteurs ont ainsi utilisé la Rldipidentifier les
marqueurs de fibrose permettant de discriminerplatsents ayant une fibrose absente ou
minime (Metavir FO/1) de ceux ayant une fibrosendigative (Metavir B2). Le test sanguin
de fibrose est ensuite créé selon la formule 1+ Exp (-R)] ou R correspond au score de
régression de la RLB. La valeur du test sanguichslénne de 0 a 1 et son interprétation est
la suivante : plus la valeur du test sanguin esthe de 0, plus le patient a de chance de ne
pas avoir la cible diagnostique et donc d'avoir film®se absente ou minime (Metavir FO/1) ;
inversement, plus la valeur est proche de 1, gupalient a de risque d'avoir une fibrose
significative (Metavir B2). Le diagnostic reste incertain pour les valeutermédiaires

autour de 0,5Kigure 1).
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Figure 1 : Performance de cinq tests sanguins pour le diaimde fibrose significative chez
1056 patients atteints d’hépatite C. Les courbest dissées par régression polynomiale,
d'aprés Cales et al (48).

Un bon modele sera donc celui qui permet de rédarplus grand nombre de patients
vers les valeurs extrémes du test sanguin, la aiagnostic est le plus fiable. LlEgure 2

montre I'exemple de deux tests sanguins évalués dem® méme population pour un
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diagnostic binaire de fibrose significative (FOA R#2). Le test sanguin A est le meilleur car
il écarte un plus grand nombre de patients versvideurs extrémes du test, la ou la

performance pour le diagnostic de fibrose signiiveaest excellente.

Patients (n)
Patients (n)

gy o, "l P

0 Test sanguin A 1 0 Test sanguin B 1

Figure 2 : Répartition des patients selon les valeurs de dests sanguins évalués dans une
méme population pour le diagnostic binaire de fawaignificative (FO/1 vs ). Le test
sanguin A est le meilleur : il classe plus de paBevers les valeurs extrémes du test, la ou la
probabilité diagnostique est la plus élevée.

2.2.2 Performance diagnostique des tests sanguins deofsler

Le Fibrotest est le test sanguin de fibrose le phigdé dans I'hépatite chronique C.
Une récente méta-analyse de 19 études incluant p&ients avec une hépatite chronique C
a montré que son aire sous la courbe ROC (AUROGQ) leodiagnostic de fibrose hépatique

significative était égale a 0,79 (49).

Notre équipe a mis au point le FibroMetre. Dans etede récente incluant 1056
patients avec une hépatite chronigue C dans 9e=ifitancais (secondaires et tertiaires,
publics et privés), la performance du FibroMétraumpte diagnostic de fibrose hépatique
significative, de fibrose séveére, et de cirrhosat &ignificativement supérieure a celles des

autres tests sanguins : Fibrotest, Hepascore, APRb4 (48).
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Récemment, une grande étude indépendante promud'Amgmnce Nationale de
Recherche sur le SIDA et les hépatites a compargpdeformances de 8 tests sanguins de
fibrose (Fibrotest, FibroMetre, Forns index, APELF, Hepascore, MP3, et hyaluronate)
chez 590 patients avec une hépatite chronique I B0comparaison des courbes ROC des
différents tests sanguins a montré que les perfocesadu Fibrotest, du FibroMetre, et de
I'Hepascore n'étaient pas significativement difié@e, mais supérieures a celles des autres
tests, pour le diagnostic de fibrose significat{ietavir 2), de fibrose sévere (Metavir
F>3), et de cirrhose (Metavir F4).

La reproductibilité inter-laboratoire des testsgans est excellente (51). Par ailleurs,
au contraire de la PBH, les tests sanguins sonim@sifs et mieux acceptés par les patients,
et peuvent ainsi étre répétés dans le temps. Wide @réliminaire récente a ainsi montré que
la réalisation annuelle d'un FibroMetre permettdé suivre I'évolution de la fibrose

hépatique de facon fiable avec une bonne reprduliteti(52).

2.2.3Classement de fibrose du Fibrotest et du FibroMeétre

Bien que les tests sanguins de fibrose aient é@tstreots pour un diagnostic binaire de
fibrose significative (FO/1 vs=2), leur valeur est bien corrélée aux stades dedéde la

classification MetavirKigure 3).

1,0 L J

000K X
KK XK X © GO0

XX XX

Valeur du test sanguin
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3. * < I FibroMetre
x® Fibrotest
2 e @@
14 |:| Hepascore
0,0 - - B APRi

Stade Metavir F

Figure 3 : Box plots (médiane, quartile, extrémes) des satguins de fibrose selon le stade
Metavir F chez 1056 patients atteints d’hépatiteodigue C (48). L'APRI a été standardisé
par régression logistique binairecet @ : valeurs éloignées et extrémes. D’aprés Cales et

(53).
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Les concepteurs du Fibrotest et du FibroMétre amtcdcréé des classifications, ou
« compteurs de fibrose », permettant de déternenstade Metavir F a partir de la valeur de
leur test sanguin. La méthodologie de mise au mhintompteur du Fibrotest n'a jamais été
clairement décrite, mais il semble qu’elle aitigélles bornes des box-plots du Fibrotest pour
chaque stade de fibrosEigures 4a a 4% (54). La méthode d'élaboration du compteur du
FibroMetre a été publiée (55) : une population @&6lpatients atteints d'hépatite chronique C
a été divisée en 25 groupes d'effectifs égaux sé&sn2,5% percentiles du FibroMeétre
(Figure 4d). Dans chacun des groupes, le(s) stade(s) deséliont la prévalence était5%
indiquai(en)t le diagnostic histologique pour |émalle de valeur du FibroMetre

correspondant, permettant ensuite la création thpteur Figure 4€).
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Figure 4 : Méthodologies utilisées pour la création des caup de fibrose du Fibrotest et
du FibroMetre. Box-plots du Fibrotest pour chaquade de fibrose (figure 4a) permettant
d’élaborer le compteur du Fibrotest (figures 4b 4t); d’aprés Poynard et al (54).

Pourcentage de stades de fibrose Metavir (F) erctfon des valeurs du FibroMeétre

exprimées en 2,5% percentiles (figure 4d), perméttacréation du compteur du FibroMetre
(figure 4e); d’aprés Leroy et al (55).

L'évaluation de la performance diagnostique des pteans du Fibrotest et du
FibroMetre dans une large population d'hépatit@migue C n'a encore jamais été publiée.
Seules sont disponibles les données d'une petitie €66) et d'un abstract (57). Dans I'étude
de Gressneet al (56), le compteur du Fibrotest a été testé suprdfevements sanguins de

patients ayant une hépatite chronique C. Le rdsdétace compteur était en accord avec le
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stade histologique de fibrose dans seulement 25tae L'étude de Calésal publiée sous
forme d'abstract (57) incluait 1298 patients atteid’hépatite chronique C issus de deux
précédentes études diagnostiques. Dans ce trivaikrformance diagnostique du compteur
du FibroMetre était significativement supérieurecélle du compteur du Fibrotest, avec
respectivement 74,7% vs 38,4% de bien classés ldapspulation 1 (p<10) et 68,2% vs
33,2% dans la population 2 (p<)0 Dans la population 1, le résultat du compteur du
FibroMeétre avait un écar2 stades de fibrose avec le Metavir F histologicjuez 4,6% des
patients versus 18,2% avec le compteur du Fibr¢pest0®). Dans la population 2, ces taux
étaient respectivement de 6,0% et 22,2% (p%.10

2.2.4Limites des tests sanguins de fibrose

Les tests sanguins de fibrose sont issus d'unelisaiittn dans une population donnée,
un peu comme un costume taillé « sur mesure séléction des variables indépendantes et le
calcul du poids attribué a chaque variable par L& Rlépend des caractéristiques de la
population ou a été créé le test. La performanesetelts sanguins de fibrose dans les études
de validation externe est ainsi souvent infériearecelle décrite dans la population
exploratoire. C'est un peu comme un vétement cié-mesure » sur un mannequin qui ne
convient pas a toutes les personnes qui l'essaiembagasin de « prét-a-porter ». Pour une
utilisation en pratique clinique, les tests sangude fibrose doivent donc étre élaborés et/ou
validés dans de larges populations dont les carstifies sont représentatives de la

population générale des patients avec hépatitenijue C vus en pratique clinique.

L’existence d’'une pathologie extra-hépatique peuwdifier la valeur d'un ou de
plusieurs marqueurs de fibrose inclus dans lesesguin et ainsi induire un risque de résultat
faux-positif ou faux-négatif. Une hémolyse (éléwatide la bilirubine et diminution de
I'haptoglobine) et un syndrome inflammatoire (€lwa de l'a2 macroglobuline sans
diminution de I'haptoglobine) peuvent ainsi étrepensables d’un résultat faux-positif du
Fibrotest (58). Au contraire, un syndrome inflamoi& avec une élévation isolée de

I'haptoglobine peut étre responsable d’'un réstdiat-négatif du Fibrotest.

Enfin, les tests sanguins de fibrose ont été coitstpour le diagnostic de fibrose
significative et non pas pour estimer le stadeilol®g$e histologique. Une étude récente dans
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une large cohorte de patients ayant une hépatiteniciue C a ainsi montré que la
performance des compteurs du FibroMetre et du fabt@tait mediocre pour le diagnostic de
cirrhose « F4 » avec des sensibilités respectiee322% et 61,8% (p<1, et des valeurs
prédictives positives (VPP) de 68,5% et 37,1% (h%itilisation de ces compteurs a partir du
stade « F3/4 » améliorait la sensibilité pour kegdiostic de cirrhose (FibroMetre : 74,8% vs
Fibrotest : 64,7%; p=0.078), mais au prix d’'une idution de la VPP (FibroMetre : 39,8%;
Fibrotest : 35,1%).

2.3Fibroscan

Le Fibroscan® (Echosens, Paris, France) est unégéode mesure non-invasive de la
dureté hépatique par élastométrie impulsionnelierercialisé en 2003{gure 5). Outre sa
simplicité et son caractére indolore, I'examen aled-ibroscan présente l'avantage de
pouvoir étre pratiqué rapidement (moins de 5 mijugai lit du malade ou en consultation,

avec un résultat immédiat (60).

& Rt
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Figure 5 : Appareil Fibroscan.
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2.3.1 Utilisation en pratique du Fibroscan

L’examen s’effectue chez un malade en positiomngk®, dos a plat, le bras droit sous
la téte pour dégager I'hnypochondre droit. Apréesliapfion de gel sur la peau, la sonde du
Fibroscan est positionnée par I'opérateur au nictan espace intercostal en regard du lobe

droit du foie (en pleine matité hépatigiégure 6).

Figure 6 : Utilisation du Fibroscan en pratiquele patient est en position allongée, le bras
droit sous la téte pour dégager I'hnypochondre dréiprés application de gel sur la peau, la
sonde du Fibroscan est positionnée par I'opérataurniveau d’'un espace intercostal en
regard du lobe droit du foie.

La sonde produit une impulsion mécanique sur laupetagénere ainsi une onde
élastiqgue de cisaillement de basse fréquence guerse le tissu sous-cutané puis le foie
(Figure 7). A l'aide d’acquisitions ultrasonores, la sondesure ensuite la vitesse de
propagation de I'onde élastique dans une zoneédléhdu parenchyme hépatique. Cette zone
d'intérét correspond a un cylindre de 1 cm de diearsr 4 cm de longueur, situé entre 25 et
65 mm de profondeur sous la peau, ce qui représ@entelume au moins 100 fois supérieur a

celui d'un fragment obtenu par biopsie hépatique.
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Figure 7 : Mesure de la dureté hépatique par le Filscan.La sonde, appliquée sur la peau

en regard du foie, produit une impulsion mécaniquiolore sur la peau. Cette impulsion

mécanique génére une onde élastique de cisailledeebtisse fréquence qui traverse le foie.
A l'aide d’acquisitions ultrasonores, la sonde nresensuite la vitesse de propagation de
'onde élastique dans une région d’intérét du f(ROI) et en déduit la dureté hépatique :

plus I'onde va vite, plus le foie est dur (61).

La vitesse de l'onde de cisaillement est d’autdos pmportante que le milieu dans
lequel elle se propage est dur (61). De la vitdsspropagation de I'onde, le Fibroscan déduit
donc la dureté du foie exprimée en kilopascals XKPiaide d’'une équation simple (module
de Young) : E = Vs ou E représente I'élasticitg, la densité (considérée comme une
constante pour les tissus) et ld vitesse de propagation de I'onde. Le Fibrosestrdonc un

test indirect de dureté hépatique.

Les résultats sont compris entre 2,5 et 75,0 kPa&stl recommandé d’obtenir 10
mesures valides, et le résultat final correspoma aleur médiane de ces 10 mesures. Une
étude récente a suggéré que le rapport IQR/médiewait étre <0,21 pour que le résultat du
Fibroscan soit considéré comme fiable (62). Noumavnontré que le rapport IQR/médiane
définissait trois catégories de mesures de la éin@patique par le Fibroscan : celles avec un
rapport IQR/médiane0,10 sont « trés fiables », surtout chez les pestiagant un résultat
>13 kPa ; celles avec rapport IQR/médiane entré 8t1,30 sont « fiables » ; et celles avec
un rapport IQR/médiane >0,30 sont « peu fiablesand le résultat est >7.6 kPa (63).
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2.3.2 Performance diagnostique du Fibroscan

Quatre méta-analyses ont évalué la performanceilthodean pour le diagnostic non
invasif de la fibrose hépatique, toutes incluants détudes avec diverses causes
d’hépatopathies chroniques (64-6Anfiexe 1. Dans ces travaux, 'TAUROC du Fibroscan
variait de 0,83 a 0,87 pour le diagnostic de fibregnificative, et de 0,94 a 0,96 pour le
diagnostic de cirrhose (64-66). Seule la méta-aeatie Friedrich-Rutt al (8478 patients) a
évalué la performance du Fibroscan pour le diagna& fibrose sévére avec une AUROC
calculée a 0,89 (66). Dans ce travail, les autent€galement montré que I'hétérogénéité des
résultats entre les études pour le diagnostic liede significative était significativement
réduite lorsque les causes d’hépatopathies chresi@taient séparées. L’AUROC pour le
diagnostic de fibrose significative avait ainsi éadculé a 0,85 pour les hépatites chroniques
C. Par contre, I'étiologie n'impliquait pas d’hé&genéité significative pour le diagnostic de
cirrhose. Les méta-analyses de Friedrich-Retstal (66) et de Stebbingt al (67) ont
également déterminé les meilleurs seuils pour dgrstic binaire de fibrose significative
(respectivement 7,65 kPa et 7,81 kPa) et pour cguirrhose (respectivement 13,01 kPa et
15,56 kPa). Dans I'étude de Stebbiigal (4430 patients), ces seuils ont été calculés pour
chaque étiologie d’hépatopathie chronique ; poépatite chronique C, ils étaient de 8,44
kPa pour le diagnostic de fibrose significativd@tl4 kPa pour la cirrhose (67).

Deux grandes études indépendantes ont comparéftamance du Fibroscan a celle
des tests sanguins de fibrose pour le diagnosticimasif de la fibrose hépatique au cours
des hépatites chroniques virales (50, 68). La mramest celle de Zarskt al, promue par
I'Agence Nationale de Recherche sur le SIDA ehégsatites et ayant inclus 590 patients avec
une hépatite chronique C (50). Dans ce travail AGROC du Fibroscan pour le diagnostic
de fibrose significative et de fibrose sévére né¥th pas significativement différentes de
celles du Fibrotest, du FibroMetre, et de I'Hepasc®ar contre, le Fibroscan était le meilleur
test non invasif pour le diagnostic de cirrhoseseeonde étude a été promue par I'’Assistance
Publigue des Hépitaux de Paris et a inclus 199 gt avec une hépatite chronique virale
(68). Dans ce travail, TAUROC du Fibroscan pourdegnostic de fibrose significative
n'était pas significativement différente de celtks Fibrotest, de I'Hepascore et de I'APRI,
mais était significativement inférieure a cellelbroMétre. Par contre, comme pour 'étude

précédente, le Fibroscan était le meilleur test podiagnostic non invasif de cirrhose.
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2.3.3Compteur de fibrose du Fibroscan

Plusieurs études ont montré que la dureté hépatgtimée par le Fibroscan était bien
corrélée aux stades histologiques de fibrose (@0)compteur de fibrose a ainsi été proposé
pour estimer les stades histologiques de fibrogaréir du résultat du Fibroscan chez les

patients avec une hépatite chroniqud-@re 8) (69).
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Figure 8 : Compteur de fibrose du Fibroscapermettant d’estimer le stade histologique de
fibrose (Metavir F) a partir du résultat du Fibraae (kPa) chez les patients avec une hépatite
chronique C; d’apres de Ledinghen et al (69).

La méthode d’élaboration de ce compteur de fibroagas été détaillée, mais il semble
qu’il ait été créé a partir de seuils diagnostiquies deux précédentes études (70, 71).
L’évaluation de la performance diagnostique du cdmomp du Fibroscan dans une large
population d'hépatite chronique C n'a encore jarataspubliée. Seules sont disponibles les
données de I'abstract de Catsal (57) : chez 343 patients avec une hépatite chueni@} ce
compteur avait une performance diagnostique de¥bAsynificativement supérieure a celle
du compteur du Fibrotest (33,2%, p<)Omais significativement inférieure & celle du
compteur du FibroMétre (68,2%, p<i)0 Le résultat du compteur du Fibroscan avait artéc
>2 stades de fibrose Metavir F histologique cheB8%2des patients versus 22,2% avec le
compteur du Fibrotest et 6,0% avec celui du Fibro®gp<10°).
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2.3.4 Limites du Fibroscan

Le Fibroscan présente cependant plusieurs limites :

* Le taux d’échec de mesure de la dureté hépatiqueskgivement élevé : il varie
entre 2,4% et 9,4% (60) et est essentiellemeidt ébésité des patients (72, 73).

* Notre équipe a montré que la reproductibilité dm&sure de la dureté hépatique par
le Fibroscan était médiocre pour les faibles valele dureté hépatique, celles correspondant
aux stades intermédiaires et faibles de fibrosg (@dns notre étude, I'écart de mesure entre
les deux opérateurs était en moyenne de +30%. Aosr une dureté hépatique mesurée a 10
kPa, le résultat du second opérateur pouvait alker7 kPa (en faveur d'une fibrose
significative) a 13 kPa (en faveur d'une fibroseesé, voire d’'une cirrhose).

» |l existe un risque de surestimation du degré bims$e hépatique lorsque la mesure
de la dureté hépatique est effectuée en cas de/sgtaigué (75-78), de cholestase (79), ou
d'insuffisance cardiaque (80).

* Le Fibroscan est un dispositif colteux (environ080 euros dans son modeéle
« hospitalier ») disponible uniquement dans lestresnspécialisés (hopitaux et quelques

cabinets d’hépato-gastroentérologues libéraux)tdimh ainsi son acces aux patients.

2.4 Recommandations de la Haute Autorité de Santé framise

L’ensemble des résultats des études ayant évalpérfarmance des tests sanguins de
fibrose et du Fibroscan a amené la Haute Autoeté&dnté francaise (HAS) a effectuer les
recommandations suivantes en décembre 2008 (81) :

* «Dans le cas d'une hépatite chronigue C non &adte sans comorbidité, chez
I'adulte (hors diagnostic évident de cirrhose)masure de la fibrose/cirrhose hépatique peut
donc se faire avec cinq techniques (la ponctiopdi® hépatique, le Fibroscan®, le score
Fibrotest®, le score FibroMeéetreV® et le score Hepas). || est proposé en premiére
intention la réalisation d’'une des quatre techmsguen invasives. En seconde intention (s'il
n'y a pas de concordance entre la clinique etdelté@t de la technique réalisée en premiere
intention, ou si ce résultat est non interprétahlag des trois autres techniques non invasives

ou la PBH peut étre alors réalisée. »
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» « Dans le cas d’'une hépatite chronique C non &atéec co-infection VIH, chez
I'adulte (hors diagnostic évident de cirrhose)mesure de la cirrhose hépatique peut donc se
faire avec la PBH ou le Fibroscan®. Il est propesépremiére intention la réalisation du
Fibroscan®. En seconde intention (s’il N’y a pasdecordance entre la clinique et le résultat
du Fibroscan®, ou si il y a eu un échec technicauesda réalisation de cette technique), la
PBH peut étre alors réalisée. »

Bien qu’elles constituent une avancée, ces recordatems restent discutables sur
certains points. En effet, en pratique cliniques, lésultats du Fibrotest ou FibroMétre sont
interprétés a l'aide de leurs compteurs. Cependamterformance de ces compteurs n'a pas
été publiée et ils nécessitent donc d’étre validRzs. ailleurs, l'interprétation du résultat et
donc l'utilisation en pratique clinique de I'Hepase ne sont pas connues. Enfin, les

recommandations ne précisent pas les valeurs ddks sHagnostiques a utiliser pour
interpréter le résultat du Fibroscan en pratique.

2.5Nouvelles techniques de mesure non invasive de larbse hépatique

Des travaux récents ont cherché a identifier dev@aux marqueurs de fibrose hépatique
en utilisant la « glycomique clinique ». La « glyaigue clinique » permet de caractériser les
profils de glycosylation des protéines sériques.uHlisant cette technique, Callewaettal
ont identifié 3 nouveaux biomarqueurs (NGA2FB, NARBNA2FB) permettant de calculer le
GlycoFibroTest et le GlycoCirrhoTest (82, 83). Wstade récente incluant 376 patients avec
hépatite chronique C a montré que le GlycoFibro®est bien corrélé aux stades de fibrose
du Metavir (83).

De nouvelles techniques d'élastométrie ont été maisepoint. L&lastométrie par
résonnance magnétiqusemble performante pour le diagnostic non invdsifla fibrose
hépatique (84-86), mais cette technique n'est pasre commercialisée, nécessite encore

d'étre validée, et sera probablement peu dispanible

L'élastométrie acoustique (Acoustic Radiation Force Impulse: ARFI) est
commercialisée sous la forme d'un module additibdhen appareil d'échograhie-Doppler
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standard. Le principe consiste a mesurer la vitdesgropagation dans le foie d'une onde de
cisaillement créée par un faisceau ultrasonore aigehénergie (87), et non pas par une
impulsion mécanique comme pour le Fibroscan. Rlusieétudes ont montré que
I'élastométrie acoustique avait une bonne perfogagour le diagnostic non invasif de la
fibrose hépatique dans les hépatopathies chroniquas les populations étudiées étaient de
faibles effectifs (88-93). Une étude realisée cB@zatients avec hépatite chronique virale a
montré que les performances de I'ARFI et du Fibmoso’étaient pas significativement
différentes pour le diagnostic non invasif de laxdse hépatique (88). Cependant, un travalil
récent a montré que I'ARFI avait une meilleuredaitité que le Fibroscan (94), et plusieurs
études ont montré que son taux d'échec de mesure@&0% (88, 92, 94, 95).

Enfin, lI'imagerie d'élasticité (Supersonic Shear Imaging) couple une imagerie
échographique ultrarapide (supérieure a 5000 impgeseconde) a une palpation ultrasonore
a distance a l'aide d’une vibration basse fréquegérérée par un faisceau ultrasonore
focalisé, permettant ainsi de produire des image& éimensions de I'élasticité des tissus
(96). Dans une étude publiée sous forme d’absténcluant 104 patients avec hépatite
chronique virale, le Supersonic Shear Imaging awaie AUROC significativement
supérieure a celle du Fibroscan pour le diagnaiita fibrose significative (Metavir>R),
respectivement 0,95 vs 0,89 (p=0,04) (97). Dartsasail, les AUROC des 2 techniques pour
le diagnostic de fibrose sévere (Metavit3lr et de cirrhose n’étaient pas significativement
différentes : respectivement 0,96 vs 0,94 (p=0e2%),97 vs 0,94 (p=0,16).
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3. ASPECTS METHODOLOGIQUES DU DIAGNOSTIC
NON INVASIF DE LA FIBROSE HEPATIQUE

3.1Biais des études ayant évalué la performance diagstaue des tests non

invasifs de fibrose

Pour mettre au point et évaluer la performance tigh non invasif de fibrose, il faut
contourner essentiellement deux biais méthodol@giqu
* Le biais de sélectionPour I'éviter, le test diagnostic doit étre oé@élué dans une
population représentative de la population génétesepatients vus en pratique clinique.
» Le biais de classementPour l'éviter, la performance du test diagnostiqoit étre
évaluée versus les résultats d'un gold standard.
Nous discutons ici I'implication de ces biais mélblogiques dans I'évaluation de la

performance des tests non invasifs de fibrose.

3.1.1 Représentativité des populations ou sont créesuedwealués les tests non invasifs de

fibrose

Pour que les travaux évaluant la performance dsts teon invasifs de fibrose
produisent des résultats exportables a I'exerdin@ue, il est nécessaire qu'ils étudient des
populations représentatives de la population géné@es patients vus en pratique clinique.
Ceci est encore plus vrai pour les tests sanguargbdbse : ils sont issus d’une modélisation
qui a cherché a établir le modéle « sur-mesure plus performant dans la population de
I'étude princeps (cf § 2.2.1). Ainsi, la sélectides variables par I'analyse multivariée, et le
calcul des coefficient§ pour les tests de®2yénération, dépendait des caractéristiques des

populations ou ont été crées les tests sanguins.
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La méta-analyse de Thein donne une référence oyrdvalence des stades de
fibrose dans la population générale des patiergs aepatite chronique C (8). Ce travail a
inclus 33 212 patients ayant une hépatite chroniqueon sélectionnés par les tests non
invasifs pour la réalisation de la PBH. Dans céttele, la prévalence des stades de fibrose
était : FO: 17%, F1: 35%, F2: 22%, F3: 14%, F4: 12%

3.1.1.1Evolution des caractéristiques des patients indiaiss les études diagnostiques
Depuis les recommandations de la HAS (81), les tesh invasifs de fibrose sont de
plus en plus utilisés en pratique clinique. Désastrlas praticiens ne proposent plus de PBH
lorsque I'évaluation non invasive suggere I'absetedibrose significative. Par conséquent,
la PBH n’est surtout réalisée qu’en cas de discumeantre les tests non invasifs ou pour

confirmer I'existence d’une fibrose significativeggérée par le bilan non invasif.

Ceci pose un probleme dans les études de rechelatique qui évaluent la
performance diagnostique des tests non invasifiodese. En effet, ce type d'étude nécessite
d'inclure des patients avec PBH car c'est le ré@isd# cette derniére qui constitue la référence
de fibrose. Les indications de la PBH devenantrvéss a un sous-groupe de patients
sélectionnés par les tests non invasifs de fibriese,études diagnostiques ont désormais
tendance a étudier des populations dont les caistmj@es sont différentes de celles de la
population générale des patients suivis en pratajmégue. Dans les faits, dans les études
diagnostiques avec la PBH comme référence, cel&raskiit par une diminution de la
prévalence des faibles stades de fibrose (MetaGitl)F et par conséquent par une

augmentation "artificielle” de la prévalence deslst de fibrose élevés (Metavitd.

3.1.1.2Influence de la prévalence des stades de fibrosdasperformance des tests non
invasifs de fibrose
Une étude a réecemment évalué la relation entreé@afence des stades de fibrose et
I'AUROC du Fibrotest pour le diagnostic de fibraggnificative (98). Dans ce travail, un
nouvel index était proposé : I'index DANA. Dans yopulation donnée, cet index reflete la
frequence des stades de fibrose dans chacun desgdeupes de la cible diagnostique

“fibrose significative" (groupes Metavir FO/1 etZ). L'index DANA est calculé ainsi :

34



Index DANA = (2 x prévalence F2 + 3 x prévale@ + 4 x prévalence F4)

(prévalence F2 + prévalence F3 + prévalence F4)

(0 x prévalence FO + 1 x prévalence F1)

(prévalence FO + prévalence F1)

Les auteurs ont tout d'abord montré dans une lpogelation de 1392 patients avec
hépatite chronique C qu'il existait une tres farberélation positive entre l'index DANA et
I'TAUROC du Fibrotest pour le diagnostic de fibrasgnificative (coefficient de Spearman =
0,95; p<10"). La formule de régression de la corrélation étAUROC = 0,582 + (0,1056 x
DANA). Un index DANA de référence a ensuite étécadd dans une large population de
référence (99). La prévalence des stades de filokase cette population (FO : 10%, F1 : 36%,
F2 : 21%, F3 : 15%, et F4 : 18%) permettait dewalcle DANA de référence a 2,16. Les
auteurs ont ainsi estimé que 'AUROC du Fibrotestrpe diagnostic de fibrose significative
dans une population idéale (DANA a 2,16) seraitleéga 0,85. Enfin, une méthode de
correction de 'AUROC en fonction de la prévaledes stades de fibrose dans la population
étudiée a été proposée : AURG gse= AUROCeaicuiset 0,1056 X (2,16 — DANA).

Ce travail apporte deux messages importants : fiféaalence des stades de fibrose
dans une population influence la performance distypee des tests non invasifs de fibrose
évalués dans cette population, et 2/ une fortegheéce de stades de fibrose élevés (Metavir
F>2) va dans le sens d'une surestimation de la peafoce des tests non invasifs pour le
diagnostic de fibrose significative. Ainsi, l'erfrissement en stades de fibrose Metavig F
dans les études récentes, lié au fait que la PBst plus réalisée aux patients dont le bilan
non invasif suggeéere l'absence de fibrose signifieat implique probablement une

surévaluation de la performance diagnostique des ten invasifs dans ces études.

L'AUROC permet d'évaluer la performance globalendiest pour une cible
diagnostique binaire ce qui impose de regroupestades histologiques de fibrose: fibrose
minime (FO0/1) versus fibrose significative>@@, ou encore : absence de cirrhose3[Fversus
cirrhose (F4). En plus de la prévalence des stddefiorose dans la population étudiée, le
résultat de I'AUROC sera influencé par les modalité regroupement des stades de fibrose.
La méthode d'Obuchowski permet de comparer deus tedinis sur un méme échantillon

pour un gold-standard ordinal (notamment la clasgibn Metavir en 5 stades) et requiert
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comme parametre une matrice de pénalités des daumes entre modalités de prédiction
(100). Cette méme méthode peut aussi s'appliqdes @old-standard continus et nominaux.
Brievement, les AUROCSs des tests sont calculées lgodiagnostic entre chaque paire de
stades de fibrose individuel (FO vs F1, FO vs RRy$F3, FO vs F4, F1 vs F4...) et la mesure
d'Obuchowki correspond a la moyenne pondérée des8JRIOCS obtenues. La pondération
s'effectue a I'aide de matrice des pénalités éa geevalence des stades de fibrose dans une
population de référence. La matrice des pénaligag ptre proportionnelle a la différence
entre les stades Metavir : 1 quand la différentelesl stade, 2 pour 2 stades etc. lorsqu'on
veut tenir compte de la magnitude des erreurs dssement ou uniforme (1 pour toute
différence) si on ne veut quantifier que l'erreardiassement (101). Cette méthode permet
donc d'évaluer la performance réelle des testshdese, méme dans les populations ou les
stades élevés de fibrose sont sur représentéstdiesacritéres de sélection des patients pour
la réalisation de la PBH (cf § 3.1.1.1).

3.1.2Impact de I'absence de gold standard sur I'évaloatide la performance des tests non

invasifs de fibrose

La performance d'un test diagnostique doit étréué&eaen prenant comme référence un
gold standard. Pour le diagnostic de la fibroseahigpe, le gold standard théorique est
I'examen histologique de la totalité du foie, cé mast pas réalisable en pratique. Les études
diagnostiques ont donc pris la PBH comme référelecébrose. Cependant, compte tenu de
ses limites (biais d'échantillonnage, variabilitéer-observateur des scores semi-quantitatifs
de fibrose), il s'agit d'une référence imparfage§ 2.1.2). Des lors se pose la question : quel

est le bon diagnostic lorsque la PBH et le testineasif ont des résultats discordants ?

3.1.2.1Discordances entre tests non invasifs de fibrogmettion-biopsie hépatique

Quatre études ont étudié les discordances entreésedtats de la PBH et ceux du
Fibrotest (58, 102, 103) ou du Fibroscan (62) dbsatients avec une hépatite chronique C.
L'écart entre le Metavir F histologique et le statde fibrose estimé par le compteur du
Fibrotest était2 stades dans 16-20% des dasrexe 9. Dans I'étude de Lucidarnet al, un
écart>2 stades entre le Metavir F histologique et leestdel fibrose estimé par le Fibroscan
était observé chez 11 a 16% des patients selorsde#s diagnostiques utilisés pour le
Fibroscan (62).
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Les 3 études ayant étudié les discordances eni8Htaet le Fibrotest ont cherché a
attribuer l'imputabilité de la discordance a l'udes deux méthodes (58, 62, 103).
L'imputabilité de la discordance était attribuéa@BH dans 20 & 50% des cas, au Fibrotest
dans 15 a 45% des cas, et restait indéterminée 3arks50% des caRfnexe 2. Il faut
cependant préciser que les regles d'attribution disgordances étaient sensiblement
différentes entre les 3 études. De plus, en l'atissede gold standard, aucune regle

d'attribution des discordances entre deux testibaese n'est parfaite.

Dans leur étude, Poynaet al ont identifié les causes des erreurs de la PBHuet
Fibrotest (58). Les résultats faux-négatifs deB&Fetaient expliqués par une petite longueur
de biopsie et la présence d'une stéatose, aloréeguésultats faux-positifs étaient liés a la
fragmentation de la biopsie. Une récente mise &t paainsi suggéré que la PBH devait faire
au moins 20 mm de longueur et inclure au moins ddaees portes complets pour que

I'évaluation du stade de fibrose hépatique sdildi&34).

3.1.2.2Performance diagnostique maximale des tests nasifsvde fibrose

Dans les nombreuses études ayant évalué la perfoerdes tests non invasifs de
fibrose, la référence était I'examen histologiquee PBH et en cas de discordance le résultat
du test non invasif était considéré comme faux.e@dpnt, les performances d'un test
diagnostique sont sous-évaluées lorsque les emeuest diagnostique et de la référence sont
indépendantes (104-106).

Mehtaet al ont récemment évalué l'impact des erreurs de K 8B la performance
diagnostique des tests non invasifs de fibrose)(1Da@ns ce travail, les auteurs ont montré
quelles seraient les variations d'AUROC des testsinvasifs en fonction, d'une part, de la
sensibilité¢ et de la spécificité supposées de lad RB®ur le diagnostic de la fibrose
significative et, d'autre part, de la prévalencelalébrose significative dans la population
étudiée. Dans le meilleur scénario pour la PBHbdié et spécificité pour le diagnostic de
fibrose significative estimée a 90%) et pour unévplence de la fibrose significative a 40%,
un test non invasif parfait verrait son AUROC dioen de 0,99 a 0,90. Inversement, dans
I'nypothese ou la sensibilité et la spécificitdal®BH sont a 80% et la prévalence entre 30 et
50%, I'AUROC d'un test de fibrose calculée a 0,a@sdune étude versus PBH devrait
“réellement” étre entre 0,93 et 0,99.
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3.1.3Discordance entre les tests non invasifs de fibrose

Les tests sanguins et le Fibroscan sont de plydusna disposition des praticiens qui
peuvent désormais effectuer facilement ces deumera. Depuis les recommandations de la
HAS, les PBH ayant pour but d'évaluer le degréilimg$e hépatique chez les patients ayant
une hépatite chronique C sont de plus en plus smuealisées en seconde ligne, en raison
d'une discordance entre les tests non invasifgdese. On peut donc supposer que les études
diagnostiques évaluant la performance des testsimasifs de fibrose versus la PBH
incluent de plus en plus de patients pour lesguebgste une discordance entre les tests non
invasifs. Cependant, inclure ce profil de patigrduit inévitablement une diminution de la
performance diagnostique des tests non invasifss dan population étudiée car une

discordance entre deux tests implique d'embléeaiées tests donne un faux résultat.

En conclusion, plusieurs facteurs influencent lI'éation de la performance des tests non
invasifs de fibrose dans les études scientifiques :
« L' "effet sélection" (enrichissement des populations étudiées en stadi#brose
élevé) qui va dans le sens d'une surévaluatioa gerformance des tests non invasifs.
« L' "effet PBH" (référence imparfaite de fibrose) etdffet discordance" (inclusion
de patients avec discordances entre les testsmvasiis de fibrose) qui vont dans le sens
d'une sous-évaluation de la performance des testgmasifs.
Ainsi, il est fort probable que la performance diastique réelle des tests non invasifs de

fibrose ne soit actuellement pas connue.

3.2Indices diagnostiques pour I'évaluation des testsam invasifs de fibrose

3.2.1AUROC
L'AUROC (Area Under the Receiver-Operating Chandstie) correspond a l'aire sous

la courbe ROC. La courbe ROC est la représentagiaphique de la sensibilité et de la

spécificité globales d'un test diagnostic : cesxdiewlices sont calculés pour chacune des
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valeurs du test diagnostic et le résultat est tépsur un graphique représentant la sensibilité

(axe Y) en fonction de 1 — spécificité (axebfgure 9).
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Figure 9 : Courbe ROCde l'acide hyaluronique pour le diagnostic de kose chez 191
patients avec une hépatopathie chronique compeu&aes Oberti et al (108).

L'AUROC a donc l'avantage d'étre un indice qui mésuen un seul chiffre la
performance globale d'un test diagnostic, indépemaent du seuil diagnostic. Cet indice est
informatif dans les études visant a évaluer etrapaser les performances globales des tests

non invasifs de fibrose.

Cependant, comme nous l'avons précisé plus hautgtiltats de ces études doivent
étre interprétés avec précaution, en prenant esidénation les effets "sélection”, "PBH", et
"discordance" qui influencent la valeur des AUROG=s tests (cf 8§ 3.1). Par ailleurs,
'TAUROC est un indice peu informatif pour la pratggclinique. Rappelons qu’elle évalue la
performance intrinseque d'un test. En effet, Ieicien a besoin de connaitre les valeurs
seuils du test qui affirment ou infirment le diagho chez son patient, afin d'orienter sa prise

en charge médicale.
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3.2.2 Diagnostic binaire de fibrose

Lorsqu'il prend en charge un patient avec une itépelironique C, le clinicien doit
répondre a deux questions "binaires" (réponse/non) : 1/ Faut-il débuter un traitement
antiviral ? et 2/ Faut-il dépister les complicasaelles que le CHC ou les grosses varices
cesophagiennes? Avant que les tests non invasifibrdse ne soient recommandés par la
HAS, c’est le résultat de la PBH qui permettaitrdpondre a ces questions : le traitement
antiviral était indiqué a partir du stade Metavir ffibrose significative) et le dépistage des
complications a partir du stade F4 (cirrhose). tenpere ambition des tests non invasifs de
fibrose a donc été de répondre également a ces glgstions. Les différentes études ont
ainsi cherché a déterminer les meilleurs seuilgrdiatiques des tests non invasifs de fibrose

permettant de prédire avec la meilleure performéadiérose significative et la cirrhose.

3.2.2.1Différents types de seuils diagnostiques

Plusieurs types de seuils diagnostiques peuventuétisés pour les tests non invasifs
de fibrose :

* Le seuil"a priori" . Il s'agit du seuil fixé arbitrairement lors dedanstruction du
test sanguin par la RLB pour discriminer dans lalé® final les patients ayant I'événement
étudié de ceux ne l'ayant pas. Ce seuil s'appliljune par définition uniquement aux tests
sanguins de 2génération (créés par RLB), et pour le diagnadtidibrose significative qui
était la cible utilisée pour élaborer les testsggsars. En pratique, le seul priori est fixé a
0,5 : lorsqu'elle modélise la population étudiée, RLB identifie les variables
indépendamment liées a la fibrose significative @i F>2) et calcule leur coefficierft de
sorte que, dans le modele final (test sanguin akEn 0 a 1), les patients sans fibrose
significative aient une valeur <0,5 et ceux avee filbbrose significative aient une valet0,5.

* Le seuil"a posteriori " . Les tests sanguins ont souvent été élaboreés dss
échantillons de faible effectifT@bleau 1), peu représentatifs de la population générale des
patients vus en pratique clinique. Dans ces canditile seuih priori de 0,5 de la RLB est
peu robuste et non exportable a la pratique clamidquest donc nécessaire dans un second
temps(a posteriori) de calculer un meilleur seuil diagnostique dans population plus
représentative et de plus large effectif. Cecibést entendu possible pour les tests sanguins,

gu'ils soient de et de 3 génération, comme pour le Fibroscan. Le saubsterioripeut
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étre calculé de plusieurs facons. Une techniqueacde est celle déndice de YoudenElle
détermine le seuil diagnostique du test pour letjuelice de Youden (sensibilité + spécificité
- 1) est le plus élevé, offrant ainsi le meilleampromis entre sensibilité et spécificité pour la
cible diagnostique choisidrigure 10). Il correspond en général au point d'inflexionlde
courbe ROC du test étudiEigure 9). Dans la littérature, les études ayant déterigiaéeuils
diagnostiques des tests non invasifs de fibrosenajaritairement utilisé la méthode du seuil

de Youden.

» Autres types de seuils diagnostiques. D'autreslsseliagnostiques peuvent étre
calculés Figure 10) : seuil de meilleure performance diagnostiqueajilsde sensibilité,
spécificité, VPP, ou valeur prédictive négative RNjPfixés a une certaine valeur

(généralement 90% ou 95%).

‘ — Se — Spé VPN — VPP PD — Youden

Indice diagnostique

Seuil de
meilleure PD |

Seuil de
Youden

Seuilde |8
seoo% [N
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1

0,00
0 10,104 0,137 0,169 0,203 0,250 0,293 0,355 0,430 0,495 0574 0,648 0,734 0,816 0,884 0,940 0,982 1

Seuil diagnostic du test non invasif

Figure 10: Variation des indices diagnostiques en fonctieria valeur du test non invasif de
fibrose (Se : sensibilité, Spé : spécificité, VPMaleur prédictive négative, VPP : valeur
prédictive positive, PD : performance diagnostigqeuden : indice de Youden).

3.2.2.2Diagnostic binaire de fibrose significative
Par définition, le seuih priori de 0,5 pour le diagnostic de fibrose significativest

applicable gu'aux tests sanguins deg&nération construits par RLB. Notre équipe awélc
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les seuilsa posteriori de Youdert ainsi comparé les performances de 5 tests sengu
(FibroMetre, Fibrotest, Hepascore, Fib4 et APRIuple diagnostic de fibrose significative
(Metavir B>2) dans une large cohorte de 1056 patients avehépatite chronique C inclus
dans 9 centres francgais (secondaires et tertigigdjcs et privés) (48). La répartition des
stades Metavir dans cette population était proahealle décrite dans la large cohorte de
référence de Thein (8) : FO : 4,4%, F1: 43,5%; B2 ,0%, F3: 14,0%, et F4 : 11,2%. Les
seuilsa posteriori de Youdedu FibroMetre, du Fibrotest, et de I'Hepascoreeétanférieurs

au seuil a priori de 0,5A0nexe 3. Les indices diagnostiques calculés a I'aide ek seuils
sont détaillés ennexe 3: la sensibilité, la VPN, et le diagnostic oddgar&taient les plus
élevés avec le FibroMetre, alors que la spécifiettéa VPP semblaient similaires entre les
tests sanguins (sauf pour le Fib4). Dans cetteeétdd fait d'une prévalence de la cible
diagnostique proche de 50%, le calcul du seuiposteriori de meilleure performance
diagnostiquepour la fibrose significative donnait des valeprsches du seud posteriori de
Youdenpour chaque test sanguin. Il serait cependanisséae de valider la robustesse de ces
seuils ainsi que leur performance diagnostique dbastres larges populations de patients

avec hépatite chronique C.

De nombreuses études ont cherché a détermineedds diagnostiques du Fibroscan
(66, 67). Par définition, il n'existe pas de salidgnostiquea priori pour le Fibroscan. Les
seuils diagnostiquess posterioridans des populations d'hépatite chronique C g@npubliés
que dans 2 études (70, 71). Le seuibosteriori de Youdepour le diagnostic de fibrose
significative (Metavir B2) était calculé a 7,1 kPa dans I'étude de Casterd et a 8,8 kPa
dans I'étude de Ziatt al. Les performances diagnostiques du Fibroscan léaglewa I'aide de
ces seuils semblaient similaires entre les dewatra(Annexe 4. Cependant, les populations
étudiées étaient d'effectif relativement faible 31& 251 patients), et la prévalence de la
fibrose significative était élevee (75,3% et 62,2%)nsi, il faut étre prudent quant a
I'utilisation de ces seuils de Fibroscan en pratiglinique ou la prévalence de la fibrose
significative est notamment plus faible (8). Enegffa valeur d’un seuil diagnostique calculé

dans une population dépend de la prévalence dén&aent étudié dans cette population.
Dans la méta-analyse de Friedrich-Retsal (incluant 8478 patients issus de 50 études

ou abstracts), le seuil du Fibroscan pour le diatinae fibrose significative était calculé a
7,65 kPa avec une sensibilité a 80% et une spié€ific85% (66). Dans la méta-analyse de
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Stebbinget al (incluant 22 études et 3514 patients), le seuilr pa fibrose significative était
calculé a 7,81 kPa avec une sensibilité a 72% etspecificité a 82% (67). Bien que ces
méta-analyses aient étudié de larges cohortes ttkn{sa leurs résultats sont de nouveau a
interpréter avec précaution car elles incluaierst éeides avec des hépatopathies de causes
diverses dont les prévalences de fibrose signifieaétaient hétérogénes et parfois tres
élevées (24% a 92%). Dans leur travail, Stebleingl ont calculé le seuil diagnostique de
fibrose significative pour chaque étiologie d'hépathie, avec une valeur a 8,44 kPa pour
I'népatite chronique C. Cependant, les performadi@mostiques du Fibroscan avec ce seuil
n'étaient pas précisées.

Ainsi, peu d'études ont calculé et évalué la peréorce de seuils posteriorides tests
non invasifs pour le diagnostic de la fibrose digative dans de larges cohortes de patients
avec hépatite chronique C. D'aprés les études niislps et avec les seuibs posteriori
calculés Annexes 3 et 4 les tests sanguins semblent avoir une meillsarsibilité et une
meilleure VPN que le Fibroscan, alors que ce desgmble avoir une meilleure spécificité et
une meilleure VPP. Néanmoins, il s'agit de réssiltiétudes distinctes, sans comparaison
directe entre les tests sanguins et le Fibroscamlls, les populations étudiées n'étaient pas
comparables avec notamment des prévalences dedilsignificative dans les 2 études du
Fibroscan (62,2% et 75,3%) plus élevées que dalts agant évalué les tests sanguins
(52.2%).

3.2.2.3Diagnostic binaire de cirrhose

Par définition, il n'existe pas de seailpriori pour le diagnostic de cirrhose pour les
tests sanguins (du moins ceux construits pourdgrdistic de fibrose significative) et pour le
Fibroscan.

Les seuilsa posteriori de Youdedu FibroMeétre et du Fibrotest pour le diagnostc d
cirrhose ont été calculés dans notre cohorte dé p@tients avec hépatite chronique C (59).
La valeur de ces seuils et leur performances dgtgnees sont détaillées dmnexe 3

Pour le Fibroscan, seules sont disponibles les éesdes 2 études ayant calculé les

seuilsa posteriori de Youdedans I'hépatite chronique Br{nexe 4.
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3.2.2.4Limites des seuils de diagnostic binaire

D'un point de vue pratique, les données de la littérature sont insuffisaptag une
utilisation en pratique clinique des seuils de d@sgjic binaire dans I'hépatite chronique C. En
effet, il est encore nécessaire de : 1/ calculsrneilleurs seuils de Fibroscan pour le
diagnostic de fibrose significative et de cirrhose?2/ valider les seuils des tests sanguins et
du Fibroscan pour le diagnostic de fibrose sigatfie et de cirrhose. Ceci nécessiterait de
large cohortes de patients avec hépatite chrorpeur lesquels la réalisation de la PBH ne
soit pas sélectionnée par les tests non invasifibdese, afin que les populations étudiées
soient représentatives des patients vus en pratitjogjue. La mise en place d'études
remplissant cette derniére condition semble cependdfficle en France depuis la
publication des recommandations de la HAS quiraeot 'utilisation des tests non invasifs

en premiére ligne.

D'un point de vue méthodologiquele diagnostic binaire implique probablement une
vision "trop binaire" du diagnostic non invasif laefibrose hépatique. En effet, du fait de leur
construction par RLB, la performance des tests wasgpour une cible diagnostique est
maximale aux valeurs extrémes du test et médicmwe lps valeurs intermédiaires (cf § 2.2.1
et Figure 1). Ceci est également valable pour le Fibroscandildgnostic binaire implique
une suppression de la zone grise et donc un chamjede diagnostic pour une faible
variation de la valeur du test lorsqu'elle est peodu seuil diagnostique. Par exemple, si on
considere la seuil du FibroMetre a 0,419 pour Bguostic de fibrose significative (48), un
patient avec un FibroMetre a 0,405 est classé &tk qu'un patient avec un FibroMeétre a
0,425 est classé>B. Néanmoins, le stade histologique de fibrose pas différent entre ces
deux patients n'ayant qu'un écart de 0,02 poualkeuy du FibroMeétreRigure 11). De méme,
bien que Stebbingt al aient proposé un seuil de 8,44 kPa pour le diagndg fibrose
significative par le Fibroscan, les lésions hisjojoies ne sont probablement pas différentes

entre deux patients ayant respectivement des aé¢salt8,2 kPa et 8,6 kPa.
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Figure 11 : Pourcentage de stades de fibrose Metavir (F) emction des valeurs du
FibroMeétre exprimées en 2,5% percentiles chez lfiGnts avec hépatite chronique C ;
d’apres Leroy et al (55).

De plus, le calcul d'un seuil diagnostique impligoenanquablement une imprécision
liée aux calculs statistiques. C’est pourquoi ragetrés informatif de préciser l'intervalle de
confiance a 95% des seuils diagnostiques. En diepertinence d’'un seuil diagnostique
pourrait étre remise en cause si les performangdesl sont trés différentes entre les seuils

situés aux bornes de I'intervalle de confiance.

Un diagnostic binaire induit également des "psedidoerdances” entre les tests non
invasifs de fibrose lorsque les résultats de c&ts wont proches des seuils diagnostiques. Par
exemple, on peut parler de "vraie discordance"gloesle résultat du FibroMetre est 0,115
(<0,419 donc F0/1) et celui du Fibroscan 25,8 kF&g44 donc B2). Par contre, bien que les
résultats du diagnostic binaire soient les mémes dans la situation précédente, un

FibroMétre a 0,405 n'est pas réellement discordast un Fibroscan a 8,6 kPa.

Enfin, dans sa pratique, le clinicien souhaite lgtain diagnostic pour son patient et a
donc besoin d'un test ayant de bonnes valeursabingdi. Les études ayant déterminé les
seuils diagnostiques des tests non invasifs ontesticalculé le seud posteriori de Youden
qui optimise la sensibilité et la spécificité dstteCependant, les valeurs prédictives négative
et positive sont insuffisantes lorsque les testBlaese sont utilisés avec ce sealipostériori

de Youden(Annexes 3 et % : pour le diagnostic de fibrose significatives l@aleurs
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prédictives des tests sanguins ne dépassent pastd@%PP du Fibroscan est trés faible (50-
60%). Seule la VPN du Fibroscan est tres bonnéO8). Pour le diagnostic de cirrhose, les
VPN des tests sanguins et du Fibroscan sont ertedlet95%). Cependant, la VPP du
Fibroscan est insuffisante (<80%) et celle desstasstnguins ne dépasse pas 30%. Ces
résultats correspondent cependant a des valewg{ivés « globales » et plus le résultat du

test s’approche de ses valeurs extrémes, pluddararédictive augmente.

3.2.3 Profil de performance

La performance des tests non invasifs de fibropemt de la prévalence des stades de
fibrose dans la population étudiée. Afin de comeurcette limite, Halforet al ont proposé
une nouvelle méthode d’évaluation des tests noasife/: le profil de performance (102). Le
profil de performance décrit le taux de patient mlalssés par le seuil diagnostic pour la
fibrose significative, en fonction du stade dedie Figure 12). La prévalence des stades de
fibrose n’a pas d’influence sur cette évaluatiortekt non invasif car le taux de patients mal
classés est calculé pour chaque stade de fibres®dgique.

Halfon et al (Am J Gastroenterol 2006) Calés et al (Liver Int 2008)
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Figure 12 : Profil de performanceTaux de patients mal classés par le seuil diaggost
pour la fibrose significative de 5 tests sanguarsfonction du stade histologique de fibrose ;
d’apres Halfon et al et Cales et al (48).

Trois études ont décrit le profil de performances dests sanguins dans I'hépatite
chroniqgue C. Les résultats de ces travaux étaanilaires et montraient que les tests
sanguins avaient un profil de performance en «\estaux de patients mal classés était

faible pour les stades extrémes de fibrose (FO 4t dt plus élevé pour les stades
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intermédiaires de fibrose avec un pic pour le si@i¢-igure 12). Le FibroMetre était le test
sanguin qui offrait le meilleur profil de perfornamn (élevée et mieux répartie), notamment

pour les stades de fibrose Metavit2HFigure 12).

Le profil de performance a donc l'avantage d’étree unéthode d’évaluation de la
performance des tests non invasifs de fibrose st pas influencée par la prévalence des
stades de fibrose dans la population étudiée. Cepencette méthode se rapproche du
diagnostic binaire de fibrose significative (avexs snconvénients cités plus haut) car elle
nécessite I'utilisation et donc le choix d’'un salidgnostique pour la fibrose significative. De
plus, le profil de performance emprunte le chemmwerse du raisonnement clinique : il
montre la performance d’un test non invasif en fimemcdu stade histologique, alors que le
clinicien veut connaitre la performance pour legdistic histologique en fonction de la

valeur du test. Il n’a donc qu’une valeur évaluativ
3.2.4 Associations de tests non invasifs

Plusieurs associations de tests ont été proposaas gméliorer la performance du
diagnostic non invasif de la fibrose hépatique.bjéatif était de combiner les tests non
invasifs dans des algorithmes décisionnels afirbt@ioir un diagnostic fiable chez le plus
grand nombre de patients, et ainsi de réduireue ¢ patients avec un diagnostic incertain
pour lesquels une PBH est nécessaire.

Plusieurs types d’algorithmes décisionnels peugéetindividualisés, selon la maniere
d’utiliser les tests non invasifs et selon le tgeetests utilisés.

Certains algorithmes décisionnels utilisent ledstewn invasifs de fibrose de facon
séquentielle : un test sanguin d& yénération simple & calculer est utilisé dans remjer
temps ; en cas de diagnostic indéterminé, un tastqgpmplexe de®yénération est calculé ;
enfin, le recours a la PBH s’effectue dans Emeﬁamps si le diagnostic reste incertain (109-
111). D’autres algorithmes décisionnels sont basgésla concordance et nécessitent donc
I'utilisation d’emblée de 2 tests non invasifs diagnostic non invasif est accepté lorsque les
résultats des tests sont concordants, et la PBresstvée aux cas discordants (70, 103, 112-
114).
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D’autre part, on peut distinguer les algorithmesoasnt uniquement des tests sanguins
(103, 109-112) de ceux associant un test sangeio lavFibroscan (70, 113, 114).

Actuellement deux algorithmes décisionnels ontétalués et directement comparés
dans plusieurs études : le Sequential Algorithm Fdorosis Evaluation (SAFE) (115) et
I'algorithme de Bordeaux (70).

3.2.4.1SAFE

Le SAFE est un algorithme décisionnel qui utilise fdcon séquentielle deux tests
sanguins de fibrose : 'APRI efi"lintention, le Fibrotest en seconde, et la PBH emidr
recours (115). Les seuils diagnostiques utilisas paderpréter les résultats des tests sanguins
sont ceux publiés dans I'étude princeps de I'ARR) et ceux du compteur du Fibrotest (cf §
2.2.3). Il existe 3 algorithmes SAFE : un pour ilegthostic de fibrose significative, un pour la

cirrhose, et un dernier pour les deux cibles diatiqoes Figure 13).

a APRI | b APRI |

¥ ¥ v v v v
<0,5 >0,5-1,5 >1,5 <1 >1-2 >2
v ¥ v
Fibrotest | ‘ Fibrotest |
N — ¥ J v
<048 20,49 <0,48 0,49-0,74 20,75
! | ! l |
. peH | 2| Fss|_per || cimhose |

C APRI |

|

7 v
,5 >0,5-1,5 >1,5

2
0
2 v
‘ Fibrotest Fibrotest |

—

<0,48 et/ou 20,49 et <075 >0.75

PBH F22 sans cirrhose F22 avec cirrhose ‘

Figure 13 : Sequential Algorithm for Fibrosis Evalation (SAFE). Algorithmes décisionnels
séquentiels associant I'APRI et le Fibrotest poar diagnostic non invasif de fibrose
significative (a), de cirrhose (b), ou les deux((t}5).
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Quatre études de validation ont évalué la perfoomadu SAFE dans I'hépatite
chronique C Annexe 5. Les populations de ces travaux avaient des tEarstiques
différentes : la prévalence de la fibrose signtfiea variait de 46% a 76%, et celle de la
cirrhose de 9% a 25%. Le SAFE avait une excellgatidormance pour le diagnostic de
fibrose significative avec 90% a 97% de bien clasetais la PBH était requise chez 52% a
64% des patients. La performance du SAFE pourdgmdistic de cirrhose était tres bonne
avec 89 a 93% de biens classés, pour un taux denéBeétsaire entre 6% a 29%. A noter que
notre équipe, au contraire des autres études, &réname trés faible sensibilité (62%) et VPP
(56%) pour le diagnostic de cirrhose de SAFE (116).

3.2.4.2Algorithme de Bordeaux

L’algorithme de Bordeaux est un algorithme décis@rbasé sur la concordance entre
le résultat d’un test sanguin de fibrose (FibrQtestelui du Fibroscan. Dans I'étude princeps
(70), les auteurs ont calculé les meilleurs salél¥ ouden du Fibroscan pour le diagnostic de
fibrose significative (Metavir #2), de fibrose sévere (MetavieB), et de cirrhose (Metavir
F4). A I'aide de ces seuils diagnostiques et dexckucompteur du Fibrotest, un algorithme
ou la PBH était réservée aux discordances entreldag tests non invasifs a été proposé
(Figure 14).

‘ Fibroscan et Fibrotest |

T

Concordants Discordants
FS <7,1 kPa 7,1< FS <12,5 kPa FS £12,5 kPa
et FT <0,48 et 0,48< FT <0,75 et FT <0,75
Fo/1 F2/3 \ ] F4 | ’ PBH

Figure 14 : Algorithme de BordeauxAlgorithme décisionnel basé sur la concordanceeent
les résultats du Fibrotest et du Fibroscan (70).
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Deux études de validation ont évalué la performased’algorithme de Bordeaux
dans I'hépatite chronique @uinexe 9. Les populations de ces 2 études étaient sentiiple
différentes avec notamment des prévalences desébsignificative a 58% et 76%, et de
cirrhose a 15% et 25%. La performance diagnostejule taux de PBH étaient cependant
similaires dans les 2 études. La performance dgofdhme de Bordeaux était trés bonne
pour le diagnostic de fibrose significative ave®®B8e biens classés, et était excellente pour
le diagnostic de cirrhose avec 95% de biens classsstaux de PBH nécessaires pour le
diagnostic de fibrose significative étaient de 28%%, et de 21 et 25% pour le diagnostic de
cirrhose. Par contre, les résultats des valeudigiiées étaient sensiblement différents entre
les 2 études avec notamment des VPN pour la filsiggeficative a 67% et 85%, et des VPP

pour le diagnostic de cirrhose a 76% et 95%.

Ces deux études ont également comparé les perfoemade l'algorithme de
Bordeaux a celles du SAFRrfnexe 5. Dans les deux travaux, la performance du SAFE
pour le diagnostic de fibrose significative eétaignsficativement supérieure a celle de
I'algorithme de Bordeaux, mais le taux de PBH aleSAFE était également nettement
significativement supérieur. Pour le diagnosticaitehose, I'algorithme de Bordeaux avait
une performance significativement supérieure &aill SAFE dans les deux études ; les taux
de PBH n’étaient pas significativement differentsre les deux algorithmes dans I'étude de
Castereet al alors que notre équipe montrait un taux de PBHI $ignificativement inférieur
avec le SAFE.

3.2.4.3Limites des algorithmes décisionnels

Les algorithmes décisionnels qui combinent lesstash invasifs de fibrose ont pour
principal avantage d’offrir une trés bonne perfonee pour les deux cibles diagnostiques
d’intérét en pratique clinique (fibrose significagiet cirrhose), avec des taux de bien classeés

globalement supérieurs a 90%.

Ces algorithmes décisionnels ont cependant plusianites :
* Les algorithmes séquentiels comme le SAFE nécessite réaliser les tests non
invasifs consécutivement, ce qui implique cenvoquer le patient plusieursfois (dans

I'option économique) avant d’obtenir un diagnostic.
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e La réalisation d'une PBH est nécessaire pour une pportion élevée de
patients: 30 & 65% pour le diagnostic de fibrose signifieg et 20 & 30% pour celui de
cirrhose. Ceci n'est pas compatible avec le concdept« diagnostic non invasif » de la
fibrose hépatique. Ces algorithmes décisionnelpauwent donc pas étre proposés dans une

stratégie de dépistage.

» Les seuils diagnostiques utilisés pour l'interpréthon des tests non invasifs
dans les algorithmes décisionnels ne sont pas vasl En effet, les seuils diagnostiques
utilisés pour interpréter le résultat de I'APRI dde SAFE ou du Fibroscan dans l'algorithme
de Bordeaux sont ceux publiés dans les étudesgmsnade ces tests de fibrose. Or, ces études
avaient inclus des populations de faible effectifbeen souvent non représentatives des
patients vu en pratique clinique. D’autre part, lém SAFE comme dans l'algorithme de
Bordeaux, le résultat du Fibrotest est interprétécales seuils de son compteur dont la
performance diagnostique n’a jamais été validéralEment, comme nous l'avons précise
plus haut (cf § 3.2.2.4), I'idéal serait de dispade larges cohortes représentatives de patients
avec hépatite chronique C pour recalculer les me#tl seuils diagnostiques des tests non

invasifs et ensuite y élaborer les algorithmessiécnels

» L'utilisation des algorithmes décisionnels en pratjue clinique ne correspond
pas a celle décrite dans les publications les ayardlidés.

SAFE. Il existe un SAFE pour chacune des 2 questiue se pose le clinicien : « Ce
patient a-t-il une fibrose significative ? Bigure 13a), et « Ce patient a-t-il une cirrhose ? »
(Figure 13b). Cependant, ces questions ne sont pas exclustvks clinicien a besoin de
répondre aux deux pour correctement prendre ermgelsm patient. Il doit donc appliquer le
SAFE pour le diagnostic de fibrose significative exisuite, si le diagnostic de fibrose
significative est retenu par le diagnostic non sifyacelui pour le diagnostic de cirrhose.
Nous avons évalué et interprété les résultats d8&RE chez 1785 patients avec hépatite
chronique C (116). 303 patients avaient un diagnosin invasif « B2 » par le SAFE pour la
fibrose significative et « pas de cirrhose » parSIBFE pour la cirrhoseTébleau 2.
L'interprétation de ces deux résultats donnait damaliagnostic final « F2/3 ». De méme les
diagnostics non invasifs @B » et « F4 » chez 203 patients donnaient un ditgnénal
« F4 », La PBH était nécessaire chez tous les sapiméents. Au total, l'interprétation des
résultats des 2 SAFE permettait d’obtenir 3 claséagnostiques : « F2/3 », « F4 », et « PBH
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nécessaire »T@bleau 2. Cette classification avait 87,3% de performanta@gnostique
versus 94,6% avec le SAFE pour la fibrose sigrifrea(p<10°) et 89,5% avec le SAFE pour
la cirrhose (p<18). Le taux de PBH nécessaire était de 70,8% vesdi3% avec le SAFE
pour la fibrose significative (p<I) et 6,4% avec le SAFE pour la cirrhose (pELEnfin, il
était nécessaire de réaliser un Fibrotest che24€&s patients versus 35,8% avec le SAFE

pour la fibrose significative (p<1) et 22,2% avec le SAFE pour la cirrhose (p310

Tableau 2 :Interprétation des résultats du SAFE pour la fdeaignificative (Metavir £2)
et du SAFE pour la cirrhose (F4) chez 1785 patieavwsc hépatite chronique C (116). En
italique : diagnostic final (en gras) et taux detipats bien classés par le diagnostic final.

Résultat Algorithme SAFE pour F>2

PBH F>2
Résultat F<3 PBH F2/3
algorithme (1116/1116) (185/303)
SAFE F4 PBH F4
pour F4 (0/0) (101/203)
PBH PBH PBH
(0/0) (112/112)

Ainsi, les algorithmes séquentiels créés pour difftes cibles diagnostiques binaires
ont individuellement de trées bonnes performancegrdistiques, mais il est nécessaire en
pratique clinique de les appliquer successivemeat ainsi une augmentation du taux de

PBH nécessaire et une diminution de la performaiagnostique.

Algorithme de Bordeaux. L’algorithme de Bordeauxnde un diagnostic en 4

classesKigure 14). Cependant, il a été évalué pour le diagnosticaibé de fibrose
significative et celui de cirrhos@&Kinexe 5. Evaluer la performance d’'une classification pour
un diagnostic binaire réduit artificiellement leuxade mal classés. Nous avons évalué la
performance de I'algorithme de Bordeaux a 4 cla@ised, F2/3, F4, PBH) chez 729 patients
avec hépatite chronique C (116). Le taux de patibr@n classés par I'algorithme a 4 classes
était 84,7% versus 88,3% lorsque la cible étadisgnostic binaire de fibrose significative
(p=103, test de MacNemar) et 94,2% lorsque la cible d¢aitiagnostic binaire de cirrhose
(p<10°). Le taux de PBH nécessaire avec I'algorithmedadses était égal & 49,8% versus
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34,6% pour le diagnostic binaire de fibrose sigaifive (p<1C) et 24,6% pour celui de
cirrhose (p<10).

Ainsi, la performance de I'algorithme de Bordeauk éasses est surestimée dans les
études publiées car elles ne l'ont évaluée que pesrcibles diagnostiqgues binaires. En
pratique clinique, la performance de cet algoritidiminue Iégerement, mais le taux de PBH

nécessaire augmente considérablement et avoisi®%.

Au total, combiner les tests non invasifs dans dig®rithmes décisionnels pour
augmenter la performance diagnostique est une appreéduisante. Cependant, le taux de
patients pour lesquels une PBH est nécessaireélest& avec les algorithmes publiés dans la
littérature. Par ailleurs, I'évaluation des perfamoes diagnostiques de ces algorithmes n’a
pas été conforme a leur utilisation en pratiqueiglie. Enfin, il est nécessaire d’optimiser les
seuils diagnostiques des tests non invasifs Wilisds les algorithmes décisionnels.

3.2.5 Optimisation des valeurs prédictives

Aucun test non invasif de fibrose ne permet d'abtene tres bonne VPN et une tres
bonne VPP avec un simple seuil diagnostigegure 10). La performance des tests non
invasifs étant maximale a leurs valeurs extrémesstipossible de définir deux intervalles de
valeurs du test ou le diagnostic (par exemple, led&obien classés pour la fibrose
significative) est fiable. En pratique, deux seuitgit calculés : le seuil de VPN a 90% (ou
95% selon le degré d'exigence) pour le diagnogtifitdose significative et le seuil de VPP a
90% (igure 15). Lorsque le résultat du test diagnostique estri@fir au seuil de VPN a 90%
(intervalle de VPN>90%) du test, le patient a au moins 90% de chaeceedpas avoir de
fibrose significative. Au contraire, lorsque le utkat du test est supérieur au seuil de VPP a
90% (intervalle de VPP90%), le patient a au moins 90% de risque d'avoe fibrose
significative. Enfin, lorsque le résultat du test aclus dans l'intervalle situé entre les deux
seuils, le diagnostic n'est pas assez fiable eéterchiné (VPN ou VPP <90%). Cette
optimisation des valeurs prédictives pour le diagicode fibrose significative permet donc
d'obtenir 3 classes diagnostiques : FO/1, indétegnet B2. Il est également possible avec
cette méme méthode d'optimiser les valeurs prediipour le diagnostic de cirrhose et ainsi

d'obtenir les 3 classes diagnostiques suivante8,.irdéterminé, et F4.
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Figure 15 : Intervalles de valeurs prédictives90% pour le diagnostic de fibrose
significative. Deux seuils sont calculés: le selglvaleur prédictive négative (VPN) a 90%
pour la fibrose significative et le seuil de valgarédictive positive (VPP) a 90%. Ces deux
seuils permettent d'obtenir 3 intervalles de diagjiwo: FO/1, indéterminé, et2.

Un test non invasif de fibrose performant est doglai qui inclue le taux le plus élevé
de patients dans les intervalles de valeurs pigdgtélevées (par exempkd0%). Ces
intervalles ont été déterminés pour 5 tests sasgiams notre cohorte de 1056 patients avec
hépatite chronique C (48, 59). Le FibroMetre ékitest sanguin le plus performant car il
incluait 43,5% des patients dans les intervallegadeurs prédictives90% pour le diagnostic
de fibrose significative, versus APRI : 19,6%, Biest : 17,1%, Hepascore : 3,9%, et Fib4 :
1,7% (p<1C entre les testsrigure 16) (48). Pour le diagnostic de cirrhose, les taux de
patients inclus par le FibroMetre (standard) dassihtervalles de valeurs prédictives a 90%,
95%, et 100% étaient, respectivement : 98,0%, 85e¢8%7,5% (59).
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Figure 16 : Taux de patients inclus dans les intervalles deewal prédictives
négative/positive>90% ou de sensibilité/spécificitéd0% pour le diagnostic de fibrose
significative par 5 tests sanguins de fibrose. PXaleurs prédictives; Se : sensibilité, Spe :
spécificité ; d'apres Cales et al (48).

La méthode des intervalles de valeurs prédictivesomc I'avantage de préciser les
modalités d'utilisation des tests non invasifs mtigue clinique. En effet, elle détermine les
valeurs du test qui permettent au clinicien d'afér ou d'exclure de fagon fiable le diagnostic
chez son patient.

Cette méthode a cependant des limites. Elle laiage« zone grise » ou le diagnostic
reste indéterminé. Ainsi, avec le meilleur testgsam, il est nécessite de réaliser une PBH
chez plus de 55% des patients. D'autre part, lesirsprédictives dépendent de la prévalence
de la cible diagnostique dans la population étudiés seuils de valeur prédictive positive et
négative doivent donc étre calculés dans une laogelation représentative des patients vus
en pratique clinique, et ensuite étre validées dares population indépendante avant une
utilisation en pratique clinique.

3.2.6Intervalles de diagnostic fiable
Notre équipe a développé le concept des «intewalle diagnostic fiable ». Cette
méthode consiste a déterminer dans un premier téespsitervalles de valeurs prédictives

pour la cible diagnostique (par exemple : inteeslte valeurs prédictive90% pour le

diagnostic de fibrose significative). Dans un secoemps, la zone indéterminée ou grise
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entre les deux intervalles de valeurs prédictigsirisée en deux nouveaux intervalles selon
le seuil diagnostique (par exemple : seuil diaggasta posteriori de Youdepour la fibrose

significative). Le diagnostic de stade histologicuens ces deux nouveaux intervalles est
différent de la cible diagnostique initiale et @spond a I'intervalle des stades de fibrose dont

la prévalence est90% Figure 17).

Diagnostic : .'1 F1/2 F2+/-1 F22

100 T T

90

80

70

60

50

Stades de fibrose du Metavir (%)
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20 2
10 &=
O_l— o

0 1
Youden
index

Valeur du test de fibrose

Figure 17 : Intervalles de diagnostic fiable poua fibrose significative La valeur du test de
fibrose est divisée en 4 intervalles. Les deuxriaties extrémes correspondent aux
intervalles de valeurs prédictives (négative etifpees >90%. La zone grise entre ces deux
intervalles est divisée en deux nouveaux intersadton le seuil a posteriori de Youden pour
le diagnostic de fibrose significative. Le diagmogbour chacun de ces deux nouveaux
intervalles correspond a la somme des stades desktdont la prévalence attein®0%.

Nous avons déterminé les intervalles de diagndisiide du FibroMeétre pour la fibrose
significative (48) et pour la cirrhose (59) dandreaohorte de 1056 patients avec hépatite
chronique C.

Lorsque la cible diagnostique était la fibrose Higative (Metavir B2), le FibroMétre
pouvait étre divisé en 4 intervalles de diagndsisle (VP> 90%) : FO/1, F1/2, F2+1, etR
(48). 89,5% des patients étaient correctement étapar celle nouvelle classification, sans
aucune PBH nécessaire. La performance des intesve# diagnostic fiable du FibroMétre
pour la fibrose significative a été testée et \édidlans d’autres populations de patients avec

hépatite chronique C (57).
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La cirrhose est un diagnostic important car c’esteastade que surviennent les
complications qui engagent le pronostic vital dasgmts, et qu'il faut débuter un dépistage
du carcinome hépatocellulaire et des grosses wagdicesque hémorragique. Nous avons donc
déterminé les intervalles de diagnostic fiable dardMeétre pour la cirrhose, mais en fixant
un seuil & 95% pour les intervalles de valeursipti&és (59). Au final, le FibroMetre pouvait
étre divisé en 3 intervalles de diagnostic fialpigs( de cirrhose, >R, et cirrhose) qui

classaient correctement 95,1% des patients sans@iRBH nécessaire.

La méthode des intervalles de diagnostic fiablengérdonc un diagnostic non invasif
performant chez 100% des patients, sans aucune ri&8eissaire. L'inconvénient de cette
méthode est qu’elle aboutit a une classificationinm@récise que celle du Metavir, le
diagnostic final étant un intervalle incluant aurins deux stades de fibrose. Ceci peut poser
des problemes décisionnels pour la prise en cldeggatients, par exemple pour l'indication

du traitement antiviral lorsque le diagnostic est2F-

En conclusion de nombreuses méthodes ont été utilisées polueda performance
diagnostique des tests non invasifs de fibroseesHlint toutes leurs propres avantages et
inconvénientsAnnexe 6. Les méthodes permettant d’améliorer le diagonadstlividuel des
patients (intervalles de valeurs prédictives oulidgnostic fiable) sont celles d’intérét pour la

pratique clinique quotidienne.

3.3 Reproductibilité et robustesse des tests non invéside fibrose

Outre la performance diagnostique des tests desihyril faut également évaluer leur
reproductibilité et leur robustesse. tegproductibilité étudie la variabilité de la mesure d’un
test de fibrose a un temps donné, par exempleiff@reshts opérateurs chez un méme patient
pour le Fibroscan ou par différents laboratoires lsuméme prélevement pour les tests
sanguins. Larobustessed’un test correspond a la reproductibilité de safggmance (sa

stabilité), par exemple dans une large populatioiépendante.
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3.3.1 Reproductibilité

Nous avons évalué la reproductibilité des testgwas entre différents laboratoires
d’analyses biologiques : le laboratoire du CHU dj&rs, un laboratoire spécialisé (Mérieux /
Biomnis, Lyon, France), et plusieurs laboratoires1t® ligne (51). La reproductibilité inter-
laboratoire du FibroMetre était excellente avec defficients de corrélation intra-classe qui
variaient selon les sous-études entre 0,942 etl0,B0®e sous-étude ayant directement
comparé les différents tests sanguins montrait Igyuavaient tous une excellente
reproductibilité avec les coefficients de corr@atsuivants : 0,963 pour le FibroMétre, 0,984
pour le Fibrotest, et 0,949 pour 'APRI.

La reproductibilité de la mesure de la dureté higpatpar le Fibroscan s’évalue par la
concordance inter-observateur. Elle est globalemextellente : selon les études, le
coefficient de corrélation intra-classe varie er@87 et 0,98 pour la concordance inter-
observateur, et entre 0,94 et 0,98 pour la conoomlantra-observateur (74, 75, 117-121).
Cependant, plusieurs facteurs influencent la calaure inter-observateur: le rapport
IQR/médiane (74, 119, 121), le niveau de dureté§b hépatique (74, 118), le BMI (74,
118), le site de mesure (74), et la présence datéatose hépatique (118). Notre équipe a
ainsi montré que la reproductibilité inter-obseeuaitétait médiocre pour les faibles valeurs de
dureté hépatique, celles correspondant aux stadesniédiaires et faibles de fibrose (74).
Dans notre étude, I'écart de mesure entre les dpérateurs était en moyenne de +30%.
Ainsi, pour une dureté hépatique mesurée a 10 lePasultat du second opérateur pouvait
aller de 7 kPa (en faveur d'une fibrose signifiegtia 13 kPa (en faveur d'une fibrose sévere,
voire d’'une cirrhose). Nos résultats montraient l&gant que la concordance inter-
observateur diminuait lorsque le BMI étal25, le rapport IQR/médiane >25%, et lorsque la
mesure de la dureté hépatique n’était pas effectuéde site de référence (au croisement
entre I'espace intercostal situé sous la limiteésigpre de la matité hépatique et la ligne

axillaire médiane).

Finalement, nous avons comparé la reproductibiies résultats de la PBH, du
Fibroscan et du FibroMeétre dans plusieurs étude®)(JApres avoir converti les résultats du
FibroMetre et du Fibroscan en stades Metavir, helices kappa étaient les suivants : 0,336
pour la PBH lue par un pathologiste d&°1ligne (faible reproductibilité), 0,640 pour le
Fibroscan (bonne reproductibilité), et 0,874 pauFlbroMeétre (excellente reproductibilité).
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Ces résultats permettent de classer les testshoesdi selon leur reproductibilité « dans la

vraie vie » : tests sanguins > Fibroscan >> PBH.

3.3.2Robustesse

Nous avons évalué la robustesse des tests sargprigsune large population de 825
patients avec hépatite chronique C et une répartigprésentative des stades de fibrose (FO :
5%, F1 : 47%, F2 : 25%, F3 : 12%, F4 : 11%) (&5)e RLB incluant toutes les variables du
test a été realisée pour chaque test sanguin. BagRur I'Hepascore ne sélectionnait plus la
bilirubine et celle pour le Fibrotest ne sélectiammi I'age ni la bilirubine. Ces variables
n'avaient donc pas de valeur indépendante et niagpat pas d’information supplémentaire
pour le diagnostic non invasif de fibrose dans daypation étudiée, montrant ainsi que les
tests sanguins correspondants n’étaient pas rabuoerr le FibroMeétre, toutes les variables
composites étaient de nouveau sélectionnées [RirBa Ces résultats ont été confirmés avec
une technique bootstrap dans notre cohorte de p@fi€énts avec hépatite chronique C (123).
La RLB a été répétée sur 1000 échantillons détersngar tirage au sort avec remise a partir
de la population initiale. Chaque variable du Fldédre était sélectionnée par la RLB dans au
moins 700 échantillons, alors que la bilirubine Hibrotest et de I'Hepascore n’était

sélectionnée respectivement que dans 25 et 96 @tdran(Figure 18).

Figure 18 :

Number of significant independent predictions for significant fibrosis of markers
included in blood tests among 1000 samples according to bootstrap resampling in
population #1. The most robust markers (selected in >94% of the bootstrap models) are
in roman characters and the least robust (selection<77%) in italic characters.

FibroMeter Fibrotest Hepascore

Marker 2G 3G

Alpha 2 macroglobulin 1000 1000 1000 1000
AST 999 997 - -
Age 991 999 1000 990
Platelets 980 989 - -
Prothrombin index 969 997 - -
Sex 968 943 891 980
Haptoglobin - - 965 -
Apolipoprotein Al - - 989 -
GGT - 723 1000 992
Urea 768 630 - -
Hyaluronic acid 698 - - 999
Bilirubin - - 25 96

Cales et al, Clin Chem 2010
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Le seuil diagnostique de chaque test sanguin peutidgnostic binaire de fibrose
significative a également été recalculé et, conipamment aux seuils diagnostiques
initialement publiés, le taux de patients pour leds le diagnostic était modifié avec le
nouveau seuil était de 18,2% pour I'APRI, 5,8% pleuFibrotest, 2,4% pour I'Hepascore, et
0,8% pour le FibroMeétre. La reproductibilité du $eliagnostique était donc variable selon
les tests.

L’ensemble de ces résultats suggéraient que |@Mistre était le test sanguin offrant la

plus grande robustesse.
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4. TRAVAUX PERSONNELS

4.1 Présentation du travail de these

Depuis décembre 2008, La HAS recommande en premni@mtion I'utilisation d’'un test
non invasif de fibrose (Fibroscan ou Fibrotest adbrdMetre ou Hepascore) pour le
diagnostic de fibrose hépatique ou de cirrhose thdulte avec une hépatite chronique C
non traitée et sans comorbidité. Si le résultatedtinon invasif utilisé est discordant avec la
clinique ou si le résultat n'est pas interprétabie,des trois autres tests ou la PBH peut étre
réalisé en seconde intention. Ces recommandationstitient une réelle avancée dans la
prise en charge des patients avec une hépatitaigheoC car il est désormais possible de se

passer de I'examen invasif qu’est la PBH pour éfalkel degré de fibrose hépatique.

Cependant ces recommandations restent assez theoiqr elles ne détaillent pas les
modalités d’utilisation des tests non invasifs ibeose en pratique clinique. En effet, il n’est
pas précisé si les tests de fibrose doivent éilisast a 'aide de seuils diagnostiques qui
permettent de répondre a une question binaire gpoésabsence de fibrose significative,
présence/absence de cirrhose) ou avec leur compeeiibrose qui permet d’estimer le stade
Metavir. Concernant les seuils de fibrose, il njga$ précisé lesquels sont a utiliser. Pour les
raisons que nous avons détaillées plus haut (c1)3.tes seuils diagnostiques calculés dans
les études publiées varient d’un travail a 'adtene sont donc actuellement pas clairement
définis. Enfin, les performances diagnostiques dawpteurs de fibrose du Fibroscan, du
Fibrotest, et du FibroMétre (non disponible pourdpascore) ont été insuffisamment

évaluées pour une utilisation en pratique clinique.
L’objectif de notre travail de These était doncrd&iorer I'utilisation et la performance

du diagnostic non invasif de fibrose hépatique eatigue clinique au cours de I'hépatite

chronique C en développant plusieurs concepts rdétbgiques :
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1. Création d’'un test sanguin spécifiquement dédiér pewdiagnostic de cirrhosetde
SNIFF 17)

2. Evaluation de la performance diagnostique d’assiocia synchrones de tests non
invasifs de fibrosedtude VINDIAG 6)

3. Utilisation d’associations synchrones de tests inwasifs de fibrose adaptées a la cible
diagnostique pour la création d’'une nouvelle cfasdion non invasive de fibrose
permettant une estimation performante du stadeolbgiiue de fibrose étude
VINDIAG 7).

4.2 Patients et méthodes

4.2.1Patients

4.2.1.1Etude SNIFF 17

Cette étude a regroupé les données individuelles3détudes indépendantes
précédemment publiées (46, 124, 125) et de 2 pomutanon publiées (Angers et Bordeaux).
Les critéres d’inclusion et de non inclusion étaisimilaires entre les 5 populations. Les
patients avec une hépatite chronique C (sérolaghR& du VHC positifs dans le sérum) et
pour lesquels étaient disponibles une PBH ainsilegienarqueurs sanguins de fibrose ont été
prospectivement inclus entre 1994 et 2007 dan@a=: Angers (46), Tours et 5 centres de
Provence-Alpes-Cote d’Azur (124), Grenoble (125Berdeaux. Les 5 centres de Provence-
Alpes-Cote d’Azur incluaient 3 centres de soinsoadaires (dont 2 publics et 1 privé) et 2
centres de soins tertiaires (124).

Les criteres de non inclusion étaient: autres esmud’hépatopathie chronique
(notamment la co-infection hépatite B et/ou VIH, @te consommation de boissons
alcoolisées >30 g/j dans les 5 ans précédant Uigigh), cirrhose décompensée, et traitement
anti-fiborosant dans les 6 mois précédant l'inclosid Tours et dans les 5 centres de

Provence-Alpes-Cote d’Azur, les patients avec uBld R15mm étaient également exclus.
1056 patients avec une hépatite chronique C, une PBet les tests sanguins de

fibrose ont été inclus dans cette méta-analyse (Ae : 300+135 patients, Provence-
Alpes-Cote d’Azur : 217, Tours : 159, Grenoble : 19, et Bordeaux : 96).
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4.2.1.2Etude VINDIAG 6

Les criteres d’inclusion de cette étude étaienatiepts avec une hépatopathie
chronique, quelque soit I'étiologie, pour lesquétsient disponibles une PBH, les tests
sanguins de fibrose, et une mesure de la duretgibép par le Fibroscan. Les patients avec
une complication de cirrhose (ascite, rupture déceainfection systémique, ou carcinome

hépatocellulaire) étaient exclus de I'étude.

390 patients avec une hépatopathie chronique, uneBH, les tests sanguins de
fibrose, et une mesure de la dureté hépatique ontéinclus dans I'étude VINDIAG 6 :
194 a Angers (avril 2004 — juin 2007 : populatiomxploratoire), et 196 a Bordeaux et
Rabat (septembre 2003 — avril 2007 : population dealidation).

4.2.1.3Etude VINDIAG 7

L’étude VINDIAG 7 a regroupé deux populations meétitriques, une exploratoire et
une de validation.

3 centres (Angers, Bordeaux, et Grenoble) ont stds patients dans la population
exploratoire. Les criteres d’inclusion étaient :tigrts avec une hépatite chronique C
(sérologie et ARN du VHC positifs dans le serumiiplesquels une PBH, les tests sanguins
de fibrose, et une mesure de la dureté hépatiquéep@ibroscan étaient disponibles. Les
patients avec une complication de cirrhose (asaifgure de varice, infection systémique, ou
carcinome hépatocellulaire) étaient exclus de diétu

La population de validation était celle de I'étunhlticentrique (19 centres) ANRS
HC EP 23 FIBROSTAR (50). Les criteres d'inclusicend cette étude étaient : patient avec
une hépatite chronique C, naif de tout traitement’ayant pas recu de traitement permettant
I'éradication virale depuis 6 mois, intervalle d’'mwins 6 mois entre la PBH et le traitement
antérieur pour les patients non naifs, et PBH >20ims criteres de non inclusion étaient :
autre cause d’hépatopathie chronique associée nfection hépatite B et/ou VIH,
consommation chronique d’alcoeB0g/j chez 'homme er20g/j chez la femme, maladie
métaboliqgue du foie, hémochromatose, hépatite imuadne, exposition a des toxiques),
antécédent de maladie systémique sévere, traiteamdAHC soit a visée anti-virale soit a
visée anti-fibrosante depuis moins de 6 mois. 5aflepts ont été inclus dans I'étude
FIBROSTAR. Les 132 patients de I'étude FIBROSTARadiéclus dans la population
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exploratoire de I'étude VINDIAG 7 ont été exclus ¢k population de validation de
VINDIAG 7.

729 patients avec une hépatite chronique C, une PBHes tests sanguins de
fibrose, et une mesure de la dureté hépatique ontéinclus dans I'étude VINDIAG 7 :
349 dans la population exploratoire (Angers : 99 geents, Bordeaux : 133, Grenoble :

117), et 380 dans la population de validation.

Au total, ce travail de Thése a regroupé 3 étudekiant un total de 2175 patients
(Tableau 3. Tous les patients ont donné par écrit leur cateseent libre et éclairé avant de
participer a ces études. Toutes les études étammiormes aux regles éthiques de la
déclaration d’Helsinki en vigueur, et avaient ébéités approuvées par un comité local

d’éthique.

Tableau 3 :patients inclus dans les études SNIFF 17, VIND&&t VINDIAG 7

Etude Etiologie Population Centres Patients PBH Test Fibroscan
(n) sanguins
SNIFF 17 VHC - 9 1056 N N -
Exploratoire Angers 194 \ \ \
VINDIAG 6 Toutes
o Bordeaux
Validation 196 \ \ \
Rabat
Angers
Exploratoire g joaux 349 \ \ \
VINDIAG 7 VHC
Grenoble
Validation 19 380 V V V

4.2.2 Histologie
Dans chaque étude, les PBH étaient lues par désnamgoathologistes expérimentés et

spécialisés en hépatologie, en aveugle des domtid@gies, biologiques et élastométriques
des patients. Le degré de fibrose hépatique étaiué avec le score semi-quantitatif de
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fibrose Metavir. La fibrose significative était déé par un stade de fibrose MetavirZ; la
fibrose sévere par3, et la cirrhose par F4.

La lecture des PBH était effectuée par un seuloamatpathologiste a Grenoble et a
Bordeaux. A Angers, Tours, et en Provence-Alpes@iAzur, la lecture était effectuée par
deux anatomo-pathologistes avec une lecture conseaarscas de discordance. Dans I'étude
FIBROSTAR, la lecture des lames histologiques étaihtralisée et réalisée par deux
anatomo-pathologistes indépendants référents, awec relecture consensus en cas de

discordance.

4.2.3 Tests sanguins de fibrose

L’analyse des prélevements sanguins et le dosagemdequeurs de fibrose étaient
réalisés dans les laboratoires de chaque centnes Beons montré que la reproductibilité
inter-centre des tests sanguins de fibrose étadliexte (51). Pour I'étude FIBROSTAR, les
dosages de l'acide hyaluronique, de2l’macroglobuline, de I'apolipoprotéine Al, et de
I’'haptoglobine étaient centralisés dans des laboest de référence.

Dans chaque étude, les tests sanguins de fibrasétércalculés selon les formules
publiées pour le FibroMeétre (55), le Fibrotest (Aiepascore (47), le Fib4 (41), et 'APRI
(40).

4.2.4Mesure de la dureté hépatique avec le Fibroscan

La dureté hépatique était mesurée avec le Fibrogaamn opérateur expérimenté (au
moins 50 examens) en aveugle des données clinigodsgiques, et histologiques du patient.
L’examen s’effectuait selon les recommandationgadmiquant. L’objectif était d’obtenir 10
mesures valides, le résultat final donné par ledsitan correspondant a la médiane de ces 10

mesures valides.
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4.3 ETUDE SNIFF 17

L’article de I'étude SNIFF 17 est présentéfamexe 7

4.3.1 Présentation de I'étude

Les tests sanguins de fibrose ont été majoritaintro@ncus pour prédire le diagnostic
binaire de fibrose significative (cf 8 2.2). Leuerfpormance pour le diagnostic de fibrose

sévere ou de cirrhose, une cible clinique d’intérépratique clinique, a été peu évaluée.

L'objectif de I'étude SNIFF 17 était d’évaluer la performance des tests sanguins
(initialement congus pour le diagnostic de fibrosesignificative) pour le diagnostic de
fibrose sévere (Metavir B3) et celui de cirrhose (Metavir F4), et d’élaborerun test

sanguin spécifiquement dédié pour le diagnostic derrhose.

L’étude SNIFF 17 a inclus 1056 patients avec hépatironique C pour lesquels étaient
disponibles une PBH et les tests sanguins. Lesratont été inclus dans 9 centres francais :

Angers, Provence-Alpes-Coéte d’Azur (5 centres),r§pGrenoble, et Bordeaux.

4.3.2 Discussion des résultats

Les 9 centres ayant inclus les patients dans EE&MIFF 17 incluaient des centres de
soins secondaires ou tertiaires, publiques ou grilde plus, la sélection des patients, le
dosage des marqueurs de fibrose, et I'analyseldustipie des PBH étaient réalisés de facon
indépendante dans chaque centre. Enfin, la présaldes stades Metavir de fibrose dans
notre population (FO : 4,4%, F1: 43,5%, F2 : 27,0%: 14,0%, F4 : 11,2%) était proche de
la prévalence de référence de la méta-analyse @ TB). Ainsi, compte tenu de son
caractére multicentrique, des différents types elgres investigateurs, du large nombre de
patients inclus, et de la répartition adéquate stades de fibrose, notre population était
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estimée représentative de la population généraepdtents avec une hépatite chronique C

vus en pratique clinique.

Nos résultats montrent que les tests sanguins roitsspour le diagnostic de fibrose
significative avaient de trés bonnes AUROC poudignostic de fibrose sévere (0,822 —
0,885) et de cirrhose (0,841 — 0,907). Les AUROCFKdwoMetre pour le diagnostic de
fibrose sévere et de cirrhose étaient significatieet plus élevées que celles des autres tests,
sauf celle de I'Hepascore pour le diagnostic dehosge. Néanmoins, 'AUROC est un indice
de performance global qui ne montre pas la perfoomades tests sanguins en pratique

clinique.

Nous avons donc calculé 2 types de seuils diagnesti : celui correspondant au
meilleur indice de Youden (sensibilité + spécificitl) et celui correspondant a la meilleure
performance diagnostigue. Comme attendu, le tauxpalients biens classés pour le
diagnostic de fibrose sévere et surtout celui dehase était plus élevé avec le seuil de
meilleure performance diagnostique qu’'avec le seeil Youden. Le seuil de meilleure
performance diagnostique semblait donc le plus tédap la pratique quotidienne des
cliniciens qui cherchent a établir le diagnostidiwduel de leur patient.

Néanmoins, le calcul du seuil de meilleure perforoeadiagnostique était fortement
influencé par la faible prévalence de la cible d@ique (fibrose sévere : 25%, cirrhose :
11%). En effet, augmenter la valeur du seuil diajgoe permettait d’augmenter
considérablemené nombre de patient « non malades » bien classés (captéualence était
élevée), alors quie nombre de patients « malades » bien classés ne dimiguaifaiblement
(car leur prévalence était faible). Ainsi, dansragiopulation ou la prévalence de la cirrhose
était faible, on améliorait la performance diagitpst en augmentant la valeur du seuil
diagnostique, mais cette amélioration était surt@dg a un meilleur taux de patients non
cirrhotiques bien classés. Parallelement, comparénailleur seuil de Youden, le seuil de
meilleur performance diagnostique permettait d’aegtar la VPP pour le diagnostic de
cirrhose (+20% a +40% selon le test sanguin), maiprix d’une diminution considérable de
la sensibilité (-40% a -60%). Ainsi, optimiser larfprmance du diagnostic de cirrhose en
calculant le seuil de meilleure performance diagjgae amenait a une situation paradoxale :

avec le meilleur test, le taux de patients biess#a pour la cirrhose était excellent dans la
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population globale (environ 90,9%), mais était smént de 35,7% dans le sous-groupe des

patients cirrhotiques (cible diagnostique).

Nous avons donc déterminé les intervalles de \M$% et a 100% permettant
d’exclure de facgon fiable le diagnostic de cirrho$en’était pas possible de déterminer les
intervalles de VPP95% et a 100% car les VPP des tests sanguins igistent pas ces
valeurs quelque soit le seuil diagnostique chdisi.FibroMeétre était le test sanguin qui
permettait d’exclure le diagnostic de cirrhose at@0% d’exactitude chez le plus grand
nombre de patients : 47,5% versus 31,9% avec lotett (p<10), 24,7% avec I'Hepascore
(p<10%), et 5,4% avec I'APRI (p<If). Ainsi, malgré leur trés bonne performance glebal
les tests sanguins construits pour le diagnostifitdtese significative ne permettaient pas

d’affirmer le diagnostic de cirrhose mais seulendmtd’exclure.

Nous avons finalement tenté d’optimiser le diagicodé cirrhose en élaborant un test
sanguin de fibrose spécifiguement dédié pour legrdiatic de cirrhose. La méthode
d’élaboration était la méme que pour le FibroMeléeié pour la fibrose significative : les 7
variables du FibroMétre ont été introduites comnaiables indépendantes dans une
régression logistique binaire dont la variable délamte était le diagnostic de cirrhose (FO-3
vs F4). De facon intéressante, toutes les vagatileFibroMetre spécifiquement dedié pour
la fibrose significative étaient indépendammentediéau diagnostic de cirrhose. Le
« FibroMeétre cirrhose» comprenait donc les mémes marqueurs de fibrose Ig
« FibroMetre standard> mais avec des coefficienpsdifférents. Un des avantages de ce
nouveau test sanguin de fibrose est donc qu’il paet calculé sans surcolt et dans le méme
temps que le test sanguin original. EieroMétre cirrhoseavait plusieurs autres avantages :

* L’AUROC du FibroMétre cirrhosepour le diagnostic de cirrhose était supérieure a
celle duFibroMetre standard

* Le taux de patients biens classés pour le diagnaticirrhose avec le seuil de
meilleure performance diagnostique était supérauac leFibroMetre cirrhose(93,0% vs
90,9% avec ld-ibroMetre standard p=0,005). Ceci était di a une amélioration dix tde
patients bien classés parmi les cirrhotiques (54y8%85,7% ; p<18) sans modification

significative du taux de patients bien classés paesinon cirrhotiques (97,9% vs 98,0% ;
p=1).
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» Le FibroMetre cirrhosepermettait d’affirmer le diagnostic de cirrhoseawune VPP
a 100% chez 1,3% des patients (11,3% des patiant®tques), alors que IEibroMetre
standardne dépassait pas une VPP de 88,2% quelque so#ldar du seuil diagnostique

testée.

En conclusion,l’étude SNIFF 17 a montré que les tests sanguinbtiose construits
pour le diagnostic de fibrose significative avaiane trés bonne performance globale pour le
diagnostic de cirrhose (AUROC, taux de biens ckagsé le seuil de meilleure performance
diagnostique). Cependant, ces tests permettaietdusud’exclure le diagnostic de cirrhose
alors que leur performance pour affirmer ce diagooétait médiocre. Un test sanguin
spécifiguement construit pour le diagnostic dehcise et incluant les mémes marqueurs de
fibrose que le FibroMetre permettait d’améliorep&formance du diagnostic non invasif de

cirrhose et notamment la performance pour affirogediagnostic.
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4.4 ETUDE VINDIAG 6

L’article de I'étude VINDIAG 6 est présenté annexe 8

4.4.1 Présentation de I'étude

Outre la conception de tests sanguins adaptésibléadiagnostique, une autre maniere
d’améliorer le diagnostic non invasif de la fibrdspatique est d’associer les tests de fibrose.
Plusieurs équipes ont ainsi proposé des algorittasgsciant divers tests sanguins de fibrose
et/ou le Fibroscan (70, 103, 109-111, 114). Lesxddgorithmes les mieux validés sont le
SAFE et l'algorithme de Bordeaux (cf 83.2.4). Cégoathmes permettent d’obtenir une
excellente performance pour le diagnostic de fibregnificative ou de cirrhose. lls ont

cependant plusieurs inconvénients (cf § 3.2.4.3).

L’objectif de I'étude VINDIAG 6 était d’améliorer | a performance du diagnostic
non invasif de fiborose en mettant au point une combaison de tests non invasifs de

fibrose qui contourne les limites des algorithmeséja publiés.

L’étude VINDIAG 7 a inclus 390 patients avec unepd®pathie chronique pour
lesquels étaient disponibles une PBH, les testgusas, et une mesure de la dureté hépatique
par le Fibroscan. 194 patients inclus a Angers tdoagent la population exploratoire et 196

patients inclus a Bordeaux et Rabat la populateralidation.

4 .4.2 Discussion des résultats

Nous avons choisi de combiner les tests de fibpaserégression logistique binaire.
Ceci permettait de s’affranchir des limites desoathmes publiés : la combinaison était
synchrone et non séquentielle avec plusieurs étapame pour le SAFE, et il n'y avait plus
nécessité d’'utiliser de seuils diagnostiques pesitésts de fiborose comme avec I'algorithme
de Bordeaux. La régression logistique binaire péaiiainsi d’élaborer un nouveau test de
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fiborose de « 3génération » qui combinait les tests sanguinsidédribroscan. Par ailleurs,
compte tenu des résultats de I'étude SNIFF 17, mwosis choisi d’adapter nos nouveaux
tests de fibrose a la cible diagnostigue en enntréa pour le diagnostic de fibrose

significative et un pour celui de cirrhose.

Que ce soit pour le diagnostic de fibrose signifeaou celui de cirrhose, c’est le
FibroMetre et le Fibroscan qui étaient les tesiecténnés par la régression logistique
binaire. Nous avons donc élaborésignificant fibrosis indeXSF-index) et lecirrhosis index
(C-index) pour les diagnostics respectifs de fibreggnificative et de cirrhose, selon la
méthode déja utilisée pour les tests sanguins$ dérration.

Le SF-index avait plusieurs avantages. Premierememtnouveau test avait une
AUROC pour le diagnostic de fibrose significativigrsficativement supérieure a celles du
FibroMetre et du Fibroscan, ainsi qu’'un meilleuoffirde performance. Deuxiemement, le
SF-index résolvait deux tiers des discordancesdeti~ibroMetre et le Fibroscan pour le
diagnostic de fibrose significative. Ainsi, le Stdex corrigeait une grande partie des erreurs
diagnostiques individuelles du FibroMétre ou duré#ican. Troisiemement, le SF-index
incluait significativement plus de patients darsilgervalles de VB90% pour le diagnostic
de fibrose significative que le FibroMetre ou Idrdeiscan. Utilisé avec ces intervalles de VP
>90% et une PBH pour les patients dans l'intervaitermédiaire, le SF-index permettait
d’obtenir une excellente performance diagnostice9%0) et un taux de PBH nécessaires
significativement inférieur a ceux du SAFE ou daldorithme de Bordeaux. Enfin, utilisé
avec la méthode des intervalles de diagnostidefigtf §3.2.6), le SF-index permettait de
classer correctement 90,6% des patients sans aB&H&écessaire.

Le C-index offrait pour le diagnostic de cirrhoss imémes avantages que le SF-index
pour le diagnostic de fibrose significative. LAURGQIuU C-index était supérieure a celles du
FibroMetre ou du Fibroscan, mais la différence aitésignificative qu’avec le FibroMetre.
Utilisé avec les intervalles de \\0% pour la cirrhose et une PBH pour les patieatssd
I'intervalle intermédiaire, le C-index permettaitobtenir une excellente performance
diagnostique (91,0%, significativement supérieureelle du SAFE) et un taux de PBH
nécessaires tres faible (9,3%, significativemefériaur a celui de I'algorithme de Bordeaux).
Enfin, utilisé avec la méthode des intervalled@gnostic fiable, le SF-index permettait de

classer correctement 90,3% des patients sans aB&Haécessaire.
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En conclusion la combinaison synchrone du FibroMetre et du dsban permettait
d’améliorer la performance du diagnostic non infvdsi fibrose significative, la fiabilité du
diagnostic de fibrose significative et de celuidiehose, et donc de réduire le recours a la
PBH. Au contraire des combinaisons de tests deodirprécédemment publiées, la
combinaison synchrone s’effectuait en une seulpeét s’affranchissait du probleme des
discordances entre les tests. Enfin, avec la métlied intervalles de diagnostic fiable, la
combinaison synchrone du FibroMetre et du Fibrogoarmettait de classer correctement

plus de 90% des patients sans aucune PBH nécessaire

Néanmoins I'étude VINDIAG 7 avait quelques limit€gemierement, elle incluait des
patients ayant des hépatopathies de cause div&¥sagiemement, la prévalence des cibles
diagnostiques était élevée dans les population®epires et de validation : respectivement
76,3% et 72,4% pour la fibrose significative, et 722 et 39,3% pour la cirrhose. Ces
populations n’étaient donc pas représentativespdésents avec hépatopathie chronique vus
en pratique clinique, ce qui limite I'exportabilithes résultats a la pratique quotidienne.
Troisiemement, deux nouveaux tests de fibrose @ntré@és : un pour la fibrose significative
et un pour la cirrhose. Ainsi, comme pour le SAkKlinicien doit d’abord appliquer le test
pour la fibrose significative puis éventuellemennt,cas de diagnostic de fibrose significative,
celui pour la cirrhose. Enfin, bien que tres réguat rapport aux algorithmes précédents, |l

était toujours nécessaire d’effectuer une PBH clegtains patients.
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4.5 ETUDE VINDIAG 7

L’article de I'étude VINDIAG 7 est présenté annexe 9

4.5.1 Présentation de I'étude

L’étude VINDIAG 6 a montré les difféerents avantagésne combinaison synchrone de
tests non invasifs de fibrose. Cependant, ce trétait limité par le fait qu'il avait inclus des
patients ayant des hépatopathies chroniques deesaliserses, et que les populations
étudiées n’étaient pas représentatives des patresten pratique clinique car la prévalence
des cibles diagnostiques y était plus élevéeait éibnc nécessaire de confronter la méthode
et les résultats de I'étude VINDIAG 6 dans une paiion homogéne de patients ayant une
hépatite chronique C, représentative des patierg®m pratique clinique.

Dans I'étude VINDIAG 6, les combinaisons synchromestests de fibrose ont été
adaptées a la cible diagnostique, car I'étude SNIF&vait démontré les avantages a élaborer
un test spécifiguement dédié pour le diagnosticcitehose. Cependant, comme pour
I'algorithme SAFE, ceci impose d’appliquer danspnemier temps la combinaison synchrone
pour le diagnostic de fibrose significative puis/es diagnostic de fibrose significative est
retenu, d’appliquer dans un second temps la condminasynchrone pour le diagnostic de
cirrhose. Néanmoins, nos combinaisons synchronas lpofibrose significative et pour la
cirrhose utilisent les mémes tests non invasifldese et il donc possible de les calculer en

un seul et méme temps.

L'objectif de I'étude VINDIAG 7 était donc de confirmer les avantages de la
combinaison synchrone de tests non invasifs de fibse dans une population homogene et
représentative de patients ayant une hépatite chrogque C; et d'utiliser les
combinaisons synchrones de tests adaptées a la eildiagnostique pour élaborer une
nouvelle classification non invasive de fibrose ptuperformante que celles des compteurs

des tests non invasifs de fibrose recommandés parHAS.
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4.5.2 Discussion des résultats

Tous les aspects méthodologiques développés damgpnéaédentes études ont été
utilisés dans I'étude VINDIAG 7 pour créer une nell classification non invasive de
fibrose : 1/ combinaison synchrone de tests noasifiv de fibrose par régression logistique
binaire (126, 127), 2/ tests adaptés a la ciblgrdiatique (127, 128), et 3/ intervalles de
diagnostic fiable (48, 59). Finalement, I'assocatides intervalles de diagnostic fiable de
deux nouveaux index, le CSF-index et le SF-indémgcan combinant le FibroMetre et le
Fibroscan par RLB et adaptés respectivement dtadsé significative et a la fibrose sévere,
permettait d’obtenir une nouvelle classificatioRiglire 19) totalement non invasive (0% de

PBH), précise (6 classes diagnostiques), perforen@m% de bien classés), et robuste.

Combination of FibroMeter and Fibroscan Combination of FibroMeter and Fibroscan
by BLR (diagnostic target: severe fibrosis) by BLR (diagnostic target: significant fibrosis)
SF-index CSF-index
0 1 0 1
Intervals of reliable diagnosis Intervals of reliable diagnosis
for severe fibrosis for significant fibrosis
F<2 F2+1 | F3#1 FZ. l/l F1/2 | F2t1 FZZI
0 0.220 0.364 0.870 1 0 0.248 0.615 0.784 1

Pror | f12 | 21 | 22

g (=

F<2 FO/1 F1/2 F1/2
F2+1 F2+1 F2/3 Association of the
F3+1 F3+1 ::i:ﬁz:iagnasis

= - F4
CSF/SF classification : [§0/8 [F1/2 [F2e1[r2/3 | Fas1 | Fall <:D

Figure 19 : Nouvelle classification CSF/SF. Tout d'abord, demsuveaux index sont
calculés : le CSF-index qui combine par RLB le BMetre et le Fibroscan pour le
diagnostic de fibrose significative (MetavirE), et le SF-index qui combine le FibroMetre et
le Fibroscan pour le diagnostic de fibrose sevévetavir F>3). Dans un second temps, les
intervalles de diagnostic fiable du CSF-index sdéterminés pour le diagnostic de fibrose
significative ainsi que ceux du SF-index pour ladse sévere. Finalement, I'association des
intervalles de diagnostic fiable du CSF-index et 8B-index permet de déterminer la
classification CSF/SF.
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L’étude VINDIAG 7 a confirmé dans I'hépatite chrqoe C les résultats obtenus dans
I'étude pilote VINDIAG 6. En effet, parmi les 6 tesgde fibrose étudiés, le FibroMetre et le
Fibroscan étaient bien les tests de fibrose ind#grament liés a chaque cible diagnostique
étudiée. Il est a noter qu’une simple régressigistmue binaire était utilisée dans VINDIAG
6, alors que I'étude VINDIAG 7 a utilisé la méthodes échantillons bootstrap pour répéter
I'analyse multivariée sur 1000 échantillons. Auafine FibroMétre et le Fibroscan étaient de
loin les tests de fibrose les plus souvent sélenée comme indépendamment liés a la fibrose
significative, la fibrose séveére, ou la cirrhoseul avons donc construit 3 nouveaux tests non
invasifs de fibrose (combinaisons synchrones), iiggement dédiés a I'évaluation non
invasive de la fibrose hépatique au cours de I'titgpehronique C et chacun adapté a la cible
diagnostique (CSF-index pour la fibrose signifieatiSF-index pour la fibrose sévere, et C-
index pour la cirrhose). Comme dans I'étude VINDIA les combinaisons synchrones
amélioraient significativement 'AUROC pour le diagstic non invasif de fibrose
significative (et de fibrose séveére) par rappox ests seuls. De la méme maniére, TAUROC
du C-index était supérieure a celle du FibroMetrdwe Fibroscan mais la différence n’était
significative qu’avec le FibroMetre. Enfin, les cbimaisons synchrones amélioraient le
diagnostic fiable de chaque cible diagnostique.

Utilisés avec la méthode des intervalles de diaimdgble, les 3 combinaisons
synchrones permettaient de bien classer plus ded#3%atients pour le diagnostic de fibrose
significative ou de fibrose séveére, et plus de 958ar celui de cirrhose. Comme nos 3
combinaisons synchrones incluaient les mémesdedfibrose, il était possible de les calculer
en un seul et méme temps et donc de produire Jakshgs fiables (issus des intervalles de
diagnostic fiable de chague combinaison synchrdPmier résultat marquant : il n’existait
jamais de discordance entre les 3 résultats. Neoissadonc cherché a évaluer I'association
de ces résultats de diagnostic fiable. L’assomatio diagnostic fiable du CSF-index avec
celui du SF-index permettait d’élaborer une nowvelassification non invasive de fibrose
incluant 6 classes (classification CSF/SF : FOM2FF2+1, F2/3, F3+1, F4). L'association
du diagnostic fiable du CSF-index avec celui dun@ek permettait d’obtenir une autre

classification incluant les 6 mémes classes (dlaason CSF/C).

Nous avons également déterminé les intervallesatgdstic fiable du FibroMétre pour
la fibrose significative et ceux du Fibroscan ptaufibrose sévére. Nos résultats montraient
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que leur performance diagnostique n’était pas Bagivement difféerente de celles des
combinaisons synchrones. Une question se posai$ altassociation des intervalles de
diagnostic fiable de simples tests de fibrose @M#tre et Fibroscan) ne serait-elle pas aussi
performance que celle des combinaisons synchrgies, complexes ? Nos résultats ont
clairement montré les inconvénients d’'une comborades diagnostics fiables du FibroMeétre
et du Fibroscan. Tout d’abord, il existait des digances entre les diagnostics fiables du
FibroMetre et ceux du Fibroscan, avec par conséquendiagnostic indéterminé et la
nécessité de réaliser une PBH. La performance dgtiglue de I'association des intervalles
de diagnostic fiable du FibroMetre et du Fibrosnatait pas robuste : le taux de bien classés
était de 82,8% dans la population exploratoire mdaisnuait trés significativement a 69,4%
dans la population de validation. Enfin, que ce dans la population exploratoire ou dans
celle de validation, I'association des intervalths diagnostic fiable du FibroMeétre et du
Fibroscan avait une performance diagnostique sogifement inférieure a celle de la
classification CSF/SF.

Ayant confirmé I'intérét des combinaisons syncheode tests de fibrose dans I'hépatite
chronique C et la possibilité d’élaborer une nolevelassification non invasive de fibrose, la
seconde question était : quelle est la meilleuassification entre la classification CSF/SF et
la classification CSF/C ? Nos résultats ont mowwé la classification CSF/SF avait une
performance diagnostique significativement supéei€ucelle de la classification CSF/C dans
la population de validation, et surtout qu’elle rpettait de trés significativement mieux
classer les patients cirrhotiques, le sous-groupepatients ayant le plus haut risque de

complication.

Enfin, la derniére question était : nos résultatst-§is exportables a la pratique clinique
quotidienne ? Comme dans I'étude VINDIAG 6, la @énce des cibles diagnostiques dans
la population exploratoire était plus élevée queeae la population de référence de la méta-
analyse de Thein (8). Néanmoins, et de facon t&sdssante, la performance diagnostique
de la classification CSF/SF n'était pas significatnent différente entre la population
exploratoire et la population de validation dargukle la prévalence des stades de fibrose
était beaucoup plus proche de celle de référeniosi,Ain autre avantage de la classification
CSF-SF est la robustesse de ses résultats qui plEuneexportation a la pratique clinique.

Ceci est tres probablement di a la robustessentimwalles de diagnostic fiable que nous
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avons demontré dans 4 populations regroupant 2@&@nps avec hépatite chronique C

(données non publiées).

La classification CSF/SF avait une performance ribagque trés significativement
supérieure a celle des compteurs de fibrose desdedibrose recommandés par la HAS. En
effet, la performance diagnostique de ces compteeidepassait pas 70%, et méme pas plus
de 45% pour le Fibrotest qui a été le premier nest invasif de fibrose a étre recommandeé
pour une utilisation en pratique clinique. La cifasgtion CSF/SF permettait de classer
correctement 87% des patients, amenant par la no@memélioration trés significative du
diagnostic non invasif de fibrose en pratique g. Il est a souligner que notre référence de
fibrose était la PBH qui n'est pas un gold-standdral performance de la classification

CSF/SF est donc trés probablement encore supégaukslité, et donc excellente.

Bien qu’elle permet une amélioration trés signtia du diagnostic non invasif de
fibrose en pratique clinique, la classification C&F peut donner I'impression d’étre tres
complexe a utiliser car elle nécessite plusiewapés : 1/ calcul du FibroMetre et mesure de la
dureté hépatique, 2/ calcul du CSF-index et durBlex, 3/ détermination des intervalles de
diagnostic fiable du CSF-index et du SF-index, ®fine4/ association des intervalles de
diagnostic fiable. Cependant, toutes ces étapegepeétre informatisées, le clinicien n’ayant
finalement qu’'une simple manipulation supplémestadr faire : indiquer le résultat du
Fibroscan lors du calcul du FibroMeétre. Par aikedtapparente limite de la classification
CSF/SF liée au fait gu’elle nécessite d’effectusmxdmeéthodes différentes est en fait un atout
car elle aborde la fibrose sous deux aspect différe marqueurs biologiques et dureté
physigue du foie. Obertt al ont montré que les paramétres biologiques maikeibgat la
dureté physique (foie ferme) étaient des paramétddpendamment liés au diagnostic de
cirrhose (108). La classification CSF/SF prend emte cette dureté physique par le résultat
du Fibroscan et regroupe ainsi un ensemble clibiotzgique et physique dont le résultat du
Fibroscan serait la®ariable. En outre, en pratique pour le patiemistles examens (bilan
biologique et mesure de la dureté hépatique pkitle@scan) peuvent étre réalisé en un seul
temps.

Ainsi, la classification CSF/SF permet de contoutoetes les limites des associations
de tests de fibrose précédemment publiées (SAReritime de Bordeaux) : I'association
synchrone des tests non invasifs de fibrose statfrade I'utilisation de seuils diagnostiques
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et donc des discordances entre les tests, leagédelta classification CSF/SF est plus détaillé
(6 classes) gu’'un simple diagnostic binaire, il@sienu en une seule étape, et enfin aucune

PBH n’est nécessaire.

Une limite de la classification CSF/SF pourraiteéta relative imprécision de son
diagnostic car chacune de ses classes diagnostiquespond a 2 ou 3 stades histologiques
de fibrose. Néanmoins, cette relative imprécisiermet trés probablement de réduire le taux
de mal classés. Par ailleurs, bien que moins meldsclassification CSF/SF comprend plus
de classes diagnostiques que la classification Wefi@spectivement 6 versus 5 classes). La
valeur pronostique de cette classification a «a@led non invasifs » de fibrose devra étre
évaluée dans des études longitudinales qui prendoonme critere de jugement principal les
événements cliniques. De tels travaux permettrendéterminer une prise en charge des
patients basée sur le résultat des tests non favemins aucune référence a la classification
histologique du Metavir. Par ailleurs, d’autresdétsi évaluant le rapport codt-efficacité d’'une
prise en charge des patients basée sur les résstititde la PBH soit de la classification
CSF/SF permettront de déterminer la pertinencéutibdation de la classification CSF/SF en

pratique clinique.

En conclusion I'étude VINDIAG 7 a confirmé les résultats de I'dauVIDIAG 6 dans
une population homogéne et représentative de patgant une hépatite chronique C, ety a
démontré I'intérét des combinaisons synchronesedts tnon invasifs de fibrose hépatique.
L’association des nouvelles combinaisons synchrdedgsts de fibrose, basée sur intervalles
de diagnostic fiable, permet d’élaborer une noavelassification de fibrose a 6 classes dont
la performance diagnostique est robuste et tresifisigtivement supérieure a celles des
compteurs des tests de fibrose recommandés pa3a(Fibrotest, FibroMetre, et Fibroscan).
Cette nouvelle classification permet ainsi d’anréliatres significativement la performance
du diagnostic non invasif de fibrose en pratiquaeiglie, sa précision, et d’étre réellement

exclusivement non invasif.
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5. DISCUSSION GENERALE

5.1 Amélioration des recommandations de la HAS

Les recommandations de la HAS « Méthodes non ivessde mesure de la
fibrose/cirrhose hépatique » de décembre 2006 geiidécembre 2008 (81) constituent une
réelle avancée dans la prise en charge des patieatsune hépatite chronique C. En effet,
pour évaluer le degré de fibrose hépatique chezpdggents adultes avec une hépatite
chronique C non traitée et sans comorbidité, ildéstormais possible d'utiliser en premiere
intention un test non invasif de fibrose parmi lbrétest, le FibroMetre, I'Hepascore, ou le
Fibroscan. En cas de discordance entre le réseltdd clinique ou lorsque le test est
ininterprétable, un des 3 autres tests non invasifda PBH peut étre réalisé en seconde

intention. La PBH est donc devenu un examen densieceoire de troisieme ligne.

Bien gu’elles affirment la place du diagnostic namasif de fibrose dans la prise en
charge des patients avec une hépatite chroniquee€ recommandations ont des limites
(Annexe 10Q. En effet, elles ne donnent aucune précisionesimodalités d’utilisation des
tests non invasifs en pratique clinique. Ainsi, lge®nt les seuils diagnostiques a utiliser pour
les tests non invasifs de fibrose ? En pratiqueidtlie, les tests sont utilisés avec leur
compteur de fibrose (54, 55, 69) mais nous avonstraalans I'étude VINDIAG 7 que leur
performance diagnostique était médiocre voire itnasvaise. Il est ainsi impossible de savoir
aujourd’hui si les recommandations de la HAS onél@gmé la prise en charge des patients
avec une hépatite chronique C. Le nombre de PBéttasdiminué mais combien de patients
n'ont pas eu de traitement antiviral ou de prograa surveillance de cirrhose en raison

d’'une erreur diagnostique des tests de fibrose ?
Les algorithmes combinant les tests de fibross,geé le SAFE (115) ou l'algorithme de

Bordeaux (70), permettent d’améliorer le diagnostio invasif de fibroseAnnexe 10Q. Tout

d’abord, ils précisent les modalités d’utilisatidas tests de fibrose : quel test utiliser, quel
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seuil diagnostique appliquer, et quel résultat #andre. Ensuite, ils ont une excellente
performance pour le diagnostic de fibrose signiifieaou de cirrhoseAnnexe 5. Cependant,
comme nous l'avons déja précisé, ils ont plusidumites : 1/ I'excellente performance
s’obtient au prix d’'un taux de PBH nécessaire qate élevé (et dont le principe méme recéle
quelque part une certaine antinomie avec plusigppdications d’'un diagnostic non invasif),
2/ les algorithmes SAFE sont séquentiels, en plusi€tapes, ce qui peut imposer de
reconvoquer le patient plusieurs fois, et enfied/ algorithmes SAFE ne donnent que des
diagnostiques binaires de fibrose significativedaucirrhose ce qui impose d’appliquer les
deux algorithmes avec une augmentation du risqereadir diagnostique et également du taux
de PBH nécessaire. Il faut également rappeler ‘gigotithme de Bordeaux, a 3 classes dans
la publication princeps (70), n'a été évalué querrpdes diagnostics binaires avec par

conséguent une surestimation de sa performanceaditigue.

Nous avons développé plusieurs méthodes pour améle performance du diagnostic
non invasif de la fibrose hépatique au cours dépétite chronique CFgure 20): tests
sanguins adaptés a la cause de I'hépatopathie {déls sanguins adaptés a la cible
diagnostique (étude SNIFF 17), intervalles de valguédictives>90% (55), intervalles de
diagnostic fiable (55), combinaison synchrone dstéétudes VINDIAG 6 et 7), et enfin
association des intervalles de diagnostic fiable ctembinaisons synchrones de tests (étude
VINDIAG 7). Tous ces concepts méthodologiques détigilisés dans I'étude VINDIAG 7
pour aboutir a la conception d’'une nouvelle clasaifon non invasive de fibrose: la
classification CSF/SF. Cette classification a ureetiente performance pour le diagnostic
non invasif du stade histologique Metavir de fierq87% de patients bien classés), tres
significativement supérieure a celles des compteerfibrose du FibroMetre, du Fibroscan, et
surtout du Fibrotest. Par ailleurs, la classifimatCSF/SF contourne toutes les limites des
recommandations de I'HAS ainsi que celle des algaores combinant les tests non invasifs
de fibrose Annexe 1Q. En effet, cette classification est déterminéeura seule étape, ne
nécessite pas d’utilisation de seuils diagnostiquas les tests non invasifs de fibrose et
s’affranchi donc des problémes de discordances ésdrtests, le diagnostic est plus précis (6
classes) qu’un simple diagnostic binaire (2 clgssagperformance diagnostique est robuste,
et enfin aucune PBH n’est nécessaire. Nous avomg dois au point une nouvelle
classification de fibrose permettant un diagnottialement non invasif (0% de PBH) des
stades histologiques de fibrose avec une excelf@rfermance diagnostique. En pratique, le
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clinicien n’a qu'a préciser le résultat du Fibrasclors de la saisie des variables du
FibroMétre.

Etude Etiologie Méthode Classes diagnostiques PD (%)
SNIFF 19 VHC Compteur du FibroMétre (FM) l1 F1 ! F1/2 | F2/3 F. 68-75 K %
- VHC Compteur du Fibroscan (FS) .1 F1/2 | F2 F3 F. 55-65

Test construit pour la cirrhose
CirrhoMeétre

SNIFE 32 VHC Ir]terval\les de diagnostic fiable F1/2 F2+1 F
FibroMeétre

Intervalles de diagnostic fiable
CirrhoMeétre

VINDIAG 6  Toutes Comblna'lson FllctrOIYI'etre' + Fibroscan PBH E>
Pour la fibrose significative

Combinaison FibroMétre + Fibroscan
Pour la cirrhose

SNIFF 17 VHC

SNIFF 34 VHC

F<3 PBH

o

Combinaison de tests adaptées a la cible

VINDIAG 7 VHC + intervalles de diagnostic fiable

F1/2 | F21 : F2/3 86,7

Classification CSF/SF

Figure 20 : Méthodes développées pour améliorer la performahceiagnostic non invasif

de la fibrose hépatique dans I'hépatite chroniqud.@tilisation de toutes ces méthodes dans
la méme procédure a permis de créer la classificatCSF/SF dont la performance
diagnostique est significativement supérieure aeseldu FibroMetre et du Fibroscan
recommandés par la Haute Autorité de Santé (HAB)chise. Les études présentées dans ce
travail de Thése sont surlignées en jaune. PD fquarance diagnostique (taux de patients
bien classés) ; VHC : virus de 'hépatite C ; PBHanction-biopsie hépatique.

5.2 Quel est I'avenir du diagnostic non invasif d& fibrose hépatique ?

Nous disposons de plusieurs outils utilisables eatique clinique qui permettent
d’estimer le stade histologique de fibrose hépatiqules tests sanguins de fibrose, le
Fibroscan, et maintenant la nouvelle classificat@@SF/SF. Ces outils ont été élaborés et
évalués pour leliagnostic du degré de fibrose hépatique car il est bien iétald c’est un

déterminant majeur dyronostic des patients ayant une hépatite chronique C. Cepénéds
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tests non invasifs de fibrose et plus particuliggeimla classification CSF/SF sont bien
corrélés aux stades histologiques et donc au dimifibrose hépatique : n'ont-ils donc pas
eux aussi une valeur pronostique dans I'hépatiteniue C ? Plusieurs études ont suggéré
que les tests non invasifs de fibrose ont une vgbkeanostique au cours des principales
causes d’hépatopathies chroniques : hépatite C-1329 co-infection hépatite C et VIH
(132), hépatite B (133, 134), alcool (135), cirraddliaire primitive (136), ou causes diverses
(137). Dans I'étude de Naveatial (135), TAUROC des tests sanguins pour prédirddees
n'était pas significativement différente de celkeld classification histologique. Ainsi, plut6t
gue de continuer a évaluer la performance diagnestdes tests et des classifications non
invasives de fibrose en prenant comme réféerenBdH (une référence imparfaite avec pour
conséquence une évaluation diagnostique biaidésgmble désormais nécessaire d’évaluer
leur valeur pronostique en prenant comme référéesecvénements cliniques (138). Ceci
permettra de déterminer les sous-groupes de patéemisque et de proposer une prise en
charge basée uniqguement sur les résultats du diigmon invasif de fibrose, permettant
ainsi de s’affranchir completement du degré higjigjoe de fibrose et donc de la PBH pour la

validation de ces tests.

Une modélisation de I'évolution de I'hépatite C Emance a prédit que, dans les
conditions actuelles de dépistage, la mortalitgutable au VHC augmentera jusqu’en 2010
avec 1100 déces par CHC et 2000 par insuffisanpatbéellulaire, puis diminuera ensuite
(139). Par ailleurs, les anti-protéases BoceprelviFelaprevir vont enfin étre disponibles en
pratique clinique en 2011 par le biais dAutorieas Temporaires d’'Utilisation.
Actuellement, le stade histologique de fibrose infess un critere d’indication de traitement
antiviral dans les hépatites C chroniques de g@eo2you 3 : compte tenu des excellents taux
de guérison (80-90%) le traitement peut étre prépastous les patients afin d’obtenir
I'éradication virale. Compte tenu des trées bonsctda réponse virale soutenue avec les
trithérapies associant interféron pégylé + ribanrir anti-protéase dans I’hépatite chronique
C de génotype 1, on peut supposer que le criteude shistologique de fibrose prenne de
moins en moins d’importance dans la décision deiééhun traitement anti-viral. Cependant,
I'hépatite chronique C reste une maladie endémdzgures le monde et il est fort probable que
de nombreux pays continueront, pour des raisoneo@gigues, a sélectionner les patients

pour un traitement antiviral sur le degré de filerd®patique. Par ailleurs, les tests non
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invasifs de fibrose garderont toujours leur int¢@@tr le diagnostic de cirrhose dans I'hépatite

chronique C.

L’ensemble des travaux dans I'hépatite chroniqua @ermis de mettre au point des
outils (tests sanguins, Fibroscan) et des coneagtsodologiques qui doivent maintenant étre
transposés aux autres causes d’hépatopathie cheowigns lesquelles le diagnostic non
invasif de fibrose a encore été peu évalué. Idésbrmais nécessaire d’évaluer les tests non
invasifs de fibrose dans les hépatopathies chresi@lcooliques car elles sont fréquentes en
France, mais aussi et surtout dans les hépatopatlyigmétaboliques qui deviennent un
probleme de santé publique avec l'augmentationssamite de l'obésité dans les pays
développés comme le notre. Les futurs travaux dimerehe devront y évaluer : la
performance des tests de fibrose existants, legsetles méthodes de diagnostic non invasif
de la fibrose hépatique (nouveaux marqueurs biqlexs de fibrose, élastométrie par
résonnance magnétique, élastométrie acoustiqueyenmead’élasticité ... cf 8§2.5), l'intérét
des combinaisons de tests de fibrose pour augmianperformance diagnostique, et enfin la
valeur pronostique des tests de fibrose afin dpgser une prise en charge des patients qui ne
nécessite pas le recours a la PBH.

Les concepts développés pour le diagnostic norsihda la fibrose hépatique pourront
également étre transposés aux autres lésions f@gstinotamment la stéatose hépatique et la
NASH, car il est fort probable que le diagnostidaeuantification de ces Iésions seront des
éléments importants pour guider la prise en chalge patients avec un syndrome

dysmétabolique.

Enfin, les outils de diagnostic non invasifs outrenchamp du dépistage de la fibrose
hépatique dans la population générale, ce quiib’n entendu pas possible avec la PBH.
Les critéres établis par 'OMS en 1970 pour la neiseeuvre du dépistage d’'une maladie sont
les suivants : « 1/ la maladie dont on rechercbecés constitue une menace grave pour la
santé publique, 2/ un traitement d’efficacité détrem peut étre administré aux sujets chez
lesquels la maladie a été deécelé, 3/ les moyenopiigs de diagnostic et de traitement sont
disponibles, 4/ la maladie est décelable pendaatpiiase de latence ou au début de la phase
clinique, 5/ une épreuve ou un examen de dépistgace existe, 6/ I'épreuve utilisée est
acceptable pour la population, 7/ I'histoire nallerele la maladie est connue et notamment
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son évolution de la phase de latence a la phaseteymtique, 8/ le choix des sujets qui

recevront un traitement est opéré selon les cstpréétablis, 9/ le colt de la recherche des
cas n’'est pas disproportionné par rapport au clolatydes soins médicaux, 10/ la recherche
des cas est continue et elle n’est pas considém@ene une opération exécutée une fois pour
toute. » Les hépatopathies chroniques et les nestsnvasifs de fibrose répondent a tous ces
criteres. Il est désormais pertinent d’envisagévdluation et la réalisation de programmes de
dépistage de la fibrose hépatique dans la populgimérale a I'aide des tests non invasifs de

fibrose.
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6. CONCLUSION

Le virus de I'hépatite C est présent de fagon épigée dans le monde. La majeure
partie des patients atteints d’hépatite chroniqueeQparviennent pas a détruire le virus et
souffrent d’hépatite virale chronique dont I'hisenaturelle est I'évolution vers la cirrhose et
ses complications. Le pronostic de ces patientdéstminé par le degré de fibrose hépatique
initialement évalué par I'examen histologique d’ypanction-biopsie hépatique. Cependant,
la ponction-biopsie hépatique est une procédurasinme avec un risque de complication
grave voire de déces, il existe un biais d’échlamtilage, et la reproductibilité de I'évaluation
histologique est médiocre. Depuis une dizaine déasn plusieurs méthodes non invasives
d’évaluation de la fibrose hépatique ont été maepoint, notamment les tests sanguins de
fiborose et le Fibroscan. De nombreuses publicatiagant montré leur performance
diagnostique, la Haute Autorité de Santé francaisecommandé depuis décembre 2008 leur
utilisation en premiére ligne pour I'évaluation degré de fibrose hépatique chez les patients

adultes avec une hépatite chronique C non traitéans comorbidité.

Ces recommandations restent cependant limitéda parformance des tests non invasifs
de fibrose utilisés en pratique clinique n’est pes connue. Ce travail de Thése a permis de
développer plusieurs concepts méthodologiques méiliarent la performance du diagnostic
non invasif de fibrose hépatique : tests spécifigpiet adaptés a la cible diagnostique,
combinaisons synchrone de tests non invasifs desi) association des intervalles de
diagnostic fiable des tests de fibrose. Ces noeweathéthodes ont permis d’élaborer une
nouvelle classification non invasive de fibrosesteignificativement plus performante que
celles utilisées jusqu’alors en pratique clinig@ette nouvelle classification, tres simple
d’utilisation, permettra d’améliorer la prise eraohe clinique des patients atteints d’hépatite
chronique C. Il est désormais nécessaire d’évadduealeur pronostique de cette classification
ainsi que celle des tests non invasifs de fibrasgénéral dans I'hépatite chronique C. Par
ailleurs, nos concepts méthodologiques pourrorg éppliqués dans les autres moyens
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diagnostiques et causes d’hépatopathie chronique &y développer le diagnostic non

invasif de la fibrose qui y est jusqu’alors peulaga
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Annexe 1 :Résultats des méta-analyses ayant évalué la penfme du Fibroscan pour le diagnostic non invasibdibrose hépatique dans les

hépatopathies chroniques.

Meta-analyse Etudes Patients Toutes étiologies Hépatite chronique C
AUROC Seuil diagnostique AUROC Seuil diagnogjue
F>2 >3 F4 2 F4 2 F4 2 F4
Shaheen 2007 (64) 4 546 0.83 - 0.95 - - - - -
Talwalkar 2007 (65) 9 2083 0.87 - 0.96 - - - - -
Friedrich-Rust 2008 (66) 50 8478 0.84 0.89 0.94 657. 13.01 0.85 - - -
Stebbing 2010 (67) 22 4430 - - - 7.81 15.56 - 8.44 16.14
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Annexe 2 :Analyse des discordances entre le résultat dwfeisirou du Fibroscan et celui de I'examen hisiglogyde la ponction-biopsie
hépatique chez les patients atteints d’hépatiterchue C.

Auteur Patients Test non Discordances Attribution des discordances
(n) invasif n (%) Test non invasif PBH Indéterminé
évalué n (%) Causes n (%) Causes n (%)
Poynard 2004 (58) 537 Fibrotest 87 13 Faux positif : 42 Faux positif 32
(16,2) (14,9) * Hémolyse (48,3) » Longueur (36,8)
* Inflammation » Stéatose
Faux négatif : Faux négatif :
* Inflammation * PBH fragmentée
Halfon 2006 (102) 504 Fibrotest 92 27 e Hémolyse 19 - 46
(18,3) (29,3) « Inflammation (20,7) (50,0)
Bourliére 2006 (103) 235 Fibrotest 46 21 - 11 - 14
(19,6) (45,7) (23,9) (30,4)
Lucidarme 2009 (62) 254 Fibroscan 28 & 40 - - - - -
(11,0 4 15,8

PBH : ponction-biopsie hépatique

2Entre le test non invasif de fibrose évalué etB&P

®Selon le type de seuil diagnostique utilisé poufilroscan.

“Variables indépendamment associées a la présemoe discordance : stade histologique de fibrose2(#6 F3-4) et rapport IQR/médiane (%)
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Annexe 3 :Performance des seuils diagnostiqagsosteriori de Youdede 5 tests sanguins, calculés pour le diagnostitbdose significative
(Metavir FB~2) ou de cirrhose (F4) dans une large populationl@e6 patients avec hépatite chronique C incluss darcentres francais
(secondaires et tertiaires, publics et privesppes Calést al (48, 59).

Cible Test Seuil Se Spe VPP VPN RV+ RV- DOR PD AURO

F>2 FibroMetre 0,419 80,0 76,0 78,5 77,6 3,33 0,26 ,692 78,1 0,853
Fibrotest 0,435 67,7 81,9 80,1 70,2 3,74 0,39 9,48 74,5 0,811
Hepascore 0,465 66,2 79,1 77,5 68,3 3,17 0,43 7,42 72,4 0,784
APRI 0,548 62,4 83,5 80,5 67,0 3,78 0,45 8,38 72,5 0,786
Fib4 1,116 73,9 71,9 74,2 71,6 2,63 0,36 7,25 73,0 0,799

F4 FibroMetre 0,628 95,7 71,1 29,7 99,2 - - . - -
Fibrotest 0,660 82,4 77,2 29,2 97,5 - - - - -

Se : sensibilité; Spé : spécificité; VPP : valexédictive positive; VPN : valeur prédictive négati\RV+ : rapport de vraisemblance positif; RV-
: rapport de vraisemblance négatif; DOR : diagoasdds ratio; PD : performance diagnostique (tdenbien classés)
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Annexe 4 :Performance des valeurs seuils du Fibroscan godralgnostic de fibrose significative (Metaviedj ou de cirrhose (Metavir F4)

dans 2 populations de patients avec hépatite ajuert.

Cible Etude Patient Prévalencé AUROC  Seuil Se Spé VPP VPN RV+ RV- DOR
(n) (%) Type Valeur

F>2 Castera (70) 183 74,3 0,83 Youden 7,1 67 89 95 48,09 0,37 16,46

Ziol (71) 251 65,0 0,79 Youden 8,8 56 91 88 56 6,68,48 13,81

F4 Castera (70) 183 25,1 0,95 Youden 12,5 87 91 7795 9,66 0,14 69,00

Ziol (71) 251 19,5 0,97 Youden 14,6 86 96 78 97 033,0,14 164,64

Se : sensibilité; Spé : spécificité; VPP : valexédictive positive; VPN : valeur prédictive négati\RV+ : rapport de vraisemblance positif; RV-
: rapport de vraisemblance négatif; DOR : diagoasdds ratio
& Prévalence de la fibrose significative
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Annexe 5 :Performances de deux algorithmes décisionneltulgslblanches : SAFE, cellules grises : algoritidteeBordeaux) combinant les

tests non invasifs de fibrose pour le diagnosti@lgese significative (Metavir #2) ou de cirrhose (Metavir F4).

Cible Etude Algorithme Patients Cible PD Se Spe VPN VPP RV+ RV- PBH
() (%)

F>2 Sebastiani (109) SAFE 100 65.0 94.2 - - 100.0 92.7 5.7 0.0 57.0
Sebastiani (115) SAFE 2035 45.7 90.1 100.0 77.0 0.000 83.7 4.3 0.0 53.5
Castera (140) SAFE 302 76.0 9%7.0 100.0 87.3 100.0 96.3 7.9 0.0 51.7
Boursier (116) SAFE 1785 54.7 94.6 100.0 88.2 (@00.91.0 8.5 0.0 64.0
Castera (140) Bordeaux 302 76.0 87.7° 85.1 97.2 66.9 98.9 30.4 0.15 28.1
Boursier (116) Bordeaux 729 58.3 88.3° 88.0 88.7 84.5 91.4 7.8 0.14 34.6°

F4 Sebastiani (109) SAFE 100 21.0 92.7 - - 98.6 58.3 12.9 0.13 29.0
Sebastiani (115) SAFE 2035 9.4 92.5 90.4 92.7 99.(65.7 16.5 0.11 18.5
Castera (140) SAFE 302 25.0 88.7 86.4 89.7 94.1 77.6 8.4 0.15 25.2
Boursier (116) SAFE 1785 12.7 89.5 61.5 93.4 94.656.2 9.3 0.41 6.4
Castera (140) Bordeaux 302 25.0 95.7° 89.4 98.2 95.9 95.0 49.6 0.10 21.2
Boursier (116) Bordeaux 729 150 942 865 954 977 761 190 0.14 24.6°

Abréviations : voir annexes précédentes.

@ Résultats dans la population de validation

® p<10* entre le SAFE et I'algorithme de Bordeaux danwitlé de Casteret al

¢ p=0.010 entre le SAFE et I'algorithme de Bordedars I'étude de Boursiet al
4 p<102 entre le SAFE et I'agorithme de Bordeaux dansitiétde Boursieet al
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Annexe 6 : Avantages et inconvénients des divers indicesndistigues utilisés pour I'évaluation de la perfoneg des tests non invasifs de

fibrose.
Indice Cible Classes Diagnostic Avantages Inconvénients
diagnostique  diagnostiques
AUROC F>2 - - « Evaluation globale de la * Non informatif pour I'utilisation du test en pratie
cirrhose performance du test clinique
Diagnostic F>2 2 FO/1, B2 « Permet de poser un diagnostic ¢ Seuils diagnostiques encore a calculer et/ou valide
binaire en pratique clinique dans de larges cohortes de patients.
Cirrhose 2 E3, F4 » "Pseudo-discordances" entre les tests ayant des
valeurs proches des seuils diagnostiques.
Profil de F>2 - - * Non influencé par la prévalences Nécessite I'utilisation d’un seuil de diagnostic
performance des stades de fibrose dans la binaire pour la fibrose significative
population étudiée » Peu informatif pour l'utilisation du test en prate
clinique
Algorithmes F>2 3 FO/1, B2, PBH . Trés bonne performance » Taux de PBH nécessaire élevé
décisionnels diagnostique » Nécessité de convoquer plusieurs fois le patieat po
les algorithmes séquentiels (attitude économique)
 Seuils diagnostiques des tests non invasifs non
Cirrhose 3 Pas de cirrhose, optimisés
cirrhose, PBH » Evaluation des performances diagnostiques dans les
études non conforme a l'utilisation en pratique
clinique
Intervalles F>2 3 FO/1, « Permet d'exclure ou d'affirmer ¢ Zone grise ou le diagnostic est indétermipgs%o
de valeurs indéterminé, le diagnostic de facon fiable en  des patients avec les tests sanguins)
prédictives>90% F>2 pratique clinique » Le calcul des seuils de valeurs prédictives dépiend
Cirrhose 3 E3, la prévalence de I'événement dans la population
indéterminé, étudiée
F4
Intervalles de F>2 4 FO/1, F1/2,  Diagnostic non invasif de + Classification moins précise que celle du Metalér :
diagnostic fiable F2/3, B2 fibrose fiable chez 100% des diagnostic final inclue aux moins deux stades de
. Pas de cirrhose, patients, sans aucune PBH fibrose
Cirrhose 3 ; 8 .
F>2, cirrhose nécessaire

F>2 : fibrose cliniquement significative (classificat Metavir)
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Annexe 7 : Etude SNIFF 17.
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Marie-Christine, Calés Paul. Improved diagnosticaacy of blood tests for severe fibrosis
and cirrhosis in chronic hepatitis C. Eur J Gastnterol Hepatol 2009;21:28-38.

108



28 Original article

Improved diagnostic accuracy of blood tests for severe
fibrosis and cirrhosis in chronic hepatitis C

Jérome Boursier®, Yannick Bacq®, Philippe Halfon®, Vincent Leroy®,
Victor de Ledingheni, Anne de Muret®, Marc Bourliére’, Nathalie Sturm",
Juliette Foucher', Frédéric Oberti®, Marie Christine Rousselet®

and Paul Calés?

Objective Blood tests are usually designed to identify
significant fibrosis. We evaluated their diagnostic accuracy,
and how to increase it, for the clinically important targets of
severe fibrosis and cirrhosis.

Methods The accuracy for severe fibrosis or cirrhosis of
four blood tests was evaluated based on Metavir staging
in 1056 patients with chronic hepatitis C recruited in five
independent hospitals.

Results Using original scores, an original diagnostic target
(significant fibrosis) and best diagnostic cutoff, the correct
classification rates in severe fibrosis and cirrhosis stages
were, respectively: FibroMeter: 90.1, 100%, Fibrotest: 78.2,
95.1%, Hepascore: 73.8, 94.9%, aspartate aminotransferase
to platelet ratio index (APRI): 71.4, 88.0% (P<0.003,
P=0.004, respectively, between tests). The corresponding
area under the receiver operating characteristics were
FibroMeter: 0.885, 0.907, Fibrotest: 0.837, 0.882, Hepascore:
0.834, 0.896, APRI: 0.822, 0.841 (P<0.003, respectively).
Observed 100% negative predictive values for severe
fibrosis and cirrhosis were, respectively, FibroMeter: 15.4,
47.5%, Fibrotest: 3.6, 31.9%, Hepascore: 0.3, 24.6%, APRI:
1.4, 5.3% of patients (P<0.003, respectively, between
tests). By calculating a specific test for cirrhosis, including
the FibroMeter markers, the correct classification (93.0%)
was significantly higher for the cirrhosis diagnosis
compared with the original FibroMeter (90.9%, P=0.005).

Introduction

Blood tests for liver fibrosis are based on an algorithm
(or score) that takes into account several blood or clinical
markers [1]. They are usually designed to diagnose
significant fibrosis, which includes all stages with bridging
fibrosis [2]. The result is a binary or qualitative diagnosis,
as distinct from a quantitative diagnosis obtained by
measuring parameters such as liver stiffness [3] or the
area of fibrosis by a blood test [4]. Significant fibrosis
has been adopted as a target because it can be identified
using semiquantitative histological staging in patients
with chronic hepatitis C, and because it is an indicator for
treatment. Severe fibrosis and cirrhosis, however, are
also clinically relevant targets, which warrant screening
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This specific test provided a 100% positive predictive
value for cirrhosis diagnosis versus 88% for original
FibroMeter.

Conclusion Using the most accurate original test,
cirrhosis can be excluded in 47.5% of patients and is
correctly diagnosed, as significant fibrosis, in 100% of
patients. A specific test for cirrhosis provides a significant
gain in diagnostic accuracy to 93% and in positive
predictive value to 100% compared with the original
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Kluwer Health | Lippincott Williams & Wilkins.

European Journal of Gastroenterology & Hepatology 2009, 21:28-38

Keywords: blood markers, cirrhosis, diagnostic accuracy, liver biopsy, liver
fibrosis, Metavir staging, noninvasive diagnosis, sensitivity, specificity,
viral hepatitis C

2Hepatogastroenterology Department, ®Pathology Department and HIFIH
Laboratory, CH&U, Angers, ®Hepatogastroenterology Department, “Pathology
Department, Trousseau Hospital, CHRU, Tours, ®Alphabio Laboratory, Marseille,
Hepatogastroenterology Department, Saint-Joseph Hospital, Marseille,
9Hepatogastroenterology Department, INSERM/UJF U823, IAPC, IAB,
PPathology Department, CHU, Grenoble and 'Hepatogastroenterology
Department, Haut Leveque Hospital, Pessac, CHU, Bordeaux, France

Correspondence to Professor Paul Calés, MD, Hepatogastroenterology
Department, CHU, 49933 Angers Cedex 09, France

Tel: +33 2 41 35 34 10; fax: +33 2 41 35 41 19;

e-mail: PaCales@chu-angers.fr

Received 16 March 2008 Accepted 16 June 2008

for liver complications including esophageal varices and
hepatocellular carcinoma. It is therefore important to be
aware of, and optimize, the performance of blood tests
in identifying these alternative diagnostic targets.

"This objective requires that the accuracy of blood tests be
evaluated in the stages of severe fibrosis and cirrhosis.
In addition, we must determine how accurate blood
tests, originally constructed to detect significant fibrosis
(‘original’ tests), are at identifying the alternative
diagnostic targets. This implies that the determination
of optimal diagnostic cutoffs of blood test values that
distinguish patients with or without these alternative
targets is necessary. Finally, we have to find out whether

DOI: 10.1097/MEG.0b013e32830cebd?7

Copyright © Lippincott Williams & Wilkins. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.



there is any value in replacing the original score of a blood
test constructed for significant fibrosis with another score
using the same markers but specifically constructed for
the alternative diagnostic targets.

Thus, the main aims of this study were to comprehen-
sively describe the overall accuracy of original blood tests
in identifying alternative diagnostic targets, including
severe fibrosis and cirrhosis, and to determine whether it
was possible to improve overall accuracy by implementing
a specific score for them. To achieve those objectives, we
needed a large population of patients for whom liver
biopsy and numerous blood markers were available for
evaluation and comparison. We decided to include four
different tests: aspartate aminotransferase (AST) to
platelet ratio index (APRI) [5], Fibrotest [6], Hepascore
[7], and FibroMeter [4].

Methods

Data source

Using the Medline database and a manual search, we
systematically reviewed the literature from 1997 to June
2007 for studies comparing FibroMeter and Fibrotest in
patients with chronic viral hepatitis C (HCV), for whom
liver biopsy data were available. Information provided by
the tests enabled Hepascore and APRI to be calculated.
Three independent publications were retrieved. The first
study, involving one center (Angers), was the original
publication that described the FibroMeter test [4]. The
second study included two independent centers, Prov-
ence Alpes-Cote d’Azur (PACA) and Tours [8]. The third
study was from Grenoble [9]. The PACA center
incorporated three secondary and two tertiary care
settings. Two additional unpublished populations were
provided by Angers and Bordeaux centers [3]. Thus, in
this meta-analysis, individual patient data were available
from five centers, independent for study design, patient
recruitment, blood marker analysis, and interpretation of
liver histology.

Patients

Inclusion and exclusion criteria were very similar at all
five centers. Patients with chronic HCV were prospec-
tively included from 1994 to 2007 if they had anti-HCV
antibodies, HCV RNA in serum, and available liver biopsy
and blood markers. Fasting blood samples were collected
immediately before or no more than 3 months after the
liver biopsy was performed. Patients in the Tours and
PACA centers were excluded if their liver specimen
was smaller than 15mm. Other exclusion criteria were
additional causes of liver disease, particularly HIV or HBV
coinfection, complicated cirrhosis, antifibrotic treatment
in the earlier 6 months, and alcohol consumption of more
than 30 g/day in the 5 years before inclusion. Overall, the
five centers provided 1535 patients, of whom 479 were
excluded because of missing criteria or data. This left a
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core population of 1056, distributed over the centers as
follows: Angers (7 =300 + 135), PACA (= 217), Tours
(7 =159), Grenoble (7= 149), and Bordeaux (7 =96).
The study protocol conformed to the ethical guidelines of
the current Declaration of Helsinki and was approved by
local ethics committees.

Blood measurements

Blood samples were processed independently at each
center. Variables determined were platelet count, urea,
bilirubin, y-glutamyl transpeptidase, AST and alanine
aminotransferase, prothrombin index, apolipoprotein Al,
haptoglobin, hyaluronic acid, and o2-macroglobulin.
Direct markers were measured in either fresh blood or a
frozen sample of serum stored at less than or equal to
—20°C. Indirect markers were usually measured in fresh
blood. Analytical methods for blood tests were recorded
to check that they were in agreement with recommenda-
tions. They were centralized in the five centers, in
particular in the PACA area the laboratory participated to
several quality studies for Fibrotest [10]. We have
observed an excellent interlaboratory reproducibility of
blood tests with various methods [11]. Original blood
tests were calculated according to the most recent
published [4,5,7,12] formulae and according to WO 02/
16949 patent for Fibrotest. The area of liver fibrosis was
estimated using the FibroMeter designed for that target
and expressed as the percentage of whole liver area [4].
AST used in APRI was divided by a common upper limit
of normal, as several studies performed in numerous
laboratories in France have shown high interlaboratory
reproducibility [11].

Liver biopsy

Liver biopsies were performed using Menghini’s techni-
que with a 1.4-1.6-mm diameter needle. Biopsy speci-
mens were fixed in a formalin—alcohol-acetic solution and
embedded in paraffin; 5-pm thick sections were then
cut and stained with hematoxylin—cosin—saffron. Liver
fibrosis was staged from FO to F4 according to the Metavir
staging system [13]. Three diagnostic targets were
defined as follows: significant fibrosis, F2 + F3 + F4;
severe fibrosis, F3 + F4; and cirrhosis, F4. Readings were
performed by independent, blinded, senior pathologists
specialized in hepatology. Histological assessments were
made twice by the same pathologist in Grenoble, once in
Bordeaux and once by each of two pathologists in Angers,
Tours, and PACA, with a common final reading in cases
of disagreement. Therefore, a centralized reading was
performed in three centers.

Outcomes

The main objective of this study was to evaluate and
compare the diagnostic accuracy of original blood tests,
initially constructed for the diagnosis of significant
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fibrosis, in the diagnosis of severe fibrosis and cirrhosis
(Fig. 1, @), here called ‘alternative diagnostic targets’.

Secondary objectives were to evaluate:

1. the best diagnostic cutoff values of original blood tests
to diagnose alternative diagnostic targets (Fig. 1, @),

2. the rates of correct classification of the original
blood tests in the stages of severe fibrosis or cirrhosis
(Fig. 1, @),

3. the rates of reliable diagnosis, that is, with high
predictive values (Fig. 1, @), and

4. a new test specific for the diagnosis of severe
fibrosis or cirrhosis compared with the original test
(Fig. 1, ® or @, respectively); this endpoint was
restricted to the most accurate blood test.

Detailed definitions are listed in the Appendix.

Statistical analysis

The diagnostic performance of each test was expressed as
the area under the receiver operating characteristic
(AUROC), the overall accuracy and detailed indices such
as likelihood ratio and diagnostic odds ratio [14-16].
AUROC findings were compared using the Delong test
[17]. Data were reported according to Standards for
Reporting of Diagnostic Accuracy statements [18]. The
size of the population was that necessary to detect a
significant difference between the two most accurate
tests according to a preliminary study [19] in the
diagnosis of cirrhosis. With an o risk of 0.05, f risk of

Fig. 1

Original population classified according to Metavir F:
(e

Original test for CSF: a

<

Diagnostic target: CSF

|

{

Diagnostic cutoff for CSF

Original test for CSF: - Accuracy in F3 and F4

2]

|

Correct classification rate (%)

Exclusion threshold for SF or F4 Diagnostic cutoff for SF or F4

Specific test for: SF Diagnostic target: SF or F4

(3) 0

Specific test for: F4 Diagnostic cutoff for SF

Diagnostic cutoff for F4

Design of methodology. Numbers from @ to @ refer to Methods
section. CSF, clinically significant fibrosis; SF, severe fibrosis; F4,
cirrhosis.

0.2, cirrhosis prevalence of 0.11, AUROC correlation of
0.75 and bilateral testing, the required sample size was
910 patients for the following AUROC values: Fibro
Meter: 0.93, Fibrotest: 0.89.

Results

Characteristics of patients

The principal characteristics of the 1056 patients were
as follows: sex: 59.5% male; mean age: 45.6 = 12.5 years;
Metavir fibrosis stage: FO: 4.4%, F1: 43.5%, F2: 27.0%, F3:
14.0%, F4: 11.2%. Thus, the prevalence of diagnostic
targets was significant fibrosis: 52.0%, severe fibrosis:
25.0%, and cirrhosis: 11.0%. Mean liver specimen length
was 21 =8 mm; 84.0% of liver specimens were greater
than or equal to 15 mm and 58.2% were greater than or
equal to 20 mm. No correlation between Metavir fibrosis
stage and liver specimen length was observed (7: 0.00,
P =0.872).

Classification rates

The correct classification rates of blood tests for the
diagnosis of significant fibrosis, based on liver biopsy, are
presented as a function of Metavir fibrosis stage in Fig. 2
(Table A). A rate of 100% in F4 means that 100% of
patients with cirrhosis were correctly classified as having
significant fibrosis. In brief, the correct classification
rate for significant fibrosis was higher in cirrhosis than in
severe fibrosis for all blood tests. This rate was
significantly higher with FibroMeter than with other
blood tests in F3 or severe fibrosis (F3 + F4) or F4
(borderline significance with Hepascore) stages. No
significant difference between Fibrotest, Hepascore,
and APRI was observed (with Youden diagnostic cutoff;
except in severe fibrosis). These results are explained by
the distribution of blood test values as a function of
the Metavir fibrosis stages (Fig. A). For example, the

jul
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FibroMeter Fibrotest Hepascore

APRI

Correct classification rate for the diagnosis of significant fibrosis by
blood tests in the stages of severe fibrosis (P<0.003 between all
tests) and cirrhosis (P=0.004). Diagnostic cutoff according to
maximum Youden index (see Table A). APRI, aspartate
aminotransferase to platelet ratio index. @ Severe fibrosis, @ Cirrhosis.
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higher and narrower values in cirrhosis explain the high
performance of Hepascore and FibroMeter in the
cirrhosis stage and their suitability for cirrhosis diagnosis
compared with other blood tests.

Overall performance
Original blood tests
We present here the original blood tests constructed
for significant fibrosis. Main indices of diagnostic
performance of tests for the diagnosis of severe fibrosis
(F3 + F4) are presented in Table 1 and those for the
diagnosis of cirrhosis (F4) in Table 2. AUROC data are
presented in Table 3.

Comparison berween tests: 'The AUROC of FibroMeter was
significantly higher than that of other blood tests for
severe fibrosis and cirrhosis (with the exception of
Hepascore in cirrhosis). With the exception of Hepascore
being superior to APRI in cirrhosis, the AUROCs of other
blood tests for severe fibrosis and cirrhosis were not
significantly different.

Comparison between diagnostic targets: Considering all blood
tests, overall accuracy and AUROC values for cirrhosis
were better than those for severe fibrosis.
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Impact on the diagnostic target: We detail here the original
FibroMeter (constructed for significant fibrosis) using the
best performing diagnostic cutoff. In Table 4, the overall
accuracy shows a significant increase in severe fibrosis or
cirrhosis compared with significant fibrosis as the
diagnostic target. Paradoxically, this was associated with
a significant decrease in the rate of correct classification
in the fibrosis stages corresponding to the diagnostic

Table 3 AUROCSs (95% CI) of original blood tests and their
comparisons (P value of Delong test) as a function of diagnostic
target

Severe fibrosis Cirrhosis
FibroMeter 0.885 (0.863-0.906) 0.907 (0.885-0.929)
Fibrotest 0.837 (0.809-0.865) 0.882 (0.855-0.910)
Hepascore 0.834 (0.806-0.862) 0.896 (0.868-0.924)
APRI 0.822 (0.792-0.852) 0.841 (0.803-0.880)
All blood tests <0.003 <0.003
FibroMeter vs. Fibrotest <0.003 0.041
FibroMeter vs. Hepascore <0.003 0.203
FibroMeter vs. APRI <0.003 <0.003
Fibrotest vs. Hepascore 0.307 0.592
Fibrotest vs. APRI 0.324 0.131
Hepascore vs. APRI 0.479 0.013

APRI, aspartate aminotransferase to platelet ratio index; AUROC, area under the
receiving operating characteristic; Cl, confidence interval.
Significant differences are indicated in bold.

Table 1 Diagnostic indices of original blood tests for severe fibrosis

Test Cutoff® K® Sensitivity  Specificity +PV -PV +LR -LR DOR OA AUROC®

FibroMeter 0.628 0.549 83.6 79.4 57.8 93.4 4.06 0.21 19.63 80.5 0.885
0.830 0.534 59.8 91.2 69.6 87.0 6.75 0.44 15.30 83.2

Fibrotest 0.448 0.447 84.4 7141 48.7 935 2.93 0.21 13.76 74.5 0.837
0.631 0.479 66.8 83.8 57.2 88.6 413 0.40 10.43 79.7

Hepascore 0.497 0.428 82.1 70.7 48.3 92.2 2.80 0.25 11.04 73.5 0.834
0.904 0.458 48.1 93.0 69.6 84.3 6.86 0.56 12.30 81.8

APRI 0.581 0.443 775 74.6 50.6 90.9 3.05 0.30 10.18 75.3 0.822
1.159 0.463 50.8 91.7 67.3 84.7 6.14 0.54 11.43 81.4

APRI, aspartate aminotransferase to platelet ratio index; AUROC, area under the receiver operating characteristic; DOR, diagnostic odds ratio; LR, likelihood ratio;

OA, overall accuracy; PV, predictive value.

“Diagnostic cutoff determined a posteriori according to maximum Youden index (first) or the maximum overall accuracy (second).
PKappa index measuring the agreement between blood tests and liver biopsies for the diagnosis of severe fibrosis.

°AUROC is independent of cutoff.

Table 2 Diagnostic indices of original blood tests for cirrhosis

Test Cutoff® K® Sensitivity  Specificity +PV -PV +LR -LR DOR OA AUROC®
FibroMeter 0.628 0.339 95.7 711 29.7 99.2 3.30 0.06 53.99 73.8 0.907
0.979 0.427 35.7 98.0 69.5 92.2 17.79 0.66 27.09 90.9
Specific 0.089 0.428 87.0 81.0 370 97.9 4.59 0.16 28.55 81.8 0.919
test? 0.442 0.602 54.8 97.9 76.8 94.4 25.90 0.46 56.05 93.0
Fibrotest 0.660 0.330 82.4 772 29.2 97.5 3.62 0.23 15.83 77.7 0.882
0.862 0.411 42.2 95.5 51.8 93.6 9.44 0.61 15.60 90.1
Hepascore 0.801 0.412 80.4 82.5 36.6 97.1 4.58 0.24 19.23 82.2 0.896
0.999 0.472 38.5 98.5 76.3 92.7 25.55 0.62 40.89 91.8
APRI 0.652 0.291 84.6 71.5 271 97.4 2.97 0.22 13.79 72.3 0.841
2.532 0.333 274 97.7 61.5 91.5 12.76 0.74 17.19 90.0

One specific test is also depicted.

APRI, aspartate aminotransferase to platelet ratio index; AUROGC, area under the receiving operating characteristic; DOR, diagnostic odds ratio; LR, likelihood ratio;

OA, overall accuracy; PV, predictive value.

#Diagnostic cutoff determined a posteriori according to maximum Youden index (first) or the maximum overall accuracy (second).
®Kappa index measuring the agreement between blood tests and liver biopsies for the diagnosis of cirrhosis.

°AUROC is independent of cutoff.

9Derived from FibroMeter (same blood markers but constructed for the diagnosis of cirrhosis).
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Table 4 Correct classification rate (%) for the original FibroMeter test as a function of diagnostic target and fibrosis stage (F) according to

different diagnostic cutoffs

Diagnostic target

Significant fibrosis Severe fibrosis Cirrhosis
Cutoff Value >F3 F3 F4 FO-F4 Value > F3 F3 F4 FO-F4 P? Value >F3° F3° F4 FO-F4 P®
Youden 0.41 945 90.1 100 78.1 0.628 836 73.8 95.7 805 0.181 0.628 574 26.2 95.7 73.8  0.034
Accuracy ~ =° - - - - 0.830 598 46.8 75.7 83.2 0.004 0979 676 93.6 35.7 90.9 <0.003
P - - - - - - <0.003 <0.003 <0.003 0.027 - - 0.051 <0.003 <0.003 <0.003 -

2Comparison of overall rate (FO—F4) for the alternative target vs. corresponding overall rate for significant fibrosis by McNemar test.
PStrong decrease in rates because of antagonism between specific and original diagnostic targets.
°Diagnostic cutoff with maximum Youden and overall accuracy were identical because of the prevalence (0.52) of diagnostic target.

9Comparison of classification rates according to cutoffs by McNemar test.

target (i.e. F3 + F4 in severe fibrosis and F4 in cirrhosis).
For example, the overall accuracy was 78.1% for the diagnosis
of significant fibrosis versus 90.9% for the diagnosis of
cirrhosis, whereas the correct classification rate in
patients with cirrhosis decreased from 100 to 35.7%,
respectively.

Specific blood test

We compare here the original FibroMeter and a derived
test including the same markers but specifically con-
structed for the diagnosis of severe fibrosis or cirrhosis
(its diagnostic indices are described in Table 2). We
described the results with the best-performing diagnostic
cutoff (Table B). In brief, the specific test significantly
increased the overall accuracy for the diagnosis of
cirrhosis compared with the original FibroMeter: 93.0
versus 90.9% (P = 0.005), respectively (AUROCs: 0.919
vs. 0.907). In addition, the specific test significantly
increased the correct classification rate in patients with
cirrhosis compared with the original FibroMeter (54.8 vs.
35.7%, respectively, P <0.003) without decreasing it in
patients without cirrhosis (97.9 vs. 98.0% respectively,
P =1) contrary to the original FibroMeter as described
previously (Table 4). The specific test did not signifi-
cantly increase the overall accuracy for the diagnosis of
severe fibrosis compared with the original FibroMeter:
84.4 versus 83.2% (P =0.213), respectively (AUROCs:
0.888 vs. 0.885).

Reliable diagnosis: predictive values

As diagnosis of cirrhosis or severe fibrosis is clinically
important, we looked at 95 and 100% predictive values.
With original tests, these thresholds were available only
for the negative predictive values (NPV) that are
presented in Fig. 3 (Table C). The proportion of patients
with exclusion (100% NPV) of severe fibrosis or cirrhosis
was in the following order of significance: FibroMeter >
Fibrotest > Hepascore > APRI (the order of the last two
was inverted for severe fibrosis). For example, with the
two most accurate tests, cirrhosis or severe fibrosis could
be excluded in, respectively, 47.5 and 15.4% of patients
with FibroMeter versus 31.9 and 3.6% with Fibrotest
(P <0.003 between tests, respectively).

Fig. 3
APRI O Severe fibrosis
® Cirrhosis
Hepascore
Fibrotest
FibroMeter

0 10 20 30 40 50
Patients (%)

Patient rate (%) where the diagnosis of cirrhosis or severe fibrosis is

excluded (100% NPV) by original blood tests. P<0.005 for all pairs of
tests within each diagnostic target. APRI, aspartate aminotransferase

to platelet ratio index; NPV, negative predictive value.

In contrast, with the original FibroMeter the maximum
positive predictive value (PPV) for cirrhosis was only
88.2%. The corresponding test specific for cirrhosis,
however, was able to provide a 100% PPV for cirrhosis in
1.3% of patients (Fig. 4), that is, 11.3% of patients with
cirrhosis. The patients with 100% PPV were characterized
by a much higher estimated area of fibrosis than in other
patients with cirrhosis: 29.8 = 10.8 versus 13.0 + 6.3%,
respectively (P < 0.003).

Comparison of original and specific tests

The different tests, original or specific, described here
are both available in practice, as the constitutive blood
variables are the same. The two options, however, imply
that we have to make a choice for clinical application.
Figure 4 depicts several diagnostic indices for the
diagnosis of cirrhosis as a function of the original
FibroMeter and the specific test. The specific test for
cirrhosis produces a close NPV and, as already mentioned,
a higher overall accuracy and, above all, a higher PPV
compared with the original FibroMeter. In addition, the
peak PPV (100%) of the specific test is well shaped,
following a progressive curve. In contrast, the peak PPV
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Fig. 4
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Value of diagnostic indices for cirrhosis (y-axis) as a function of patients sorted by ascending blood test values (x-axis) according to original
FibroMeter test constructed for significant fibrosis (F, lighter color) or specific test constructed for cirrhosis (darker color). PPV, positive predictive
values (red and orange lines); NPV, negative predictive value (blue lines); accuracy, overall accuracy (black and gray lines).

(88%) of original FibroMeter is followed by a marked
decrease that precludes reliable clinical use. The 100%
NPV of the specific test, however, includes only 15.6%
of patients versus 47.5% (P <0.003) for the original
FibroMeter. Thus, the main advantage of a specific test is
to provide a high (100%) and robust PPV, whereas the
original FibroMeter provides 100% NPV in a larger popu-
lation. In addition, the specific test better depicts the
degree of fibrosis than does the original FibroMeter, as
reflected by a higher correlation with the estimated area
of fibrosis: 7, of 0.72 and 0.48, respectively, P < 0.003 (Fig. 5).

Discussion

Methods

The expression of the results of a blood test is a function
of four linked factors: the diagnostic target, the fibrosis
stage of special interest (e.g. cirrhosis when diagnostic
target is severe fibrosis), the score used (original for
significant fibrosis or specific for other targets), and the
diagnostic cutoff. It is not necessarily a matter of choice
over what to calculate, as software can provide a range of
different results from the same data, but the presentation
has to be simplified to be clinically applicable.

With the most accurate test, only 7% of patients were
misclassified as having cirrhosis. This suggests that high
overall accuracy can be attained despite the misclassifica-
tion rate attributed to the reference, that is, liver biopsy
[20]. Nevertheless, interobserver variability is higher in
intermediate fibrosis stages, especially Metavir F2 and
F3, than in F4 [20], and therefore could be largely
responsible for the apparent decrease of the correct
classification rate of blood tests in intermediate fibrosis

Fig. 5
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Correlation between the estimated area of fibrosis and original
FibroMeter for clinically significant fibrosis (in blue) (r,: 0.48) or derived
specific test for cirrhosis (in red) (r,: 0.72) in patients with cirrhosis.

stages and consequently for the diagnosis of significant
fibrosis or severe fibrosis compared with that of cirrhosis.

Biopsy specimens were not reexamined centrally in two
centers, as we have shown in an earlier study (involving
most of the same pathologists) that interobserver
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agreement on the Metavir staging system is excellent
among senior hepatopathologists [20]. In addition, the
lack of correlation between Metavir fibrosis stage and
liver specimen length indicates that the specimen length
had no influence on staging. This in turn suggests an
excellent pathologist expertize in the present series,
contrary to other series [20].

The center effect was evaluated in another study issued
from the same cohort: the coefficient of variation in
diagnostic cutoff of FibroMeter was low, 4%, and this
percentage was significantly lower than that of other
blood tests [21].

Overall accuracy

Opverall accuracy of the original tests for the diagnosis of
severe fibrosis was in the following significant order:
FibroMeter > Fibrotest ~ Hepascore ~ APRI, and for cir-
rhosis: FibroMeter > Fibrotest & APRI with an intermedi-
ate rank for Hepascore ~ FibroMeter or Fibrotest, and
Hepascore > APRI (Table 3). The performance of
FibroMeter for virus has been validated in other
populations such as coinfections [22] or HBV infection
[23]. Overall accuracy and the AUROC clearly show that
performance increases as a function of the diagnostic
target (higher in cirrhosis).

Classification rate

The diagnostic indices are usually global (overall accuracy
and AUROC). The correct classification rate has the
advantage of describing the performance of a test in
individual stages of fibrosis in addition to all or several
stages combined [8] and thus, is independent of the
prevalence of the diagnostic target. Therefore, in severe
fibrosis and cirrhosis, as well as in all stages combined, the
correct classification rate of FibroMeter was significantly
higher than that of other blood tests (Fig. 2). Finally, with
the best diagnostic cutoff, FibroMeter was able to
identify 100% of patients with cirrhosis in the group
correctly classified as having significant fibrosis. Another
advantage of the correct classification rate is to allow
comparison of performance between different diagnostic
targets. Indeed, unpaired comparisons (between different
targets or patient groups) of AUROCs are unusual. Thus,
Table 4 clearly indicates that the overall accuracy of
FibroMeter was significantly higher for the diagnosis of
severe fibrosis (with the best performing cutoff), and
even more so for that of cirrhosis, compared with the
diagnosis of significant fibrosis. All these comparisons are,
however, based on original tests constructed for the
diagnosis of significant fibrosis.

Specific test for alternative diagnostic targets

In this study, we have evaluated a specific test
constructed for the diagnosis of severe fibrosis or cirrhosis
including the same markers as in the original FibroMeter.

The gain in overall accuracy for cirrhosis was significant
when the test was specific for cirrhosis compared with the
original test. In contrast, the overall accuracy of cirrhosis
was significantly higher when the blood test, including
the same markers, was constructed for the diagnosis of
cirrhosis rather than for that of significant fibrosis. That
may sound like a truism, but it was not the case for the
diagnosis of severe fibrosis. Adapting a test with a specific
score to a diagnostic target, however, induces an apparent
paradox. Indeed, overall accuracy increases, but the
correct classification rate in the fibrosis stage(s) corre-
sponding to the diagnostic target decreases. Never-
theless, this can be partially circumvented by careful
selection of the diagnostic cutoff (Appendix). In brief, in
terms of cirrhosis diagnosis, the best option is to use the
specific test with an accuracy cutoff. The issue of choice
regarding diagnostic cutoff, with the implication of binary
diagnosis (yes/no) of the diagnostic target, can also be
easily circumvented. Indeed, there is another statistical
technique that determines the most probable fibrosis
stage(s) for a given range of blood test values [21].
Combining tests represents another possibility to in-
crease rates of reliable binary diagnosis. Combinations
can be synchronous algorithms, for example, blood test
and Fibroscan [3] or sequential algorithms of blood tests
followed by liver biopsy in the gray zone of blood tests
with unreliable diagnosis [24].

Original and/or specific test?

The choice between the original and specific tests
concerns several aspects of the diagnosis of cirrhosis.
Besides diagnostic cutoff, the other thresholds of interest
are those concerning a reliable diagnosis. A patient-based
approach is usually taken in this area, with thresholds
corresponding to 90% PPV and NPV. Outside this
range, liver biopsy is considered unnecessary for fibrosis
staging [6,9]. These predictive value thresholds, however,
depend on the prevalence of the diagnostic target and
are therefore not easily exportable. Here, we circum-
vented this difficulty by considering 100% predictive
values. Indeed, 100% NPV and PPV also correspond
to 100% sensitivity and specificity, respectively, which
are independent of diagnostic target prevalence.
Thus, 100% NPV and PPV can be applied everywhere
contrary to 90% predictive values. In addition, it is
especially important to avoid any false diagnosis for
cirrhosis.

With the original tests, a 100% NPV threshold was
available in a significantly larger population than with
specific test. Interestingly, this exclusion threshold
included 47.5% of the present population with original
FibroMeter, a much higher proportion than with other
blood tests (Fig. 3). The only useful test for the exclusion
of severe fibrosis was the original FibroMeter, but the
proportion of patients was lower, at 15.3%.
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It is noteworthy that the specific test for cirrhosis
(derived from FibroMeter) provided a 100% PPV, unlike
the original test (Fig. 4). This involved 1.3% of all
patients or 11.3% of patients with (compensated)
cirrhosis. Indeed, it is quite unusual to reach a 100%
rate with PPV in clinical diagnostic tests, contrary to NPV,
especially for the diagnosis of cirrhosis or severe fibrosis in
liver diseases [25-27].

Considering that a positive likelihood ratio greater than
5 and a negative likelihood ratio less than 0.2 favor strong
diagnostic evidence, and a diagnostic odds ratio greater
than 30 gives reasonable test performance [15,16], there
should be no suitable blood test according to this study
(Table 2). This interpretation, however, should take into
account the well recognized misclassification rate of liver
biopsy [20], which would lead to underestimation of
the accuracy of the blood tests. Meanwhile, the specific
test with the accurate diagnostic cutoff offers the best
compromise between diagnostic indices, especially in
terms of equilibrium between PPV and NPV, In addition,
the specific test better depicts the degree of fibrosis than
does the original test (Fig. 5). For other uses, the
optimization of specific tests by sequential algorithms
[24] would be useful. Finally, both original and specific
blood tests, based on the same markers, can be
simultaneously used in clinical practice, the original test
for NPV and the specific test for PPVand overall accuracy,
which is facilitated by available software [21].

In conclusion, this study shows that by using the most
accurate original test for the diagnosis of significant
fibrosis with an optimized diagnostic cutoff, 100% of
patients with cirrhosis can be correctly classified. Using
the same original test, the diagnosis of cirrhosis can be
excluded, that is a 100% NPV, in almost half of patients.
Moreover, a higher overall accuracy (93%) is attained with
a specific test for cirrhosis, including the same markers; it
also provides a 100% PPV, which is its most robust clinical
application. Finally, this study shows that the diagnostic
use of blood tests is optimized by using appropriate
diagnostic cutoffs and additional specific score for the
diagnosis of cirrhosis, which implies the use of accessible
software for facilitated clinical application.
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Appendix

Methods: definitions

Diagnostic target: 'The main objective of a blood test,
usually defined by two ranges of all stages of fibrosis, with
a diagnostic cutoff between them, for example, signifi-
cant fibrosis (yes/no).

Original and specific test: Multivariate analysis (usually
forward stepwise binary logistic regression) provides the
regression score probability (from 0 to 1), which
corresponds to the blood test value. The original test is
that obtained with the original diagnostic target, usually
significant fibrosis, in the pivotal population, character-
ized by a particular f coefficient of regression for each
marker. A specific test is one obtained with the same
markers as in the original test, but under different
conditions; for example, specific tests were designed here
for the alternative diagnostic targets, providing different
p coefficients.

Overall accuracy: Sum of true positives and negatives as a
proportion of the total. Diagnostic accuracy is a synonym.

Classification/misclassification rate: 'The misclassification rate
of a blood test for significant fibrosis, also called
performance profile [8], was calculated using Metavir
staging as a reference. Thus, a patient with Metavir FO or
F1 classified in the significant fibrosis group by blood
tests was considered as misclassified and vice versa. The
misclassification rate was calculated in each or in possible
combined Metavir fibrosis stage(s) determined by
histological staging. Finally, misclassification rates were
compared between pairs of blood tests using the
McNemar test. Here, to simplify the presentation, results
are expressed as the converse proportion of correctly
classified patients. The correct classification rate in all
stages combined corresponds to the overall accuracy.

Diagnostic cutoff: The diagnostic cutoff of a blood test
value distinguishes between patients with and without
the diagnostic target. Here, it was fixed in two ways:

Table A Correct classification rate (%) for significant fibrosis by
the different original blood tests as a function of fibrosis stage
according to different diagnostic cutoffs

Fibrosis stage

Diagnostic
cutoff? >3 3 4
Correct classification
0.50 91.0 85.1 98.3
FibroMeter 0.41 94.5 90.1 100
P 0.004 0.016 NA
0.50 79.1 711 90.2
Fibrotest 0.43 85.3 78.2 95.1
PP <0.003 0.002 0.063
0.50 81.3 71.7 93.2
Hepascore 0.47 83.2 73.8 94.9
PP 0.063 0.250 0.500
1 54.2 44.9 65.8
APRI 0.57 78.8 71.4 88.0
PP <0.003 <0.003 <0.003
Comparison with fixed cutoffs®
All tests <0.003 <0.003 <0.003
FibroMeter vs. Fibrotest <0.003 <0.003 0.011
FibroMeter vs. Hepascore <0.003 <0.003 0.034
FibroMeter vs. APRI <0.003 <0.003 <0.003

Fibrotest vs. Hepascore 0.739 1 0.527

Fibrotest vs. APRI <0.003 <0.003 <0.003
Hepascore vs. APRI <0.003 <0.003 <0.003
Comparison with a posteriori cutoffs®
All tests <0.003 <0.003 0.004
FibroMeter vs. Fibrotest <0.003 0.001 NA
FibroMeter vs. Hepascore <0.003 <0.003 NA
FibroMeter vs. APRI <0.003 <0.003 NA
Fibrotest vs. Hepascore 0.131 0.127 0.706
Fibrotest vs. APRI 0.018 0.086 0.083
Hepascore vs. APRI 0.096 0.446 0.059

APRI, aspartate aminotransferase to platelet ratio index; NA, not available.
“Diagnostic cutoff: the first one is a priori (fixed at 0.5 except for APRI: 1) and the
second was determined a posteriori according to the maximum Youden index.
®Comparison of correctly classified patients between cutoffs by McNemar test.
°Comparison of correctly classified patients between blood tests by Cochran test
(all) or McNemar test (pair).

Significant differences are indicated in bold.
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Table B Correct classification rate (%) as a function of diagnostic target (cirrhosis or severe fibrosis) and test (original FibroMeter or
derived specific test) according to fibrosis stage and diagnostic cutoff

Cirrhosis
Score Original (constructed for significant fibrosis) Specific (constructed for cirrhosis)
Fibrosis 0-3 4 0-4 0-3 P 4 P 0-4 P
stage
Cutoff Value Value
Youden 0.628 71.0 95.7 73.8 0.089 81.1 <0.003 87.0 0.013 81.8 <0.003
Accuracy 0.979 98.0 35.7 90.9 0.442 97.9 1 54.8 <0.003 93.0 0.005
P° - - - <0.003 - - - - - <0.003 -
Severe fibrosis
Score Original (constructed for significant fibrosis) Specific (constructed for severe fibrosis)
Fibrosis 0-2 3+4 0-4 0-2 PP 3+4 P 0-4 PP
stage
Cutoff Value Value
Youden 0.628 79.4 83.6 80.5 0.232 80.8 0.135 81.3 0.307 80.9 0.630
Accuracy 0.830 91.1 59.8 83.2 0.557 95.6 <0.003 51.2 <0.003 84.4 0.213
P° - - - 0.027 - - - - - 0.013 -

2Comparison of same fibrosis stage(s) between different scores by McNemar test: cirrhosis vs. significant fibrosis.
PComparison of same fibrosis stage(s) between different scores by McNemar test: severe fibrosis vs. significant fibrosis.
°Comparison of all fibrosis stage(s) between different diagnostic cutoffs by McNemar test: maximum Youden index vs. maximum overall accuracy.

Table C Rates of patients (%) with exclusion (95 and 100%
negative predictive values) of severe fibrosis or cirrhosis according
to the original blood tests

Severe fibrosis Cirrhosis

Negative predictive value (%) 95 100 95 100
Patient rate

FibroMeter 57.3 15.4 85.7 475

Fibrotest 41.3 3.6 875 31.9

Hepascore 0.3 0.3 85.6 24.7

APRI 1.4 1.4 79.7 5.4
Comparison?

FibroMeter vs. <0.003 <0.003 0.278 <0.003

Fibrotest

FibroMeter vs. <0.003 <0.003 1 <0.003

Hepascore

FibroMeter vs. APRI <0.003 <0.003 <0.003 <0.003

Fibrotest vs. <0.003 <0.003 0.141 <0.003

Hepascore

Fibrotest vs. APRI <0.003 0.002 <0.003 <0.003

Hepascore vs. APRI 0.005 0.005 <0.003 <0.003

APRI, aspartate aminotransferase to platelet ratio index.
2Comparison between blood tests by McNemar test.
Significant differences are indicated in bold.

a priori to 0.5 according to statistical convention (with
the exception of APRI), and « posteriori according
to the highest Youden index (sensitivity + specificity — 1)
or the maximum overall accuracy to optimize test
performance.

Reliable diagnosis: Corresponds to the intervals of blood
test values where the accuracy is considered sufficiently
reliable for clinical practice. Considering the diagnostic
target of blood test in clinical practice, this means that
liver biopsy can be avoided. Thus, with the traditional
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definition based on thresholds of greater than or equal to
90% predictive values, a reliable diagnosis for a patient
means 90% chance to be greater than or equal to F2 in
the highest interval and 90% chance to be FO/F1 in the
lower interval of blood test values.

Copyright © Lippincott Williams & Wilkins. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.
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Results

Discussion: choice of diagnostic cutoff

Several cutoffs can be distinguished within a diagnostic
blood test. Bear in mind that most blood tests are derived
from binary logistic regression, which provides the
probability, from 0 to 1, of the diagnostic between target
being present. The diagnostic cutoff distinguishes
between patients with or without the diagnostic target.
As a convention, it is fixed @ priori (before running the
regression) to 0.5 but @ posteriori it seems that this fixed
cutoff does not always provide the highest performance,
particularly when it is applied in populations larger than
the original one. Although diagnostic cutoffs are rarely
reported, they are important and can be a source of
discrepancy and/or controversy [28,29]. The best diag-
nostic cutoff must thus be specified.

Whether using an original (Table 4) or specific (Table B)
test, again the best performing « posteriori cutoff
(accuracy) increased the overall accuracy compared with
the reference cutoff (Youden), while decreasing correct
classification rate within the diagnostic target. Finally,
for the diagnosis of cirrhosis, when the correct classifica-
tion rate of specific versus original test in the cirrhosis

stage is compared, the Youden cutoff resulted in a
significant decrease, whereas the accuracy cutoff
resulted in a significant increase (Table B). Thus, in
the diagnosis of cirrhosis, the best option is to use the
specific test with an accuracy cutoff. Nevertheless, there
is no ideal cutoff as the Youden cutoff offers a higher
correct classification rate than accuracy cutoff in cirrhosis
stage at the cost of a marked significant decrease in
overall accuracy.

Thus, the choice of the diagnostic cutoff depends on the
overall accuracy as well as the correct classification rate
for important fibrosis stage such as cirrhosis. In addition,
this cutoff value has to be fixed for further clinical use as
noninvasive markers (without liver biopsy as reference) or
further comparisons of blood tests between different
populations (with liver biopsy as reference). Here, the
most accurate diagnostic cutoffs were also recalculated
for the diagnosis of significant fibrosis as this was a
multicentric population larger than the original popula-
tion, thus providing a more robust cutoff. For example,
the best cutoff for FibroMeter was the Youden/accuracy
cutoff providing a maximization of overall accuracy and
correct classification rate in cirrhosis stage.

Copyright © Lippincott Williams & Wilkins. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.
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Abstract

Background and aims: Blood tests and liver stiffness evaluation (LSE) by
ultrasonographic elastometry are accurate tools for diagnosing liver fibrosis.
We evaluated whether their synchronous combination in new scores could
improve the diagnostic accuracy and reduce liver biopsy requirement in
algorithm. Methods: Three hundred and ninety patients with chronic liver
disease of miscellaneous causes were included. Five blood fibrosis tests were
evaluated: APRI, FIB-4, Hepascore, Fibrotest and FibroMeter. The reference
was fibrosis Metavir staging. Results: Diagnosis of significant fibrosis (Metavir
F>2). The most accurate synchronous combination was FibroMeter+LSE,
which provided a significantly higher area under the receiver operating
characteristic curve (0.892) than LSE alone (0.867, P=0.011) or Fibrometer
(0.834, P < 10°). An algorithm using the FibroMeter+LSE combination and
then a liver biopsy in indeterminate cases had 91.9% diagnostic accuracy and
required significantly fewer biopsies (20.2%) than previously published
Bordeaux algorithm (28.6%, P=0.02) or sequential algorithm for fibrosis
evaluation (SAFE) (55.7%, P < 107°). The Angers algorithm performance was
not significantly different between viral hepatitis and other causes. Diagnosis of
cirrhosis. The most accurate synchronous combination was LSE+FibroMeter,
which provided >90% predictive values for cirrhosis in 90.6% of patients vs
87.4% for LSE (P=0.02) and 57.9% for FibroMeter (P < 107°). An algorithm
including the LSE+FibroMeter combination, and then a liver biopsy
in indeterminate cases, had a significantly higher diagnostic accuracy than
the SAFE algorithm (91.0 vs 79.8%, P < 107%), and required significantly
fewer biopsies than the Bordeaux algorithm (9.3 vs 25.3%, P < 107°).
Conclusion: The synchronous combination of a blood test plus LSE improves
the accuracy of the non-invasive diagnosis of liver fibrosis and, consequently,
markedly decreases the biopsy requirement in the diagnostic algorithm,
notably to < 10% in cirrhosis diagnosis.

The non-invasive diagnosis of liver fibrosis has gained
considerable attention over the last 10 years. Initially,
several studies demonstrated that some blood markers
correlated well with the fibrosis stages measured on liver
specimens (1-3). This was followed by the development
of blood tests combining several fibrosis markers to
improve the diagnostic accuracy. The first generation of
simple blood tests combined common indirect fibrosis
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markers into a simple ratio, like APRI (4) and FIB-4 (5).
The second generation of calculated blood tests com-
bined fibrosis markers by logistic regression, either
indirect and direct markers like Fibrotest (6), FibroMeter
(7) and Hepascore (8), or direct markers like the ELF
score (9) and Fibrospect (10). The third step was liver
stiffness evaluation (LSE) by ultrasonographic elastome-
try (11).
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Finally, blood fibrosis tests were combined into sequen-
tial algorithms in order to increase the diagnostic accuracy
and limit the rate of liver biopsy (12—16). These sequential
algorithms are usually based on a stepwise diagnosis
including intervals of reliable diagnosis by blood tests in a
first step, followed by a biopsy for the indeterminate cases.
However, clinical applicability is somewhat difficult and a
biopsy is still required in 20-50% of patients.

The association of non-invasive fibrosis tests with a
synchronous combination circumvents these limitations
while improving diagnostic accuracy and resolving the
discordances between tests (17). In this setting, Castera
et al. (18) have suggested that an association of LSE and
blood fibrosis tests could improve the accuracy in patients
with chronic hepatitis C. However, the statistical differ-
ences between the area under the receiver operating
characteristic curves (AUROCs) — the only diagnostic
index used — of the fibrosis tests and their synchronous
combination were not evaluated. In another recent study,
Castera et al. (19) have suggested that an association of LSE
and blood test does not improve the cirrhosis diagnosis
but only a few non-recent blood tests were evaluated.

Our primary aim was to improve the diagnostic
accuracy of liver fibrosis by developing synchronous
combinations of blood fibrosis tests and LSE. The ensu-
ing secondary aim was to reduce liver biopsy requirement
in diagnostic algorithms in comparison with previously
published algorithms.

Patients and methods
Patients

We prospectively enrolled 390 patients with chronic liver
disease (CLD) hospitalized for a percutaneous liver biopsy
in the University Hospitals of Angers, Bordeaux (France)
and Rabat (Morocco): 194 patients from April 2004 to
June 2007 at Angers (group A, derivation set), and 196
from September 2003 to April 2007 at Bordeaux and
Rabat (group B, validation set). Patients with cirrhosis
complications (ascites, variceal bleeding, systemic infec-
tion and hepatocellular carcinoma) were not included.
Blood fibrosis tests and LSE were performed within 1 week
before biopsy. All patients gave their informed consent.
The study protocol conformed to the ethical guidelines of
the current Declaration of Helsinki and was approved by
the local Ethics committee.

Methods
Histological liver fibrosis assessment

A percutaneous liver biopsy was performed using Men-
ghini’s technique with a 1.4-1.6-mm-diameter needle.
Liver fibrosis was evaluated according to Metavir staging
and significant fibrosis was defined by Metavir stages
F>2. Although initially designed for chronic viral hepa-
titis, Metavir staging was also validated in alcoholic liver
diseases (20) and used in non-alcoholic fatty liver disease
(21). Liver fibrosis evaluation was performed by two
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senior experts with a consensus reading in group A and
by a senior expert pathologist in group B. Fibrosis staging
was considered as reliable when the liver specimen length
was > 15 mm and/or the portal tract number >8 (22).

Fibrosis blood tests

The following blood tests were performed according to
published formulas or patents: APRI, FIB-4, Fibrotest,
Hepascore and FibroMeter, where cause-specific scores
were used (7, 23, 24). All blood assays were performed in
the same laboratories of each centre. The interlaboratory
reproducibility was excellent for these tests (25).

Liver stiffness evaluation

Liver stiffness evaluation (FibroScan®, EchoSens™,
Paris, France) was performed by an experienced observer
(> 50 LSE before this study), blinded to patient data. LSE
conditions were those recommended by the manufac-
turer (26). LSE was stopped when 10 valid measurements
were recorded. The LSE result was expressed as the
median and the interquartile range (kPa) of all valid
measurements performed (26).

Statistical analysis

Quantitative variables were expressed as mean =+ stan-
dard deviation, unless otherwise specified. The diagnos-
tic cut-off of fibrosis tests was calculated according to the
highest Youden index (sensitivity+specificity — 1).

Accuracy of fibrosis tests

The performance of fibrosis tests was mainly expressed as
AUROC which were compared with the Delong test (27).
The reliable individual diagnosis was determined by the
classical intervals of >90% negative (NPV) and positive
(PPV) predictive values (precise definitions in support-
ing information) as well as an intermediate diagnosis,
with respect to the diagnostic target, in the indeterminate
zone between these classical intervals (23).

Synchronous combination of fibrosis tests

To identify the best combination of fibrosis tests for the
diagnosis of significant fibrosis, we performed a forward
binary logistic regression in the derivation set (group A)
using blood fibrosis tests and LSE results as independent
variables. Using the regression score combining the
independent tests, we constructed a new diagnostic test
for significant fibrosis called the significant fibrosis index
(SF-index). This test was validated in groups B and A+B.
We constructed the cirrhosis index (C-index) for the
diagnosis of cirrhosis in the same way.

New algorithms

We determined the thresholds of 90% NPV and 90% PPV
of the SF-index (precise definitions in supporting
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information). A patient was considered as having no or
mild fibrosis (Metavir FO/F1) when the SF-index values
corresponded to NPV >90%, and as having significant
fibrosis (Metavir F>2) when the SF-index values corres-
ponded to PPV >90% (precise definitions in supporting
information). A liver biopsy was required when the SF-
index value was in the indeterminate zone between the
two previous thresholds. This Angers algorithm was
compared with the Bordeaux algorithm (18) and with
the sequential algorithm for fibrosis evaluation (SAFE)
(16). We constructed another Angers algorithm designed
for the diagnosis of cirrhosis by using the C-index in the
same way.

Sample size

It was found to show a significant difference for the
diagnosis of significant fibrosis between FibroMeter and
the synchronous combination of fibrosis tests in the
validation population. With o risk: 0.05, B risk: 0.20,
significant fibrosis prevalence: 0.70, AUROC correlation:
0.70, and in a bilateral test, the sample size was 159
patients for the following hypothesis of AUROC: Fib-
roMeter: 0.84, synchronous combination: 0.90. The soft-
wares were spss, version 11.5.1 (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA) and sas 9.1 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).

Results
Patients

The mean age of the patients was 52.4 years; 67.9% were
males, and 74.4% had significant fibrosis (Table 1).
89.5% of the patients had a liver biopsy considered as
reliable. LSE failure occurred in 12 patients (3.1%). All
five blood tests and LSE were available in 332 patients.

Table 1. Patient characteristics at inclusion

Synchronous liver fibrosis test combination

Diagnosis of significant fibrosis
Synchronous combination of fibrosis tests

Combination of non-invasive tests. The LSE AUROC
for the diagnosis of significant fibrosis was significantly
higher than that of Hepascore, FIB-4 and APRI, and was
not significantly different from FibroMeter and Fibrotest
AUROC:s (Table S1). Significant fibrosis was indepen-
dently diagnosed by FibroMeter at the first step and by
LSE at the second step in the derivation set as well as in
the validation set (Table S2). The regression score of
the SF-index was: 3.6224FibroMeter+0.4408LSE result
—3.9850 (group A).

Performance of the significant fibrosis index. The SF-
index AUROCs were not significantly different between
groups A and B. SF-index AUROC was significantly
higher than that of FibroMeter or LSE in the whole
population (Table 2). The SF-index improved the
classification rate among fibrosis stages (Fig. 1): its
misclassification rate was significantly lower than LSE in
Metavir F<1 stages and significantly lower than
FibroMeter in Metavir F>2 stages (details not shown).

Discordances between liver stiffness evaluation and
FibroMeter. Discordances were calculated in the whole
population. FibroMeter and LSE were discordant in 103
(27.0%) patients, of whom 68 (66.0%) were correctly
classified by the SF-index (Table S3). Finally, the SF-
index correctly classified 316 (82.7%) patients and
improved the correct classification (i.e. discordances
between FibroMeter and LSE resolved by the SF-index)
in 33 (8.6%) patients.

Group
All (n=390) A(n=194) B (n=196) P*
Age (years) 52.4+13.4 50.8+12.7 53.9+14.0 0.03
Male sex (%) 67.9 68.0 67.9 0.97
Cause of liver disease (%) <1073
Virus 48.7 54.1 434
Alcohol 27.2 26.3 28.1
NAFLD 4.9 9.8 0.0
Other 19.2 9.8 28.6
Metavir fibrosis stage (%) <1073
FO 7.2 4.1 10.2
F1 18.5 19.6 17.3
F2 23.1 26.3 19.9
F3 20.3 27.3 13.3
F4 31.0 22.7 393 <107
Significant fibrosis (%) 74.4 76.3 72.4 0.39
Reliable biopsy (%) 89.5 95.3 82.6 <1073
IQR/LSE result < 0.21 (%) 59.4 58.5 60.3 0.73

*By t-test or x2 between the groups A and B.

IQR, interquartile range (kPa); LSE, liver stiffness evaluation; NAFLD, non-alcoholic fatty liver disease.
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Table 2. The area under the receiver operating characteristic curve comparisons between synchronous combinations (FM+LSE indexes),
FibroMeter and liver stiffness evaluation, as a function of diagnostic target and patient group

Significant fibrosis Cirrhosis
Patient group All A B All A B
AUROC
FM 0.834 0.839 0.843 0.835 0.822 0.839
LSE 0.867 0.889 0.850 0.923 0.931 0.922
FM+LSE index* 0.892 0.917 0.874 0.917 0.923 0.913
Comparison (P)
FM vs LSE 0.162 0.150 0.839 <107 1073 0.004
FM vs FM+LSE index*® <1073 <107 0.210 <1073 <1073 <107
LSE vs FM+LSE index* 0.011 0.081 0.042 0.458 0.463 0.445

*SF-index for significant fibrosis, C-index for cirrhosis.
By Delong test.

A, Angers; AUROC, area under the receiver operating characteristic curve; B, Bordeaux and Rabat; FM, FibroMeter; LSE, liver stiffness evaluation.

B FibroMeter & - LSE —@— SF-index|
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Misclassification rate ()

Metavir F stages

Fig. 1. Misclassification rate (%) for significant fibrosis of
FibroMeter, liver stiffness evaluation (LSE) and their synchronous
combination (SF-index) as a function of Metavir fibrosis stages.
According to the highest Youden index, the diagnostic cut-offs used
for significant fibrosis were: FibroMeter, 0.538; LSE, 6.9 kPa;
SF-index, 0.753.

Methods reliably classifying 100% of patients

The Angers algorithm. This algorithm based on pre-
dictive values of the SF-index is described in Figure 2a.
The SF-index included significantly more patients than
FibroMeter or LSE in the intervals of >90% predictive
values, especially in the NPV interval (Table 3). By using
the SF-index with >90% predictive values and liver
biopsy required in the remaining 18.3% of the patients,
the Angers algorithm provided a correct diagnosis of
significant fibrosis in 91.9% of the patients.

Algorithm comparison. Sequential algorithm for fibrosis
evaluation had a significantly higher accuracy (97.0%) at
the cost of a significantly higher biopsy rate (Table 4).
The Angers algorithm required a significantly lower
biopsy rate. Thus, the Angers algorithm had the best
compromise with a high correct classification and a low
biopsy requirement, reflected by a much lower biopsy/
accuracy ratio. The accuracies of SAFE, Bordeaux and

. Rk wa =
Threshold 0 0.235 0,636 .1
Index value |- : |

. o . e AL - ¥,

Index interval < 90% NPV Indeterminate = 90F% PPV
Fibrosis diagnosis £ 01 Miscellaneous Fz2
Patiants [n) an Fit) 281
Correct diagnosis (al 280 253

b

Step 1a FibroMater and Fibroscan in all patients

Fig. 2. The Angers algorithms designed for the diagnosis of
significant fibrosis (a) or cirrhosis (b). A specific score combining
FibroMeter and liver stiffness evaluation (LSE) is initially used (the
SF-index for significant fibrosis or the C-index for cirrhosis), and a
liver biopsy is subsequently required in the case of an indeterminate
diagnosis. C-index, cirrhosis index; NPV, negative predictive value;
PPV, positive predictive value; SF, significant fibrosis.

the Angers algorithms were not significantly different
between patients with chronic viral hepatitis and those
with other causes of CLD (detailed data not shown).

Diagnosis without liver biopsy (23). In the indeter-
minate interval between the thresholds of 90%
predictive values of the SF-index (Fig. 2a), 92.9% of
the patients had no severe fibrosis (F0: 20.0%, F1:
40.0%, and F2: 32.9%) (Fig. S1). Thus, it was possible to
obtain three intervals of reliable diagnosis: FO/F1 in the
< 90% NPV interval, F1 4 1 in the intermediate interval

Liver International (2009)
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Table 3. The Angers algorithms

Synchronous liver fibrosis test combination

Rate (%) of patients included in the intervals

defined by 90% predictive values Accuracy (%)

Diagnostic target Fibrosis test >90% NPV Indeterminate™ >90% PPV Fibrosis test(s) Algorithm
Significant fibrosis (F>2) FibroMeter 0.3 36.4 63.4 57.3 93.7

LSE 0.5 28.8 70.7 64.1 92.9

SF-index 8.1 18.3 73.6 73.6 91.9
Cirrhosis (F4) FibroMeter 44.2 42 1 13.6 52.1 94.2

LSE 68.3 12.6 19.1 78.8 91.4

C-index 70.4 9.4 20.2 81.7 91.1

Rates of patients included and correctly classified by fibrosis tests in the intervals of >90% predictive values for the diagnosis of significant fibrosis or

cirrhosis in the whole population, as a function of fibrosis test(s).

*Proportion of patients for whom the diagnosis remains uncertain (NPV and PPV < 90%), thus requiring a liver biopsy. Comparison of patient rates by
the McNemar test: significant fibrosis: LSE vs FibroMeter: P=0.006, SF-index vs FibroMeter or LSE: P < 1073; cirrhosis: FibroMeter vs C-index or LSE:

P < 1073, C-index vs LSE: P=0.02.

tBased on the intervals of >90% predictive values of the fibrosis test(s) and liver biopsy in the subsequent interval of indeterminate diagnosis. Thus,
algorithm accuracy is calculated as the sum of patients correctly classified by the fibrosis test(s) in the whole population (4th result column) and biopsy
requirement (2nd result column) where accuracy is 100% by definition. Comparison of rates by the McNemar test between FibroMeter and the C-index

for cirrhosis: P=0.04, others: P: NS.

LSE, liver stiffness evaluation; NPV, negative predictive value; PPV, positive predictive value.

Table 4. Diagnostic indices of sequential algorithm for fibrosis
evaluation (16), Bordeaux (18) and the Angers algorithms for the
diagnosis of significant fibrosis or cirrhosis

Significant fibrosis (F>2) Cirrhosis (F4)

SAFE  Bordeaux Angers SAFE Bordeaux Angers
DA (%)* 97.0 904 91.9 798 943 91.0
Se (%) 100.0 90.6 98.8 440 89.0 74.7
Spe (%) 88.6 89.8 727 934 963 97.1
NPV (%) 100.0 77.5 955 815 959 91.1
PPV (%) 96.1 96.1 909 714 90.0 90.7
+LR 8.80 8.86 3.62 6.62 2384 2573
—LR 0.0 0.11 0.02 0.60 0.1 0.26
DOR NA 84.3 2143 11.0 208.8 98.8
Biopsy (%)t 55.7 28.6 20.2 6.6 253 9.3
Biopsy/DA 0.57 0.32 0.22 0.08 0.27 0.10

Three hundred and thirty-two patients having Fibrotest, FibroMeter, APRI
and LSE were available.

The prevalence of significant fibrosis was 73.5% and that of cirrhosis was:
27.4%.

*Comparison of algorithm diagnostic accuracies in the whole population,
by the McNemar test: significant fibrosis: SAFE vs Bordeaux or Angers,
P < 1073, Bordeaux vs Angers, P=0.50; cirrhosis: SAFE vs Bordeaux or
Angers, P < 1 0~3; Bordeaux vs Angers: P=0.04.

tComparison of rates of biopsy required by the algorithms in the whole
population, by the McNemar test: significant fibrosis: SAFE vs Bordeaux or
Angers, P < 1 0~3; Bordeaux vs Angers, P=0.02; cirrhosis: Bordeaux vs SAFE
or Angers, P < 10’3; SAFE vs Angers, P=0.26.

Biopsy, rate of liver biopsy required in the algorithm; biopsy/DA, ratio (rate
of liver biopsy required)/(diagnostic accuracy); DA, diagnostic accuracy;
DOR, diagnostic odds ratio; — LR: negative likelihood ratio; +LR: positive
likelihood ratio; NPV, negative predictive value; PPV, positive predictive
value; SAFE, sequential algorithm for fibrosis evaluation; Se, sensitivity;
Spe, specificity.
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(correct classification: 92.9%) and F>2 (F3+1) in the
>90% PPV interval. This classification correctly classi-
fied 90.6% of the patients without any biopsy per-
formed.

Sensitivity analysis

By multivariate analysis, the accuracy of the SF-index was
not associated with the biopsy length, the ratio inter-
quartile range/LSE result or body mass index. In biopsy
>25mm, the SF-index still had a significantly higher
AUROC (0.895) than FibroMeter (0.816, P < 107°) or
LSE (0.860, P=0.03). The SF-index was not dependent
on the putative reliability of LSE: in interquartile range/
LSE result ratio < 0.21 and >0.21 (28), AUROC were
0.881 and 0.906 (P =0.51) respectively.

Diagnosis of cirrhosis
Synchronous combination of fibrosis tests

Combination of non-invasive tests. Liver stiffness eva-
luation had a significantly higher AUROC than the
blood tests for the diagnosis of cirrhosis (Table S1). The
most accurate combination of fibrosis tests was LSE+
FibroMeter (Table S2). The regression score of the C-
index was: 0.1162LSE result+1.9714FibroMeter — 4.6616
(group A). In each group tested, the C-index had a
significantly higher AUROC than FibroMeter, but the
difference with LSE was not significant (Table 2).

Discordances between liver stiffness evaluation and
FibroMeter. FibroMeter and LSE were discordant in
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79 patients, of whom 54 (68.4%) were correctly classified
by the C-index (Table S3). Finally, the C-index correctly
classified 329 (86.1%) patients and improved correct
classification in 29 (7.6%) patients.

Methods reliably classifying 100% of the patients

The Angers algorithm. This algorithm, based on pre-
dictive values of the C-index, is described in Figure 2b.
The C-index included significantly more patients (90.6%)
than LSE or FibroMeter in the intervals of >90%
predictive values (Table 3). By using a liver biopsy for the
remaining 9.4% of the patients, the Angers algorithm
provided a correct diagnosis of cirrhosis in 91.1% of the
patients.

Algorithm comparison. The Bordeaux algorithm had a
significantly higher accuracy (Table 4). However, the
Angers algorithm had a significantly lower biopsy rate.
Thus, again, the Angers algorithm had the best com-
promise with a high correct classification and a low
biopsy requirement.

Diagnosis without liver biopsy (23). In the indeter-
minate interval between the thresholds of 90% pre-
dictive values of the C-index (Fig. 2b), 91.6% had
significant fibrosis (F>2) (Fig. S1). Thus, it was possible
to obtain three intervals of a reliable diagnosis: no
cirrhosis (F < 3), significant fibrosis (F3+1) and
cirrhosis (F4) that correctly classified 90.3% of patients
without any biopsy performed.

Discussion
Study design

This study compared for the first time the diagnostic
accuracy of LSE and five blood tests, and their synchro-
nous combination, in a large population of patients with
various causes of CLD. The liver fibrosis reference in our
study was the Metavir staging on liver biopsy. This
reference is hampered by inter-observer variability (29)
and sampling variability (30). Nevertheless, histological
reading was performed by expert pathologists who have
been shown to provide the best inter-observer reprodu-
cibility (29). Moreover, SF-index accuracy was not in-
dependently influenced by liver specimen length. In
addition, in liver specimens >25mm displaying the
highest reliability for liver fibrosis evaluation (30), the
SF-index still had a significantly higher accuracy than
FibroMeter and LSE.

A recent study has suggested that LSE is accurate when
the ratio interquartile range/LSE result is < 0.21 (28).
Although 59.4% of our patients had this ratio < 0.21,
all LSE were included in the statistical analysis according to
the ‘intention-to-diagnose’ principle (31). In addition,
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discarding the so-called inaccurate LSE would not have
been within the scope of a combination study. Finally, SE-
index accuracy was not independently influenced by this
ratio.

Accuracy of blood tests and liver stiffness evaluation

The AUROC of LSE, FibroMeter and Fibrotest were not
statistically different for the diagnosis of significant fibro-
sis. However, Figure 1 shows that the best-performing
blood test had the lowest misclassification rate in FO—
F1 stages, whereas LSE had the lowest misclassification
rate in F> 2 stages, especially in F3 and F4. This suggests
that these tests are complementary. We thus hypothesized
that their synchronous combination could cumulate
their advantages, erase their drawbacks and thus signifi-
cantly increase their single diagnostic accuracy for liver
fibrosis.

Accuracy gain by the synchronous combination

Our results show that a synchronous combination blood
test+LSE increases the AUROC for the diagnosis of
significant fibrosis (Table 2). However, AUROC is a global
index of performance that is not meaningful in clinical
practice. Indeed, physicians want to know whether a
fibrosis test result is reliable in a patient. Therefore, we
have developed the comparison of patient rates with high
predictive values (23). The present study clearly shows that
the synchronous combination blood test+LSE (SF-index)
significantly improves the patient rate with >90% pre-
dictive value for significant fibrosis (Table 3) in a higher
proportion than could have suggested the AUROC com-
parison. The indeterminate zone of fibrosis tests was thus
reduced: the SF-index provided a highly significantly lower
rate of biopsy than the blood test or LSE. Finally, the
synchronous combination provided two other advantages:
the SF-index offered the lowest misclassification rate
provided by each single test in each fibrosis stage (the
blood test in FO/F1 and LSE in F> 2, see Fig. 1), and the SF-
index resolved 66% of discordant cases between the blood
test and LSE. Alternatively, by identifying an intermediate
diagnosis (F1+1) in the indeterminate zone of the SF-
index, this fully non-invasive diagnosis classified 100% of
the population with 90.6% accuracy.

The C-index produced no significant increase in
AUROC for the diagnosis of cirrhosis compared with
LSE alone. However, the combination LSE+blood test
also provided two advantages for the diagnosis of cirrho-
sis: the patient rate with >90% predictive values was
significantly higher than with LSE alone (Table 3), thus
resulting in a very low rate of biopsy required (9%), and
it resolved 68.4% of discordant cases between LSE and
blood test. Alternatively, by identifying an intermediate
diagnosis (F>2) in the indeterminate zone of the C-
index, this fully non-invasive diagnosis classified 100% of
patients with 90.3% accuracy.

Liver International (2009)
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Algorithms for liver fibrosis diagnosis
Significant fibrosis

In our study, the accuracies of Bordeaux and SAFE
algorithms were similar to those published previously
(16, 18, 32), thus providing an independent external
validation of these algorithms. Moreover, the accuracies
of the SAFE, Bordeaux and Angers algorithms were not
significantly different between patients with chronic viral
hepatitis and those with other CLD. Because SAFE and
Bordeaux algorithms were elaborated in chronic viral C
hepatitis, this suggests that these algorithms could be
extended to other causes of CLD.

Our results show that SAFE had a significantly higher
diagnostic accuracy for significant fibrosis than the Bor-
deaux and Angers algorithms. However, a sequential
combination of fibrosis tests has the major disadvantage
of leaving a large final indeterminate zone responsible for a
high rate of biopsy required, which is unsuitable in a
screening setting (13-16). In our study, SAFE selected two
and three times more patients for a biopsy than the
Bordeaux and Angers algorithms respectively. In this
respect, the Angers algorithm offered the best compromise
between a high diagnostic accuracy (91.9%) and the lowest
biopsy rate (20.2%). Finally, it should be noticed that a
part of the apparent misclassifications of patients provided
by an algorithm are in fact attributable to the misclassifica-
tion of liver biopsy used as the reference. The fully non-
invasive diagnosis based on three reliable intervals (23)
might compensate for this previous uncertainty.

At first glance, it seems that SAFE would be the less
expensive strategy: APRI is used as the first-line test with
virtually no cost, and Fibrotest is only performed at the
second step in a subgroup of patients. However, this
apparently cost-effective strategy is dramatically counter-
acted by the high biopsy rate required by SAFE, liver
biopsy being an expensive procedure in some countries
(approximately 1000 euros for direct costs in France).

Cirrhosis

The Angers algorithm also provided the best compromise
between a high diagnostic accuracy for cirrhosis (91.0%)
and a very low rate of biopsy (9.3%). SAFE also had a low
biopsy rate but an unacceptable significantly lower diagnos-
tic accuracy (79.8%) than the other two algorithms, which
was because of causes other than viral hepatitis (data not
shown).

How is this integrated into clinical practice?

In a first step, the biological and LSE values are recorded
and computerized (on a website for example) to obtain
the combined index. A second step, based on a liver
biopsy, may be required in a minority of patients. In
cirrhosis, this simple two-step diagnosis had an accuracy
of 91% and a biopsy was required in less than 10% of the
patients (Fig. 2b). Finally, the practitioner has to evaluate

Liver International (2009)
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the clinical reliability of the results, especially those of
fibrosis test results.

Limitations of this study

The present study has two limitations. First, the high
prevalence of significant fibrosis (72%) as it influences
diagnostic indices like accuracy (33) and predictive
values. LSE was thus favoured in this study because it
had a higher accuracy in F>2 stages. However, this
limitation can be easily circumvented with the misclassi-
fication profile, which shows the rate of misclassified
patients in each fibrosis stage (Fig. 1).

The second limitation is the inclusion of patients with
various CLD causes. This was mainly because of the
sample size required. However, there was no significant
difference in the diagnostic accuracy of the Angers
algorithm between chronic viral hepatitis and other
causes. Nevertheless, further studies should explore the
possibility of increased accuracy via CLD cause-specific
combination indexes.

In conclusion, the synchronous combination blood
test+LSE significantly increases the diagnostic accuracy
for significant fibrosis compared with a single test, resolves
a majority of discordant results between non-invasive tests
and improves the reliable individual diagnosis for signifi-
cant fibrosis and cirrhosis while reducing liver biopsy
requirement. Alternatively, one might use a fully non-
invasive diagnosis, where the liver biopsy is replaced by an
intermediate diagnosis with respect to the diagnostic
target, at the cost of only a 1% decrease in accuracy.
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Supporting information

Additional supporting information may be found in the
online version of this article:

Figure S1. Sequential algorithm.

Figure S2. Intervals of >90% negative (NPV) and
positive (PPV) predictive values of SF-score, for the
diagnosis of significant fibrosis (Metavir F>2). NPV is
>90% in the 8.1% of patient with a score < 0.235; PPV
is >90% in the 73.6% of patients with a score >0.636.

Figure S3. Diagnosis based on high predictive values
for significant fibrosis (3a) or cirrhosis (3b) and inter-
mediate fibrosis stages in the remaining patients.

Table S1. AUROC: of blood tests and liver stiffness
evaluation (LSE) as a function of diagnostic target.

Table S2. Combination by logistic regression. Fibro-
sis tests independently associated with significant fibrosis
or cirrhosis, as a function of patient group.
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Table S3. Discordances. Impact of FM+LSE index
on discordances between FibroMeter (FM) and liver
stiffness evaluation (LSE) for the diagnosis of significant
fibrosis (F>2) or cirrhosis (F4) in the whole popula-
tion.

Liver International (2009)
© 2009 John Wiley & Sons A/S

Synchronous liver fibrosis test combination

Please note: Wiley-Blackwell is not responsible for
the content or functionality of any supporting materials
supplied by the authors. Any queries (other than missing
material) should be directed to the corresponding author
for the article.



SUPPLEMENTARY MATERIAL

GLOSSARY

Score: Regression formula provided by the binary logisggression including the fibrosis

markers. This score is included in a logit functiorobtain the result of the fibrosis test.

Synchronous combination of fibrosis testsCombination of fibrosis tests by binary logistic

regression providing a new score and thus a newdib test.

Sequential algorithm: Sequential ordered procedure including two filsdsists and liver
biopsy if needed. A simple fibrosis test is firstlged to identify a group of patients with or
without the diagnostic target. Then a second tesipplied to reduce the indeterminate zone
following the first test. Finally, biopsy is usedrfpatients remaining in the indeterminate

zone Figure SJ).

‘ Simple fibrosis test ‘

‘ Sophisticated fibrosis test ‘

/\

Indeterminate diagnosis

Absence of the Li Presence of the
diagnostic target bi ver diagnostic target
1st test | 2nd test 1opsy 1st test | 2nd test

Figure S1: Sequential algorithm.
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Intervals of >90% predictive valuesfor a diagnostic targetF{gure S2: the diagnostic

accuracy of a fibrosis test is maximum at its eree values (48). Thus, two thresholds of

fibrosis test values can be distinguished. Usu#tigse thresholds are fixed at 90% predictive

values. These thresholds of 90% negative predist@hee and 90% positive predictive value

defined two intervals of blood tests values:

- A lower interval, defined by a blood test valgethe 90% negative predictive value
threshold, where patients have 80% chance of not having the diagnostic target.

- A higher interval, defined by a blood test valsethe 90% positive predictive value
threshold, where patients have 80% risk of having the diagnostic target.

If the fibrosis test value lies within the intervaktween the two 90% predictive value

thresholds, the diagnosis remains indeterminatdie@idbiopsy might be secondly required.

i -

Predictive value (%)

Threshold of i Threshold of
90% NPV: 90% PPV:
0.235

0.0

0.306 02645 0.868 0.958 0.997 0.999 1.00

7272 Indeterminate |

0 SF-score value 1

Figure S2:Intervals 0£>90% negative (NPV) and positive (PPV) predictiveiea of SF-
score, for the diagnosis of significant fibrosisefislvir F>2). NPV is>90% in the 8.1% of
patient with a score0.235; PPV i$>90% in the 73.6% of patients with a scef®636.
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Table S1: AUROCSs of blood tests and liver stiffness evaluation (LS#) a function of

diagnostic target

Significant fibrosis Cirrhosis
AUROC:
FibroMeter (FM) 0.836 + 0.02 0.834 +0.02
Fibrotest (FT) 0.826 + 0.03 0.813 + 0.03
Hepascore (HS) 0.799 £ 0.03 0.806 £ 0.03
FIB-4 0.787 £0.03 0.793 +0.03
APRI 0.762 +0.03 0.691 +0.03
LSE 0.858 +0.02 0.915 + 0.02
Comparison (p)*:
FMvs FT 0.622 0.326
FM vs HS 0.074 0.101
FM vs FIB-4 0.030 0.078
FM vs APRI 0.004 <18
FM vs LSE 0.417 <16
FT vs HS 0.195 0.786
FT vs FIB-4 0.119 0.416
FT vs APRI 0.022 <18
FT vs LSE 0.257 <19
HS vs FIB-4 0.700 0.663
HS vs APRI 0.264 <10
HS vs LSE 0.046 <1d
FIB-4 vs APRI 0.302 <16
FIB-4 vs LSE 0.016 <10
APRI vs LSE 0.003 <19

4 By Delong test.

132



Table S2:Combination by logistic regressionFibrosis tests independently associated with Bggmit fibrosis or cirrhosis, as a function of

patient group.

Patient Significant fibrosis Cirrhosis
Group Independent ) Diagnostic Independent ) Diagnostic
variables?® accuracy (%)" variables?® accuracy (%)"
A 1. FibroMeter <10° 82.0 1. LSE <10° 89.7
2. LSE <10° 87.6 2. FibroMeter ~ 0.031 88.7
1. FibroMeter <10° 78.2 1.LSE <10° 82.4
5 2. LSE 0.012 80.3 2. FibroMeter 0.017 83.0
Al 1. FibroMeter <10° 80.6 1. LSE <10° 85.1
2. LSE <10° 85.3 2. FibroMeter ~ 10° 86.1

LSE: liver stiffness evaluation
& Variables independently associated with significlilorosis or cirrhosis with increasing order oept(the first step is the most accurate

variable);? Cumulative diagnostic accuracy for the second. step
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Table S3: Discordances Impact of FM+LSE index on discordances betwedwrdieter (FM) and liver stiffness evaluation (LStey the

diagnosis of significant fibrosis ¥2) or cirrhosis (F4) in the whole population.

o ] ) Impact of FM+LSE Patients (n) according to
Classification by fibrosis tests® _ o _ . '
index on classification  diagnostic target studied

FM+LSE index” FM and LSE® by FM and LSE >2 F4
Both incorrect 0 0
) Favorable
Correct Discordant 68 54
Both correct 248 275
Neutral
Both incorrect 31 28
Incorrect Discordant 35 25
Unfavorable
Both correct 0 0
Net improvement 33(8.6%) 29 (7.6%)

# Respective diagnostic cut-off values used forifiant fibrosis or cirrhosis, according to the hégt Youden index: FibroMeter: 0.538 and
0.873; LSE: 6.9 and 13.0 kiloPascal; FibroMeter+lifdex: 0.753 (SF-index) and 0.216 (C-index)

b Classificationby SF-indexfor significant fibrosis or C-index for cirrhosigmressed as correct or incorrect according to kiepsy.

¢ Classification of both tests based on liver biogByscordant” means than one test is correct &edother one is incorrect.

4 Favorable (68) - unfavorable (35) effect = immment (33)

® Favorable (54) - unfavorable (25) effect = impnmest (29)
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Figure S3: Diagnosis based on high predictive valsefor significant fibrosis (3a) or
cirrhosis (3b) and intermediate fibrosis stages irthe remaining patients. The X axis
distinguishes the patients into 3 groups as a fomaif thresholds of 90% negative (NPV)
and positive (PPV) predictive values of SF-inde&)(8r C-index (3b); the rates of patients
(%) included in each group are depicted in paregfeThe Y axis indicates the proportion of
Metavir fibrosis (F) stages in the 3 patient grquie stages including90% of patients
provided the final F diagnosis indicated in the emplme.

a F€1  Fl#l F diagnosis ~ F<3 F4 b
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A New Combination of Blood Test and Fibroscan for
Accurate Non-Invasive Diagnosis of Liver Fibrosis
Stages in Chronic Hepatitis C

Jérdme Boursier, MD'?3, Victor de Ledinghen, MD, PhD*%, Jean-Pierre Zarski, MD, PhD®’, Marie-Christine Rousselet, MD, PhD?38,
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OBJECTIVES:  Precise evaluation of the level of liver fibrosis is recommended in patients with chronic hepatitis C
(CHC). Blood fibrosis tests and Fibroscan are now widely used for the non-invasive diagnosis of liver
fibrosis. Detailed fibrosis stage classifications have been developed to provide an estimation of the
liver fibrosis stage from the results of these non-invasive tests. Our aim was to develop a new and

more accurate fibrosis stage classification by using new scores combining non-invasive fibrosis tests.

METHODS: In all, 729 patients with CHC (exploratory set: 349; validation set: 380) had liver biopsy for Metavir

fibrosis (F) staging, and 6 fibrosis tests: Fibroscan, Fibrotest, FibroMeter, Hepascore, FIB-4, APRI.

RESULTS: Exploratory set: Fibroscan and FibroMeter were the independent predictors of different diagnostic
targets of liver fibrosis. New fibrosis indexes combining FibroMeter and Fibroscan were thus
developed for the diagnosis of clinically significant fibrosis (CSF-index) or severe fibrosis
(SF-index). The association of CSF- and SF-indexes provided a new fibrosis stage classification
(CSF/SF classification): FO/1, F1/2, F2+1, F2/3, F3x1, F4. Validation set: CSF/SF classification
had a high diagnostic accuracy (85.8% well-classified patients), significantly higher than the
diagnostic accuracies of FibroMeter (69.7%, P<0.001), Fibroscan (63.3%, P<0.001), or

Fibrotest (43.9%, P<0.001) classifications.

CONCLUSIONS: The association of new fibrosis indexes combining FibroMeter and Fibroscan provides a new fibrosis
stage classification. This classification is significantly more accurate than Fibrotest, FibroMeter, or
Fibroscan classifications, and improves the accuracy of the non-invasive diagnosis of liver fibrosis
stages to 86% without any liver biopsy.

SUPPLEMENTARY MATERIAL is linked to the online version of the paper at http://www.nature.com/ajg

Am ] Gastroenterol advance online publication, 5 April 2011; doi:10.1038/ajg.2011.100

INTRODUCTION

The prognosis of patients with chronic hepatitis C (CHC) is
related to the level of fibrosis in the liver (1). Usually, liver fibro-
sis is evaluated on a biopsy by using semi-quantitative scores that
depict the progression of fibrosis according to histological fibrosis
stages. Because it has a good prognosis value in patients with CHC
(2), histological fibrosis staging is recommended for the clinical

management of patients (1). However, liver biopsy is an invasive
procedure hampered by sample bias, and histological fibrosis
staging has a poor interobserver reproducibility (3).

Several studies have shown that blood fibrosis tests and liver
stiffness evaluation by transient elastography (e.g., Fibroscan) are
accurate for the non-invasive diagnosis of liver fibrosis in patients
with CHC (4-7). However, these studies have mainly evaluated the
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fibrosis tests only for a binary diagnosis of significant fibrosis or
cirrhosis. Manufacturers or authors of Fibrotest, FibroMeter, and
Fibroscan have developed fibrosis stage classifications derived from
the results of the fibrosis test for a more precise estimation of the
histological fibrosis stage (see Supplementary Figure S1 online).
In a recent study, we have shown that the diagnostic accuracy of
those fibrosis stage classifications is perfectible (8).

We have recently proposed several methods to improve the non-
invasive diagnosis of liver fibrosis. First, we showed that by adapting
the marker coefficients of the original test specifically for the diagno-
sis of cirrhosis, the diagnostic accuracy was significantly increased
as compared with the original test (9). Second, we proposed a new
statistical method based on “reliable diagnosis intervals” (RDIs) that
provides a more precise estimation of histological fibrosis stage(s),
as compared with the original binary diagnosis. With this method,
accuracy was 290% (10) and >95% (11) depending on the diag-
nostic target, thus eliminating the need for liver biopsy. However,
these RDIs were less precise than Metavir F staging because they
included fewer classes; in particular, no/mild fibrosis (F0/1), sig-
nificant fibrosis (F>2), and cirrhosis (F4) were not grouped in the
same classification. Finally, we showed that a synchronous combi-
nation of FibroMeter and Fibroscan results increased the diagnostic
accuracy for significant fibrosis as well as for the RDI (12).

The main aim of this study was to improve the non-invasive
diagnosis of histological fibrosis stages by creating a new fibrosis
stage classification that uses new fibrosis indexes combining blood
fibrosis tests and Fibroscan results. The secondary aim was to com-
pare the diagnostic accuracy of this new fibrosis stage classification
with those of Fibrotest, FibroMeter, and Fibroscan classifications.

METHODS

Patients

Exploratory set. Patients with CHC hospitalized for a percutane-
ous liver biopsy were prospectively enrolled from March 2004 to
September 2008 in three tertiary centers in France (Angers,
Bordeaux, and Grenoble). Patients with cirrhosis complications
(ascites, variceal bleeding, systemic infection, hepatocellular car-
cinoma) were not included. Blood fibrosis tests and Fibroscan
were performed in the week preceding biopsy. All patients gave
their informed consent. The study protocol conformed to the
ethical guidelines of the current Declaration of Helsinki and re-
ceived approval from the local Ethics committee.

Validation set. The validation set corresponded to the multicenter
population of the FIBROSTAR study promoted by the French Na-
tional Agency for research in AIDS and hepatitis (13). This study
prospectively included 512 patients with CHC. All patients had
liver biopsy, blood fibrosis tests, and Fibroscan. Patients included
in both the exploratory set and the FIBROSTAR study were ex-
cluded from the validation set.

Methods

Histological assessment. Liver fibrosis was evaluated according to
Metavir staging. Significant fibrosis was defined as Metavir stages

The American Journal of GASTROENTEROLOGY

F>2, severe fibrosis (SF) as Metavir F>3, and cirrhosis as F4. In
the exploratory set, liver fibrosis was evaluated by two senior ex-
perts with a consensus reading at Angers, and by a senior expert
at Bordeaux and Grenoble. In the FIBROSTAR study, liver fibrosis
was centrally evaluated by two senior experts with a consensus
reading in cases of discordance. Fibrosis staging was considered
as reliable when liver specimen length was 215 mm and/or portal
tract number >8 (14). Liver biopsy was used as the reference for
the liver fibrosis evaluations by non-invasive tests.

Fibrosis blood tests. The following blood tests were calculated
according to published or patented formulas: Fibrotest (15),
FibroMeter (16), Hepascore (17), FIB-4 (18), and APRI (19). All
blood assays were performed in the same laboratories of each
center, or centralized in the FIBROSTAR study.

Liver stiffness evaluation. Fibroscan (EchoSens, Paris, France)
examination was performed by an experienced observer (>50
examinations before the study), blinded for patient data. Exami-
nation conditions were those recommended by the manufacturer
(5). Fibroscan examination was stopped when 10 valid measure-
ments were recorded. Results (kilopascals) were expressed as the
median and the interquartile range (IQR) of all valid measure-
ments. Fibroscan results were considered as reliable when the ra-
tio IQR/result (IQR/median) was <0.21 (20).

Statistical analysis

Quantitative variables were expressed as meants.d. The diagnostic
cutoffs of fibrosis tests were calculated according to the highest Youden
index (sensitivity + specificity — 1), unless otherwise specified.

Fibrosis stage classifications

We evaluated the accuracy of Fibrotest, FibroMeter, and Fibroscan
fibrosis stage classifications (see Supplementary Figure S1 online).
Fibrotest, Fibroscan, and FibroMeter classifications were those
previously published (16,21,22). Fibrotest classification includes
eight classes (F0, FO/1, F1, F1/2, F2, F3, F3/4, F4), Fibroscan clas-
sification: six classes (F0/1, F1/2, F2, F3, F3/4, F4), and FibroMeter
classification: six classes (F0/1, F1, F1/2, F2/3, F3/4, F4).

New fibrosis stage classification

The three-step procedure used to implement the new fibrosis stage
classification (see Supplementary Figure S2 online) and precise
definitions (see Glossary in the Supplementary Material online)
are detailed in the Supplementary Material online.

First step: new combined fibrosis indexes. To identify the best
combination of single fibrosis tests for the diagnosis of signifi-
cant fibrosis, we performed a stepwise binary logistic regres-
sion repeated on 1,000 bootstrap samples in the exploratory set.
Independent variables tested were the five blood fibrosis tests and
Fibroscan. The bootstrap method consists of a repeated sampling
(with replacement) from the original entire data set, followed by
a stepwise logistic regression procedure in each subsample (1,000
subsamples here). The most frequently (>50%) selected single
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Table 1. Patient characteristics at inclusion

Non-Invasive Diagnosis of Fibrosis Stage

All patients Set
Exploratory Validation P
Patients (n) 729 349 380 —
Males (%) 61.3 60.2 62.4 0.531
Age (years) 51.7+11.2 52.1+11.2 51.3+11.2 0.347
Metavir (%) <0.001
FO 4.0 14 6.3
F1 37.7 30.7 442
F2 25.8 3.5 16.8
F3 17.6 20.6 14.7
F4 15.0 11.7 17.9 0.020
Significant fibrosis (%) 58.3 67.9 49.5 <0.001
Reliable biopsy (%) 93.5 92.6 94.2 0.391
Fibroscan result (kPa) 10.0+7.9 9.9+8.1 10.1+7.7 0.755
IQR/median <0.21 (%) 66.9 66.2 67.6 0.700

IQR, interquartile range; kPa, kilopascal.

fibrosis tests among the 1,000 analyses were then included in a sin-
gle binary logistic regression performed in the whole population
of the exploratory set. Using the regression score of this multi-
variate analysis, we constructed a new combined fibrosis index for
clinically significant fibrosis called “CSF-index”, ranging from O to 1.
We also constructed combined fibrosis indexes for the diagnosis of
SE-index and cirrhosis (C-index) using the same process.

Second step: RDIs. RDIs correspond to the intervals of fibrosis
test values where the individual diagnostic accuracy is considered
sufficiently reliable for clinical practice. This method has been
previously described (10) and is detailed in the Glossary in the
Supplementary Material online. Briefly, we first calculated the
90% negative and positive predictive value thresholds for signifi-
cant fibrosis of the CSF-index. These two thresholds determined
three intervals of CSF-index values: a low interval (from 0 to the
90% negative predictive value threshold) where the non-invasive
diagnosis was consequently “F0/17; a high interval (from the 90%
positive predictive value threshold to 1) where the diagnosis was
“F>2”; and an intermediate interval between the two thresholds.
The intermediate interval was then divided into two new intervals
according to the diagnostic cutoff corresponding to the highest
Youden index. In each of these two new intermediate intervals,
the non-invasive diagnosis corresponded to the combined Meta-
vir F stages having 290% prevalence (e.g. F1/2 for the interval
between the 90% negative predictive value threshold and the high-
est Youden index cutoff). Finally, the four RDI that were obtained
provided 290% diagnostic accuracy by definition.

We also calculated the RDIs of SF-index and C-index in the same
way. Because SF-index was developed for the diagnosis of SE, its
90% negative and positive predictive value thresholds and its high-
est Youden index cutoff were determined for this diagnostic target.
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For C-index, we calculated the thresholds for cirrhosis according
to the 95% predictive values due to the clinical importance of cir-
rhosis diagnosis.

Third step: new fibrosis stage classifications. A new fibrosis stage
classification was derived by associating RDIs for CSF- and SF-
indexes. For example, if CSF-index provided a reliable diagnosis
of “F>2” and SF-index a reliable diagnosis of “F2+17, the ensuing
diagnosis of the new fibrosis stage classification was “F2/3”
Another fibrosis stage classification was derived by associating
RDIs for CSF- and C-indexes.

Statistical softwares were SPSS, version 17.0 (SPSS, Chicago, IL)
and SAS 9.1 (SAS Institute, Cary, NC).

RESULTS

Patients

The exploratory and validation sets included 349 and 380 patients,
respectively. The characteristics of both sets are detailed in Table 1.
Among the two sets, 93.5% of liver biopsies were considered as
reliable.

Development of new fibrosis stage classifications
Main results are presented here. For more details, see Supplemen-
tary Results online.

First step: new combined fibrosis indexes . For each diagnostic
target of liver fibrosis, Fibroscan and FibroMeter were single fibro-
sis tests the most frequently selected by the stepwise binary logis-
tic regression repeated on the 1000 bootstrap samples. These two
fibrosis tests were independent variables in logistic models that
ran in the exploratory set and thus provided three new combined
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Table 2. Accuracy (AUROC=s.d., bold values) of FibroMeter, Fibroscan, and their synchronous combination in new combined fibrosis

indexes, as a function of diagnostic target and patient group

Diagnostic target

Significant fibrosis (F>2)

SF (F=3)

Cirrhosis (F4)

Fibrosis test

FibroMeter

Fibroscan

CSF-index

Comparison (P)
FibroMeter vs. Fibroscan
FibroMeter vs. CSF-index
Fibroscan vs. CSF-index

FibroMeter

Fibroscan

SF-index

Comparison (P)
FibroMeter vs. Fibroscan
FibroMeter vs. SF-index
Fibroscan vs. SF-index

FibroMeter

Fibroscan

C-index

Comparison (P)
FibroMeter vs. Fibroscan
FibroMeter vs. C-index

Fibroscan vs. C-index

Set All
Exploratory Validation P
0.806+0.026 0.839+0.022 0.333 0.813+0.017
0.785+0.026 0.828+0.022 0.207 0.791+0.017
0.835+0.023 0.875+0.019 0.180 0.846+0.015
0.513 0.685 — 0.301
0.027 0.002 — <0.001
0.024 0.009 — <0.001
0.776+0.025 0.880x0.020 0.001 0.829+0.016
0.816+0.025 0.881+0.019 0.038 0.847+0.016
0.830+0.022 0.918+0.017 0.002 0.875+0.014
0.163 0.993 — 0.324
<0.001 <0.001 — <0.001
0.458 0.014 — 0.019
0.814+0.031 0.897£0.021 0.027 0.861+0.018
0.878+0.032 0.927+0.017 0.176 0.905+0.017
0.890x0.028 0.947++0.014 0.069 0.921+0.015
0.059 0.193 — 0.026
<0.001 <0.001 — <0.001
0.511 0.120 — 0.133

AUROC, area under the receiver operating characteristic curve; C, cirrhosis; CSF, clinically significant fibrosis; SF, severe fibrosis.

fibrosis indexes for three diagnostic targets: CSF-index for sig-
nificant fibrosis, SF-index for SE, and C-index for cirrhosis. CSF-
index had a significantly higher area under the receiver operating
characteristic curve than its composite tests, that is, FibroMeter or
Fibroscan, in the exploratory set (Table 2). SF-index and C-index
also had higher area under the receiver operating characteristic
curves than FibroMeter or Fibroscan in the exploratory set, but
the difference was significant only with FibroMeter.

Second step: RDIs. By using the thresholds of 90% predictive val-
ues for significant fibrosis and the diagnostic cutoft correspond-
ing to the maximum Youden index, CSF-index provided four
RDIs (F0/1, F1/2, F2+1, F>2), which provided 90.3% diagnostic
accuracy. By using the same method for SE, SF-index provided
four RDIs (F1+1, F2+1, F3+1, F>3) with 92.0% diagnostic accu-
racy. Finally, by using the thresholds of 95% predictive values for
cirrhosis, C-index provided three RDIs (F3, F3+1, F4) with 95.1%
diagnostic accuracy.

Third step: new fibrosis stage classifications. The first classifica-

tion (CSF/SF classification) was derived from the association of
CSF- and SF-index RDIs (Table 3). CSF/SF classification included
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six classes (FO/1, F1/2, F2+1, F2/3, F3+1, F4) and provided 87.7%
diagnostic accuracy in the exploratory set (Figure 1a).

The second classification (CSF/C classification) was derived
from CSF- and C-index RDIs (Table 3). CSF/C classification also
included six classes (F0/1, F1/2, F2+1, F2/3, F3+1, F4) and pro-
vided 86.5% diagnostic accuracy (P=0.503 vs. CSF/SF classifica-
tion; Table 4).

Validation of the new fibrosis stage classifications

The diagnostic accuracies of CSF-index, SF-index, and C-index
RDIs were not significantly different between the exploratory and
the validation sets, with respectively: 90.3% vs. 86.7% (P=0.142),
92.0% vs. 91.5% (P=0.827), and 95.1% vs. 94.5% (P=0.731). Sim-
ilarly, diagnostic accuracies of CSF/SF and CSF/C classifications
were not significantly different between the two sets (Table 4).

In the validation set, CSF/SF classification provided a signifi-
cantly higher diagnostic accuracy (85.8%) than CSF/C classifica-
tion and those of single fibrosis tests (P <0.008; Table 4). Figure 1b
shows the proportion of Metavir fibrosis stages as a function of
CSF/SEF classification. According to diagnostic accuracy in the vali-
dation set, classification ranking was: CSF/SF > CSF/C > Fibro-
Meter > Fibroscan > Fibrotest (Table 4).
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Figure 2 shows the diagnostic accuracy of each fibrosis stage
classification as a function of Metavir fibrosis stage in the valida-
tion set. Among single fibrosis tests, FibroMeter provided the most
homogeneous profile with no significant differences among his-
tological fibrosis stages (P=0.352). The new CSF/SF and CSF/C
classifications provided better profiles than those of single fibrosis
tests. However, the rate of well-classified patients among cirrhotic
patients was significantly higher with CSF/SF classification (94.5%)
than with CSF/C classification (67.3%, P<0.001).

Table 3. Development in the exploratory set of new fibrosis stage
classifications derived from the association of the reliable
diagnosis intervals (RDIs) of combined fibrosis indexes

(CSF- and SF-indexes, CSF- and C-indexes)

RDI of CSF-index
Fo/1 F1/2 F2x1 F>2
Flxl -
(0/0)
- F2x1 F2/3
F2+1
RDI (0/0) (0/0) (32/32)  (32/40) CSF/SF
of SF-index - - = F3+1 classification
F3x1
(0/0) (0/0) (0/0) (94/103)
F>3 - -
(0/0) (0/0) (0/0)
F2+1 F2/3
F<3
(57/60)  (90/118)
RDI — - - F3:1
£ CSF/C
of C-index (0/0) (0/0) (0/0) (35/36) >
classification
F4
o000 o ‘

C, cirrhosis; CSF, clinically significant fibrosis; SF, severe fibrosis.

Gray cells indicate the RDIs of the combined fibrosis indexes. Colored cells
indicate the F stages provided by the new fibrosis stage classifications. Figures
into brackets are the rates of correctly classified patients in each class of the new
fibrosis stage classifications according to liver biopsy results.
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Non-Invasive Diagnosis of Fibrosis Stage

Influencing factors
In the whole study population, we performed a stepwise binary
logistic regression including age, sex, biopsy length, Metavir F, and
IQR/median as independent variables. The rate of well-classified
patients by CSF/SF classification was independently associated
with the ratio IQR/median (first step, exp(B)=0,322), Metavir F
(second step, exp(P3) =1.370), and age (third step, exp(3) =0.976).
In the validation set, CSF/SF classification provided 89.5% diag-
nostic accuracy in patients with IQR/median <0.21 vs. 78.1% in
patients with IQR/median 20.21 (P=0.006). In the subgroup of
patients with IQR/median <0.21, CSF/SF classification had the
highest diagnostic accuracy (P=0.006 vs. other classifications, see
Supplementary Figure S4 online).

DISCUSSION

Because of its important role in guiding patient management, fibrosis
staging in chronic viral hepatitis is clinically relevant (2). Blood fibro-
sis tests and liver stiffness evaluation are now used for the non-invasive
assessment of liver fibrosis in CHC. In clinical practice, their results
are interpreted by using fibrosis stage classifications, which provide an
estimation of the histological fibrosis stage. We developed a new and
accurate fibrosis stage classification for the non-invasive diagnosis of
histological fibrosis stages by using an original method that includes
several statistical techniques we have previously described: combina-
tions of fibrosis tests (12), scores of blood tests adapted to specific
diagnostic target (9,12), and RDI (10,11). This new fibrosis stage clas-
sification had a very significantly higher diagnostic accuracy than
those previously published for single fibrosis tests.

Our study has several noteworthy aspects. First, both the explora-
tory and validation sets had a multicenter design (especially for the
validation set). Second, histological examination was performed by
expert pathologists and liver specimens were considered as reliable
in 94% of the cases. Finally, fibrosis stage prevalence in our vali-
dation set was quite similar to the reference prevalence reported
in a large cohort of around 33,000 patients with CHC (23). This

Validation set

160
140 - [ ]
120
100
80 1
F
60 | P
!
40 1
2
20 ] | [ N
WMo
0
76 436 73 6.7 276 73

% %

%o % % %

Figure 1. Proportion of Metavir fibrosis (F) stages as a function of clinically significant fibrosis/severe fibrosis (CSF/SF) classification (x axis with the rate of
patients included in each class in italics), in the exploratory (a) and validation (b) sets. The bottom line indicates the fibrosis stage classification.
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Table 4. Diagnostic accuracy (% of correctly classified patients)
of fibrosis stage classifications as a function of patient group

Classification Set

All Exploratory Validation [0
CSF/SF 86.7 87.7 85.8 0.461
CSF/C 84.4 86.5 82.1 0.113
FibroMeter 68.7 67.6 69.7 0.550
Fibroscan 58.7 54.4 63.3 0.020
Fibrotest 38.8 335 439 0.005

C, cirrhosis; CSF, clinically significant fibrosis; SF, severe fibrosis.
aComparison between sets.

Comparison between fibrosis stage classifications.

All patients: CSF/SF vs. CSF/C, P=0.014; others comparisons, P<0.001.
Exploratory set. CSF/SF vs. CSF/C, P=0.503; other comparisons, P<0.001.

Validation set. CSF/SF vs. CSF/C, P=0.008; FibroMeter vs. Fibroscan, P=0.029;
other comparisons, P<0.001.

aspect is important as diagnostic accuracy relies on fibrosis stage
prevalence (24).

Why a combination of fibrosis tests?

Best candidates for combination. We have previously shown that
the best combination among several fibrosis tests evaluated was
FibroMeter + Fibroscan (12). However, this study included various
causes of chronic liver diseases. The present study confirms these
findings in a homogeneous population of patients having CHC.
Indeed, the bootstrap method identified FibroMeter and Fibroscan
asthe bestindependent predictors for each diagnostic target studied
in the exploratory set (see Supplementary Table S1 online).

The contribution of fibrosis test combination. Our results clearly
show several advantages provided by combined fibrosis indexes.
Combined fibrosis indexes increased the accuracy of fibrosis
diagnosis: in the validation set and in the whole population, they
provided significantly higher area under the receiver operating
characteristic curves for significant fibrosis and SF than did single
fibrosis tests (Table 2). Combined fibrosis indexes also increased
the reliability of fibrosis diagnosis: they provided the highest rates
of patients included in the intervals of 290% predictive values (see
Supplementary Table S2 online).

RDIs of combined fibrosis indexes had similar diagnostic accu-
racy than those of single fibrosis tests (see Supplementary Results
online). There were thus two options: to associate RDIs of
combined fibrosis indexes or, more simply, to associate RDIs of sin-
gle fibrosis tests. The association of single fibrosis tests RDIs pro-
vided discordant results and a more detailed but less accurate
fibrosis stage classification than the association of combined fibrosis
indexes RDIs. Thus, combined fibrosis indexes improved diagnostic
accuracy and erase discrepancy between single fibrosis tests.

Combined fibrosis indexes provided more robust fibrosis stage
classifications. Indeed, despite the significantly different prevalence
of histological fibrosis stages between the exploratory and valida-
tion sets, diagnostic accuracies of CSF/SF and CSF/C classifica-
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Figure 2. Rates of correctly classified patients by fibrosis stage classifica-
tions as a function of Metavir fibrosis stages in the validation set. Hatched
lines: single fibrosis tests, continuous lines: new fibrosis stage classifica-
tions derived from new combined fibrosis indexes. Because of the few
number of FO patients, FO and F1 were pooled together.

tions were not significantly different between the two patient sets
(Table 4). By contrast, the fibrosis stage classification derived from
the association of the single fibrosis tests RDIs showed a dramatic
decrease in diagnostic accuracy, from 83% in the exploratory set to
69% in the validation set.

Finally, the new CSF/SF and CSF/C classifications provided
significantly higher diagnostic accuracies that the fibrosis stage
classifications of single fibrosis tests (Table 4).

Best-performing new fibrosis stage classification

CSF/SF classification provided significantly higher diagnostic
accuracy (85.8%) than did the other fibrosis stage classifications
(Table 4). This high diagnostic accuracy was very close to what
would be expected for a perfect diagnostic test as evaluated against
the imperfect gold standard that is liver biopsy (25). Moreover,
the rate of correctly classified cirrhotic patients was significantly
higher with CSF/SF classification: 95% vs. 67% with CSF/C clas-
sification. Overall, these results suggest that CSF/SF classification
is more relevant for use in clinical practice than CSF/C or single
fibrosis tests classifications.

How does it run in clinical practice?

Determination of CSF/SF classification. The use of CSF/SF classi-
fication in clinical practice may seem complex because it requires
several calculations. However, after computerization of all steps,
the user has only to provide two results (Fibroscan and blood test)
to obtain an accurate estimation of the histological fibrosis stage
(Figure 3).

CSF/SF classification vs. previously published algorithms. Sev-
eral combinations of fibrosis tests such as SAFE (26) or Bordeaux
algorithm (15) have been proposed to improve the non-invasive
diagnosis of liver fibrosis in clinical practice. SAFE is accurate
(27,28) but has several limits. Indeed, SAFE requires a sequential
use of blood fibrosis tests and thus needs to repeat blood samples
in patients. Moreover, SAFE includes two algorithms, each one
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Figure 3. Non-invasive determination of the liver fibrosis stage in clinical practice. Fibroscan or FibroMeter could be used alone: results are interpreted
according to their respective fibrosis stage classifications that provide fair/moderate diagnostic accuracy. Otherwise, Fibroscan and FibroMeter results
could be introduced in a computerized algorithm to determine the clinically significant fibrosis/severe fibrosis (CSF/SF) classification that provides a high

diagnostic accuracy.

providing only a binary diagnosis of significant fibrosis or cirrho-
sis. Thus, physician must first complete the SAFE for significant
fibrosis and then, in case of F>2 diagnosis, the SAFE for cirrhosis.
This finally induces a decrease in the diagnostic accuracy by accu-
mulation of each algorithm errors. Finally, liver fibrosis diagnosis
remains undetermined in a large proportion of patients (>50%
for the diagnosis of significant fibrosis and 20-25% for cirrhosis),
with thus a high rate of liver biopsy required (27,28). The six-class
CSF/SF classification circumvents all these limits by providing an
accurate estimation of the fibrosis stage in a one-step procedure,
without any liver biopsy required.

Castera et al. (15) have proposed the Bordeaux algorithm com-
bining blood test (Fibrotest) and Fibroscan. However, because
of disagreement between fibrosis tests, it requires liver biopsy in
30% of cases for the diagnosis of significant fibrosis and 20% for
cirrhosis (27). The synchronous combination of blood test with
Fibroscan into new combined fibrosis indexes allows CSF/SF clas-
sification to circumvent this limit.

Could CSF/SF classification replace liver biopsy in clinical prac-
tice? Liver biopsy is currently the reference procedure for liver fi-
brosis evaluation in clinical practice (1). However, it is now well
established that liver biopsy cannot be considered a “gold stand-
ard” because of sampling bias and poor interobserver reproduc-
ibility of histological semi-quantitative scores (29). Thus, when a
liver biopsy and a non-invasive test give discordant results, it is
difficult to know which one is right. Several studies have evaluated
discordances between liver biopsy and either blood fibrosis tests
(30-32) or Fibroscan results (33). In these studies, discordances
attributed to misdiagnoses of non-invasive tests were as frequent
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as those attributed to liver biopsy errors, suggesting that non-
invasive tests were as accurate as liver biopsy for liver fibrosis eval-
uation in clinical practice. In our study, liver biopsy and CSF/SF
classification results were discordant in only 13.3% of cases and
we may suppose that a significant part of these discordances could
be attributed to liver biopsy errors. The subsequent decrease in
diagnostic accuracy of liver biopsy (i.e., <100%) and increase in
accuracy of CSF/SF classification (i.e., >86.7%) suggest that both
methods most likely provide similar accuracy for the evaluation
of liver fibrosis in clinical practice. Other studies with different
methodology (e.g., surgical biopsy) will address that issue more
completely. Nevertheless, the CSF/SF classification has the
advantage of being totally non-invasive; it can thus be repeated
at regular intervals, unlike liver biopsy. Finally, although liver
biopsy remains the best standard (29), non-invasive tests have other
indications, for example, a closer follow-up of patients. In this set-
ting, cirrhotic patients initially misclassified by CSF/SF classifica-
tion due to compensated cirrhosis will most likely be correctly
classified later thanks to a slight progression of liver disease.
Beyond diagnostic accuracy, another crucial point is to compare
the cost-effectiveness of liver biopsy and CSF/SF classification for
liver fibrosis evaluation. Such a comparison would need to take
into account not only numerous cost factors (liver biopsy, blood
markers, Fibroscan, resulting antiviral prescriptions, treatments
for initially misdiagnosed cirrhosis complications), but also mor-
bidity and mortality due to liver biopsy and liver disease decom-
pensation. The question of cost-effectiveness thus requires further
longitudinal studies using clinical events as study end points.
Finally, we have previously shown that blood fibrosis tests adapted
to the cause of liver disease provide higher diagnostic accuracy (34).
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Continuing in this direction, we have developed the CSF/SF classifi-
cation in a homogeneous population of patients with a single cause
of chronic liver disease, that is, CHC. Future studies may evaluate if
combinations of non-invasive tests according to our methodology
could replace liver biopsy in other causes of liver disease.

In conclusion, the association of combined fibrosis indexes
including FibroMeter and Fibroscan provides a new fibrosis stage
classification for the non-invasive diagnosis of liver fibrosis stages
in patients with CHC. This classification has a high and robust
diagnostic accuracy, and is significantly more accurate than the
previously published fibrosis stage classifications of Fibrotest,
FibroMeter, and Fibroscan. It now seems possible to implement
fully non-invasive management of patients with CHC.
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WHAT IS CURRENT KNOWLEDGE

Precise evaluation of the level of liver fibrosis is
recommended in patients with chronic hepatitis C.

Liver fibrosis stages are usually determined on a biopsy by
using histological semi-quantitative scores of fibrosis.

\/Fibrosis stages classifications derived from blood fibrosis
tests or Fibroscan results allow for a non-invasive
determination of liver fibrosis stages.

WHAT IS NEW HERE

The association of new fibrosis indexes combining
FibroMeter and Fibroscan provides a new fibrosis stage
classification.

This classification is highly accurate for the non-invasive
diagnosis of histological fibrosis stages in chronic
hepatitis C.

The new classification has a significantly higher diagnostic
accuracy than those previously published for blood fibrosis
tests or Fibroscan.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

GLOSSARY

Single fibrosis test:Corresponds to already published blood fibross tabtained by a
biomarker combination (Fibrotest, FibroMeter, Hequais, APRI, FIB-4), or Fibroscan.

Fibrosis stage classificationClassification giving an estimation of the histtmal Metavir
fibrosis stage, as derived from the fibrosis testutt. These classifications are available for
Fibrotest, FibroMeter, and Fibroscdfigure s1).

Combined fibrosis index:New fibrosis test combiningingle fibrosis tests3 combined
fibrosis indexegombining FibroMeter and Fibroscan results wengl@mented in this study:
- CSF-index for the diagnosis of clinically signifiddibrosis, i.e. Metavir B2
- SF-index for the diagnosis of severe fibrosis,Metavir =3
- C-index for the diagnosis of cirrhosis

Reliable diagnosis interval (RDI)RDIs correspond to the intervals of fibrosis teatues
where the individual diagnostic accuracy is con@desufficiently reliable for clinical
practice.
In practice, the range of the fibrosis test valsi@ivided into several consecutive intervals.
First, the thresholds of 90% predictive valuestf@ diagnostic target are calculated (Figure
A). They define two intervals of blood tests vatues
- A lower interval, defined by a blood test valdethe 90% negative predictive value
threshold, where patients have@0% chance of not having the diagnostic target;
- And a higher interval, defined by a blood test eatuthe 90% positive predictive value
threshold, where patients have@0% risk of having the diagnostic target.
Second, the remaining intermediate interval betwienthresholds of the 90% predictive
values is divided according to the fibrosis teduggoroviding the maximum Youden index
(Figure B). These two intermediate intervals cqrogsl to a class of fibrosis stages different

from the initial diagnostic target but with a coméd prevalence ¢f90%. Thus, the interest
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of this recently described method (10) is to ofieeliable diagnosis (high predictive values)
in 100% of patients without the need for liver l8gp

Figure A: Intervals of>90% negative (NPV) and positive (PPV) predictivéuesa for the
diagnosis of significant fibrosis (Metavir>E). NPV for significant fibrosis i$£90% in
patients with a score0.235; PPV is>90% in patients with a score).636 (these figures are
examples).
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Figure B: Intervals of reliable diagnosis. Diagnostic accayais >90% without performing
liver biopsy.
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SUPPLEMENTARY RESULTS

Development of new fibrosis stage classifications

1% step: New combined fibrosis indexes

For each diagnostic target, Fibroscan and FibroMe#tere thesingle fibrosis testsnost
frequently selected by the stepwise binary logistgression repeated on the 1000 bootstrap
samplesTable s]). These 2 fibrosis tests were independent vasahlégistic models ran in
the exploratory set and thus provided 3 rm@mbined fibrosis indexdsr different diagnostic
targets: CSF-index for significant fibrosis, SFamdfor severe fibrosis, and C-index for
cirrhosis.

CSF-index had a significantly higher AUROC than ¢emposite tests, i.e. FibroMeter or
Fibroscan, in the exploratory séitaple 2). SF-index and C-index also had higher AUROCs
than FibroMeter or Fibroscan in the exploratory, et the difference was significant only
with FibroMeter.

2" step: Reliable diagnosis intervals

CSF-index (diagnostic target: significant fibrosis)CSF-index was divided into 4 reliable
diagnosis intervals. The extreme intervals were tthditional intervals 0£90% negative
(NPV) or positive (PPV) predictive values for sifigant fibrosis. CSF-index included 9.2%
of patients in the-90% NPV interval (CSF-index value 0 and< 0.248) and 46.1% in the
>90% PPV interval (CSF-index vale®.784 ancl). Thus, CSF-index displayed a reliable
diagnosis of significant fibrosis with90% accuracy in 55.3% of patients versus 33.8% with
Fibroscan (p8.00]) and 55.6% with FibroMeter (p=1.00able s2.

The indeterminate interval (between CSF-index \&te@.248 and <0.784) was then divided
into 2 new intervals according to the diagnosti¢-affi corresponding to the maximum
Youden index (0.615). 87.5% of the patients inctude the lower new interval (>0.248 -
<0.615) had F1/2 stages according to liver biogsults, and 95.0% of patients included in
the higher new intervab0.615 and <0.784) had F1/2/3 stagegre s39. Finally, CSF-
index provided 4 RDIs whose F classification wa1F-F1/2, F2+1, and*2. The diagnostic
accuracy of these RDIs was 90.3Piglre s39.

FibroMeter provided the same 4 RDIs with 89.4% dasgjic accuracy (p=0.664 vs CSF-

index).
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SF-index (diagnostic target: severe fibrosispF-index was also divided into 4 RDIs. The
extreme intervals were the traditional interval$80% negative or positive predictive values
for severe fibrosis. SF-index included 44.7% oiguas in the>90% NPV interval (SF-index
value>0 and<0.220) and 5.2% in the90% PPV interval (SF-index valu®.870 andl).
Thus, SF-index displayed a reliable diagnosis ghificant fibrosis with>90% accuracy in
49.9% of patientsTable s2 versus 41.8% with FibroMeter (p<001) and 46.4% with
Fibroscan (p=0.235). By dividing the indeterminatéerval of SF-index according to the
diagnostic cut-off (maximum Youden index: 0.364f-i8dex provided 4 RDI (F1£1, F2+1,
F3+1, P3; Figure s3b with 92.0% diagnostic accuracy.

Fibroscan provided the same 4 RDIs with 91.1% diagja accuracy (p=0.728 vs SF-index).
C-index (diagnostic target: cirrhosis)G-index included 87.7% of patients in th@5% NPV
interval for cirrhosis (C-index value0 and<0.244), and 2.0% in the95% PPV interval for
cirrhosis (C-index valuee0.896 and<l). Thus, C-index displayed a reliable diagnosis of
cirrhosis with>95% accuracy in 89.7% of patier{l&able s2)versus 65.9% with FibroMeter
(p<0.00)) and 87.4% with Fibroscan (p=0.096). Dividing thdeterminate interval according
to the diagnostic cut-off did not distinguish twifferent groups. Finally, C-index provided 3
RDIs (<3, F3£1, F4) with 95.1% diagnostic accurdEigure s3c)

3" step: New fibrosis stage classifications

The first classification (CSF/SF classification)saderived from the association of CSF- and
SF-index RDIs Table 3). CSF/SF classification included 6 classes: FBM2, F2+1, F2/3,
F3+1, and F4. It provided 87.7% diagnostic accuracthe exploratory set~{gure laand
Table 4).

The second classification (CSF/C classifications warived from CSF- and C-index RDIs
(Table 3). CSF/C classification also included 6 classed1(FB1/2, F2+1, F2/3, F3t1, F4)
and provided 86.5% diagnostic accuracy (p=0.5089E/SF classificatiormable 4).

Association of combined fibrosis indexes RDIs ongie fibrosis tests RDIs?

As previously shown, the accuracies of RDIs fraombined fibrosis indexeand their
compositesinglefibrosis testawvere not significantly different (i.e., the Fibretér RDIs for
significant fibrosis vs that of CSF-index, and #ibroscan RDIs for severe fibrosis vs that of
SF-index). Therefore, we implemented a third cfasgion (FM/FS classification) that was

derived from the FibroMeter RDIs for significanbifosis and the Fibroscan RDIs for severe
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fibrosis. Results of FibroMeter and Fibroscan RidkEre discordant in 2 patients, who thus
had indeterminate diagnoses. FM/FS classificatibmately included 7 classes (FO0/1, F1,
F1/2, F2, F2/3, F3t1, F4) and provided 82.8% diagnoaccuracy (p=0.006 vs CSF/SF
classification). However, diagnostic accuracy of/FBl classification dramatically decreased
to 69.4% in the validation set (p001vs CSF/SF and CSF/C classifications).
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Table sl1: Selection of candidate predictors at bootstrappexpwase binary logistic

regressions, as a function of diagnostic targeéhénexploratory set. Stepwise binary logistic
regressions were performed on 1000 bootstrap sanopld49 subjects from the exploratory
set. The table depicts the number of timessangle fibrosis testvas selected across the 1000

multivariate analyses. For each diagnostic targegtroscan and FibroMeter were the most
frequently selected variables.

Fibrosis tests  Significant fibrosis Severe fibrosis Cirrhosis
(Metavir F>2) (Metavir F>3) (Metavir F4)

FibroMeter 944 925 779
Fibrotest 120 152 108
Hepascore 187 77 171

FIB-4 57 78 84

APRI 346 515 66
Fibroscan 961 1000 999
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Table s2: Rate of patients included in the intervals of takadiagnosis defined by te00% negative (NPV) and positive (PPV) predictive
values for significant fibrosis (Metavir>R2) or severe fibrosis (Metavir>B), and the>95% predictive values for cirrhosis (Metavir F43, &

function of diagnostic target and fibrosis test] agcording to patient group.

_ . Metavir F>2 Metavir F>3 Metavir F4
Set ::OSIS Patients® Correctly Patients® Correctly Patients® Correctly
classified” classified” classified”
FibroMeter 55.6 89.7 41.8 89.7 65.9 94.8
Exploratory Fibroscan 33.8 90.7 46.4 90.1 87.4 94.8
Combined index 55.3 90.2 49.9 89.7 89.7 94.9
FibroMeter 48.8 72.7 47.0 94.2 64.2 97.2
Validation  Fibroscan 38.2 77.0 46.7 93.5 85.2 293.
Combined index 49.1 85.2 58.5 95.9 87.3 93.8
FibroMeter 52.3 82.0 44.3 92.0 65.1 95.9
All Fibroscan 35.9 83.6 46.5 91.8 86.3 94.0
Combined index 52.3 87.9 54.1 92.9 88.5 94.3

Rate of patients (%) included in both interval$86/95% negative ane90/95% positive predictive value&Rate of correctly classified patients (%) amongséhimcluded
in the NPV+PPV intervals; CSF-index for significant fibrosis, SF-index favere fibrosis, and C-index for cirrhosis

Cut-offs for NPV>90/95% and PP\¥90/95% were calculated in the exploratory set @stkt in the validation set and the whole populatiignificant fibrosis. Cut-offs
for NPV >90%: FibroMeter<0.110, Fibroscans3.2, CSF-indexx0.248; cut-offs for PP\t90%: FibroMeter>0.608, Fibroscarz9.2, CSF-index>0.784.Severe fibrosis.
Cut-offs for NPV>90%: FibroMeter<0.554, Fibroscars6.8, SF-index<0.220; cut-offs for PP\290%: Fibroscan>32.3, SF-index>0.870.Cirrhosis. Cut-offs for NPV
>95%: FibroMeter<0.757, Fibroscarx14.5, C-index<0.244; cut-offs for PP\#95%: Fibroscan>35.6, C-index>0.896.
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Figure s1: Various fibrosis stage classificationsA: Histological Metavir fibrosis stageB-
E: Fibrosis stage classifications by non invasiveste: Fibrotest classification (22)C:
FibroMeter classification (16]): Fibroscan classification (21F: new CSF/SF classification

derived from the association of new fibrosis indegembining FibroMeter and Fibroscan.
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Figure s2: Study methodology.Implementation of newvibrosis stage classificationsom

new combined fibrosis indexegexploratory set). BLR: binary logistic regressioRDI:

reliable diagnosis intervals.
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Figure s3: Reliable diagnosis intervals of CSF-, SFand C-indexes in the exploratory set.
Panel s3a:Proportion of Metavir fibrosis (F) stages accordiaghe maximum Youden index
cut-off and the thresholds of 90% negative and tp@sipredictive values for significant
fibrosis with CSF-index.Panel s3b: Proportion of Metavir F stages according to the
maximum Youden index cut-off and the threshold®@¥% negative and positive predictive
values for severe fibrosis with SF-indé€>anel s3c:Proportion of Metavir F stages according
to the thresholds of 95% predictive values forhmsis with C-index.
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Figure s4:Rate of correctly classified patients filyrosis stage classificatiores a function
of IQR/median ratio in the validation set.
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Annexe 10 :Avantages (cases blanches) et inconvénients (cases) des recommandations de la Haute Autodt&ahté francaise, et des

combinaisons de tests non invasifs de fibrose [@diagnostic non invasif de fibrose hépatique @urs de I’hépatite chronique C.

Recommandations

Combinaisons de tests non invasie fibrose

Algorithme de

Classification

HAS (déc 2008) SAFE Bordeaux CSF/SF
Tests fintention  FT ou FM ou HS ou FS APRI FT et FS “eihtention : FM et FS
non invasifs 2intention Un autre test ou la PBH FT PBH -
3 intention - PBH - -
Etapes 2 3 2 1
Seuils diagnostiques Valeurs non précisées Valeurs précisées Valeucsspes Non nécessaire
2 classes 3 classes 6 classes
Diagnostic Non précisé (FO/1ou B2; (FO/1, F2/3, F4) (FO/1, F1/2, F2+1, F2/3,
F<3 ou F4) F3+1, F4)
Performance diagnostique CRIMFEUS CE f',br.o S€ . Excellente Excellente Excellente
performance médiocre
Taux de PBH Inconnu >50% 20-30% 0%
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METHODOLOGIE POUR L’AMELIORATION DE LA
PERFORMANCE DU DIAGNOSTIC NON INVASIF DE LA
FIBROSE HEPATIQUE AU COURS DE L’HEPATITE
CHRONIQUE C

Le pronostic et la prise en charge des patients avec une hépatite C dépend du degré de fibrose
hépatique qui est classiquement évalué par I'examen histologique d'une ponction-biopsie hépatique.
Cependant, la biopsie est une procédure invasive et l'examen histologique est limité par le biais
d'échantillonnage et une reproductibilité perfectible. Récemment, des tests permettant d'évaluer de
fagon non invasive la fibrose du foie ont été développés : les tests sanguins de fibrose et
I'¢lastométrie impulsionnelle (Fibroscan). Depuis décembre 2008, la Haute Autorit¢ de Santé
francaise recommande ces tests en premicre intention pour I'évaluation de ma fibrose/cirrhose chez
les patients avec une hépatite chronique C. Néanmoins, ces recommandations ne précisent pas les
modalités pratiques d'utilisation de ces tests. Par ailleurs, la performance des tests non-invasifs de
fibrose a surtout été¢ évaluée de fagon globale et les quelques travaux ayant évalué leur utilisation en
pratique clinique ont montré des performances diagnostiques moyennes. Ce travail de thése avait
pour but de développer une méthodologie pour améliorer la performance du diagnostique non
invasif de la fibrose hépatique au cours de I'hépatite C. Nous avons mis au point plusieurs concepts
méthodologiques : tests adaptés a la cible diagnostique, combinaisons synchrones de tests,
association des intervalles de diagnostic fiable. Ces nouvelles méthodes ont permis d'élaborer une
nouvelle classification non invasive de fibrose, trés simple d'utilisation et trés significativement plus
performante que celles utilisées jusqu'alors en pratique clinique.

Methodology to improve the accuracy of the non-invasive diagnosis of liver
fibrosis in chronic hepatitis C

Prognosis and management of patients with chronic hepatitis C depends on the degree of liver
fibrosis which is classically assessed by histological examination of a liver biopsy. However, liver
biopsy is an invasive procedure and histological examination is impaired by sampling bias and fair
reproductibility. Recently, new tests allow for a non-invasive evaluation of liver fibrosis : fibrosis
blood tests and transient elastography (Fibroscan). Since December 2008, the French Health
Authority has recommanded these tests as first-line exams for the assessment of fibrosis/cirrhosis in
patients with chronic hepatitis C. However, these recommendations do not specify the practical use
of these tests. In addition, the accuracy of non-invasive fibrosis tests has mainly been globally
evaluated and the implement a methodology to improve the accuracy of the non-invasive diagnosis
of liver fibrosis in hepatitis C. We developed several methodological concepts : fibrosis tests
adapted to the diagnostic target, synchronous combinations of tests, association of intervals of
reliable diagnosis. These new concepts were finally used to develop a new non-invasive
classification of liver fibrosis, easy to use and very significantly more accurate than those actually
used in clinical practice.
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