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Résumeé :

Les hépatites virales constituent un probleme majeur de santé publique dans le monde.
L’enjeu pour les pays du Sud est de mettre en ceuvre des stratégies de dépistage et de
prise en charge des hépatites virales, en particulier pour ’hépatite C chez les usagers de

drogues par voie intraveineuse dans les pays a ressources limitées.

La premiere étude est une évaluation clinico-virologique chez les patients co-infectés
VIH/VHC a Haiphong, au Nord du Vietnam (ANRS 12262). Pour la premiere fois au
Vietnam, une étude est menée pour I'évaluation des caractéristiques clinico-
virologiques, en particulier le degré de fibrose hépatique chez des sujets co-infectés
VIH/VHC. Cent quatre patients co-infectés VIH/VHC (confirmation sérologique, avec
présence de I’Ac Anti-VHC) ont été inclus. L’évaluation clinique, biologiques et
virologique et celle de la fibrose par élastographie hépatique (Fibroscan®, Echosens) ont
été réalisées le jour d’'inclusion dans I'étude. Parmi, 93 (89,4%) patients étaient positifs
pour I'’ARN VHC avec médiane 6,19 (4,95 a 6,83 logio Ul/mL). La plupart des patients
étaient infectés par les génotypes la/1b (69%) et les génotypes 6a/6e (26%). 43
patients (41,3%) présentaient une fibrose significative (= F2), dont 24 patients (23,1%)
avec une fibrose extensive (F3) et/ou une cirrhose hépatique (F4). L’évaluation de la
fibrose hépatique par I'élastométrie (Fibroscan®) a été utilisée comme technique de
référence et les résultats ont été comparés avec le test APRI (AST-to-platelet ratio index)
recommandé par 'OMS pour la prise en charge des patients infectés par le VHC dans les
pays a ressources limitées. En utilisant le fibroscan comme gold standard, le cut-off de
I'APRI supérieur ou égal a 2 permettait de classer les patients avec fibrose
sévere/cirrhose avec une sensibilité de 90% et une spécificité de 84% (AUROC = 0,93, IC

95%: 0,86 a 0,99).

Dans la deuxieme étude nous avons étudié la réponse immunitaire a la bithérapie
PeglFNo-ribavirine chez 30 patients co-infectés VIH/VHC. Nous avons mesuré la
réponse de 25 cytokines et l'activation T CD8 chez ces patients afin de mieux
comprendre les déterminants du succes thérapeutique. Les résultats ont été comparés
entre les patients classés « RVS » (réponse virologique soutenue) (RVS, n = 19) et les
non-répondeurs a la bithérapie pégylée (NR, n = 11). Le changement en concentration
des cytokines lié a la thérapie PeglFNo-ribavirine a été observé chez les patients RVS et
NR avec une réponse plus variée, polyfonctionnelle et plus intense qui signait la bonne

8
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réponse dans le groupe RVS. Le changement en concentration sérique de 1'IL-8, MIP-1]3
et MCP-1 pourrait étre associé a I'efficacité de la bithérapie PeglFNo-ribavirine chez les

patients co-infectés par le VIH et le VHC.

Notre derniére étude portait sur I'évaluation de la performance diagnostique de la
primo-infection du VIH avec le support DBS (Dried Blood Spot) par rapport aux tests
rapides. Cette étude a été rétrospectivement réalisée chez 39 cas diagnostiqués pour une
primo-infection par le VIH au CHU de Montpellier. Le dépistage de la primo infection VIH
sur DSS présentait une sensibilité de 87.2% (34/39) avec le test Ag/Ac combiné 4
Generation (ElecsysCombi PT test reactive et Liaison XL test reactive) témoignant de la
bonne performance de cette approche. Ces résultats montrent pour la premiere fois que
le dépistage de l'infection précoce a VIH sur papier buvard est un complément et/ou une
alternative possible aux tests rapides qui sont insuffisamment sensibles dans cette

situation.

En médecine, la technique doit étre au service de l'optimisation diagnostique et
thérapeutique. Les trois études abordées dans ce travail de thése illustrent des voies de
progres possibles dans la prise en charge de la co-infection VIH/VHC par une

amélioration du dépistage, du bilan pré-thérapeutique, et du suivi thérapeutique.

Mot clés : Co-infection HIV-VHC, usagers de drogues par voie intraveineuse, dried blood

spot, fibrose hépatique, fibroscan, APRI, interféron pégylé, Vietnam.



Thése de Sciences, CBS2, UMR/Inserm U1058

Abstract:

Chronic viral hepatitis is a major public health issue worldwide in the field of infectious
diseases and mostly affects resource-limited countries. The challenge for the resource-
limited countries is to implement the strategies for screening and management of viral

hepatitis, particularly for hepatitis C among people who inject drugs.

We conducted for the first time a cross-sectional study aimed to assess the proportion of
clinically significant fibrosis in HIV/HCV-co-infected patients followed in Viet Tiep
Hospital in Haiphong, Northern Vietnam. We also identified epidemiological, virological
and clinical characteristics associated with extensive fibrosis/cirrhosis. Since WHO
ranked the aspartate transaminase (AST)-to-platelet ratio index (APRI) as a preferred
non-invasive marker of extensive fibrosis and cirrhosis in resource-limited settings. We
also evaluated its diagnostic performance in this HIV-HCV co-infected population using
hepatic transient elastography (Fibroscan® Echosens) as a gold standard. From
February to March 2014, 104 HIV-HCV co-infected patients receiving antiretroviral
therapy (ART) were prospectively enrolled. 93 (89.4%) had detectable HCV RNA,
median 6.19 (4.95-6.83 Log10 IU/mL). Patients were mainly infected with genotypes
la/1b (69%) and genotypes 6a/6e (26%). 43 patients (41.3%) had fibrosis = F2
including 24 patients (23.1%) with extensive fibrosis (F3) and/or cirrhosis (F4). Using
Fibroscan® as a gold standard, the high threshold (2) of AST-to-platelet ratio index
(APRI) had very good performances for the diagnosis of extensive fibrosis/cirrhosis (Se:

90%, Sp: 84%, AUROC=0.93, 95%CI: 0.86-0.99).

Pegylated interferon (PegINF) and ribavirin therapy still were the antiviral treatment of
hepatitis C for a long time. This combination antiviral therapy induces important
changes on cytokine release and T cell activation. Immune response to peglFNo-
ribavirin therapy was explored in patients co-infected by HCV and HIV. Concentrations
of 25 cytokines and CD8+ T cell activation were monitored in HCV/HIV co-infected
patients. Results were compared between patients retrospectively classified as
sustained virological responders (SVR, n=19) and non-responders (NR, n = 11). High
pretreatment concentrations of IP-10 (CXCL-10) and MCP-1 (CCL-2) were associated

with poor anti-HCV response. Highest rise in MIP-1f3 and MCP-1 levels was observed

10
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four weeks after anti-HCV treatment initiation in SVR compared to NR, whereas a

decrease of IL-8 concentration was associated with treatment failure (p= 0.052).

The last study is related to evaluation the diagnostic performances for detection of early
HIV infections on filter paper (DSS - Dried serum spot) compared with rapid tests. A
total of 39 serum samples from newly diagnosed HIV infected persons collected of early
phrases of infection, between 2002 and 2012. Fourth generation immunoassays
(ElecsysCombi PT test reactive and Liaison XL test reactive) identified 34 out of 39 HIV
early infections using dried serum spot, whereas the DetermineTMHIV-1/2 rapid test
detected 24 out of 39 HIV positive serum (87.2% vs 61.5% respectively, p = 0.009).
Fourth generation Ag/Ab immunoassays performed on dried serum spot had good

performance for HIV testing during the early phases of HIV infection.

News techniques should be at the service of diagnostic and therapeutic optimization.
The three studies discussed in this thesis illustrate potential strategies to improved
access and care in the setting of HIV-HCV co-infection: improved screening, pre-

therapeutic assessment, therapeutic monitoring.

Key word : Co-infection HIV-HCV, IV drug user, dried blood spot, liver fibrosis, fibroscan,

APRI, Pegylated interferon, Vietnam.
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Introduction
[.1. Situation épidémiologique des infections a VIH et a hépatite C dans le monde, en
Asie et au Vietnam

[.1.a. La pandémie VHC

Environs 170 millions de personnes sont porteurs d’'une infection chronique par le virus
de I'hépatite C (VHC) soit environ 3% de la population mondiale. La pandémie du VHC
constitue de ce fait un enjeu majeur de santé public dans le domaine des maladies
infectieuses [1]. Le VHC serait la cause de 499.000 déces/an [2]. La prévalence de
I’hépatite C chronique est globalement plus élevée au Sud qu’au Nord [3-5]. Les
prévalences les plus élevées sont observées dans certains pays d’Afrique comme en
Egypte (14.7%), le pays le plus endémique au monde [6], et en Asie du Sud ou la
prévalence est estimée a 3.4% [7-9]. En 'absence de traitement, la gravité de I'infection
par le VHC est étroitement liée au risque d’évolution vers la cirrhose, I'insuffisance
hépatique et le carcinome hépatocellulaire (CHC) [10, 11]. Entre 15 et 30% des sujets
infectés par le VHC risquent de développer une cirrhose sur une période de 20 ans [12]
avec un risque de CHC estimé entre 2 et 4% par an selon les études [13]. De nombreuses
études ont démontre que la co-infection avec le VIH accélere la progression de la fibrose
et augmente le risque de cirrhose et de CHC chez les sujets infectés par le VHC [14]

L.1.b. L’épidémie VHC au Vietnam :

Prévalence : le Vietnam présente une séroprévalence estimée entre 1 et 5% dans la
population générale. Ainsi dans la province de Binh Thuan, au centre du pays, une étude
récente réalisée chez 506 adultes a rapporte une séroprévalence de 3.3% avec 1.8% de
personnes virémiques [15]. Ces résultats sont proches de ceux précédemment décrits
avec des chiffres variant entre 0.38% et 4.3%[16].

Génotype du VHC: la distribution génotypique de I'hépatite C en Asie présente des
particularités remarquables comparativement a I'Europe et a I'Afrique. En effet,
plusieurs études ont mis en évidence la prédominance du génotype 6 en Chine, au
Myanmar, Laos, Vietnam, Cambodge [17-21] (Figure 1). En revanche, en Thailande, pays
voisin du Vietnam, le génotype 3 semble prédominant (36,4%), avant le génotype 1 (27-
36%) et enfin le 6 (21%) [20].

Au Vietnam, une étude publiée en 2010 réalisée a Ho Chi Minh Ville (Sud du Vietnam)
chez 842 patients infectés par le VHC, a montré une prédominance du génotype 6
(54.4%), devant le génotype 1 (30.4%) et le génotype 2 (15.2%) [22]. En revanche, une
étude réalisée chez 114 usagers de drogues, a Hai Phong, une ville dans le Nord du
Vietnam a montré la présence prédominante du génotype 1 (65.8%); le génotype 6
arrivant en 2¢ position (24.5%) [23]. (Figure 1 : répartition des génotypes du VHC dans
la région de I'Asie du Sud publiée en Asie du Sud Est. [24-27]). La réponse du génotype 6
a la bithérapie peglFN/ribavirine semble assez bonne avec des résultats encourageant
de quelques essais thérapeutiques chez les patients mono-infectés du génotype 6 au
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Vietnam, avec un taux de réponse virologique soutenue (RVS) estimé a 71% et 60 %
apres 48 semaines et 24 de traitement respectivement [28]

[e]

0.2%

[4]

Phillipines n=444
fole]

Myanmar n=145

alaysia n=28

o

/m@%

Tiiiana nsan Singapore n=11 Indonesia n=150

Figure 1 : Répartition des génotypes du VHC en Asie du Sud Est. Wasitthankasem, R.
PLoS One, 2015 [20].

I.1.c. L’épidémie VIH au Vietnam

La prévalence du VIH au Vietnam dans la population générale est d’environ 0.5% [29],
avec 350 000 personnes infectées (estimation du Vietham Administration of HIV/AIDS
Control - VAAC 2015). Depuis le ler cas documenté en 1990 [30], 224 223 patients ont
été diagnostiqués a ce jour dans le pays. L’épidémie de VIH est concentrée au sein de
groupes a risque : travailleurs du sexe (prévalence de 2,6 - 8.6%) [31], chez les hommes
ayant des rapports sexuels avec des hommes (HSH) (3,7%) et usagers de drogue par
voie intraveineuse (UDI) (voir le paragraphe ci-dessous et Figure 2)

[.1.d. Usagers de drogues par voie intraveineuse - groupe a risque majeur au
Vietnam
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[ No evidence of injecting drug use
=3 No eligible report (74 countries)
3 <40% (16 countries)

3 40-<60% (24 countries)

B 60-<80% (25 countries)

B =80% (12 countries)

Figure 2 : Prévalence du VHC chez les UDI. Nelson, P.K. The Lancet, 2011 [32]

Prévalence du VHC et du VIH/UDI: Le partage des modes de contamination et en
particulier de la transmission par usage de drogues IV (UDI) explique la fréquence
élevée des co-infections VHC et VIH dans le monde (Figure 2). On estime que 13 millions
de personnes dans le monde injectent des drogues par voie intraveineuse [33].

La co-infection VIH/VHC est associée a, une augmentation du risque de passage a la
chronicité et de CHC. Au cours de la derniere décennie, I'acces aux soins du VIH / SIDA et
la thérapie antirétrovirale (ART) a été grandement améliorée dans les pays a ressources
limitées et le nombre de déces liés au sida est en diminution constante au niveau
mondial depuis 2005 [34]. Dans ce contexte, L'hépatite C [35] a émergé comme une
cause majeure de morbidité et de mortalité dans cette population [36] .

Au Vietnam, dans le groupe des UDI, la prévalence du VHC est considérablement plus
élevée que dans la population générale. Le Vietnam est un des six pays comptant le plus
d’'UDI dans le monde [37, 38]. Ainsi il est estimé qu’environ 171 000 des adultes ont
déja consommé de la drogue par voie intraveineuse en 2012 [39] et 204 000 au Vietnam
en 2015 (Présentation de Oanh Khuat at International Harm Reduction Conference,
Kuala Lumpur, Malaysia, 20/10/2015) , avec augmentation importante de la prévalence
sur 10 ans (135 000 en 2005) [40].

La prévalence des UDI était moins importante (146 731 en 2010) [41]. Une premiere
étude publiée en 2009 a retrouvé une prévalence du VHC de 74.1% parmi 309 UDL
L’étude de Zhang et al, publié en 2015 a rapporté une prévalence du VHC plus élevée a
88.8% parmi 1 434 UDI. L’étude de Huong et al. chez les UDI a Hanoi et Ho Chi Minh Ville
a observé une séroprévalence de 58% [42], un peu moins a 53.8% chez 3 010 UDI de 10
provinces du Vietnam dans I'étude de Nadol et al [43]. Enfin, elle reste tres élevée chez
les UDI, entre 31% et 97.2% [16] . Concernant l'infection par le VIH chez les UDI au
Vietnam, la prévalence est estimée entre 10.3 - 42.4% selon les études [29, 42, 44-46].
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Dans ces groupes d’UDI infectés par le VHC, la prévalence de la co-infection avec le VIH
varie entre 40 et 90% selon les études [16, 43, 47]. Ainsi 'étude de Zhang et al [47],
réalisée chez 1 434 UDI a Thai Nguyen au Vietnam, a montré une prévalence du virus
hépatite C de 88.8%, co-infectés avec le VIH 499/1 434 (34.8%), HCV en mono-infection
773 (53.9%), 99% HIV co-infectés avec VHC (Figure 3)

Figure 3 adaptée de Zhang et al. Eur J Gastroenterol Hepatol, 2015 : Répartition des co-
infections VHC/VIH a Thai Nguyen, Vietnam [47]

Incidence du VHC: les taux d'incidence du VHC varient de 2,7 a 66/100 années-
personnes (médiane 13/100 AP) [48] et la prévalence du VHC parmi les UDI est
globalement estimée a 67% [49]

Les taux d'infection du VIH et du VHC étaient de 28,4% et 56,9%, respectivement, parmi
les 965 patients éligibles a un programme de substitution par Méthadone a Ho Chi Minh-
Ville et Hai Phong dans la premiére année du projet pilote Méthadone [50].
(HoangbinhCanh, VAAC 2013). Selon les premiers résultats d'une cohorte prospective
en cours chez les UDI a Hai Phong, le taux d’infection du VHC pendant la premiére année
est a peu pres 30%. L’étude de Clatts et al. a montré que la prévalence du VHC chez les
nouveaux injecteurs est estimée a 30% pendant les dix premiers mois d’'injection, et
augmente a 70% apres 30 mois d’injection, et cela montre que le délai d’infection par le
VHC est beaucoup court chez les nouveaux injecteurs [51].

1.2 Prévention de la transmission du VHC et réduction des risques chez les UDI

Limiter la diffusion du VHC au sein des groupes a risque est un des principaux moyens
de lutte contre I'épidémie. Chez les UDI, l'efficacité des deux principaux outils de
réduction des risques que sont les traitements de substitution aux opiacés [32] et les
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programmes d’échanges de seringues [52] est bien démontrée. Les études réalisées dans
les pays du Nord montrent que les programmes d’échange de seringues, et le traitement
de substitution par Méthadone, permettent en les associant de réduire la prévalence du
VHC d’environ 30% [53-57].

Bien qu’intéressante, l'efficacité de la prophylaxie basée sur la réduction des risques
apparait insuffisante, réduction de la prévalence de moins de 30% [54]. Les études de
modélisation indiquent qu’une réduction sensible de la prévalence de I'hépatite C
pourrait étre obtenue en traitant des UDI infectés (traitement comme prévention :
« TAsP »), permettant une réduction de la prévalence plus importante jusqu'a 70% [58].
L’étude de modélisation mathématique de Durier et al [59] a montré qu’avec une
couverture antivirale du VHC de 25, 50 et 75% chez les UDI au Vietnam (4 ans
d’infection), on pourrait réduire la prévalence du VHC virémique, respectivement de 21,
37 et 50%. Avec 50% de couverture antivirale associée a un traitement précoce 3, 2 et 1
an apres l'infection, on pourrait réduire la prévalence du VHC virémique de 46, 60 et
85%, respectivement [59]. Cette étude basée sur une modélisation prenant en compte
I'efficacité préventive du traitement des cas en 'absence de programme les programmes
d’échange de seringue et d’'une couverture du programme de Méthadone insuffisante.

Cette approche serait donc potentiellement plus efficace que la prophylaxie basée sur la
réduction de risque [54]. Selon les recommandations de I'European Association for the
Study of the Liver (EASL), les UDI font partie des sujets a traiter prioritairement afin de
limiter les nouvelles transmissions. Cependant, en 2013, seule une faible proportion des
UDI avaient bénéficié d'un traitement anti-VHC, estimé a seulement 1 - 2% des UDI par
an [60-63] (voir les figures 4, 5). Ces chiffres sont insuffisant pour que le traitement des
personnes infectées ait une répercussion sur l'incidence [58].

Actuellement au Vietnam aucun traitement anti-VHC n’est mis a disposition des patients
co-infectés VHC/VIH dans les établissements de soins du VIH. Les cofits importants de
traitement et leur complexité restent un obstacle majeur pour I'acces aux soins.
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Figure 4 : Proportion de sujets traités : plus de 80% de nouveaux cas VHC chez les UDI,
mais seulement 1-2% des patients bénéficiaires du traitement antiVHC par an. Grebely, J.
Antiviral Res, 2014 [60]

J. Grebely, G.J. Dore / Antiviral Research 104 (2014) 62-72
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Figure 5 : Proportion d’'UDI infectés par le VHC traités en 2012. Grebely, J. Antiviral Res,
2014 [60]
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Généralité sur la prise en charge du VIH, du traitement de substitution et de I'hépatite C
dans le monde et au Vietnam

[.1  Prise en charge thérapeutique du VIH dans le monde et au Vietnam

Le bénéfice individuel de cette trithérapie est bien démontré en terme réduction de la
morbi-mortalité, des infections opportunistes et du risque de transmission du VIH. Le
premier traitement ARV fait généralement appel a une trithérapie associant deux
inhibiteurs nucléosidiques/nucléotidiques de la transcriptase inverse (INTI) et un
inhibiteur de protéase boosté par le ritonavir (IP/r) ou un inhibiteur non nucléosidique
de la transcriptase inverse (INNTI) ou un inhibiteur d'intégrase, le choix se faisant parmi
un nombre limité d'associations dont l'efficacité, la tolérance et la simplicité d'emploi
ont été bien validées. A tout moment du traitement ARV, I'objectif doit étre de maintenir
la charge virale plasmatique (CV) indétectable (Rapport Morlat 2014)

Les recommandations nationales et internationales actuelles pronent une initiation
précoce du traitement ARV. Dans les pays du Nord, le traitement est globalement
recommandé chez toutes les personnes vivant avec le VIH quel que soit le niveau du taux
de CD4+, en particulier chez les patients a haut risque de contamination (UDI, HSH...)
(recommandation américaine et francaise) [64].

Au Vietnam, la trithérapie est recommandée chez les patients ayant le taux de LT CD4+
inférieurs a 500/mm?3 depuis le 29 mai 2015 du VAAC, suivant la recommandation de
I'OMS 2014 [65]

[.Z  Breéve historique de la prise en charge thérapeutique du VIH et situation actuelle
au Vietnam.

Depuis 2003, une premiere série de patients ont été traité par une « vraie » trithérapie
associant deux inhibiteurs nucléosidiques/nucléotidiques de la transcriptases inverse
(INTI) et un inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptases inverse (INNTI)dans le
cadre du programme Esther, la collaboration a été établie entre I'équipe médicale
pluridisciplinaire de I'Immunologie clinique (Pr Laurence Weiss) et I'équipe médicale du
Service des maladies infectieuses de I'hopital des pathologies tropicales a Ho Chi Minh
Ville, Vietnam. Depuis 2005, avec I'arrivée des financements internationaux comme ceux
du Fond mondial, du PEPFAR (The President’s Emergency Plan For AIDS Relief),
Médecin du monde, un grand nombre de patients vietnamiens ont bénéficié d'une
trithérapie. Moins de 10 ans plus tard, les résultats de réponse virologique sont
encourageants, avec prés de 90% de succés virologique 2 ans apres initiation de la 1ére
ligne de traitement par 2 INRT et 1 INNRT d’apres I'étude ANRS 12186 avec [66]. Le
colt annuel de la prise en charge globale par patient estimé a 611$ dont 75% pris en
charge par les programmes internationaux pour le traitement ARV de la premiere ligne.
Le colt de la 2¢ ligne thérapeutique est 2.7 fois plus élevée [67]. En 2015, parmi les
350000 patients infectés par le VIH, 97864 patients sont sous le traitement ARV (tableau
1), dans 312 cliniques du VIH - OPC (Out Patient Clinic) répartis sur 63 provinces dont
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les 3 provinces ayant le plus des patients sont Ho Chi Minh Ville 25271 (29 OPC), Hanoi
10395 (22 OPC) et Hai Phong 4406 (13 OPC) (source VAAC 09/2015).

100000

20000
L0000

=

2000 202 2003 004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 20011 2012 2013 2014

Tableau 1 : Nombre de personnes vivant avec le VIH traitées par ARV au Vietnam (VAAC
2015)

I.3  Prise en charge des UDI et programme Méthadone au Vietnam

En 1986, le Vietnam a commencé une série de changements de politique dénommé Doi
Moi [69], avec transition d'une économie socialiste en économie de marché. Ces
transitions ont été associées a une augmentation de la consommation de drogues
injectables avec une nouvelle épidémie de VIH chez les UDI. La population des UDI a
augmenté de 70% entre 2000 et 2004 [70]. Face a cette situation en 2006, le
gouvernement vietnamien a approuvé le principe d’interventions de réduction de risque
(Figure 6). En 2008, le programme pilote de Méthadone a été mis en service dans deux
grandes villes, Hai Phong et Ho Chi Minh-Ville ou la prévalence de UDI est la plus
importante [54, 71], en méme temps que l'existence des centre de « rééducation »
obligatoires [72]. En 2012, le Vietnam comptait 171.000 UDI enregistrés.

En septembre 2014, le Vietham a mis en place 122 cliniques Méthadones dans 38
provinces et villes et fourni un traitement pour 30 850 IDU. En septembre 2015, le
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Vietnam a mis en place 187 cliniques Méthadone dans 50 provinces et a fourni le
traitement de substitution aux 34961 patients dont les deux centres les plus grands sont
celui de Ho Chi Minh Ville avec 2571 patients (13 cliniques) et celui de Hai Phong avec
3603 patients (12 OPC) (VAAC 2015). L’objectif de couverture est de 80000 UDI d’ici fin
2015 [73] (Figures 7, 8) en développant le systeme de co-paiement (participation des
patients au colt du traitement) [74].
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Figure 6: Efficacité des stratégies de réductions des risques sur I'épidémie VIH au
Vietnam (Presentation at International Harm Reduction Conference, Kuala Lumpur,
Malaysia, 20/10/2015) “Towards voluntary and community-based treatment for people
who have drug problem in Vietnam »
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Figure 7 : Nombre des patients inclus dans le programme Méthadone (VAAC 2015)

300
250

200

245
3 187
173
162
148

150 127 .
100

50

2014 W™30/03/2015 W®7/05/2015 W20/06/2015 MI15/08/2015 W Target

Figure 8 : Nombre des cliniques Méthadone répartis sur toutes les provinces du Vietnam
(VAAC 2015)

[.4  Contexte thérapeutique de I'hépatite virale C

Apres une primo infection souvent asymptomatique, l'infection a VHC disparait
spontanément dans 15 a 25% des cas. Dans 75 a 85% des cas, l'infection devient
chronique (Hépatite C Chronique) pouvant aboutir a une cirrhose (15-30% des patients
sur 20 ans) et ses complications: insuffisance hépato-cellulaire et/ou un carcinome
hépatocellulaire.
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Les progres thérapeutiques de ’hépatite C ont été considérables, avec un taux de succes
passé de 11% au début des années 90 (lorsque I'Interféron était utilisé 3 fois/semaine
en monothérapie) a prés de 55% en 2010 avec bithérapie (I'interféron pégylé une fois
par semaine associé a la ribavirine) tous génotypes confondus. Nous sommes depuis 2
ans, dans une nouvelle ére thérapeutique avec 'arrivée de molécules antivirale d’action
directe (DAA) permettant d’obtenir une réponse virologique soutenue dans plus de 90%
des cas [68] (Figure 9). Les nouvelles stratégies presque toujours sans interféron et
souvent sans ribavirine combinent les DAA comme les Inhibiteurs de protéase -
simeprevir, inhibiteurs de NS5A - daclatasvir, inhibiteurs de NS5B - Sosfobuvir [69]. Le
traitement par DAA représente une simplification thérapeutique majeure en raison
d’'une durée plus courte et de modalité de surveillance simplifiées. Ces traitements sont
également associés a des taux de RVS et donc de guérison tres élevés, avoisinant 90%.

Traitement indiqué Tous les patients ayant une hépatite chronigue C

Traitement recommandé en  Patients ayant une fibrose modérée, sévére ou une cirrhose compensée ou

fonction de |a fibrose hépatigue décompensée

Traitement recommandé Patients avec une coinfection VIH
indépendamment du stade de la  patients avec une coinfection VHB
fibrose hépatique Patients infectés par un génotype 3

Patients avec comorbidités : consommation excessive d'alcool, syndrome
métabolique
Patients avec une indication de transplantation d’organe
Patients avec un organe transplanté
Patients avec une manifestation extra-hépatique
Patients avec une fatigue invalidante
Traitement recommandé en  Usagers actifs de drogue par voie parentérale ou nasale
raison du risque de transmission  Hommes ayant des relations sexuelles avec des hommes
du VHC Femmes désirant une grossesse
Patients hémodialysés
Patients détenus

Patients vivant en institution

Professionnels de santé

Traitement universel  Patients non encore traités
recommandé a court terme Patients nouvellement dépistés
Pas d'acces au traitement Patients dont I'espérance de vie limitée 4 court terme

Tableau 2 : Indication thérapeutique du VHC, recommandation Association francaise
pour I'étude du foie (EFEF) Juin 2015

23



Thése de Sciences, CBS2, UMR/Inserm U1058

DAASEL 2013m

1000 20118 90+
PeglFNE
80 2001m
Pl
Standard? 70+
- IFNE 19980
< 600 ./ 550
~ 19911
g 420
7 : 390
40 34p]
200 160
6l
OET_- T T T T T T T
IFN IFN IFN/RBV IFN/RBV  PeglFN  PegIFN/ PegIFN/@ PegIFN/@
6 mos 12 mos 6 mos 12 mos 12 mos RBV RBV/E RBV/E
12 mos DAAEZ NewmAAsR

Figure 9 : Evolution des taux de succes thérapeutiques depuis les années 1990. Grebely, J.
Antiviral Res, 2014 [60]

Les indications thérapeutiques en Europe sont globalement basées sur le niveau de la
fibrose au moins modérée (= F2 selon le score METAVIR), la présence de facteurs de
risque d’aggravation de la maladie hépatique, la présence de manifestations extra-
hépatiques, les patients a risque élevé de transmettre le VHC (drogues IV, homosexuels a
risque, femme avec désir de grossesse, hémodialysés, détenus, patient vivant en
institution), et les patients en attente de transplantation d’organe ou transplantés,
recommandations EASL 2015 [69]. L’AASLD (American Association for the Study of
Liver) et I'IDSA (Infectious Diseases Society of America) recommandent récemment le
traitement de ’hépatite C pour « tous » [70].

Le prix de ces nouvelles molécules est tres élevé (environ 1000$ par comprimé de
sofosbuvir par exemple) [71] et reste pour l'instant hors de portée des populations
vivant dans les pays a ressources limitées. Afin de résoudre ce probleme, les
négociations avec les firmes sont en cours pour que les patients éligibles au traitement
puissent bénéficier de prix préférentiels.

Les patients co-infectés VIH-VHC ont une prise en charge de I'hépatite C voisine de celles
des patients mono-infectés VHC avec une réponse aux DAA qui est comparable aux
patients mono-infectés [72-74].

[.5  Evolution de la maladie hépatique chez les patients co-infectées VIH et VHC
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L’évolution plus rapide de la fibrose hépatique chez les personnes co-infectées VIH et
VHC était, au début de I'épidémie, essentiellement liée a l'infection par le VIH et a
I'immunodépression induite par cette infection. Par la suite, les multithérapies
antirétrovirales ont eu un impact globalement positif sur le risque de fibrose hépatique,
du fait de la restauration immune et du controle de la réplication virale VIH qu’elles
induisent [75-77] , et du fait d’'une moindre hépatotoxicité des antirétroviraux récents.
Cependant, il persiste toujours un sur-risque d’aggravation hépatique, lié a
I'inflammation chronique résiduelle, dont le niveau reste supérieur a celui de patients
mono-infectés par le VHC. A cela s’ajoute I'existence fréquente a d’autres comorbidités a
retentissement hépatique: co-infections VIH-VHC-VHB, syndrome meétabolique,
consommation d’alcool ou d’autres toxiques.

Les conséquences en termes de morbidité et de mortalité sont importantes. Chez les
patients VIH/VHC, les déces d’origine hépatique représentent la premiere cause de
déces.. Ce risque de déces de cause hépatique est corrélé au stade initial de fibrose [78]
avec une incidence de 3 a 10/1 000 personnes-années chez les patients FO-F1, versus
plus de 40/1 000 chez les patients cirrhotiques [79]. La proportion des CHC a
progressivement augmentée en quinze ans et représente aujourd’hui 30 a 40% des
déces d’origine hépatique.

I.6  Dépistage et prise en charge du VHC dans les pays du Sud et au Vietnam

Les moyens mis en ceuvre pour lutter contre les hépatites virales dans les pays du Sud
demeurent bien plus modeste que pour les trois infections ciblées comme prioritaires
par le fond mondial : le VIH, la tuberculose et le paludisme (Figure 10, 11).
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Figure 10 : Nombre de déces/an des principales pandémies (Adapté de la présentation
de Dr Stefan Wiktor - Programme de lutte contre les hépatites virales de I"Organisation
I'OMS, lors de la journée nationale contre les hépatites B et C en a Paris, France 2014)
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Figure 11 : Budget du fond mondial attribué aux maladies infectieuses. Lozano, R. Lancet,
2012 (2]

L’enjeu d’aujourd’hui pour les pays du Sud sera de mettre en ceuvre des stratégies de
dépistage et de prise en charge des hépatites virales adaptées aux moyens et ressources
disponible localement.

La prise en charge de I'hépatite C et son dépistage devrait tenir compte désormais de
certains points nouveaux : la possibilité a court terme d’acceés aux tests rapides, pour
effectuer des programmes de dépistage en dehors de I'hopital (Tests rapides pour le
VHC) pourra permettre d’aborder la question de I'épidémie cachée du VHC.

En 2010, le Vietnam a lancé une campagne nationale « santé du foie » sensibilisant le
dépistage du VHC, l'élargissement du traitement anti-HCV [80]. Une étude de
modélisation estime qu’avec une couverture thérapeutique par bithérapie pégylée du
VHC de 25% au Vietnam, on pourrait réduire l'incidence et la prévalence du VHC de
facon considérable chez les UDI [59].

Le Ministére de la Santé vietnamien a publié les recommandations dans la prise en
charge du VHC en Novembre 2013, et recommande les options thérapeutiques par
interféron, ribavirine et soit télaprévir ou bocéprévir; les DAA de seconde génération ne
sont pas encore dans la liste recommandée. Pour ceux qui peuvent payer eux méme le
traitement (les mono-infectés), le traitement du VHC est disponible dans les grands
hopitaux, mais généralement pas dans les hdpitaux provinciaux.

L’efficacité de I'ancienne bithérapie par Interféron Pégylé associé a la ribavirine chez les
UDI est 1égerement moins bonne que chez les patients non-UD], environs 55.9% [81]. La
prise en charge de '’hépatite C est payante au Vietnam avec un coiit annuel estimé entre
8.000 et 20.000% [82].
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II.7  Les obstacles empéchant l'acces au soin chez les IDU pour le traitement VHC
(Figure 12).

COST

< Prohibitive cost of new
medicines

- Antidiversion requirements
(viral load tests, empty pill
bottles)

HEALTH REGULATIONS

« Treatment protocols excluding
PWID or HIV/HCV coinfection

« Addition of PWID names to
government registries

CLINIC

« Stigma by health providers

Figure 12 : Barrieres de 'acces aux soins du VHC chez les UDI. Wolfe, D. Int ] Drug Policy,
2015[82]

Par rapport aux pays voisins en Asie du Sud Est, le Vietnam n’est pas une exception, la
prise en charge de I'hépatite virale C est balbutiante, particuliéerement chez les patients
co-infectés VIH/VHC. Le dépistage et les tests diagnostiques sont peu accessibles pour la
population marginalisée (UDI)

Dans cette population vulnérable I'acces au traitement est quasi impossible en raison de
I'absence de couverture maladie et de I'importance du cofit du traitement.

A coté des difficultés ci-dessus, le gouvernement prend bien conscience des facteurs
associés permettant de faciliter la prise en charge des UDI (role indiscutable de la prise
en charge de substitution par Méthadone, amélioration de la discrimination vis-a-vis de
cette population bien vulnérable, 'usage de drogues n’est plus considéré comme une
infraction pénale depuis 2009).

En attendant la mise a disposition de nouveau traitement anti-VHC sous forme
générique ou a prix préférentiels I'acces thérapeutique se limite encore a ’association
peglFNo/ribavirine. Le colit du traitement est estimé pour 6 mois a 10000$ (bithérapie
PegINF Pegasus-ribavirine) et a 5000$ pour le bioéquivalent Nanogen,
PegNano/ribavirine.
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OUTILS VIROLOGIQUES DE LA PRISE
EN CHARGE DE LA CO-INFECTION
VIH/VHC
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Outils et moyens de la cascade de la prise en charge de ’hépatite C chez les co-infectés
avecle VIH :

[II.1  Tests de diagnostic rapide VHC et VIH

Amélioration de I'acces au dépistage du VHC et du VIH dans les populations a risque,
dont UDI représente un enjeu majeur.

Les tests rapides réalisables sur le sang capillaire sont des alternatives aux techniques
Elisa sur sérum ou plasma. Les tests de détection des anticorps anti-VHC ou anti-VIH
utilisent un format dimmunoconcentration ou d'immunochromatographie. Ils
améliorent considérablement I'acces dans les populations difficiles d’acces et les sujets
difficiles a prélever comme chez les UDI avec des performances satisfaisantes [83].

[II.1.a  LesTRD duVIH:

Les tests rapides se sont imposés dans le domaine du diagnostic VIH. Ils sont aujourd’hui
recommandés et largement utilisés pour le dépistage mais aussi la confirmation du
diagnostic. Les recommandations OMS de 2015 dans le domaine du VIH soulignent
I'intérét de permettre le dépistage communautaire grace a l'utilisation des tests rapides
afin d’améliorer I'accés au dépistage (Figure 13). Les tests rapides VIH permettent de
parvenir a un diagnostic biologique de quasi-certitude en 30 minutes. Les limites des
tests rapides demeurent leurs faibles performances dans la phase de primo-infection
(sensibilité) et leur capacité moyenne a distinguer les infections VIH-1 versus VIH-2.

L’Ag p24 est d’apparition rapide, détectable dans I'organisme en moyenne 15 jours
apres le contact infectant avec le virus [84, 85]. Il reste détectable en début d’infection et
disparait chez le sujet immunocompétent qui produit des anticorps anti-VIH du fait de la
formation de complexes immuns. Sa détection pendant cette période d’infection
chronique requiert une décomplexation préalable par chauffage ou autre procédé.

Ce marqueur d’apparition précoce a été proposé par le passé comme une alternative a la
mesure de la charge virale ARN VIH-1 pour le suivi et I’évaluation du traitement chez les
patients infectés [86-88]. Quand bien méme la méthode semblait nettement moins
coliteuse financierement et plus facile a réaliser techniquement dans le pays a faibles
ressources [89]. En pratique clinique, I'Ag p24 est utilisé pour le diagnostic de la
primo-infection et aussi pour le diagnostic chez les nouveau-nés exposés au VIH. Dans le
diagnostic classique du VIH, la sensibilité des tests combinés immuno-enzymatiques
[90] ou immunoluminométriques [91-93] de 4eme génération a également été
améliorée grace a la détection combinée de I’Ag p24 et des anticorps anti-VIH. Le test
rapide HIV ne détecte pas la p24 ou la détecte mal pour ce qui concerne le test Duo
performance Alere [94].
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Lab-NAT: laboratory-based nucleic acid testing; POC-NAT: nucleic acid testing at point-of-care; CLIA: chemiluminescence
immunoassay; ECL: electrochemiluminescence immunoassay; EIA: enzyme immunoassay; WB: Western blot; RDT: rapid

diagnostic test.

Source:WHO, 2012 (231).

Figure 13 : Place des tests rapide HIV dans le dépistage selon les structures de soins

(WHO 2012)

L’OMS recommande deux tests (confirmation spécifique) pour le VIH dans les pays a

faibles ressources comme le Vietnam (Figure 14).
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Figure 14 : Algorithme diagnostique du VIH des tests rapides recommandé par 'OMS

[II.1.b  Les TRD du VHC

Le dépistage de I'hépatite C repose sur la détection des anticorps anti-VHC totaux et la
confirmation de la réplication VHC par la détection de I’ARN du virus. Une technique de
PCR, sur sérum ou plasma a partir d’'un prélévement veineux constitue une technique de
référence. L'utilisation des tests rapides VHC se généralise progressivement méme si les
tests rapides VHC sont pour 'instant encore moins utilisés que les tests VIH. Au Vietnam
les tests rapides VHC sont fréquemment utilisés en premiere intention méme si les
recommandations nationales manquent.

Les tests de diagnostic rapides HCV présentent une sensibilité moindre que les tests
d'immuno-analyse de laboratoire mais les performances sont acceptables dans le
contexte vietnamien qui doit permettre un acces large au dépistage, y compris en
situation de faibles équipements. Le dépistage de la co-infection avec le VHC est
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recommandé dans le guideline de la prise en charge du VIH (Ministére de la santé) au
premier bilan au niveau de I'OPC (Out Patient Clinic), ce dépistage est basé sur les tests
rapides. Le suivi sérologique de contrdle n’est pas réalisé au cours de la prise en charge.

[II.2  PCR du VHCet antigene (Ag) de capside

La PCR est un test de confirmation qui demeure couteux et souvent difficile d’acces. Au
Vietnam, a ce jour, La PCR VHC n’est demandé que pour un nombre limité des patients
mono-infectés, ceux qui ont les moyens financiers pour une prise en charge de son
hépatite C dans les centres/hopitaux spécialisés. Dans le rapport OMS VHC de 2014, il a
été estimé que le colt patient du test PCR s’établissait entre 30 et 200 $ [65]. A I'Institut
Pasteur de Ho Chi Minh Ville, le coiit du test PCR est d’environ 70 $.

La détection de I’Ag core VHC apparait comme une solution alternative potentiellement
intéressante pour confirmer les infections VHC réplicative [95]. Le test offre une limite
inférieure de détection moindre que celle des tests de biologie moléculaire mais qui
semble acceptable. Malheureusement ce parametre biologique n’est aujourd’hui
disponible que chez la société Abbott et avec des appareillages complexes (Archiect
Abbott).

[II.3  Tests de diagnostic VIH et VHC sur DBS

[lI.3.a  Avantage du prélevement de sang sur DBS :
L’un des principaux avantages des tests sur prélevement capillaire (Test rapides ou

DBS) est qu’il permet l'accés au prélevement sanguin dans des situations ou le
prélevement est difficile (éloignement géographique, précarité veineuse ou fragiles
comme les utilisateurs de drogues intraveineuses, probléme de stockage) [96].
L’utilisation du DBS permet également de minimiser le volume de sang prélevé sur les
patients (50ul). Il est intéressant de noter que l'utilisation du DBS permet une réduction
importante des colits en raison principalement de la diminution de la nécessité en
personnel formé, de la facilité de transport, de stockage. Par ailleurs, l'utilisation du
prélevement sur DBS est aussi bien adapté pour la détection Elisa (Enzyme-
linkedimmunosorbentassay) d’anticorps spécifiques dirigés contre le virus Epstein-Barr
[97], le virus de I'hépatite C [96, 98] et le virus HIV [99, 100]

[I.3.b  Analyses VIH sur DBS :
Dans le domaine du VIH, l'utilisation du DBS, a facilité le diagnostic du VIH chez les

enfants de moins de 18 mois et est un outil prometteur pour la gestion thérapeutique du
VIH dans les pays aux ressources limitées. De nombreuses études ont démontré que le
DBS (ou ses variants DPS, DSS) est des supports adaptés au suivi virologique par la
charge virale du VIH [101-103], ce qui fait la révolution thérapeutique dans les pays a
ressources limitées [102-110] (Figure 17).
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La sensibilité de la PCR VIH qualitative est plus de 98% (avec une CV réelle supérieure a
5000 copies/ml) [101, 103], mais la sensibilité est baissée entre 60 et 80% si la CV est
inférieure a 1000 copies/ml en fonction de différentes techniques [101, 103, 111]. Le
DBS est une alternative séduisante pour le suivi virologique avec charge virale
supérieure a 1000 copies/ml. Le DBS est également étudié en sérologie pour la détection
de I’Ag p24 et la numération des lymphocytes T CD4 [112, 113]. Le DBS a été récemment
évalué au niveau du test de génotypage, la performance est corrélée avec plus de 80%
des cas en comparaison avec technique de séquencage standard [87, 101, 103, 111, 114,
115].

[II.3.c  Analyses VHC sur DBS
Bien que les tests de diagnostic rapide commerciaux existent pour 'HBsAg et les

anticorps anti-VHC, I'utilisation de DBS envoyé aux laboratoires centralisés peut étre
utile dans certains contextes ou les tests rapides ne sont pas disponibles ou pas
réalisable. Ainsi le DBS pourrait étre utilisé pour le diagnostic VHC d'une maniere
similaire au VIH afin de faciliter la surveillance et le diagnostic. De méme, le DBS peut
étre utile pour le dépistage combiné de plusieurs maladies, telles que le VIH/VHB/VHC
[116], les TDR multiplex a cet effet n’étant pas disponibles ou plus coliteux. La limite
principale a I'utilisation des DBS pour la détection des anticorps anti-VHC ou la détection
de ’'ARN VHC est I'absence de validation de ce support par les fabricants de tests VHC.

L’analyse des études ayant utilisé les DBS pour la détection de '’ARN VHC montre que
ces méthodes présentes des performances satisfaisantes.

Studies Estimate (95% C.I.) TP/(TP + FN)

Abe 1998 0.944 (0.495, 0.997)  8/8

Bennet 2012 0.991 (0.877, 0.999) 57/57 -
De Crignis 2010 0.912 (0.659, 0.982) 15/16

Santos 2012 0.938 (0.847, 0.977) 61/65 -

Solome 2002 0.996 (0.939, 1.000) 124/124 - n
Tuaillon 2010 0.960 (0.872, 0.988) 60/62 B
Dokubo 2014 0.888 (0.765, 0.950) 43/48 - 1
Soulier CAP/CTM 2015 0.970 (0.944, 0.984) 306/315 ——
Soulier m2000 2015 0.979 (0.956, 0.990) 308/314 -
Overall (1A2=3979 % , P=0.050) 0.960 (0.934, 0.976) 982/1009 =

r T T T
067 075 0.84 092 1
Sensitivity

Figure 15 : Sensibilité de la détection de '’ARN VHC sur DBS (WHO, 2016 in press)
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Figure 16 : Spécificité de la détection de 'ARN VHC sur DBS (WHO, 2016 in press)

La publication récente par Soulier et al, 2015 [117] montre la faisabilité de la détection
de I'’Ag core du VHC sur DBS mais avec des performances suboptimale en termes de
limite de détection et de corrélation avec la charge virale ARN VHC (Figure 16).

Deux principaux avantages de l'utilisation de DBS pour le VHC par rapport au VIH sont
(1) I'absence d'ADN proviral qui peut surestimer la quantité de virus dans le sang par
rapport au plasma et (2) que des tests qualitatifs devrait suffit, a la fois pour le
diagnostic et la vérification du succes thérapeutique durable (a 6 mois apres arrét du
traitement). Le recours au papier buvard permet la détection des anticorps anti-VHC
ainsi que la détection et la quantification de I’ARN du virus. Toutefois, la charge virale
VHC est sous-estimée de facteur au moins 100 par rapport a celle déterminée sur un
prélevement sérique ou plasmatique. Le seuil inférieur de détection de '’ARN du VHC sur
papier buvard est de l'ordre de 2 500 copies/ml [99]. Ce manque de sensibilité par
rapport aux techniques réalisées sur sérum ou plasma pose question pour le suivi
thérapeutique, 'objectif du traitement antiviral étant d’obtenir une charge virale
indétectable (< 10-15 UI/mL). Cependant, contrairement au suivi des thérapies a base
d'IFN, le suivi de la charge virale apres initiation du traitement par antiviraux direct a la
4e, 8¢ ou 12¢ semaine n’est pas utile et I'échec aprés traitement s’accompagne le plus
souvent d’'un rebond important de la charge virale VHC qui sera détectable en technique
sur DBS.
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Figure 17 : Stratégie possible de dépistage décentralisé combinant tests POC, DBS, test
de laboratoire et rendu de résultats par sms (adaptée de la these de KANIA D, UMR
1058, 2014)
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PERSONNALISATION
THERAPEUTIQUE DANS LA PRISE EN
CHARGE DE L'HEPATITE C
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Personnalisation thérapeutique dans la prise en charge de I'hépatite C

L’indication thérapeutique de I'hépatite virale C demeure a ce jour encore basée sur un
ensemble d’arguments clinico-biologiques ; le critere clé étant I’évaluation de la fibrose
hépatique.

L’évaluation de I'atteinte hépatique (fibrose et activité) doit se faire par des méthodes
non invasives [118, 119], et si besoin par ponction biopsie hépatique (PBH) permettant
d’aider a la décision d’initiation d'un traitement anti-VHC dans certaines situations (par
la mise en évidence ou non d’une fibrose significative (F >2) et d’aider au diagnostic de
cirrhose (F4) [120] et a l1a mise en place des mesures de dépistage et de prévention des
complications associées (Figure 18).

Figure 18 : Facteurs associés a la réponse thérapeutique du traitement anti-VHC

IV.1.  Evaluation de I'atteinte hépatique (fibrose hépatique, activité inflammatoire)

IV.1.a Tests biochimiques

Plusieurs scores biochimiques directs ou indirects de fibrose ont été étudiés chez les
patients co-infectés. Deux scores (le Fibrometre® et le Fibrotest®) les plus utilisés ont
une performance diagnostique intéressante. La combinaison de ces marqueurs le plus
souvent a l'aide de la méthode de régression logistique a permis le développement de
différents indexes diagnostiques parmi lesquels, le plus connu est le Fibrotest®, mis au
point par T. Poynard. Ce score est calculé et breveté a partir de 5 parametres
(haptoglobine, apolipoprotéine Al, bilirubine, Gamma-glutamyltransferase (GGT), alpha
2 macroglobuline) avec ajustement selon I'age et le sexe a été testé et validé sur une
population de 339 patients atteints d’hépatite chronique C [121]. Le Fibrotest® est
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commercialisé avec des tables de conversion entre le score Fibrotest-Actitest et les
scores METAVIR d’évaluation de la fibrose et de I'activité [122]. En utilisant les valeurs
seuils (0,31 et 20,6), la valeur prédictive négative et positive est de 85% et 78%
respectivement.

Parmi les tests récents, le Fibrometre® semble étre I'un des plus prometteurs et son
développement a comporté une comparaison aux scores Fibrotest®, ELF, APRI et Forms
[123]. L’aire sous la courbe était du Fibrometre® (0,883) était supérieur a celle du
Fibrotest® (0,808, p=0,01), du Forms (0,820, p=0,005), de I'APRI (0,794, p<10-4) et du
ELF (0,834, p=0,04). Le score de Fibrometre® a été calculé et breveté a partir de 5
parametres (plaquettes, TP, le taux d’ASAT, a2 macroglobuline, acide hyaluronique,
I'urée et I'age). Le score de Fibrometre® fluctue entre 0 et 1 [123]. Cependant ces tests
sont onéreux et la possibilité de leur utilisation dans le contexte Sud apparait donc
limitée.

Le test APRI (ASAT to Platelet Ratio Index) a été développé afin de proposer un score de
fibrose simple et peu couteux [124]. Le score APRI (cut-off élevé a 2) a récemment été
recommandé par 'OMS pour I'évaluation de la fibrose hépatique, en particulier dans les
pays a ressources limitées ne disposant pas de Fibroscan®[65]

.Pour le diagnostic de fibrose cliniquement significative, I'Aire sous la courbe (AUROC)
varie de 0,64 a 0,88. Un test < 0,5 a une valeur prédictive négative de 72 a 86 % et un
test > 1,5 a une valeur prédictive positive de 88 a 100 % pour le diagnostic de fibrose
cliniquement significative (F2) [124-126].

Comme le score APR], le score FIB-4 est calculé sur I'dge des patients et 'ensemble des
parametres biologiques (transaminases hépatiques et plaquettes). Il devient un
biomarqueur de la fibrose hépatique simple, peu couteux et reproductible, également
recommandé par 'OMS dans la prise en charge des hépatites virales. L’étude de Sterling
[127] a été réalisée chez les patients co-infectés VIH/VHC, un score inférieur a 1.45
garantit une fibrose minime a 90 % mais un score supérieur a 3,25 garantit une cirrhose
a 97 %. Il permettrait a 71 % des patients d'éviter une ponction-biopsie hépatique.

L’utilisation de ces tests non invasifs est a ce jour validée dans les hépatopathies
chroniques virales C et la co-infection VIH-VHC et mais aussi dans | infection chronique
virale B avec néanmoins des valeurs prédictives négatives peu satisfaisantes chez ces
malades (recommandations OMS sur le prise en charge de I'hépatite B, Mars 2015)

IV.1.b Méthode non invasive d’évaluation de la fibrose par élastométrie
(Fibroscan®)

L’élastométrie ultrasonore impulsionnelle (Fibroscan®) [128] est une technique non
invasive qui permet de mesurer de maniere objective et quantitative I'élasticité
hépatique, corrélée au degré de fibrose hépatique. Plusieurs études montrent une
performance diagnostique entre 80 et 97% pour la détermination des différents degrés
de fibrose. Cette méthode, validée chez les patients co-infectés, permet aussi de suivre la
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progression de la maladie hépatique [14-16]. Le cofit est d’environ 100000 $ pour une
machine fixe et 30000 $ pour une portable, cout d’entretien d’environ 4700 $ [35]. Ceci
représente un obstacle important pour les pays a ressources limitées.

IV.1.c Ponction-biopsie hépatique (PBH)

La ponction biopsie hépatique (PBH) a longtemps été considérée comme le test de
référence servant a I'évaluation de la fibrose hépatique au cours de I'hépatite C, mais
actuellement elle n’est plus recommandée comme test de premiere intention pour les
sujets infectés par le VHC particulierement dans les pays a ressources limitées pour des
raisons de colt, de technique de réalisation, de complications et de capacité de lecture
anatomo-pathologique [35].

La PBH est habituellement interprétée a I'aide d’'un score semi-quantitatif d’activité
nécrotico-inflammatoire et de fibrose, le plus utilisé étant le score Métavir composé de 4
grades d’activité (A0 a A3) et de 5 stades de fibrose (FO a F4). Cependant, la biopsie
hépatique est un geste invasif dont le risque de complications reste parfois graves
(3/1.000 dans un travail multicentrique francgais) [129] et ceci pose un probleme
indiscutable pour les pays du Sud ou le nombre d’anatomopathologistes qualifiés fait
aussi cruellement défaut.

IV.2.  Facteurs de prédiction avec les associations peglFN /ribavirine

IV.2.a Les facteurs de prédiction virologique :
Les facteurs de prédiction virologique présentaient un intérét majeur a l'ere des

thérapies par Ribavirine plus Interféron. Les études réalisées dans le domaine ont
également permis d’améliorer dans une certaine mesure notre compréhension de la
guérison d’'une maladie virale chronique grace a une immunothérapie active. Les
marqueurs les plus importants de la réponse au traitement peglFN/ribavirine sont
clairement le génotype et la charge virale VHC. Ces éléments sont a prendre en compte
pour décision du schéma thérapeutique avec cette bithérapie. La cinétique de charge
virale apres initiation thérapeutique étant le critere majeur de réponse au traitement.

IV.2.b Facteurs de prédiction métabolique:
Le syndrome métabolique est un facteur de mauvaise réponse au traitement. Les

éléments défavorables sont en particulier : le tour de taille - propre au groupe ethnique,
taux élevé de triglycérides (21,7 mmol/L ou 150 mg/dL ou traitement spécifique de ce
trouble lipidique), faibles taux de cholestérolHDL, comme I'hypertension artérielle, le
taux élevé de glycémie. Le syndrome métabolique et l'insulino-résistance sont
considérés comme des facteurs majeurs de mauvaise réponse thérapeutique et sont
aussi associés avec augmentation de la vitesse de la progression de la maladie hépatique
[130,131].

40



Thése de Sciences, CBS2, UMR/Inserm U1058

IV.2.c Facteurs de prédiction génétiques et immunologiques :
Le polymorphisme IL28B est associé a la réponse au traitement antiviral C pour le

génotype 1. En effet le phénotype CC détermine une activité lymphocytaire T intra-
hépatique importante et de meilleure chance de guérison.

Le dosage élevé de I'IP 10 (CX CL10) (avec cut off a 1080 mg/ml) a une valeur prédictive
négative de 75% comme non répondeur au traitement (bithérapie PegINF/Ribavirine)
[132-135]. La synthése de cette chémokine produite par les macrophages et les
lymphocytes T est en particulier induite par les cytokines associées a la réponse Th1l
comme l'interféron gamma. En | associant avec la recherche du polymorphisme de I'IL
28B, on augmente significativement la sensibilit¢ de la prédiction de réponse
thérapeutique. Néanmoins, ces marqueurs ne représentent plus beaucoup d’utilité avec
I'arrivée des DAA de seconde génération.

IV.3.  Obstacles al’amélioration de la prise en charge de I'hépatite C au Vietnam

Le dépistage de I'hépatite C n’est pas systématique chez les patients a risque d’infection
par le VHC, comme les UDI. Les recommandations nationales indiquent qu'un dépistage
du VHC devrait étre réalisé au moment du diagnostic du VIH. Mais en pratique, malgré la
disponibilité de tests rapides VHC, le dépistage est peu réalisé. Ainsi seul 1% des
patients seraient dépistés pour le VHC au moment du diagnostic VIH, 20% a 6 mois et
40% a 12 mois dans I'étude interventionnelle de Cosimi, réalisée a la province de Son La,
Vietnam [136]. Les raisons de ce manque de dépistage tiennent d’'un manque de
sensibilisation des soignants, de la faible disponibilité des outils para-cliniques de prise
en charge, et enfin du cofit des traitements pour les patients.

En effet, la quantification de la charge virale du VHC ne se fait que dans deux grandes
villes Hanoi et Ho Chi Minh ville. Le méme constat peut étre fait concernant I’'évaluation
de la fibrose hépatique avec le Fibroscan® disponible uniquement a Hanoi et Ho Chi
Minh ville (environ cinq appareils disponibles appartenant le plus souvent au secteur
prive

L’évaluation de l'atteinte hépatique et l'indication thérapeutique se basent dans la
plupart des cas que sur I'élévation des transaminases hépatiques et I'’échographie
hépatique. L’évaluation de la fibrose hépatique est peu réalisée. La charge virale initiale
n’est pas réalisée de maniére systématique, et presque jamais suivi apres initiation du
traitement ou a la fin de celui-ci.
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Figure 17 : Estimation de la cascade de soins (VHC) des patients infectés par le VIH au

Vietnam, d’apres la littérature (VAAC)
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Objectifs de la these

Ce travail de thése a émergé de la collaboration depuis 2011, entre I’ANRS, son site a Ho
Chi Minh Ville, les partenariats vietnamiens a I'Universié de médecine Pham Ngoc Thach,
Ho Chi Minh Ville, 'Université de Hai Phong, I'Institut Pasteur a Ho Chi Minh Ville, et les
équipes de recherches en France a Paris (Saint Antoine, Henri Mondor) et Montpellier
(UMR/Inserm U1058). Les objectifs des travaux de these sont focalisés sur
I'amélioration des moyens biologiques, cliniques et thérapeutiques de prise en charge
des usagers de drogue intraveineuse qui sont souvent co-infectés par le VIH et I'hépatite
C. Tres peu d’études évaluant au Vietnam les caractéristiques globales des patients
mono-infectés VHC et aucune étude n’a été menée chez les co-infectés avec le VIH.
L’étude ANRS 12262 (FIBRHIViet, contrat d’initiation) avait pour objectif d’évaluer les
caractéristiques clinico-virologiques et I'évaluation du degré de la fibrose hépatique
avec différentes méthodes chez les patients co-infectés VIH/hépatite virale C. Cette
étude pilote s’inscrit également dans une perspective de simplification de la prise en
charge de I'hépatite C au Vietnam.

Nous avons également essayé de décrire la réponse immunologique induite par une
immunothérapie antivirale I[FNpégylé/ribavirine, afin de mieux comprendre les
déterminants de la guérison d’une infection virale hépatocytaire chronique. L’interféron
pégylé demeurant la seule possibilité curative pour les infections VHB et VHD.

Enfin, nous avons exploré les performances du dépistage des primo-infections VIH sur
DBS comparativement au test rapide.

Objectifs spécifiques

Objectif principal du travail: mise en place des outils contribuant a 'amélioration de la
de la prise en charge de I'hépatite C dans le contexte local vietnamien.

Travail 1 : ANRS 12262, Evaluation clinico-virologique et de la fibrose hépatique chez
104 patients co-infectés VIH/hépatite virale C au Vietnam

Travail 2 : Marqueurs immunologiques de clairance du VHC chez les patients co-infectés
avec le VIH traités par pegINF et Ribavirine

Travail 3 : Diagnostic de la primo-infection du VIH avec DBS (Dried Blood Spot)
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Travail 1:

Evaluation clinico-virologique et de la fibrose hépatique chez les patients co-infectés
VIH /hépatite C au Vietnam.

Etude ANRS 12262. Co-infection VIH-VHC au Vietnam: étude de faisabilité d'un
traitement par bithérapie pégylée dans une cohorte de patients co-infectés VIH-VHC
suivis a Hai Phong, Vietnam (contrat d'initiation, LEMOINE Maud et DUONG ThiHuong).

Manuscrit soumis.

L'acces aux soins pour les personnes vivant avec le VIH a beaucoup progressé dans les
pays a ressources limitées. La co-infection VHC/VIH est fréquente, et la maladie
hépatique reste une des causes majeures de morbidité et de mortalité dans ce contexte.

Au Vietnam, les épidémies VIH et le VHC sont concentrés dans des populations
vulnérables, en particulier chez les UDI. Les données concernant I’hépathopathie liée au
VHC chez les personnes infectées par le VIH sont peu nombreuses dans ce pays. Cette
étude visait a évaluer les caractéristiques de l'infection par le VHC, en particulier le
niveau de fibrose hépatique et les facteurs de risque associés a la fibrose extensive chez
les patients co-infectés VIH-VHC a Haiphong.

Cette étude transversale a été menée a 'OPC VIH (Out Patient Clinic) de Viet-Tiep. Les
patients co-infectés bénéficiaient d'un examen clinique et du questionnaire
épidémiologique standardisé, d'une  évaluation de la fibrose hépatique par
|'élastographie hépatique (Fibroscan®, Echosens) et d’'un bilan biologique.

Les patients ont été recrutés entre Février et Mars 2014. 104 patients co-infectés VHC-
VIH sous traitement antirétroviral ont été inclus: 99 hommes, dge médian de 35,8 ans
(32,7 239,6), CD4 médian a 504/mm3, 94% avec charge virale ARN VIH indétectable. 93
(89,4%) avaient une charge virale ARN-VHC positive (médiane: 6,2, IC 95%: 5,0 a 6,8
logi0 IU / mL). La répartition par génotypes était: 1a / 1b (69%), 6a / 6e (26%) et 3b
(5,4%). 43 patients (41,3%) avaient une fibrose significative = F2, dont 24 patients
(23,1%) avec une fibrose sévere (F3) et la cirrhose (F4). En analyse univariée, la
consommation excessive d'alcool, la durée d’infection par le VHC depuis le diagnostic, le
nadir des lymphocytes CD4 ont été considérés comme des facteurs associés a la fibrose
sévere / cirrhose. L'abus d'alcool était le seul facteur indépendant de fibrose avancée en
analyse multivariée.

Dans cette étude menée au Vietnam, pres d'un quart patients co-infectés VIH-VHC, sous
traitement antirétroviral avec contrdle virologique, présentaient une fibrose avancée ou
une cirrhose hépatique, nécessitant donc rapidement l'initiation d'un traitement
antiviral VHC.
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Abstract (n=248)

Rational and aims: Screening and treatment for chronic hepatitis C in Vietnam are still
very limited. Scarce clinical data are currently available on HCV-related liver disease in
people living with HIV/AIDS in Vietnam. This study aimed to assess the severity of liver
fibrosis and its risk factors in HIV-HCV coinfected patients in Haiphong, Northern
Vietnam.

Methods: A cross-sectional study was conducted at the HIV clinic of Viet Tiep (Haiphong).
Consecutive HIV treated adults with positive HCV serology completed a standardised
epidemiological questionnaire and had a comprehensive liver assessment including
hepatic elastography (Fibroscan®, Echosens).

Results: From February to March 2014, 104 HIV-HCV coinfected patients under
antiretroviral therapy were enrolled (99 males, median age 35.8 (32.7-39.6) years, 94%
with undetectable HIV-RNA, median CD4 count 504 (69,2%)/mm3)). Of them, 93 (89.4%)
were tested positive for HCV RNA (median 6.19 (4.95-6.83 Logi0lU/mL). Patients were
mainly infected with genotypesla/1b (69%), genotypes 6a/6e (26%) and genotype 3b
(5.4%). Forty three patients (41.3%) had fibrosis = F2. Among them, 24 patients (23.1%)
had severe fibrosis (F3) and/or cirrhosis (F4). In univariate analysis, excessive alcohol
consumption, HCV time from diagnosis, nevirapine and lopinavir-based ARV regimen and
CD4 nadir were associated factors of advanced fibrosis/cirrhosis. Alcohol abuse was the
only independent factor of extensive fibrosis in multivariate analysis. Using Fibroscan® as
a gold standard, the high threshold of AST-to-platelet ratio index (APRI) score (2) had
very good performances for the diagnosis of extensive fibrosis/cirrhosis (Se: 90%, Sp:
84%, AUROC=0.93, 95%CI: 0.86 - 0.99).

Conclusion

In this study conducted in urban Vietnam, approximately 25% of HIV-HCV coinfected
patients successfully treated with ARV have extensive fibrosis or cirrhosis, and therefore

urgently require HCV treatment.
Introduction

Over the last decade, access to HIV/AIDS care and antiretroviral therapy (ART) has been



greatly improved in resource-limited countries and the number of AIDS-related deaths is
now steadily decreasing [1]. Hepatitis C virus (HCV) infection, which is a major public
health problem globally [2] is frequently observed in HIV-infected individuals and has
emerged as a leading cause of morbidity and mortality in this population [3].

In Vietnam, HCV seroprevalence has been reported between 1 to 6 % in the general
population [4] and is dramatically higher (up to 90%) in people who inject drug (PWID)
[4-10]. The HIV epidemic is concentrated among high risk populations, such as female sex
workers (prevalence 2.6 %), men who have sex with men (3.7 %) and PWID (10.3 %)
[11].Despite huge efforts to control the national HIV epidemic among PWID by scaling up
ART, needle and syringes exchanges programmes and opioid substitution treatment,
PWID still represent the vast majority of people living with HIV/AIDS in Vietnam with a
high rate of HCV coinfection.

The Vietnamese Ministry of Health has recently developed national HCV Guidelines upon
the release of the first World Health Organization (WHO) Guidelines on HCV care and
treatment [2]. However screening and access to care and treatment for chronic hepatitis C
in Vietnam are still very limited. To date, very scarce clinical data are available on HCV-
related liver disease in people living with HIV/AIDS in Vietnam and the proportion of
patients in need of treatment is unknown. Since new highly effective direct antiviral
agents have been licensed, access to these drugs in resource-constrained areas has been
urged by the medical community and the civil society [12-14]. Therefore, it is critical to
identify patients in need of urgent treatment.

This cross sectional study aimed to assess the proportion of clinically significant fibrosis in
HIV-HCV-coinfected patients followed in Viet Tep Hospital in Haiphong, Northern Vietnam.
Epidemiological, virological and clinical characteristics associated with advanced
fibrosis/cirrhosis were explored. Since WHO ranked the aspartate transaminase (AST)-to-
platelet ratio index (APRI) as a preferred non-invasive marker of extensive fibrosis and
cirrhosis in resource-limited settings, we also evaluated its diagnostic performance using

hepatic transient elastography (Fibroscan®) as a gold standard.
Patients and methods

Study population



Among HIV-infected patients treated with ART in the outpatient clinic (OPC) of Viet Tiep
hospital in Haiphong, we enrolled consecutive HIV-infected patients with HCV positive
serology who visited the clinic for their regular HIV follow-up between February and
March 2014. As the ultimate goal of this study was to identify and characterize patients
who may benefit from HCV treatment in the near future, eligibility criteria for this cross
sectional study were: being over 18 years old, HCV treatment-naive, under ART for more
than 6 months with CD4 > 200/mm3 and having no contra-indications to immediate
interferon-based HCV treatment i.e: ongoing opportunistic infection, concomitant
malignancy, severe anemia defined by Hb<8 g/dL, decompensated cirrhosis, acute heart
failure, severe psychiatric disorders, pregnancy, platelet count <50.000/mm3, neutrophil
count <750/mL measured in the past 6 months. Only participants with a second confirmed
positive HCV serology were included in the final analysis. Informed consents were obtained
from all the participants before enrolment in the study and ethical approval was granted by
the local ethic committee. The study was conducted in agreement with the Haiphong

healthcare services and the Helsinki declaration.

Clinical assessment

Each participant was administrated a face-to-face standardized socio-demographic
questionnaire in Vietnamese, had a clinical examination and a comprehensive liver
assessment by a trained medical doctor. Liver fibrosis was assessed using transient
elastography (Fibroscan 402, Echosens, France) by two trained experienced operators
according to the manufacturer’s protocol [15]. The value of liver stiffness measurement
(LSM) was expressed in kilopascal (kPa) as the median of 10 successful acquisitions.
Unreliable measurement was defined as interquartile range (IQR)/LSM 0f>0.30 when LSM
is = 7.1 kPa according to Boursier et al. criteria [16]. LSM were all done fasting as
recommended [17, 18]. For fibrosis staging, the following cut-offs were applied: fibrosis

F0-F1<7.1 kPa; F2: 7.1 - 9.4 kPa; F3:9.5 -12.4 kPa, F4> 12.4 kPa[19].

Laboratory investigations
The following blood parameters were determined after overnight fasting in the laboratory

of Viet Tiep hospital on the same day than transient elastography in all patients: AST,



alanine aminotransferase (ALT), gamma-glutamyltransferase (GGT), bilirubin, platelet
count, serum albumin and prothrombin time. All participants had a confirmatory test for
HCV serology by Enzyme-linked Immunosorbent essay (ELISA) technique using Phamatech
anti HCV EIA kit (USA). The plasma has been prepared and stored at -20°C in Viet Tiep
Hospital then transferred to Pasteur Institute in Ho Chi Minh City. HIV and HCV RNA
quantification and HCV genotyping were performed at the Pasteur Institute (Ho Chi Minh
City). HIV and HCV RNA were extracted from plasma samples using MagNa Pure 96 system
using the kit on the LightCycler® 480 instrument (Roche, USA). HIV viral load was
measured by HIV RNA levels (Generic HIV Viral Load®, Biocentric, France) with a detection
limit of 300 copies/mL. HCV RNA was quantified by HCV Real-time Quant kit (Sacace
Biotechnologies, Italy) with a detection limit of 15 [U/mL.

HCV genotyping was performed for samples with HCV RNA level above 1,000 copies/mL.
An in-house assay was applied in which a targeting of 377 bp HCV NS5b region or 464 bp
core gene was amplified by ABI 9700 PCR instrument and sequenced by CEQ 8000 Genetic
Analysis System (Beckman Coulter). HCV subtypes were identified using the Los Alamos

Hepatitis C sequence (www.hcv.lanl.gov ).

Statistical analysis

All data were registered anonymously in a computerized database. The description of
socio-demographical, clinical, biochemical, hematological, virological and immunological
parameters was performed using standard descriptive methods, i.e. categorical variables
were expressed as raw numbers and percentages, continuous variables were described by
their means and standard deviation (normal distribution) or their median and IQR 25-75%
(non normal distribution assessed by Shapiro-Wilks test). The proportion of F3-F4 fibrosis
was assessed as the number of patients with LSM above 9.4kPa and expressed with its 95%
confidence interval. Mean (+/- standard derivation (SD) score was also determined and
used as a continuous variable. As a value of LSM above 20 and 40 kPa has been proved to
be associated with a high risk of portal hypertension and cirrhosis-related complications,
respectively [20], we also reported the number of patients with LSM > 20kPa and > 40kPa.
Categorical variables were compared using a Pearson v2-test or Fisher’'s Exact Test as

appropriate, and continuous variables were compared using a Student’s t test or non



parametric tests as appropriate. A two-sided P value <0.05 was considered statistically
significant. The diagnostic performance of APRI in diagnosing advanced fibrosis/cirrhosis
was evaluated from the Area Under the ROC curves (AUROCs), considering transient
elastography as the gold standard. Two thresholds for fibrosis = F3 with APRI were
examined: 2 (high threshold) and 1 (low threshold), as per WHO hepatitis C Guidelines [2].
Finally, risk factors for liver fibrosis =F3 were assessed by means of two methods: i)
outcome expressed as a dichotomous variable (< or = F2): univariate and multivariate
logistic regression with odds ratios (OR) and 95% confidence intervals; ii) outcome
expressed as a continuous variable (LSM): univariate and multivariate linear regression
with B parameters and 95% confidence intervals (CI). Statistical analyses were performed

using STATA 11 statistical package for Windows.

Results

Study population

From February to March 2014, 111 HIV-infected adults with positive HCV antibodies were
screened for enrolment in this study. Seven had a negative HCV confirmatory serological
test and were excluded from further assessment. Therefore the study population consisted
of 104 patients, whose demographic, clinical and biological characteristics are summarized
in Tables 1 and 2.

Study participants were mainly men (95.2%) with a median age at 35.8 (32.7-39.6) years.
At enrolment, they were all under ART (most prescribed 3rd agent: efavirenz with a
backbone of TDF/3TC or D4T/3TC or AZT/3TC) associated with 94.2 % rate of
undetectable plasma HIV-RNA and median (IQR) CD4 T cell count of 504 (361-624) /mm3.
Median estimated duration of HIV was 6.3 (3.1-7.8) years.

Of the 104 study participants, 72 (69.2%) reported past injection drug use while 24 (33%)
were still intravenous drug users and 21 (20.2%) were receiving opiate substitution
treatment. Current or past excessive alcohol consumption was reported in 70 (67.3%)
patients. The prevalence of positive HBs antigen (HBsAg) was 12.6% (95% CI: 10.4 - 14.8).

Hepatitis C and liver fibrosis evaluation

Out of the 104 patients with confirmed HCV antibodies, 93 (89.4%) had a positive HCV RNA
with a median viral load of median 6.19 (4.95-6.83 Logi0lU/mL). Genotype distribution



showed a highest proportion of genotypes 1a/1b (68.8%), followed by genotypes 6a/6e
(25.8%), and genotype 3b (5.4%). A valid LSM was obtained for all the subjects median
(IQR):6.7 kPa (5.3-9.2). According to the predetermined cut-offs for liver fibrosis, 43
(41.3%) patients were classified as having clinically significant fibrosis (= F2) and 24
(23.1%) as having extensive fibrosis (F3) and/or cirrhosis (F4) including 14 (13.5%)
classified as cirrhotics. All suspected cirrhotic subjects had compensated liver disease and
only 2 were classified Child-Pugh score B. Of the 104 patients, 8 (7.7%) had LSM over 20
kPa suggesting the presence of clinically significant portal hypertension and 2 (2%) had
LSM over 40 kPa, a cut-off associated with high risk of cirrhosis-related complications..

Patients with extensive fibrosis/cirrhosis had lower platelet count (P=0.003) and
prothrombin time (p<0.0001), and higher ALT, AST, GGT and total bilirubin levels,
(P<0.0001) compared to patients with none to moderate fibrosis. A higher rate of alcohol
consumption and a trend towards time from HCV diagnosis were also noted in patients
with severe fibrosis (83.3% versus 62.5% and 9 years versus 4.6 years, P=0.04 and P=0.08
respectively). The proportion of patients with severe fibrosis was identical according to

HCV genotype (Table 2).

Risk factors for advanced fibrosis/cirrhosis

In univariate analysis with fibrosis as a dichotomous variable (FO-F2 versus F3-F4), the
following factors were associated with extensive fibrosis/cirrhosis: current or past
excessive alcohol consumption, HCV time from diagnosis, nevirapine of lopinavir-based
ART regimen and CD4 nadir. After adjustment, the only factor remaining associated with
F3-F4 score was current or past excessive alcohol consumption (OR: 4.2, 95% CI: 1.1-15.4).
In multivariate analysis with transient elastography as a continuous variable, heavy alcohol
consumption remained strongly associated with high LSM values (=36.04 (3.95 - 68.13),
p<0.03)

Performance of APRI score for the diagnosis of advanced fibrosis/cirrhosis

Median of APRI score was higher in patients with F3-F4 score compared to patients with
FO-F2 fibrosis (2.2 versus 0.7, P<0.0001). For the diagnosis of advanced fibrosis/cirrhosis,
the performance of APRI (high threshold at 2) was very good (Figure 1 and Table 3) with



an AUROC at 0.93 (95% IC, 0.86 - 0.99) and 87 (84%) of the patients were correctly
classified. Using the low APRI threshold at 1, AUROC was only 0.75 (95% IC, 0.64 - 0.86)
and less patients (78, 75%) were correctly classified. Using the high cut-off APRI score
allowed maximising the sensitivity of the score (90%) while keeping the same level of

specificity (84%) (Table 3).

Discussion

Our study suggests that 1) among HIV-HCV coinfected subjects under ART who are
attending the outpatient clinic of Tip Vet Hospital, Haiphong in Northern Vietnam, almost
half of them have clinically significant fibrosis (=F2) and one fourth an extensive liver
fibrosis or cirrhosis despite optimal HIV viro-immunological control; 2) genotypes 1 and 6
are the predominant HCV genotypes circulating in this region.

Few studies on HCV infection have been conducted in Vietnam. These studies were mainly
sero-epidemiological surveys without clinical focus on the liver [9, 21,22]. One study only
assessed the degree of liver fibrosis in HIV-HCV co-infected individuals in Southeast Asia
[23]. This study was performed in Thailand and reported 41.7% of HIV-HCV coinfected
patients with extensive fibrosis F4) using Fibroscan®. Out of them 24% were classified as
cirrhotics. Cross sectional studies conducting in Western countries also reported high
proportions of extensive fibrosis and cirrhosis [24-27] in cohorts of naive of treatment HIV-
HCV coinfected subjects. The higher rates of extensive fibrosis observed in the Thai and
Western studies compared to our results may be explained by the differences in age (our
patients were much younger) and duration of HCV infection. The median duration of HCV
exposure was over 17 years in the Thai study and Western studies compared to an
estimated median HCV contamination below seven years in our study. . Interestingly, the
short period from HCV diagnosis (4.8 (2.7-6.5) years) suggests that HCV infection was long
neglected in Vietnam, as systematic HCV screening has been implemented only in 2005 in
HIV clinics.

Haiphong city experiences important rates of injection drug use in young individuals [28].
Indeed, it is a well-established area within the “Golden Triangle” for heroin supply at low
price and has become an attractive area for PWID [28]. In our study, as expected the use of

injecting drugs was frequently associated with HCV infection among HIV positive patients



and HCV transmission was attributable to the use of intravenous drug in almost two third
of the cases. This is in line with other studies from Vietnam, Asia and South East Asia that
reported a high prevalence of HCV infection, up to 96% in IDUs [9, 10, 29]. In Hanoi, among
HIV-infected individuals, 35.4% were tested positive for HCV and HIV-HCV co-infection was
mainly observed in young males and use of injecting drug was reported as a transmission
factor in 44% of HCV positive cases [21].

As suggested by previous studies, we confirm that genotypes 1 and 6 are frequent
circulating genotypes in Vietnam with almost one third of patients being infected with a
genotype 6 [30, 31]. However, genotype 6 was not the predominant circulating genotype in
Vietnam although previous studies reported a high HCV genotype 6 prevalence [30, 31].
Interestingly, we found a few Vietnamese patients infected with a genotype 3b. . While
Avihingsanon et al. observed a lower rate of severe fibrosis in HCV genotype 6 infected
subjects in Thailand, we did not find any difference in fibrosis stage according to HCV
genotype.

We assessed the severity of liver fibrosis using Fibroscan® as its excellent performances
have been demonstrated in HCV-infected as well as HIV-HCV co-infected individuals [19,
32, 33]. In addition, liver biopsy is not feasible in routine clinical practice in resource-
limited countries. However, the Fibroscan® device is rarely available in these countries
mainly because of its high cost (€34,000 for the portable machine and €5,000 for the
annual maintenance cost). In Vietnam only a few machines are available in the country and
are mainly accessible in the private sector. As a result WHO recommends the use of APRI
(high cut-off) as a simple and inexpensive alternative method to identify patients with
extensive fibrosis and cirrhosis in resource-constrained countries [2]. Using Fibroscan® as
a gold standard, we found that APRI performed very well in diagnosing extensive
fibrosis/cirrhosis (AUROC>0.90) when using the high threshold of 2. performance

Since international guidelines recommend to prioritize treatment in patients with
extensive fibrosis or cirrhosis [34], we focused our analysis on F3-F4 patients., a recent
model-based analysis performed in resource-limited countries (Egypt, Thailand, Cote
d’Ivoire) suggested that focusing HCV treatment on patients with severe fibrosis (F3-F4)
using standard of care therapy (Peg-interferon and ribavirin) or interferon-free therapy

(sofosbuvir and ribavirin), is the best strategy for developing countries as it induces the
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highest number of life per year saved [35]. Several studies have also shown that HCV
antiviral therapy in IDUs, especially in those on opioid substitution treatment, is associated
to identical sustained virological response compared to non-or former IDUs [36, 37]. In
addition, there is an increase evidence to propose HCV therapy as a cost-effective
intervention to reduce the burden of HCV infection and transmission in this specific
population [38, 39].

Our study clearly suggests that a high proportion of IDUs in Vietnam urgently requires HCV
antiviral therapy. Based on our analysis and considering that there is 200,000 IDUs in
Vietnam, about 150,000 of them (70%) () have been infected with HCV, 80% of them
(120,000) have a chronic HCV hepatitis and 30,000 could be pre-cirrhotic or cirrhotics with
a risk of decompensated cirrhosis or HCC over the next years if they do not benefit of

antiviral treatment soon.

Interestingly, almost all our study participants (95%) had a very good HIV viro-
immunological control . This reflects the great efforts that have been deployed over the last
decades in Vietnam to fight against HIV/AIDS and expand ART also to the most stigmatized
populations. Thus, if access to HCV treatment is not improved, the success of ART in

resource-limited countries will be clearly undermined.

In our study, heavy alcohol consumption was the only statistical difference between
patients with extensive fibrosis or cirrhosis and those with none to moderate fibrosis. It
was also a strong independent factor of severe fibrosis. By contrast with other studies, age,
duration of HIV or HCV infection and ARV regimen were not statistically associated with
extensive liver fibrosis/cirrhosis although a trend was noted for the HCV duration. This
underlines that excessive alcohol consumption is an important contributor of liver fibrosis
progression in this population. Heavy alcohol consumption has been previously reported as
a major public health problem in Vietnam in particular in men [4, 40]. Unfortunately,
alcohol is another neglected problem in many resource-limited countries and must be
clearly integrated in harm reduction programs [2].

Our study has some limitations. First, it is a cross-sectional study including a small number
of patients, which may not strictly reflect the burden of HCV-related burden disease in

Vietnam. Secondly, since the most severe cases have been seen mainly in inpatient clinic,
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our study may have underestimated the proportion of patients with end-stage liver disease.
Finally, we could not properly assess the proportion of patients with liver complications (in

particular portal hypertension) due to resource-limited constraints.

Our findings underlined the urgent need of HCV screening and treatment programs in
Vietnam. Indeed, in HIV-HCV coinfected subjects successfully treated with ARV, our study
suggests that about 25% of patients urgently require HCV antiviral therapy.HCV
treatments must be adapted to the local epidemiology (genotypes 1 & 6). This will comply
with the recent WHO recommendations [2] and its recent call to deploy strategies to
reduce the burden of viral hepatitis especially in endemic resource-constrained areas

[41].
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Table 1: Description of the study population according to the liver fibrosis status

General Patients with Patients with P
population FO - F2 liver F3 - F4 liver valu
n=104 fibrosis fibrosis e
n= 80 n= 24
Socio-demographic characteristics
Male gender (n, %) 99 (95.2) 75 (93.8) 24 (100) 0.6
Age, years (median, IQR) 35.8 (32.7 - 37.1(6.2) 36.6 (5.5) 0.9
39.6)
BM]I, kg/m? (median IQR) 19.6 (18.4 - 20.1 (2.0) 20.1(2.3) 0.8
21.6)
IV drug use as way of HCV transmission (n, %) 72 (69.2) 56 (70) 16 (66.7) 0.8
Current or past excessive alcohol 70 (67.3) 50 (62.5) 20 (83.3) 0.04
consumption (n, %)
Current tobacco use (n, %) 82 (78.9) 65 (81.3) 17 (70.8) 0.3
Current cannabis use (n, %) 16 (15.4) 11 (13.8) 5(20.8) 0.5
Current use of any drugs (including injecting) 8(10.8) 6 (10.3) 2(12.5) 0.9
(n, %)
Current use of injecting drugs (n, %) 9(12.7) 7 (12.5) 2 (13.3) 0.9
Current oral opioid substitution (n, %) 21 (20.2) 18 (22.5) 3(12.5) 0.4
HIV characteristics
Estimated duration of HIV infection from first 6.3 (3.1-7.8) 6.6 (4,0) 5.7 (3,8) 0.4
screening, years (median, IQR)
CD4 nadir, per mm3 (median, IQR) 84 (38-175) 113 (113.4) 133 (110.2) 0.2
Current CD4 count, per mm3 (median, IQR) 504 (361 - 624) 521 (210.2) 471 (159.6) 0.4
Undetectable HIV-RNA (n, %)* 98 (94.2) 75 (93.8) 23 (95.8) 0.9
Duration of cART, years (median, IQD) 4.3 (4.1 - 6.0) 4.2 (1.9) 3.8 (1.9) 0.3
Type of cART
- Nevirapine-based 7 (6.7) 4 (5) 3(12.5)
- Efavirenz-based 91 (87.5) 73 (91.3) 18 (75.0)
- Lopinavir-based 6 (5.8) 3(3,.5) 3(12.5) 0.07
HBsAg positivity (n, %), n=103 13 (12.6) 9(11.3) 4 (12.6) 0.5

*: limit of detection: 250 copies/mL
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Table 2: Hepatitis C characteristics of the study population according to the liver fibrosis

status
General population Patients with Patients with P Value
n=104* FO - F2 liver F3 - F4 liver

fibrosis fibrosis

n=80* n=24*
Time from HCV diagnosis, 4.8 (2.7 - 6.5) 4.6 (2.1) 9.0 (22.4) 0.08
years
Detectable HCV-RNA, n (%) 93 (89.4) 70 (87.5) 23 (95.8) 0.5
HCV-RNA, IU/mL 6.19 (4.95-6.83) 5.93 (1.26) 5.91 (0.99) 0.7
HCV genotypes, n (%)
-1(1a/1b) 64 (68.8) 49 (70.0) 15 (65.2)
-3b 42(45.2)/22(23.7)
-6 5(5.4) 4 (5.7) 1(4.4) 0.8
(6a/6¢) 24 (25.8) 17 (24.3) 7 (30.4)

19 (20.4)/5(5.4)
Platelets, 10°/L 214 (177 - 267) 235 (71) 189 (86) 0.003
ALT, IU/mL 62 (40 -95) 62 (34) 128 (92) 0.0001
AST, IU/mL 48 (38 - 68) 47 (20) 105 (58) 0.0001
GGT, IU/mL 143 (93 - 378) 23.5 (210.5) 67.9 (332.5)
Total Bilirubin mg/dL 10 (7 - 13.5) 9.9 (4.3) 16.3 (9.2)
Albumin, g/L 43 (41 - 45) 41.8 (7,0) 41.0 (8.7) 0.9
Prothrombin time, % 91 (79 -99) 93 (22) 79 (17) 0.002
LSM, kPa 6.7 (5.3-9.2) 6.1 (1.5) 18.4 (11.6) 0.0001
FO0-F1/F2/F3/F4,n (%) 61 (68.7)/19(18.3)/10 na na
(9.6)/14 (13.5)

APRI score 0.7(0.4-1.4) 0.7 (0.5) 2.2 (1.9) 0.0001

*Continuous variables are expressed with their median and interquartile range (IQR) for

the general population and mean and standard deviation when categorized by liver fibrosis

group. Continuous variables are expressed with their mean and Standard Deviation (SD)
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Table 3: Performance of APRI in predicting advanced fibrosis /cirrhosis (F3/F4)

using transient elastography as a gold standard

AUROC Se Sp Correctly classified, | LR- | LR+
(95%CI) (%) | (%) | (%)
High APRI threshold | 0.93 (0.86 - 90 84 84.6 0.11 | 7.69
(2) 0.99)
Low APRI threshold | 0.75 (0.64 - 47 90 75 0.59 | 4.59
(1) 0.86)

Abbreviations: AUROC: area under the receiving operator curve; Se: sensitivity; p:
specificity; LR-: negative likelihood ratio; LR+: positive likelihood ratio.
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Figure 1: Performance of APRI in diagnosing extensive fibrosis (F3) and cirrhosis using a
threshold (APRI > 2) (Figure 1B) and a low cutoff (APRI>1) (Figure 1B)

1A. AUROC: 0.93 (95% CI: 0.86 - 0.99)

Sensitivity
n.a0 0.74a 1.00

0.25

0.00

0.00 0.25 0.75 1.00

050
1 - Specificity

1B. AUROC: 0.75 (95%, IC 0.64 - 0.86)
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Travail 2 :

Marqueurs immunologiques de clairance du VHC chez les patients co-infectés avec le
VIH traité par peglFNo + Ribavirine

Manuscrit accepté

Le traitement contre le VHC basé sur la bithérapie peglFNo et ribavirine, est un
traitement antiviral et immuno-modulateur dont le mode d’action n’est que
partiellement compris. Ce traitement induit des changements de la sécrétion des
cytokines par les lymphocytes T et les macrophages. Dans cette étude nous avons
exploré la réponse immune induite par la bithérapie peglFNa-ribavirine chez les
patients co-infectés par le VHC et le VIH.

Nous avons étudié la concentration circulante de 25 cytokines et I'activation des cellules
T CD8 chez 30 patients co-infectés par VIH / VHC suivis en consultation dans le service
des Maladies Infectieuses et Tropicales du CHRU de Montpellier. Les résultats ont été
comparés entre les patients classés « RVS » (réponse virologique soutenue) (RVS, n =
19) et les non-répondeurs (NR, n=11).

L’étude a montré que la concentration pré-thérapeutique d’IP-10 (CXCL10) et de MCP-1
(CCL-2) était associée a une mauvaise réponse anti-VHC. L’initiation du traitement par
peglFNo-ribavirine augmente l'activation des lymphocytes T CD8 + et induit des
changements significatifs sur des cytokines liées a la fois a la réponse Th1l et Th2. Chez
les patients du groupe RVS, les taux circulants de 11 cytokines étaient augmentés suite a
la prise de la bithérapie (IL1beta, IL1RA, IL4, IL5, IL6, IL7, IL12p40.70, IL13, IP10,
eotoxine , MCP-1), contre seulement six cytokines chez les patients du groupe NR
(IL1beta, IL-2, IL-5, IL12p40.70, IL13, eotaxine). Une augmentation plus importante de
la concentration de MCP-1 et MIP-13 a été observée quatre semaines apres l'initiation
du traitement anti-VHC, dans le groupe RVS en comparaison du groupe NR (p = 0,002 et
p = 0,03, respectivement), alors qu'une diminution de la concentration d'IL-8 était
associée avec l'échec du traitement (p = 0,052). Le changement de 1'expression de CD38
sur les cellules T CD8 n'était pas associé au succes thérapeutique. Cette étude
d'immunomonitoring au cours d'une bithérapie comprenant de linterféron alpha
objective les changements important du climat cytokinique plasmatique et de
'activation des cellules T. Les profils des sujets répondeurs et non-répondeurs sont
différents. Dés lors que l'utilisation de | interféron demeure une option thérapeutique il
demeure nécessaire de mieux définir la signature immune prédisant une réponse
efficace.
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Cytokine response associated with Hepatitis C virus clearance in HIV coinfected
patients initiating peg interferon-o based therapy
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Abstract. Background: Treatment of hepatitis C virus (HCV) infection based on peginterferon-a
(peglFNo) and ribavirin induces important changes in cytokine release and T cell activation.
Objective: Immune response to peglFNa-ribavirin therapy was explored in patients coinfected
by HCV and HIV.

Methods: Concentrations of 25 cytokines and CD8" T cell activation were monitored in
HCV/HIV coinfected patients classified as sustained virological responders (SVR, n=19) and
non-responders (NR, n=11).

Results: High pretreatment concentrations of IP-10 (CXCL-10) and MCP-1 (CCL-2) were
associated with a poor anti-HCV response. PegIFNa-ribavirin therapy increased CD8" T cell
activation and induced significant changes in levels of eleven cytokines related to both Th1l and
Th2 responses in SVR (IL-18, IL-1RA, 1L-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-12p40/70, IL-13, IP-10, eotaxin,
MCP-1) but of only six cytokines in NR (IL-1p, IL-2, IL-5, IL-12p40/70, IL-13, eotaxin). The
highest rise in MIP-1 and MCP-1 levels was observed four weeks after anti-HCV treatment
initiation in SVR compared to NR (p=0.002 and p=0.03, respectively), whereas a decrease in IL-8
concentration was associated with treatment failure (p= 0.052).

Conclusions: Higher and broader cytokine responses to peglFNa-ribavirin therapy were
observed in SVR patients compared to NR. Changes in IL-8, MIP-13, and MCP-1 serum
concentrations may be associated with efficacy of peglFNa- and ribavirin-based therapies in
patients coinfected by HCV and HIV.
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Introduction. Infection by hepatitis C virus (HCV)
and HIV shared common routes of transmission and
thus confections with the two viruses are frequent.
HCV infection is seen in 15-30% of HIV-infected
patients in Western Europe, with almost 20 000 HIV-
infected individuals chronically infected with HCV in
France."” Since the introduction of antiretroviral

therapy (ART), HCV-related liver diseases have
become leading causes of morbidity and mortality in
HIV-infected individuals.**

Faster progression to cirrhosis has been observed in
patients coinfected with HCV and HIV by comparison
with subjects infected with HCV alone.” HIV/HCV
coinfection is also associated with higher HCV viral

|
L ¥

-~ Mediterr J Hematol Infect Dis www.mjhid.org 2015; 7: Open Journal System

5
L
[

-



levels in serum.® Finally, ART-related adverse events
are more frequent in HCV/HIV coinfected individuals,
with increased difficulties in optimally treating HIV
infection.”®

Until recently, a combination of peglFN and
ribavirin has been the standard-of-care for treatment of
chronic HCV patients. In coinfected individuals
pegINF-ribavirin therapy is less efficacious than in
single HCV infection.”'" Approximately 30% of
patients receiving a combination of ribavirin with
peglFN have a sustained virological response when
infected with HCV genotype 1 and 4. This rate
increases to 60% when genotype 2 and 3 are
involved."’ Most of the current anti-HCV therapeutic
options remained based on peglFN and/or ribavirin in
addition to protease inhibitors or NS5A or NS5B
inhibitors."'

PeglFN constitutes an active immunotherapy
triggering innate immune response and T cell
activation. The cytokine response to peglFNa-based
regimens plays probably an important role in treatment
outcome. IFNa stimulates Thl cells and limits
secretion of Th2 related cytokines such as IL-4 or IL-
10.”” IFNo signals through Janus kinase signal
transducer, an activator of transcription pathway, and
induction of IFN-stimulated genes.”” Ribavirin
synergies this effect by reducing IL-10 production,
enhancing autocrine IFN-B and IL-8 secretion.'*"*
Several immune factors are predictive of virological
response on  peglFNa-ribavirin-based  therapy:
pretreatment concentration of IFNa-inducible protein
10 (IP-10, also called CXCL-10), polymorphisms near
the interleukin-28B gene coding for the IFNa-3, and
CD4" T cell count in HIV/HCV coinfected
individuals.'"' Progressive impairment of immune
functions and T cell exhaustion induced by prolonged
exposure to virus antigens are fundamental features of
HIV infection. Inhibitory networks, such as the
programmed cell death protein-1 (PD-1) and IL-10
play a key role in this process.”***' PD-1 is upregulated
on CD8" and CD4" T cells and mediates a dysfunction
partially reversible on ART.*?* PD-1 signalling
impacts the expression of both Thl and Th2 cytokines
but limits particularly the capacity of Thl and IFNy
secretion by CD4" and CD8" T cells.”!

Although HCV clearance depends on immune
response induced by peglFNa-ribavirin therapy, the
dynamics of cytokine response and T cell activation in
individuals coinfected with HIV and HCV remain
poorly characterized.” In this study, we monitor serum
concentration of 25 cytokines alongside with the level
of CD8" T cell activation in HIV/HCV coinfected
patients initiating anti-HCV therapy.

Methods.

Patient samples: Patients coinfected by HIV/HCV
followed at Montpellier University Hospital and
initiating  anti-HCV ~ therapy = were  included
consecutively between January 2007 and January 2010
after providing written informed consent. The study
was approved by the local institution ethical committee
(DC-2011-1405). Chronic hepatitis was proved by the
presence of serum HCV antibodies and detectable viral
RNA. HCV genotype, HCV and HIV-1 viral loads,
CD4" T cell count, and liver enzyme levels were all
determined using standard procedures. All patients
received peglFNo2a 180 microg/week plus ribavirin
800 to 1,200 mg daily; patients infected with HCV
genotype 2 and 3 received 800 mg daily and genotype
1 and 4 received a weight based dose: 1,000 mg/day for
persons less than 75 kg and 1200 mg/day over 75 kg.

Subjects were ranged into two distinct groups based
on HCV response to therapy:

1) Sustained virological responders (SVR) when serum
HCV RNA was undetectable 24 weeks after
completing therapy, and

ii) non responders (NR) when HCV RNA decrease was
< 2 log copies/mL at week 12 or when HCV RNA
was detectable at the end of treatment.

iii) Patient relapsing in the 24 weeks period after
therapeutic cessation were excluded from the study.

Routine laboratory testing: Serum HCV RNA was
quantified using COBAS AmpliPrep/COBAS TagMan
HCV assay (Roche Diagnostic Systems). HCV
genotypes were determined using INNO-LiPA HCV 11
test (Innogenetics). Alanine aminotransferase (ALT)
dosages were executed using standard methods.

Quantitation of serum cytokine concentrations:
Cytokines were quantified in serum samples obtained
before initiation of treatment, and four weeks after the
start of PeglFNa-based therapy. A multiplexed
microbead assay was used according to manufacturer's
instructions  (cytokine twenty-five-plex kit, Life
Technologies Ltd, Paisley, UK) and an FIDIS™
apparatus (BMD). Twenty five cytokines were
quantified in duplicate: 1L-1B, IL-1RA, IL-2, IL-2R,
IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12p40/70, IL-13,
IL-15, IL-17, eotaxin, GM-CSF, IFN-a, IFN-y, IP-10,
MCP-1, MIG, MIP-1a, MIP-1B, RANTES, and TNF-a.
Data were analyzed using the MLX-Booster program
(BMD). Mean concentrations (pg/ml) of cytokines
were all superior to the detection limits, defined as the
mean background value plus 2 SD.

Analysis of CD8/CD38"" T cells: Activation of
CDS8" T cells was assessed by flow cytometry analysis
on EDTA-treated fresh whole blood using FC 500
apparatus (Beckman Coulter, Miami, Florida). T cell
activation was explored at day 0, week 4 and week 12
after initiation of peglFNa-ribavirin therapy. The

COPFEN 8 ACCES

Mediterr J Hematol Infect Dis www.mjhid.org 2016; 8: Open Journal System

Pag.2/8



expression of CD38"™" on CD8" T cells was analyzed

as previously described using a two-colour staining
with anti-CD8 and anti-CD38 conjugated to fluorescein
isothiocyanate (FITC) and phycoerythrin (PE),
respectively (Beckman Coulter).”® The positive
threshold for CD38"" analysis was established using
the CellQuant CD38/CD8 kit for quantitation of CD38
cell surface expression (BioCytex, Marseille, France)
and was defined as 8,500 CD38 binding sites/cells. The
CDS/CD38™"  values were expressed as the

serum was similar in the two groups. Besides IFNa,
the anti-HCV therapy induced a significant increase in
the serum levels of eleven cytokines in SVR patients,
including cytokines related to Thl-dominant immune
responses (IL-12p40/70, 1P-10), Th2-type cytokines
(IL-4, IL-5, and IL-13), and pro-inflammatory

Table 2. Pre-treatment Cytokine concentrations in serum from SVR
and NR patients

bright . . SVR pg/ml NR pg/ml p-value
percentage of CD38”"¢" cells from the CD8 T cell  Cytokines .
. mean [CV] mean [CV] (Wilcoxon)
populations.
IL-1B 12.9 [34.2] 10.84 [4.9] 0.093
Statistical Analysis: The Mann—Whitney U test and IL-1RA 1556.0 [ 198.0] 1506.0 [ 123.0] 0.779
Kruskal-Wallis test were used to analyze continuous IL-2 62 [24] 58 [2.6] 0.425
variables where appropriate. The Friedman test was — yy g 837.0 [812.2]  884.1 [155] 0.101
qsed to evalqate changes in serum cytokine levels over — 8.0 [177.9] 8.0 [173.5] e
time. A mixed model was used to analyze the
association between T cell activation during anti-HCV IL-5 2.3 [05] 2.3 [0] 0.616
therapy and therapeutic response. Statistical analyses — IL-6 46 [22] 5.0 [23.0] 0.353
were done using SPSS software version 18.0J. IL-7 18.9 [2.3] 20.8 [4.3] 0.142
IL-8 225 [73.8]  128.1 [707.7] 0.106
Results. o . . IL-10 36 [1.1] 31 [20] 0.777
Clinical characteristics at baseline: Thirty HCV/HIV
. . .. . .. I1L-12p40/70 321.5 [55.8] 3183 [56.5] 0.948
coinfected patients receiving peglFNa-ribavirin
therapy were included in the study. Nineteen (63%) 1L-13 1.0 [4.1] 1.0 [2.7] 0.702
were classified as SVR and eleven (37%) as NR. IL-15 332 [94] 332 [3.1] 0.863
Patient characteristics are shown in Table 1. IL-17 24.8 [9.3] 24.0 [8] 0.73
TNFa 88 [2.6] 88 [1.1] 0.762
Pretrealmenl levels of soluble anq’ ce{lular IFNy 52 [13] 6.1 [08] 0.621
inflammatory markers: 1P-10 levels were higher in the
NR group than in the SVR group, P = 0.021 (Table 2). GM.CSF 18.4 [9.2] 153 [13.8] 0.482
Individuals from the NR group also had higher = MIP-la 1194 [1.8] 120.6 [6.8] 0.262
pretreatment concentrations of MCP-1, P = 0.0009. A MIP-1p 150.4 [24.3] 150.4 [23.6] 0.88
trend for a highg:r serum concentration of IL-8 was also IP-10 64.3 [32.9] 132.0 [58.8] 0.021
observed in patients of the NR group compared to the MIG 4586 [59] 4586 [40] 0.497
SVR group, P=0.106.
Eotaxin 75.5 [30.7] 72.9 [29.4] 0.813
. e 10540.0 9350.0
Cytokines cha.n.ge. after thergpeutlc initiation of .H.C V' RANTES [6413.0 ] [10922.0 ] 0.683
;’1’: elfl”me_”" . hlljl“a}:lgr\lf;f Zn;';lcv_ treatgl‘ent elllc“eg MCP-1 3479 [912] 4426 [1457]  0.009
a rise 1n bot an . patients (Figure aq — 1430 [213] 1430 [14] 0477
Supplemental Table 1). This enhancement of [FNa in
Table 1. Patient characteristics
All (n=30) SVR (n=19) NR (n=11)*
Age 45 44 47
CD4" T cells (/ul) 350 (50-1076) 378(128-1076) 328 (50-715)
Nadir CD4 T cells (/nl) 122.5 (32-598) 124 (33-598) 119.5 (32-324)
ALAT (IU/L) 48.5 (13-172) 40.5 (13-172) 56.5 (24-133)
VL HCV S0 (Log;, IU/ml) 5.96 (5.43-6.68) 5.49 (4.12-5.81) 6.68 (5.98-6.84)
VL HIV S0 (1U/1) 0 (0-290) 0 (0-290) 0 (0-118)
HCYV Genotypes1/2/3/4 21/2/7/1 10/1/8/0 10/0/0/1
Liver fibrosis (F>2) 22 13 9

*Seven subjects had a reduction of less than 2 log;o in HCV RNA after 12 weeks of therapy (null responders) and four subjects had a

reduction of more than 2 log, (partial responders).
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Figure 1. Impact of anti-HCV therapy on cytokine concentrations in serum of NR and SVR. Fold-changes in cytokine levels following
peglFNa-ribavirin therapy initiation in SVR (white bars) and NR (gray bars). Results are expressed as fold changes in cytokine
concentrations between week 0 (pretreatment) and week 4 (four weeks of pegIFN a-ribavirin therapy). *p=0.052, **p=0.029, ***p=0.0024.

cytokines (IL-1pB, IL-1RA, IL-6, IL-7). By comparison,
levels of only six cytokines rose in the NR group
(Supplemental Table 1). Finally, when results were
analyzed without consideration of the HCV therapeutic
response (combining SVR and NR patients), we also

il
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Figure 2. Changes in T cell activation over a 3-month period of
peglFNo-ribavirin therapy. Fold-changes in CD38"#" expression
on CD8 T cells following peglFNa-ribavirin therapy initiation in
SVR (white bars) and NR (gray bars). Significant increase of

observed an increase of IL-2, IL-10, and RANTES
concentrations four weeks after initiation of anti-HCV
treatment (Additional file 1).

Comparison of the cytokine level changes induced by
peglFNo-ribavirin  between SVR and NR group:
Changes in cytokines were compared among SVR and
NR using the ratio between baseline and four weeks of
treatment (Figure 1). A sharp increase of MCP-1 and
MIP-1p concentration was observed after initiation of
anti-HCV therapy in the SVR group whereas the value
decreased or remained stable in the NR group
(p=0.0024 and p=0.029, respectively). Furthermore, the
IL-8 concentration remains stable after a one-month
period of peglFNa-ribavirin therapy in most of the
patients responding to anti-HCV treatment, whereas
this concentration declined in NR patients (p=0.052).

Changes in T cell activation over the three-months
period of therapy initiation: The impact of peglFNa-
ribavirin on T cell activation was explored at day O,
week 4 and week 12 (Figure 2). CD8" T cell activation
before the treatment tends to be higher in NR patients
compared to the SVR patients, (p=0.066, Figure 2).

CD38"" expression between two consecutive time periods is Anti-HCV  therapy induced a major increase in
indicated: *p<0.001.
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CD38™¢" expression on CD8 T' cells in the two
groups of patients (p<<0.001). No significant differences
were observed between the two groups in the slope of
CD38 cell surface expression of CD8" T cells
suggesting that the over time changes of this activation
marker not be associated with a better immune
response to therapy.

Discussion. Although the virological response to
peglFNa/ribavirin-based  therapy is  intimately
associated with the host immunity, the monitoring of
HCV treatment is based on the serum HCV RNA level
decay regardless of the immune response. In this
study, CD8" T cell activation and levels of 25
cytokines were analyzed in HIV/HCV coinfected

patients with favourable versus unfavourable
therapeutic outcome.
PeglFNov/ribavirin -~ administration  induced a

dramatic change in serum cytokine concentrations and
CDS8" T-cell activation level. We observed that the
HCV clearance under peglFNa/ribavirin therapy was
associated with broader and higher cytokine responses
in SVR than in NR.

Multianalyte assays make possible to analyze a
wide an array of cytokines using a small sample
volume rapidly. In the present study, the level of 25
cytokines and CD8" T-cell activation were analyzed at
baseline and week four after the initiation of
peglFNa/ribavirin  therapy. Comparison between
different multiplex bead assays has shown variable
agreement among kits evidencing that absolute
cytokine concentrations differ across commercial
assays.”””® As a consequence, multisite comparisons
between cytokine concentrations obtained with
different methods are difficult to interpret because of
the lack of standardization. However, these methods
are useful for longitudinal studies, and a similar rank
order of cytokine concentrations between samples is
preserved between the different commercial Kkits.
Hence, we considered comparisons based on fold
change under peglFNa-ribavirin therapy as a valuable
method for identifying a predictor of therapeutic
success or failure. Even if interferon-free regimen
progressively substitute peglFNa-containing regimen
for treatment of hepatitis C it remains of particular
importance to describe immune response after
initiation of peglFNa. Indeed, IFNa remains the only
drug approved for treatment of chronic hepatitis D and
the only treatment used for a limited period for
hepatitis B.

Baseline serum concentration of IP-10 and MCP-1
(monocyte chemotactic protein 1) were higher in NR
than in SVR. A significant increase was observed after
treatment initiation in 15 out of 25 soluble biomarkers
tested. The strongest increased was observed for IFNa
as an expectable consequence of the anti-HCV therapy,

with more than 4-fold rise between week 0 and week 4.
Increase in cytokine concentrations after peglFNa-
ribavirin administration was observed for pro-
inflammatory- and Th1-related cytokines such as IL-12
or IP-10, but also for Th2-related cytokines such as IL-
4 or IL-13. Activation of T cells accompanied this
phenomenon as shown by the increased cell surface
expression of CD38 on CD8" T cells.

Based on therapeutic outcome distinct cytokine
patterns were identified. Differences in cytokine
concentrations were observed at baseline and following
anti-HCV initiation. In agreement with previous studies
in individuals coinfected we observed the pretreatment
serum level of IP-10 was higher in the NR group than
in the SVR group." Circulating IP-10 concentration is
well correlated with intrahepatic IP-10 messenger RNA
expression during chronic HCV infection.”” The high
baseline hepatic IFN-stimulated genes expression is
associated with a lower chance to be SVR to I[FN-based
therapy when HIV-uninfected.’®* Interestingly, the
pre-treatment MCP-1 concentration was also found at a
higher concentration in the NR group. This pro-
inflammatory chemokine is involved in the migration
and infiltration of monocytes and CD4" memory T
lymphocytes. Intra-hepatic and serum MCP-1 levels
are associated with liver inflammation and fibrosis
during chronic HCV infection.”**> MCP-1 plays a
significant role in the recruitment of monocytes by
interacting with their cell-surface adhesion-molecules
that are over expressed during chronic HCV
infection.”® Association between MCP-1 baseline level
and response to peglFNa-ribavirin therapy has been
recently reported in HIV-uninfected patients.’” Both
chronic HCV and HIV infections induce expression
and release of MCP-1 in humans.”** HIV proteins like
gp120*” and transactivator protein Tat*'** have shown
strong immunomodulatory capacity through MCP-1
stimulation. MCP-1 has also been shown to promote
Th2 responses by polarizing ThO cells towards a Th2
phenotype® and is thought to be one of the key factors
involved in HIV pathogenesis.** Hence, MCP-1
pretreatment level may be associated with the
promotion of the Thl dominant response and HCV
clearance under peglFNa-ribavirin therapy in
HIV/HCV coinfected patients.

Cytokine response to peglFNa/ribavirin therapy
differed qualitatively between SVR and NR. The
cytokine response appeared more restricted in NR than
in SVR since only 6 versus 11 cytokines rise
significantly following the commencement of anti-
HCYV therapy. As a possible consequence of high IP-10
and MCP-1 baseline level, the boost of circulating IP-
10 and MCP-1 levels was not observed in the NR after
four weeks of peglFNa-ribavirin treatment. Circulating
IP-10 is considered as a marker of the pre-therapeutic
activation level of IFN-stimulated genes. The defect in
IP-10 response observed four weeks after starting
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peglFNa-ribavirin treatment can be viewed as a marker
of the overexpression of IFN-stimulated genes leading
to a poor capacity response to exogenous IFN
injections.

Four weeks after initiation of peglFNa-ribavirin, a
higher MIP-1B (macrophage inflammatory protein-1p3)
and MCP-1 secretions were observed in SVR when
compared to NR. Of interest, a trend for a paradoxical
decrease of MIP-1p was also observed at the same time
in the NR group. The concentration of MIP-13 was
halved in the NR group at week four compared to
baseline whereas MCP-1f level tends to increase in the
SVR group. This observation is consistent with a
previous study showing that HCV clearance is more
frequent in patients experiencing strong MIP-la and
MIP-1p response to pegIFNa-based therapy.*>* MIP-
1B (also named CCL4) is a chemokine linked to the
Thl response. MIP-18 is involved in T cell recruitment
mediated by CCRS5 and CCRI1 in the liver of HCV
infected patients.”® The amplitude of MCP-1 variation
in response to peglFNa/RBYV is probably dependent on
baseline MCP-1 level as for IP-10. IL-8 dynamic
response to peglFNao-ribavirin therapy also appears
different in the two groups. IL-8 serum levels tend to
be elevated at baseline in NR and to diminish following

peglFNa-ribavirin initiation. High IL-8 mRNA is
involved in liver inflammation*”*” and inhibition of the
IFNa antiviral response in vitro.”® Pretreatment level of
IL-8 has also been found associated with poor
virological response to peglFNo-ribavirin therapy.”
Evolution of IL-8 concentration may reflect the
combined effect of peglFN plus ribavirin since
ribavirin induces its secretion through the activation of
activator protein 1.

In this study, relapse patients were not included in
the group of patients that did not recover from HCV
under peglFNo-ribavirin. Subjects who experience
relapse had patterns of virological response different
from NR with a rapid decline in HCV RNA during the
first week of treatment.’>> Hence, relapse patients
should be explored a part from NR and SNR groups.

Our study had limitations related to its retrospective
nature and the small number of subjects included. HCV
genotypes and fibrosis stage were not taken into
account in the analysis and IL-28 polymorphism,
which is also known to predict the hepatic
responsiveness to IFN-based therapy, was not assessed.
The study was not designed to establish clinical
performances of immunological markers useful for
HCV therapeutic prediction and/or monitoring but
showed that different ongoing trends of cytokine
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response to peglFNo/ribavirin can be observed in SVR
and NR patients infected with HIV.

Conclusions. HIV/HCV coinfected patients, showing a
high IP-10 and MCP-1 baseline level alongside with a
reduced capacity to produce or to maintain broader
secretion of cytokines, including MIP-1p, IL-4, IL-6 or
IL-8, may have a poor response to regimens based on
Peg-IFN and ribavirin. Anti-HCV treatment based on
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Les tests diagnostic rapide (TDR) de l'infection par le VIH jouent un réle important dans
la prévention de la transmission car ils permettent un acces au dépistage dans les
populations a risques. Cependant ces tests sont presque toujours basés exclusivement
sur la détection des anticorps du virus et présentent de ce fait des performances
insuffisantes dans les phases précoces de l'infection VIH (primo-infection). La durée de
la fenétre sérologique (absence d’anticorps détectables) varie entre 20 et 30 jours apres
la contamination. Cette phase peut étre réduite de plusieurs jours par les tests qui
permettent de détecter 'antigéne p24. De nombreuses études ont montré que le sang
prélevé et séché sur papier filtre est utile dans le diagnostic et la surveillance du VIH
avec d'excellentes performances analytiques. Toutefois, aucune évaluation n'était
disponible en phase de primo-infection VIH. Notre travail a donc consisté a évaluer la
performance de deux tests immunoluminométriques (ou immunochemiluminescents)
de 4eme génération (Elecsys® HIV Combi PT assay, Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany et Liaison® XL Murex HIV Ab/Ag test, DiaSorinS.p.A., Saluggia,
Italy) sur des échantillons séchés sur papier filtre issus de patients en phase d’infection
VIH aigue en comparaison au test de diagnostic rapide sur sérum.

Sur 39 échantillons en primo-infection, chacun des deux tests de 4eme génération sur
papier filtre, a correctement identifié 34 échantillons (soit un pourcentage de 87,2%),
tandis que le test rapide n’en a détecté que 24 (soit une proportion de 61,5%) avec une
différence statistiquement significative (p = 0,009).

Ce travail démontre que les tests de 4éme génération utilisant du sang séché sur papier
filtre offrent de bonnes performances dans le diagnostic de la primo-infection par
rapport aux tests de diagnostic rapide sur sérum. Cette méthode alternative peut étre
utilisée pour détecter précocement le VIH en cas de suspicion d’infection récente avant
que les tests rapides deviennent positifs.
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Background: Point-of-care testing and diagnosis of HIV acute infections play important roles in preventing
transmission, but HIV rapid diagnosis tests have poor capacity to detect early infections. Filter paper can
be used for capillary blood collection and HIV testing using 4th generation immunoassays.

Objectives: Antigen/antibody combined immunoassays were evaluated for their capacity to identify early
HIV infections using filter paper in comparison with rapid test.

Study design: Thirty nine serum samples collected from HIV seroconverters were spotted onto filter paper
and tested by the Roche Elecsys® HIV Combi PT test and the DiaSorin Liaison XL Murex HIV Ab/Ag assay.
Results: Fourth generation immunoassays identified 34 out of 39 HIV early infections using dried serum
spot, whereas the Determine™ HIV-1/2 rapid test detected 24 out of 39 HIV positive serum (87.2% vs
61.5% respectively, p=0.009). p24 antigen was detected by the Liaison XL in 19 dried serum samples
(48.7%). In the group characterized by a negative western blot, 7 out of 8 (87.5%) and 6 out of 8 (75.0%)
samples were found positive for HIV using the Elecsys and the Liaison XL, respectively. None of these
eight samples classified in this group of early acute infections were found positive by the rapid test.
Conclusion: Fourth generation Ag/Ab immunoassays performed on dried serum spot had good perfor-
mance for HIV testing during the early phases of HIV infection. This method may be useful to detect HIV
early infections in hard-to-reach populations and individuals living in remote areas before rapid tests
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become positive.
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1. Background

Acute infection plays a significant role in transmission of human
immunodeficiency virus (HIV) because of high viral loads encoun-
tered during this phase of infection [ 1]. It is of particular importance
to identify persons with acute infections to prevent transmission
and to begin treatment, but this diagnosis remains a challenge.
Anti-HIV-1 antibodies can be detected in blood about 3-4 weeks
after infection in most individuals. The window period for HIV diag-
nosis can be shortened by several days by testing plasma HIV-1 RNA
and p24 antigen.
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The HIV RNA detection is superior to p24 antigen assays in
detecting viral particles. It has been estimated that RT-PCR meth-
ods detect HIV-1 infection three to five days earlier than the p24
antigen test and one to three weeks earlier than standard sero-
logic tests [1]. However, the screening for HIV infection remains
based on serological testing alone because of the cost and complex
technology of molecular assays [2].

Fourth generation immunoassays (IAs) have been developed in
the last 10 years to improve HIV diagnosis especially during early
phases of the infection by coupling HIV-1/HIV-2 antigen sandwich
assays that detect both IgG and IgM class antibodies (3rd genera-
tion test) with the detection of p24 antigen [3-8]. However, these
testsrequired venipuncture and laboratory equipments which limit
their use.

Point-of-care testing based on HIV rapid diagnostic tests (RDTs)
have been recommended due to their reliability, simplicity to use
and accessibility for people living in remote areas [9]. Blood col-
lection on filter paper represents also an interesting device to
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Table 1
Patient characteristics.
WB negative WB indeterminate WB positive Total
(Group 1,n=8) (Group 2,n=23) (Group 3,n=8) N=39
Age (year)+SD 435+153 38.9+10.7 37.6+8.7 39.6+11.3
Male, n (%) 7 (87.5%) 21(91.3%) 7 (87.5%) 35(89.7%)
Risk factor, n (%)
MSM 5(62.5%) 9(39.1%) 3(37.5%) 17 (43.6%)
Heterosexuality 2 (25.0%) 3(13.0%) 2 (25.0%) 7 (17.9%)
IDU 0(0.0) 1(4.4%) 0(0.0) 1(2.6%)
Unknown 1(12.5%) 10 (43.5%) 3(37.5%) 14 (35.9%)
CD4 mean count +SD 317.3+165.7 430.6 +£221.2 436.9+190.5 409.8 +206.0
CD4 median count (IQR 25-75) 273.0 (248.5-368.0) 375.5(283.0-588.5) 473.0 (345.0-570.0) 355.0(269.5-556.0)
CD8 mean count +SD 354.6 +203.3 917.0+591.8 940.7 +£430.3 812.3+548.7
CD8 median count (IQR 25-75) 286.0 (185.0-548.5) 865.0 (471.8-1,191.0) 902.0 (683.5-1,024.5) 683.5(425.8-1,022.0)
HIV RNA mean concentration 6.6+0.7 6.0+0.9 55+1.1 6.6+6.6
(Log1o copies/mL)+SD
HIV RNA median concentration 7.0 (6.5-7.0) 6.0 (5.5-6.8) 5.9 (5.0-6.1) 6.1 (5.5-6.8)

(IQR 25-75) (Log1o

copies/mL)
HIV genotype B (2); CRF02_AG (5);
CRF31.BC (1) (3)
HIV p24 reactive, n (%) 8 (100.0%) 23 (100.0%)

HIV p24 mean concentration
(pg/mL)+SD

HIV p24 median concentration
(IQR 25-75) (pg/mL)

11,878.6+19,218.7

421.0 (359.5-500.0)

B (19); CRFO2_AG (1); NA

3,263.3+10,619.0

145.5 (29.4-383.0)

B (5); F1(1); NA(2) B (26); CRF02_AG (6);
CRF31.BC (1); F1(1); NA
(5)

38(97.4%)
4,843.4+12,691.9

7 (87.5%)
276.7+599.8

36.2(12.5-122.3) 169.0 (36.6-410.5)

WB, western blot; n, number; MSM, men who have sex with men; IDU, injection drug user; HIV, human immunodeficiency virus; RNA, ribonucleic acid; SD, standard
deviation; IQR, inter-quartile range; mL, milliliter; pg, picogram; log;o, logarithm of 10; CD4, cluster of differentiation 4; CD8, cluster of differentiation 8; NA, not available;

CRF, circulating recombinant form.

improved diagnosis of infectious diseases in hard-to-reach pop-
ulations. Blood samples collected on filter paper at the site of
patient care can be tested in laboratory by means of 4th genera-
tion ELISA as a reliable alternative or a complementary approach
for HIV diagnosis in resource-limited settings [10]. Many studies
have demonstrated that dried blood spot (DBS) and dried serum
spot (DSS) are useful for HIV diagnosis and monitoring with an
excellent analytical performance [11]. However no data are avail-
able for these sample collection devices, and their transportation
and storage for the diagnosis of acute HIV infections.

2. Objectives

This study was conducted to evaluate the performance of HIV
4th generation immunoassays to detect acute HIV infections using
DSS in comparison to serum specimen and rapid diagnostic test.

3. Study design
3.1. Population, specimens and data collection

A total of 39 serum samples from newly diagnosed HIV infected
persons collected at early phases of infection and archived in
the Virology Laboratory of Montpellier University Hospital were
selected. HIV early infections were established based on p24
antigen/anti-HIV antibodies fourth generation EIA, plasma HIV RNA
quantification and immunoblotting assay (WB), and clinical mani-
festations. Patient characteristics are presented in Table 1.

A positive WB result is defined as the presence of at least two
clearly visible Env glycoprotein bands and at least one clear line of
Gag or Pol protein. An indeterminate WB result is the presence of
any other band or bands that fail to meet the criteria for positivity.
A negative WB result is the absence of all bands.

The p24-antigen has been performed by the Vidas® HIV p24
Il assay (BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, France). RNA viral load
has been performed using Roche Cobas system (dynamic range
of 20-10,000,000 copies/mL) with the Cobas AmpliPrep/Cobas

Amplicor HIV-1 Monitor Test, v1.5 or the Cobas AmpliPrep/Cobas
TagMan HIV-1 Test, v2.0 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Germany).

3.2. HIV rapid testing in the study

Serum samples were assessed by means of an immunochro-
matographic rapid diagnostic tests (RDTs) using Alere Determine™
HIV-1/2 assay (Alere Medical Co. Ltd., Chiba, Japan). Fifty micro-
liters (50 L) of serum of each patient were directly performed
as recommended by the manufacturer instructions and results
obtained after 15 min.

3.3. HIV acute infection screening using p24 antigen/antibody
combination assays on filter paper

From each selected serum sample, about 50 p.L of serum were
spotted onto Whatman 903™ Protein Saver Card (Whatman
GmbH, Dassel, Germany) and dried at ambient temperature for at
least 3 h. Filter paper cards were then stocked at —20 °C before use.
Samples spotted on filter paper card were tested using two 4th
generation immunoassays (IAs): (i) Elecsys® HIV Combi PT assay
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) on an automated
system (Cobas 6000/Cobas e601, Roche Diagnostics GmbH); and
(ii) Liaison® XL Murex HIV Ab/Ag test (DiaSorin S.p.A., Saluggia,
Italy) on a fully automated chemiluminescence analyzer (Liaison®
XL, DiaSorin S.p.A.). This test distinguishes between signals from
antibody and antigen reactivities [3]. Assays were performed
and results interpreted in accordance with the manufacturer’s
instructions.

3.4. Filter paper performing by means of Elecsys® HIV Combi PT
assay

Six mm diameter of disk punched from each dried serum spot
(DSS) was eluted during 1h into 200 pL of phosphate buffered
saline (PBS) buffer with shaking. The final solution obtained from
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each sample was analyzed using the Elecsys HIV Combi PT kit on
the Roche Cobas® 6000/Cobas €601 instrument which use 40 p.L of
sample as input volume. This assay which detects overall reactivity
of antigen (Ag) and antibodies (Abs) simultaneously was performed
at least 1 week of storage of DSS samples. Its p24-antigen detec-
tion limit is <2 IU/mL using the WHO First International Reference
Reagent (NIBSC code 90/636).

3.5. Filter paper performing by means of Liaison® XL Murex HIV
Ab/Ag assay

Two punch disks of 6 mm diameter of DSS were eluted during
1h in 400 p.L of PBS buffer with shaking. Then, eluted solution of
each sample was tested using the Liaison® XL Murex HIV Ab/Ag
kit on the DiaSorin Liaison® XL apparatus which use an input vol-
ume of 200 pL. It was performed after 12 months of storage of DSS
samples. This assay allows the differentiation of Ag (HIV-1 p24)
from Ab reactivity. The sensitivity of the test set at 1.26 [lU/mL for
HIV p24 Ag using the WHO Reference Reagent and 27.4 pg/mL by
testing the HIV-1 Panel of the French Agency for Health Safety
(Agence Frangaise de Sécurité Sanitaire des Produits de Santé, AFS-
SAPS).

3.6. Statistical analysis

Results of the three evaluated assays were compared to the
results of confirmed acute HIV infection status established by the
combination of RNA, p24 antigen, enzyme immunoassay (EIA) and
immunoblotting tests in serum as gold standard to calculate tests’
sensitivity in acute HIV infection detection as simple proportion
with its 95% confidence intervals (Cls). Continuous variables were
described as mean with standard deviation (SD) or median with
inter-quartile range (IQR).

4. Results
4.1. Characteristics of study population

Of the 39 subjects included, 31 subjects (79.5%) were classified
as early phases of acute HIV infection corresponding to Fiebig’s
stages (I-1II) since HIV RNA test was positive while immunoblot-
ting assay was negative (group 1, n=38) or indeterminate (group 2,
n=23).The other 8 samples (20.5%) were considered to be collected
from patients with late phases of acute HIV infection or estab-
lished HIV infections (Fiebig’s stages [V-V) since immunoblotting
test was positive (group 3). HIV RNA was detected in all sam-
ples with 34 of them (87.2%) exhibited a plasma viral load (VL)
>5.0Logqo copies/mL. Thirty-eight out of the 39 samples were
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Fig. 1. Correlation between HIV RNA viral load (y-axis, copies/mL) and p24-antigen
concentration. The fitted regressions are represented with solid line. Black circles
represent western blot negative samples (group 1, n=6), gray circles western blot
indeterminate samples (group 2, n=19) and white circles western blot positive sam-
ples (group 3, n=8). An arbitrary value of 1 x 107 copies/mL has been affected to HIV
RNA levels above the upper limit of RNA quantification (dotted line). mL, milliliter;
pg, picogram

p24-antigen reactive with varied concentrations ranged from 4 to
>40,000 pg/mL and a median value of 169.0 pg/mL. As indicated in
Fig. 1, RNA concentration was correlated with p24-antigen values in
serum of seroconverter subjects (r=0.76; p<0.001). A sample non-
reactive by p24-antigen testing had a lowest RNA concentration of
3.1Log1o copies/mL.

4.2. Analytical performance of rapid diagnostic test (RDT) in
acute HIV infection screening

As shown in Table 2 and Fig. 2, no sample of the 8 WB negative
samples (group 1) was reactive by the Determine™ HIV-1/2 rapid
test. Out of 39 seroconverter serum samples, only 24 were reactive
using the Determine™ HIV-1/2 rapid test, indicating a global sensi-
tivity of 61.5%(95% Cl,44.7-76.2). In the group 2 (WB indeterminate
samples), 17 out of 23 samples were RDT reactive, indicating 73.9%
(95% CI, 51.3-88.9) of sensitivity. Except one sample exhibiting a
low clear visible gp41 band in this group, the four other discordant
RDT results were presented a trace of one to three bands of gp120,
gp41, p24 or p31. In the group 3 (WB positive), seven of eight
were RDT positive corresponding to 87.5% (95% CI, 46.7-99.3) of
sensitivity. The discrepant result here had two clear visible bands
of Env glycoprotein (gp120 and gp41) and a trace of p24 and p31
bands.

Table 2
Performance of RDT and 4th generation HIV assays on DSS for diagnosis of acute HIV infections.
WB negative WB indeterminate WB positive Total
(Group 1,n=8) (Group 2, n=23) (Group 3,n=8) (N=39)
n % 95% Cl n % 95% Cl n % 95% Cl n % 95% Cl
RDT reactive 0 0.0 - 17 73.9 51.3-88.9 7 87.5 46.7-99.3 24 61.5 44.7-76.2
Elecsys Combi PT test 7 87.5 46.7-99.3 20 87.0 65.3-96.6 7 87.5 46.7-99.3 34 87.2 71.8-95.2
reactive
Liaison XL test reactive 6 75.0 35.6-95.5 21 913 70.5-98.5 7 87.5 46.7-99.3 34 87.2 71.8-95.2
Differenciation of Liaison XL test Results
Ag+/Ab— 6 75.0 - 4 174 - 0 0.0 - 10 25.6 -
Ag—/Ab+ 0 0.0 - 11 47.8 - 4 50.0 - 15 38.5 -
Ag+/Ab+ 0 0.0 - 6 26.1 - 3 37.5 - 9 23.1 -
Ag—/Ab— 2 25.0 - 2 8.7 - 1 12.5 - 5 12.8 -

DSS, dried serum spot; WB, western blot; n, number; RDT, rapid diagnosis test; CI, confidence interval, Ag, antigen; Ab, antibody; + positive; —, negative.



D. Kania et al. / Journal of Clinical Virology 62 (2015) 92-97

(B)

m
(KR I . "

A 14 14A 10 10A 11 15A

BA

95

©

17

Fig. 2. Results of Determine™ HIV-1/2 assay (3rd generation IA rapid test) during HIV acute infections (representative cases): (A) strips of determine test in samples with
negative WB test (group 1); (B) strips of determine test in samples with indeterminate WB test (group 2); and (C) strips of determine test in sample with positive WB test

(group 3). IA, immunoassay; WB, Western Blot.

4.3. Performance of combined antigen and antibody 4th
generation immunoassays on filter paper for diagnosis of HIV
infection

Intotal, 34 of 39 seroconverter serum samples spotted onto filter
paper were reactive with the two 4th generation IAs conferring a
global sensitivity of 87.2% for each (Table 2).

The two 4th generation IAs were concordant for 7 out of 8 DSS
samples in the WB negative group (group 1) with 6 samples reac-
tive and one sample non-reactive. One sample was positive by
the Roche Elecsys® test but negative by the DiaSorin Liaison XL
assay. This sample classified HIV-1 CRF31_BC was also negative for
the Determine rapid test, but had a detectable HIV viral load of
6.6 Logq copies/mL and a p24-antigen concentration of 169 pg/mL.

In the second group (WB indeterminate group), the two 4th
generation IAs were concordant for 22 samples, with 20 samples
reactive and two samples non-reactive for both two tests. The
two IA-negative samples in this group had a trace of gp120 and
gp41 bands with or without a trace of p31 band. The p24 antigen
level was <76 pg/mL in these samples exhibiting a high RNA VL
(>5.82 Log copies/mL). A sample with discrepant result between
the two evaluated IAs was negative by the Roche Elecsys® test but
positive by the Liaison XL. This sample classified HIV-1 subtype B
was positive by antibody component only of Liaison XL test and had
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adetectable HIV viral load of 5.6 Logy( copies/mL and a p24-antigen
concentration of 17 pg/mL. It was also positive for the Determine
rapid test and indeterminate on the WB.

In the last group (group 3) defined as late acute/established
infections (WB positive group), the two assays performed on DSS
samples were concordantly reactive for seven sample and non-
reactive for one sample. The false negative sample with the two
evaluated IAs had a detectable HIV viral load of 4.8 Log;o copies/mL
and a p24-antigen concentration of 21 pg/mL. This sample exhibit-
ing gp120, gp41 bands and a trace of p24 and p31 bands by WB test.
It was also non-reactive by means of the Determine rapid test.

4.4. Discrimination between antigen and antibody detection on
filter paper

p24 antigen versus anti-HIV antibodies results obtained with
the Liaison® XL assay on DSS samples were compared. From 38
subjects positive for p24 in serum with the Vidas HIV p24 II assay,
the p24 was detected in 19 cases on DSS, indicating a sensitivity of
50.0% (95% CI, 33.7-66.3). DSS negative for p24 using the Liaison XL
assay had a median p24 serum concentration of 36.6 pg/mL (IQR:
23.3-160.0) compared to 383.0 pg/mL (IQR: 197.5-2820.5) in p24
positive DSS.
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Fig. 3. Simultaneous but separate detection of p24 Ag and anti-HIV on DSS with Liaison XL Murex HIV Ab/Ag immunoassay during HIV acute infections (group 1: WB negative
samples; group 2: WB indeterminate samples; and group 3: WB positive samples). (A) Liaison XL p24 Ag component results; and (B) Liaison XL anti-HIV Ab component
results. The dotted line is the threshold value of the signal-to-cutoff ratio (S/CO) for interpretation of the Liaison XL results and the solid lines represent the median in each

group. DSS, dried serum spot; WB, Western Blot; Ab, antibody; Ag, antigen.
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As shown in Fig. 3A, the Liaison XL assay performed on DSS
detect p24-antigen in most of the samples where tests based on
antibody detection (WB and RDTs) were negative. These sam-
ples had exhibited a high level of p24-antigen concentration with
592.9 +562.2 pg/mL of p24-antigen as a mean value. Anti-HIV Abs
were not detected using filter paper in WB negative samples, but
detected in most of WB indeterminate or positive sample groups
(Fig. 3B).

5. Discussion

In this study, results obtained with two 4th generation auto-
mated HIV Ab/Ag immunoassays demonstrated that HIV testing
using serum spotted onto filter paper offers good performances to
detect acute infections.

The early identification of HIV during the acute phases of
infection via p24 antigen detection affords the opportunity of
allowing potential reductions in disease transmission. In compar-
ison with third generation enzyme immunoassays designed for
antibody detection, 4th generation tests reduce the window period
by approximately 5 days, due to their antigen component [3,7,8].
Hence, antigen-antibody tests are recommended for HIV screening
by the French regulation authority since 2008 [12]. However these
tests are laboratory-based and are therefore difficult to use in the
environment of resource-constrained countries.

Blood spotted on filter paper makes it possible to collect blood
for HIV testing in difficult-to-reach communities and outside of
a formal clinic setting. By contrast with point-of-care methods
that are based on diagnosis test performed near the site of patient
care, filter paper testing decentralized the blood collection but per-
formed the assay within the laboratory setting. Archived serum
spotted on filter paper was used in this study but in clinical practice
capillary blood sampling and DBS that do not require venipuncture
and centrifugation would be more useful than DSS.

Overall, the two 4th generation IAs evaluated in this study on
filter paper samples presented similar analytical performance by
identifying 87.2% of seroconverters. DSS samples tested on the
Liaisons XL apparatus were stored during 12 months before test-
ing. We cannot exclude that the difference in storage time had
affected the results and the analytical sensitivity of the assay. How-
ever, results obtained were similar to the Elecsys® Combi PT assay
performed after a short time period of storage. This observation
suggests a good stability of DSS at minus 20°C.

Recent evaluations of 4th generation IAs report their ability to
detect HIV infection in serum specimen from about 19 to 26 days
before the first positive WB, whereas 3rd generation EIAs based
on antibody testing detect infection 12-14 days for ELISA tests or
1-7 days for RDTs before the first positive WB [13]. Alonso et al.
using the Liaison XL Murex HIV Ab/Ag performed in serum yielded
accurate results in 87.5% of suspected acute infections [3].

Unlike the others 4th generation tests, the Liaison XL test allows
differentiation of HIV-1 p24 Ag reactivity from antibody reactivity.
Results of p24 antigen versus anti-HIV antibody levels in the sub-
jects grouped according to the WB patterns confirmed the lack of
detectable antibodies to HIV in the group negative for WB test-
ing, and the low levels in the WB indeterminate group. A good
correlation was observed between RNA concentration and p24-
antigen. During HIV primary infections, the p24-specific antibody
titers were not high enough to complex the antigen by contrast
with the chronic phase of infection [14].

Point-of-care methods based on HIV rapid testing minimize the
risk of loss to follow-up before diagnosis but have some technical
limitations regarding their poor performances in the acute phases
of infection due to the detection of HIV antibodies only. In this
study, results obtained with two 4th generation automated HIV

Ab/AgIAs demonstrated that HIV testing using serum samples spot-
ted onto filter paper are more sensitive to detect acute infection
when compare to RDT. Combined detection of p24 and antibodies
may improve performances of RDT during the early phases of infec-
tion. However, a study by Chetty et al. (2012) in South Africa using
the Combo RT, a first licensed Ag/Ab HIV RDT, report sensitivity of
59% for HIV detection in seroconverters [ 15]. These suboptimal sen-
sitivity during the acute phases of infection have been confirmed
by other studies based on the Combo RT [15-20].

In conclusion, HIV testing on serum spotted onto filter paper
using 4th generation automated Ag/Ab immunoassays is a sensitive
method to diagnose HIV infection during primary infections. This
approach may be used in combination with HIV rapid tests when
an early HIV infection is suspected since these assays do not offer
appropriate performance in this case.
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Discussions

Les 3 études présentées dans ce travail de these s’inscrivent dans une dynamique visant
a I'amélioration de la prise en charge de la co-infection VIH/VHC en particulier dans les
pays du Sud et au Vietnam.

La premiere étude est une étude de terrain, pilote, interventionnelle. Elle a également
une dimension de plaidoyer en faveur de l'accés thérapeutique pour les personnes
vivant avec le VHC dans les pays du Sud. L’étude a mis en évidence un pourcentage
important des patients nécessitant rapidement un traitement spécifique antiviral C. En
effet, presque 50% des sujets avaient une fibrose significative > F2 et 25% = F3. Ces
patients devraient étre traités en urgence compte tenu de la sévérité de la fibrose
hépatique selon les recommandations actuelles de 'OMS. La plupart de ces patients
avaient par ailleurs une réponse virologique VIH satisfaisante ; 95% des patients ayant
une charge virale VIH indétectable. Cela prouve l'adhérence thérapeutique de ces
patients vulnérables. Il existe, une seule étude en Asie du Sud Est du méme type [137].
Cette étude réalisée en Thailande chez 331 patients mono-infectés et 130 patients co-
infectés observait que 56.3% des sujets présentaient une fibrose significative (> F2 dont
18.4% F3 et 12.4% F4) et chez les patients co-infectés 69.5% avaient une fibrose
significative (> F2) dont 41.7% avec fibrose sévere ou étaient cirrhotiques. Cette
différence entre deux études pourrait s’expliquer par un biais du recrutement dans
notre étude, car les patients ont été sélectionnés en consultation externe, pouvant se
déplacer a 'OPC, I'étude a certainement sous-estimé une partie des patients graves en
hospitalisation ou restant a domicile avec une altération importante de I'état générale en
raison de I'hépatopathie chronique.

Depuis I'avénement des marqueurs non invasifs de fibrose incluant le Fibroscan et les
marqueurs sériques, 'évaluation de la fibrose hépatique a été largement simplifiée,
moins couteuse et surtout non-invasive par rapport a l'indication classique par PBH
présentant un certain risque de complications lié au geste. Dans notre étude, nous avons
pu montrer la faisabilité de cette méthode pour la premiére fois au Vietnam. Nous avons
observé une concordance entre les deux méthodes d’évaluation non-invasives Fibroscan
et score simplifié (APRI). Le score APRI (ASAT to Platelet Ratio Index) est le test le plus
utilisé aujourd’hui. Son intérét réside dans sa grande simplicité d’utilisation puisqu’il
utilise deux parametres sanguins courants avec un rapport simple se basant sur le
niveau d’ ASAT et le taux de plaquettes [124]. Cette méthode a été recommandée par
I'OMS en vue d’évaluation de la fibrose en utilisant le cut-off supérieur a 1.5 et 2 pour
classifier la fibrose sévere et la cirrhose. Cette association a été bien démontrée dans
différentes études, par exemple pour le diagnostic de fibrose significative, 'AUROC varie
de 0,64 a 0,88 dans les études. Un test < 0,5 a une valeur prédictive négative de 72 a
86 % et un test > 1,5 a une valeur prédictive positive de 88 a 100 % [125, 126]. Le
Fibroscan pourrait étre réservé a l’évaluation en 2¢ intention du fait de sa faible
disponibilité au Vietnam, se présentant comme une alternative de recours en cas de
doute avec les tests simplifiés type APRI.
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Comme les autres études précédentes réalisées chez les mono-infectés, I'étude ANRS
12262 a mis en évidence, pour la premiere fois chez les patients co-infectés VIH/VHC,
les deux génotypes prédominants: le GT 1(69%) et le GT 6 (26%) a Hai Phong, une
province du Nord du Vietnam. La plupart des études génotypiques au Vietnam sont
réalisées chez les patients mono-infectés. Nous avons observé une grande différence
dans différentes provinces: une étude génotypique de Pham, 2009, réalisée sur 103
préléevements de don sanguin a Hanoi, Nord du Vietnam a montré la répartition, le
génotype 1 (47,1%), le génotype 6 (37.1%). Une autre étude du méme auteur réalisée a
Ho Chi Minh Ville en 2011 a montré un résultat différent chez 842 préléevements du don
sanguin, la prédominance du génotype 6 (54.4%), puis le génotype 1 (30.4%) et le 2
(15.2%). L’étude de Tanimoto [23] chez 468 UDI a Hai Phong dont 323 (66.5%) ayant
une sérologie VHC positive, 137 prélévements ont été analysés pour étude génotypique :
GT6 (46.9%) et GT1 (38.5%). Malgré le pourcentage du génotype 6 dans cette étude est
moins important (26%) que dans la population générale au Vietnam, il faudrait prendre
en compte de cette particularité dans la prise en charge globale. Ce qui nous emmene a
penser a développer des essais thérapeutiques en particulier pour le génotype 6 au
Vietnam.

La deuxieme étude présentée dans cette these présente a la fois un caractere historique
du fait de I'abandon progressif de la bithérapie traditionnelle et un caractére de modeéle
d’immuno-monitoring basé sur les approches multiplexes.

Notre étude peut apparaitre quelque peu en « décalage » avec I’évolution thérapeutique
de I'hépatite C sans PegINF. Pourtant la place du PegINF demeure importante pour les
pays a ressources limitées n’ayant pas acces aux DAA De méme, 'interféron garde une
place importante vis-a-vis des autres infections hépatique virales chroniques B et Delta.
Le traitement « curatif »d une durée définie, chez les patients ayant une "hépatite B
chronique active implique l'utilisation du PegINF. Ce traitement permet une
séroconversion HBe observée chez 36 % des malades atteints d’hépatite chronique avec
AgHBe positif [138] et une réponse virologique chez 43 % des malades atteints
d’hépatite chronique B avec AgHBe négatif [139] apres 48 semaines de PegINF. Si les
options thérapeutiques des hépatites B et surtout C sont nombreuses, le seul traitement
du VHD recommandé jusqu’a ce jour est l'interféron (classique ou pégylé). La réponse
virologique varie entre 20 et 45% [140-148]. Puisque son action thérapeutique est
antivirale et immunomodulatrice, le suivi immunologique parait nécessaire, comme le
résultat de notre étude sur le modele de I'’hépatite virale C. Une concentration sanguine
élevée d’IP 10 est prédictive de mauvaise réponse au traitement de I'hépatite C mais
aussi semble t-il pour I'hépatite B [149]. Les essais cliniques avec intensification
thérapeutique PegINF et analogues nucléotidiques ou nucléosidiquessont en cours. Pour
autant la question des immunothérapies et de leur monitoring dans le traitement des
infections chroniques reste posée. L'expérience avec le VHC apres plus de 20 ans d'INF-
thérapie peut aider a la recherche sur les traitements anti-VHB et VHD. D’ou la nécessité
d’explorer les marqueurs immunologiques sous le traitement immunomodulateur,
PegINF par exemple, qui induit une bonne amplitude de réponse, et une réponse

85



Thése de Sciences, CBS2, UMR/Inserm U1058

polyfonctionelle avec augmentation des concentrations de cytokines variées (Th1/Th2).
Suggérons que ce modele de I'hépatite C puisse étre adapté aux autres infections virales,
notamment pour ’hépatite B et D.

Au Vietnam, I'hépatite virale B (AgHBs positif) reste un probléme dans la population
générale avec une prévalence estimées entre 10-20% [15, 150-153]. En Asie la
transmission est souvent périnatale. Certaines études réalisées chez les UDI ont montré
la méme prévalence que dans la population générale [43]. Peu de données sérologiques
de la co-infection VHB/VHD existe au Vietnam. Une étude récente réalisée chez 1999
UDI sur 5 provinces du Vietnam, montre une prévalence de 'hépatite B de 15% avec
une co-infection VHD de 15.3% parmi les porteurs de ’AgHBs, la PCR VHD étant positive
dans 61% des cas de séropositivité IgG anti-Delta [154].

La derniére étude porte sur une question tres important dans I'amélioration de la prise
en charge et du dépistage précoce des infections virales, VIH et VHC. Les tests de
diagnostic rapides améliorent considérablement l'acces au dépistage. Mais il faut
souligner que leur principe est basé sur la détection des anticorps contre le virus en
cause (méme principe pour le VIH et aussi le VHC) sans détection de I'antigéne le plus
souvent. La détection des anticorps elle-méme est moins sensible qu’avec les techniques
de laboratoire. La conséquence de ces caractéristiques est que la phase précoce de
I'infection VIH et VHC est plus tardivement détecté par les tests rapides. Le sang séché
sur papier filtre communément appelé «dried blood spot» ou DBS, se positionne
comme une alternative intéressante et séduisante en termes de prélevement capillaire
délocalisé du laboratoire ou du centre de soins, de transport et de stockage pour le
diagnostic des infections virales.

Notre troisieme étude montrait clairement que les deux tests de 4éme génération
réalisés sur papier filtre offrent de bonnes performances dans le diagnostic de la primo-
infection par rapport aux tests de diagnostic rapide sur sérum. Cette méthode peut étre
utilisée en complément des tests rapides en particulier chez les personnes vulnérables,
les personnes difficiles a atteindre comme les toxicomanes et les populations vivant
dans des zones périphériques des pays a ressources limitées.
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Conclusion et perspectives pour la prise en charge de I’hépatite C au Vietnam

Les travaux présentés dans cette these ont permis d’envisager certaines des
perspectives de la prise en charge des hépatites chroniques virales et du VIH dans les au
Vietnam.

Pour la premiere fois, une étude descriptive épidémio-clinique et virologique est
réalisée au Vietnam chez des patients co-infectés VIH/VHC. Nos résultats suggerent que
pres de la moitié des patients, par ailleurs jeunes et bien contrdlés pour leur infection
VIH, ont une fibrose significative justifiant un traitement antiviral C et 25% ont une
fibrose extensive et sont en attente d'un traitement urgent

Dans le cadre de ce travail, le Fibroscan a été légué a I'hdpital de Viet Tiep et pourra
bénéficier a d’autres patients et d’autres projets de recherche, par exemple les projets
Esther (CHU Toulouse, Nimes et Hai Phong) et 'étude DRIVE-IN en cours au Vietnam et
financée par I’ANRS.

En I'absence de Fibroscan, comme l'indique la revue systématique de I'OMS, le score
APRI (seuil a 2) est un marqueur simple et performant pour éliminer le diagnostic de
cirrhose. C’est ce que nous confirmons dans notre étude. En cas de discordance avec le
tableau clinique ou de score inférieur a 2, le fibroscan pourrait étre utilisé pour repérer
les patients ayant une fibrose significative.

Nous pourrions imaginer une simplification de la prise en charge de I'hépatite virale C
dans le contexte vietnamien, en particulier chez la population a fort risque présentant
des difficultés importantes d’acces aux soins. Le dépistage basé sur les tests rapides
actuels avec le complément du support DBS par exemple pour la confirmation des
positifs, les tests moléculaires, la surveillance épidémiologique, offre des possibilités
encore largement sous exploitées. Nos résultats montrent que le dépistage de l'infection
précoce a VIH sur papier buvard est un complément ou une alternative possible aux
tests rapides qui sont insuffisamment sensibles dans cette situation. L’échantillon
sanguin testé sur papier buvard peut étre prélevé « hors les murs » sur sang capillaire en
méme temps que le test rapide. L’échantillon sur papier buvard est facilement
transportable par courrier conventionnel et peu permettre de confirmer ou de redresser
un diagnostic de primo-infection avec test rapide négatif

La question de I'immunothérapie et de leur monitoring dans le traitement des infections
chroniques virales reste posée. Comment admettre que I'on administre une
immunothérapie active sans suivre les effets de celle-ci sur le systeme immunitaire afin
d’optimiser et de personnaliser les schémas thérapeutique ? Avec I'expérience avec le
VHC apres plus de 20 ans de INF thérapie peut servir a progresser dans le domaine des
traitements anti-VHB et VHD
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