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Resumen

RESUMEN

La hepatitis C es una de las causas principales de cirrosis y carcinoma hepatocelular a
nivel mundial. En 2016, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) elaboré un plan
estratégico para la eliminaciéon de las hepatitis virales como problema de salud publica,
en el cual se establecian entre sus objetivos principales alcanzar tasas del 90% de
diagndstico y 80% de tratamiento para el 2030. Para ello, se necesita llevar a cabo el
abordaje mas adecuado en cada escenario, a través de estrategias de prevencion,

diagnostico y tratamiento innovadoras.

La presente tesis doctoral se centra en la mejora del diagndstico y caracterizacién de la
epidemia por el virus de la hepatitis C (VHC) en personas que se inyectan drogas
(PQID). Este colectivo representa uno de los focos mas importantes en la epidemia por
VHC, especialmente en paises de rentas altas, donde el uso de drogas por via
parenteral constituye la primera causa de infeccién por el VHC. Las PQID presentan un
alto riesgo de contraer el VHC, y se calcula que el 39,2% de las PQID estan infectadas
por el virus a nivel mundial. No obstante, las tasas de diagndstico y tratamiento de la
hepatitis C en esta poblacidn siguen siendo muy bajas. Este colectivo es vulnerable a la
pobreza, a otros problemas de salud y a la estigmatizacién social. Ademas, las PQID
tienen que hacer frente a multiples barreras (sociales, administrativas, sanitarias y/o
estructurales) que dificultan su acceso al sistema sanitario convencional. Por lo tanto,
el disefio de estrategias simples y descentralizadas son claves para llevar a cabo los

planes de eliminacién propuestos por la OMS.
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En Catalufia existe una red de centros de reduccién de dafios (CRD), integrada dentro
de una red publica de recursos (Red de Atencién a las Drogodependencias) que se
encarga de la atencién y el seguimiento de problemas relacionados con el consumo, el
abuso y/o la dependencia de sustancias psicoactivas. Uno de los servicios que ofrecen
los CRD es la prueba rapida de deteccién de anticuerpos contra el VHC (anti-VHC).
Ademas, desde el afio 2008 se realiza el estudio REDAN de monitoreo bio-conductual
en PQID que acuden a servicios de reduccién de dafios. Este ha permitido analizar la
tendencia de la seroprevalencia por VHC en este colectivo, del 65,8% en el corte
transversal 2014-2015. No obstante, la prevalencia de infeccién virémica era
desconocida debido a la falta de confirmacién del RNA del virus de la hepatitis C (RNA-
VHC), que se realiza en centros de salud especializados, a los que este colectivo no se

acude habitualmente.

Por ello, el plan estratégico elaborado por la OMS en 2016 fomentaba el uso de
algoritmos diagndsticos y ensayos alternativos simples, fiables y asequibles incluyendo
el uso de muestras minimamente invasivas de sangre seca (dried blood spots, DBS),
con el fin de facilitar el acceso al diagndstico y aumentar la tasa de tratamiento en esta
poblacién. En 2015, nuestro grupo adapté y validd una técnica de PCR en tiempo real
para la deteccién cualitativa del RNA-VHC a partir de DBS como estrategia alternativa
para mejorar el diagndstico de la hepatitis C en hombres que tienen sexo con hombres
(HSH) VIH negativos que acudian a ONGs en Barcelona (estudio HepCdetect 1) (1). Esta

técnica, con un limite inferior de sensibilidad (LID) de 541 Ul/mL de sangre, mostrd una
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sensibilidad y especificidad excelentes (100%) en pacientes de consultas externas de

hepatologia de nuestro Hospital.

En este contexto, en 2015 se disefio el estudio HepCdetect Il (Articulos 1 y lll), llevado a
cabo en PQID que acudian a CRD en Catalufia, con el objetivo de mejorar el diagndstico
de la infeccidn virémica por VHC y caracterizar la epidemia de hepatitis C en esta

poblacion.

En primer lugar nos propusimos validar en vida real la técnica de RNA-VHC en
muestras de DBS en PQID que acuden a CRD de Catalufia y evaluar la utilidad de la
deteccion en un Unico paso del RNA-VHC en DBS como estrategia de cribado y
confirmacién diagndéstica del VHC alternativa al algoritmo cldsico en dos pasos
(serologia vy si positiva realizacién de la carga viral en plasma) (Articulo 1). Para ello, se
reclutaron 410 PQID en activo en cuatro CRD de la provincia de Barcelona en el
periodo 2016-17. Se recogieron muestras de DBS para todos los participantes y plasma
para 300. Se realizd la deteccion cualitativa del RNA-VHC en DBS a partir del ensayo
puesto a punto previamente en el laboratorio y la cuantificacién de la carga viral del

VHC en plasma utilizando un ensayo comercial (Abbott RealTime™ HCV).

La deteccion de RNA-VHC en DBS mostré una especificidad del 100% respecto al
plasma. Para el andlisis de la sensibilidad se consideraron diferentes puntos de corte
de carga viral con interés clinico/epidemioldgico; respecto al punto de corte propuesto
por la OMS (3.000 Ul/mL) para el uso de ensayos de deteccién del RNA-VHC, con el
objetivo de expandir el acceso al diagndstico, el ensayo en DBS mostré una sensibilidad

del 97,2% (171/176).



20'

Resumen

Posteriormente, quisimos evaluar el rendimiento del diagndstico en un Unico paso
(deteccion directa del RNA-VHC en DBS) como estrategia alternativa de cribado y
confirmacién diagndstica en comparacién al algoritmo diagndstico convencional en
dos pasos en la poblacién de estudio. Al comparar la proporcién de casos virémicos
entre las dos estrategias no se observaron diferencias significativas (p=0,230). Ademas,
la deteccién directa del RNA-VHC a partir de DBS permitié identificar 15 casos con

infeccidn virémica y prueba rdpida de anticuerpos negativa.

En conclusion, las muestras de DBS tienen el potencial de descentralizar el diagndstico
del VHC, reducir pérdidas en el seguimiento e incrementar el nimero de PQID que son
conscientes de su estado. No obstante, el uso de DBS requiere de un laboratorio
central al que enviar las muestras, y de una segunda visita al CRD por parte de los las
PQID para conocer el resultado de la prueba. En el Articulo | fuimos capaces de evaluar
la tasa de entrega del resultado de RNA-VHC en el centro A en una segunda visita, que

fue posible en el 76,0% de los individuos virémicos.

En este contexto, en 2018 nos planteamos ir un paso mas alld y evaluar el ensayo
point-of-care Xpert®” HCV VL Fingerstick (Xpert FS), el cual necesita de un equipo de
GeneXpert y que integra la extraccion de los acidos nucleicos, la retro-transcripcion, la
amplificacién y la deteccion del RNA-VHC en muestras de sangre capilar, y permite dar
resultados in-situ en aproximadamente una hora. En el Articulo Il comparamos dos
estrategias de cribado y diagndstico de la infeccidon virémica del VHC en un dnico paso
en PQID que atendian el CRD A, a partir de: 1) la deteccidon del RNA-VHC en sangre

capilar fresca por el ensayo Xpert FS mediante el equipo GeneXpert instalado en el
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CRD A, y 2) la deteccion del RNA-VHC en sangre capilar seca recogida como DBS en el
CRD A mediante la técnica validada previamente en PQID en el Articulo I. Los dos
ensayos fueron comparados con el método de referencia realizado en muestras

pareadas de plasma, mediante el ensayo Xpert” HCV VL.

La especificidad del ensayo Xpert FS fue del 100% (IC95%, 90,1%-100%). La sensibilidad
del ensayo se evalué utilizando diferentes puntos de corte de carga viral con interés
clinico/epidemiolégico, como en el Articulo I. Cuando se utilizé como referencia el
resultado de carga viral detectable por el ensayo en plasma, la sensibilidad fue del
98,4%, mostrando una concordancia muy buena entre ambos métodos (Kappa=0,979).
Ademas, la correlacion entre los resultados de carga viral obtenidos por ambos
métodos fue significativa (rho de Spearman, r=0.87), con un sesgo de -0,0659 Log
(lU/mL) del ensayo Xpert FS respecto al método de referencia (IC95%: -0,69898 -

0,56718).

Cuando se compard la sensibilidad del ensayo Xpert FS con la sensibilidad de la
detecciéon de RNA-VHC en DBS para cada cut-off de carga viral, no se encontraron
diferencias significativas. Por otro lado, la prueba en DBS mostro un 2,0% de
resultados invalidos, frente al 11,5% del ensayo Xpert FS. Tampoco se detectd
influencia del genotipo o la coinfeccién por VIH en la deteccion del RNA-VHC por

ambos ensayos.

También se evalud la entrega de los resultados del ensayo Xpert FS, que fue posible en
el 100% de los participantes, y en el 80% de los casos se entregd el mismo dia de la

prueba. Como resultado de la presente intervencidn, se diagnosticaron 34 nuevas
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infecciones virémicas por VHC (54,8% del total de participantes virémicos), que no
eran conscientes del propio estado frente a la hepatitis C, y el 98,4% de los casos
virémicos que no estaban previamente vinculados al sistema sanitario fueron

derivados.

Por ultimo, se preguntd a los participantes sobre las preferencias en cuanto a la
entrega de los resultados. El 50,0% de los participantes prefirid recibir el resultado el
mismo dia, aunque cuando se tuvo en cuenta el conocimiento del propio estado frente
al VHC, el 59,4% de los que desconocian su estado (fuera virémico o no) preferian
recibir los resultados el mismo dia vs. el 33,3% de los que si eran conscientes de su

estado (p=0,012).

En conclusién, en el Articulo Il mostramos que los dos ensayos basados en la
obtenciéon de sangre capilar en PQID (PoCT y DBS) son aceptados por las PQID y
presentan una fiabilidad elevada para la deteccion del RNA-VHC. Las dos estrategias
ayudarian a reducir potencialmente el nimero de individuos que no alcanzan un
diagnéstico confirmado y, en consecuencia, aumentaria el nimero de PQID con
hepatitis C que son conscientes de su estado y que pueden ser vinculados al

tratamiento.

A fin de caracterizar la epidemia de hepatitis C en PQID que acuden a CRD en Cataluia,
en el Articulo I calculamos la seroprevalencia del VHC en la poblaciéon de estudio, que
fue del 79,8%, y por primera vez se describid la prevalencia de la infeccidn virémica a
partir de la deteccidn directa del RNA-VHC en DBS, que fue del 58,5%. Por otro lado, el

35,8% de los participantes con una infeccidon virémica por VHC desconocian su estado,
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aunque no se identificaron factores sociodemograficos o de comportamiento
asociados. Entre los participantes con una infeccidon pasada o actual por el VHC, el

29,0% declard haber recibido tratamiento para la hepatitis C.

Por ultimo, nos planteamos llevar a cabo un estudio de epidemiologia molecular con el
objetivo de caracterizar la epidemia local por VHC y proporcionar informacién
relevante para el disefio de estrategias especificas de prevenciéon y tratamiento
(Articulo Il1). Para ello se disefid una aproximacién basada en la secuenciacién masiva
(next-generation sequencing, NGS) de la region NS5B del VHC, a partir de la cual se
estimaron parametros de diversidad genética inter-hospedador (a nivel de genotipo y
subtipo) e intra-hospedador (a nivel de cuasiespecies). En total, se secuenciaron 171
muestras de plasma y 49 muestras de DBS de individuos con infeccidn virémica por

VHC procedentes del estudio HepCdetect Il (Articulo I).

Con el objetivo de validar el DBS para el estudio de la diversidad genética inter- e intra-
hospedador, se seleccionaron muestras pareadas de DBS y plasma de 16 participantes
del estudio HepCdetect Il. En cuanto al analisis de diversidad genética inter-
hospedador, todos los resultados de genotipado y subtipado del VHC obtenidos
mediante el analisis filogenético de las secuencias consenso de NGS de DBS y plasma
fueron concordantes. Para el analisis de diversidad intra-hospedador se utilizd el
estimador de diversidad genética Entropia de Shannon (ES), que se calculé a partir de
los datos obtenidos de NGS. Después de la normalizacion de las lecturas obtenidas, las
medidas de ES no mostraron diferencias significativas entre las muestras de plasma vy

DBS (p=0,734).
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Una vez demostrada la validez de las muestras de DBS para el estudio de la diversidad
genética, se identificaron los genotipos y subtipos del VHC circulantes en la poblaciéon
de estudio. Para el estudio de la diversidad inter-hospedador se desarrollé una nueva
herramienta (HCVGenotool) cuyo uso no requiere de personal bioinformatico
especializado, con el fin de facilitar la identificacion del genotipo/subtipo del VHC a
partir de los datos obtenidos de NGS. Los resultados obtenidos del HCVGenotool
concordaron con la técnica de referencia (analisis filogenético realizado a partir de las
secuencias consenso obtenidas de NGS). El subtipo mayoritario fue el 1la (38,2%),
seguido del 3a (33,6%) y el 1b (16,4%). Ademas, se detectaron cinco infecciones mixtas

(2,2%).

Posteriormente, nos propusimos identificar las infecciones agudas con el fin de
caracterizar las PQID que se habian infectado recientemente y posteriormente su
perfil, lo que permitiria generar informacion valida para el disefio y monitorizacion de
intervenciones especificas de prevencion y tratamiento. Para este analisis nos
planteamos utilizar el estimador de diversidad intra-hospedador ES como un marcador
alternativo de infeccién aguda, en base a que la diversidad intra-hospedador aumenta
proporcionalmente con el tiempo de infeccidén, y en consecuencia, tiene el potencial

de diferenciar las infecciones agudas de las crénicas a nivel poblacional.

La determinacion del punto de corte éptimo del valor de ES para diferenciar a nivel
poblacional las infecciones agudas (<6 meses de infeccidn) de las crdénicas (26 meses
de infeccion) se obtuvo a partir de 15 controles de infeccién aguda y 40 de infeccién

crénica. De esta manera, se establecid un valor de cut-off para el cual se obtuvo una
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sensibilidad del 93,3% intervalo de confianza (IC) (IC 95%: 0,81 - 1,06) y una
especificidad del 95,0% (IC 95%: 0,88 - 1,02) para la identificacion de la infeccién aguda
mediante un andlisis de curva ROC (receiver operating characteristic curve). Al aplicar
este cut-off en la poblacion de estudio, el 13,5% (29/215) de los participantes con
infecciéon virémica fueron identificados como infecciones agudas, frente al 1,8%
(4/215) si se hubiera aplicado el método de referencia, es decir, la presencia de RNA-

VHC dentro del periodo ventana de anticuerpos.

La identificacion de los individuos con infeccién aguda y el calculo del tiempo en el cual
el estimador de diversidad genética ES permanecia por debajo del cut-off establecido
en los controles de infeccién aguda y crénica permitié estimar la incidencia del VHC en

un estudio transversal, que oscilé entre 31 y 59/100 personas/afio.

También se llevé a cabo un anilisis filogenético a partir de los datos de NGS, con el
objetivo de entender la transmisién del VHC a nivel poblacional y complementar la
informacién obtenida de la identificacion de infecciones agudas. Para el estudio de
epidemiologia molecular se utilizaron los datos obtenidos por NGS de la region NS5B
del VHC, lo que permitié describir que el 46,8% de los individuos con infeccidn virémica

formaban parte de un cluster de transmisién.

Ademads, observamos que los individuos con infeccidn aguda era mads frecuente que
formaran un cluster con otro caso de infeccién aguda que con aquellos con infeccidn

cronica (p=0,001).
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Por ultimo, identificamos los determinantes de infeccion aguda y clustering
filogenético. La infeccién aguda se asocié a la edad <30 afios (adjusted odds ratio
(AOR)=8,09), no inyectarse diariamente (AOR=4,35), <5 afios de consumo de drogas
inyectables (AOR=3,43), compartir rulo para esnifar cocaina (AOR=2,89) y a desconocer
el estado de la infeccién virémica por VHC (AOR=3,62).; la edad <30 aiios (AOR=6,16),
la infeccién aguda (AOR=5,73) y la infeccion por el subtipo 1a (AOR=4,78) se asociaron

independientemente con el clustering filogenético.

En conclusion, en el Articulo lll se validé por primera vez la muestra de DBS para el
estudio de la diversidad genética inter-hospedador y intra-hospedador del VHC
utilizando NGS. Esto permitié identificar marcadores claves para caracterizar la
transmisién local del VHC y monitorizar la eficacia de las intervenciones
especificamente dirigidas, asi como la identificacidon de infecciones agudas y clusters de
transmisién y la incidencia del VHC, calculadas a partir de un enfoque novedoso
basado en marcadores de diversidad genética en un estudio transversal. Junto con los
estimadores epidemioldgicos cldsicos, los analisis realizados en el Articulo 1l
constituyen una herramienta poderosa para caracterizar la epidemia de VHC en PQID

gue acuden a CRD en Cataluiia.
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1. INTRODUCCION

1.1. El virus de la hepatitis C

1.1.1. Descubrimiento y origen

El VHC es un virus RNA perteneciente al género Hepacivirus, dentro de la familia
Flaviviridae. Nuevas evidencias datan el origen del VHC hace 450.000 anos, anterior a
la supuesta migracién de los humanos modernos fuera de Africa (2). Desde el
descubrimiento del VHC como agente causal de la hepatitis C, hasta el tratamiento de
alta eficacia con los antivirales de accién directa (AAD), la investigacion biomédica
llevada a cabo entorno al VHC constituye uno de los hitos mds exitosos en el campo de
la virologia, fruto de una investigacion bdsica y aplicada eficientes, recompensado
recientemente con el Premio Nobel de Medicina (3). El VHC fue descubierto en 1989
gracias a la aplicacién de técnicas moleculares de clonaje y secuenciacién y fue
denominado inicialmente como virus de la hepatitis no-A, no-B (4), 14 afios después
del reconocimiento de la hepatitis no-A, no-B como enfermedad (5). Pronto surgieron
evidencias solidas de la asociacién del virus y la hepatitis aguda y crdnica que producia
(6), asi como del cancer hepatico (7). No obstante, la dificultad técnica para llevar a
cabo modelos in vivo (8,9), y especialmente in vitro (10,11), obstaculizd durante
muchos anos el estudio del ciclo celular y la estructura del virus necesario para el

desarrollo de antivirales especificos.
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1.1.2. Clasificacion taxondmica, estructura y organizacion genédmica del VHC

El VHC es un virus con envuelta. Los primeros andlisis por microscopia electrénica
mostraron particulas esféricas de unos 33-70nm (12). Sin embargo, datos posteriores
sugirieron que el VHC tenia una estructura pleomdrfica, con una capa lipidica que
contiene el heterodimero funcional formado por las glucoproteinas E1 y E2, que estdn
implicadas en la entrada del virus al hepatocito y es diana de los anticuerpos
neutralizantes producidos por el hospedador (13). Bajo la membrana lipidica se
encuentra la nucleocdpside, compuesta por multiples copias de la proteina core que

rodean el material genético.

El genoma del VHC consiste en una Unica molécula de RNA lineal de cadena simple,
polaridad positiva y de aproximadamente 9,600 nucleétidos(14), con un marco abierto
de lectura de unos 9.000 nucleétidos de longitud, flanqueado por dos regiones no
traducidas altamente conservadas en los extremos 5’ (5’ untranslated region, UTR) y 3’
(3" untranslated region, UTR)(15). En la regién 5'UTR se encuentra una regién
altamente conservada de 341 nucleétidos conocida como sitio de entrada del
ribosoma interno (internal ribosome entry site, IRES), que permite la unién directa con
la subunidad ribosémica 40S. La traduccién del marco abierto de lectura da lugar a una
poliproteina de unos 3.000 aminodcidos cuyo procesamiento por proteasas da lugar a
tres proteinas estructurales (core, E1 y E2) y siete no estructurales (p7, NS2, NS3,
NS4A, NS4B, NS5A, NS5B) (Figura 1) con diferentes implicaciones en el procesamiento
viral, la replicacion y el ensamblaje del virus (16). Brevemente, P7 se trata de un

polipéptido hidréfobo que funciona como una canal idnico y tiene implicacién en la
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produccién in vivo de particulas infecciosas, y NS2 estd implicado en procesos de
ensamblaje, envuelta, maduracién y liberacién del virus. NS3 es una proteina
multifuncional con actividad serin-proteasa, que actua tanto en proteinas virales como
del huésped y estd implicada en la evasion del sistema inmune innato. La proteina
NS4A actiia como cofactor de la serin-proteasa NS3A. NS4B interviene en la replicacion
viral, la modulacién del sistema inmune del huésped y el ensamblaje del virus. La
proteina no estructural NS4B esta involucrada en la formacion del complejo de
replicacion, en el ensamblaje de los viriones, asi como en la inhibicién de la respuesta
inmune innata. La proteina NS5A estd involucrada en la capacidad replicativa del virus,
en la formacion de los viriones, la modulacién de las vias de senalizacién celular, la
propagacion del virus y la respuesta al interferdn alfa (IFN-a). Por altimo, NS5B codifica

para la polimerasa viral (RNA polimerasa RNA-dependiente) (16).

Non-strluctural

NS3 NS5B
l l 3'UTR
Capsid Envelope  Viroporin Protease, NS3 protease |Regulates replication  RNA-dependant
glycoproteins and helicase RNA-polymerase
assembly factor| and

assembly factor

Autoprotease Membranous web and
and rephication complex
assembly factor formation
‘ Signal peptidases B’NSZB 3 NS3/4A
cleavage sites cleavage sites cleavage sites

Figura 1. Genoma del VHC. Fuente: MS Abdel-Hakeem et al., 2014 (17).
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1.1.3. Variabilidad genética del VHC y distribucidn en cuasiespecies

La evolucién del VHC, como la de otros virus RNA, estd sometida a un conjunto de
procesos dindmicos que determinardn su variabilidad genética. La elevada tasa de
substitucién nucleotidica a lo largo del genoma (estimada alrededor de 1,5-2,5 X 103
substituciones por posicion nucleotidica por aifo (16) se debe, principalmente, a la
falta de actividad reparadora de errores (ausencia de actividad exonucleasa 3’-5’) de la
enzima RNA polimerasa RNA-dependiente y a la elevada tasa de replicacion del virus,
con una produccién diaria de 10%°-10*2 viriones. Otro factor relevante en la generacion
de variabilidad genética en el VHC es la recombinacion genética, que puede tener
lugar durante la elongacidon del RNA en la replicacién, en la que la polimerasa se
traslada de una molécula o virus “donante” a otro “receptor”, resultando en una nueva
molécula de RNA con rasgos de ambos progenitores (18). No obstante, este evento es
poco frecuente en el VHC, en el que es necesario una coinfeccién de la misma célula
para que suceda (19,20). Sin embargo, la recombinacién se ha descrito tanto a nivel
inter-genotipico como intra-genotipico(21) (entre subtipos), siendo la regién localizada
entre los genes NS2 y NS3 especialmente susceptible a este suceso (19). La variante
recombinante con mas impacto en la epidemiologia global es la RF1_2k/1b,
caracterizada en 2002 por Kalinina et al. en San Petersburgo (22). A pesar de aislarse
de forma puntual en muchos paises, esta presente en un porcentaje alto en paises de

Europa del Este como en Georgia, donde puede llegar al 20% de los aislados (23).

A nivel inter-hospedador, en 2005 P. Simmonds et al. propusieron una nomenclatura

consenso basada en genotipos (difieren entre un 31-33% a nivel de secuencia
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nucleotidica) y subtipos ( 15-25% de diferencias nucleotidicas en el genoma) (24). Asi,
la asignacidon de nuevos genotipos y subtipos requeria de (i) la identificacion de tres
aislados sin relacién epidemiolégica para nuevos subtipos y uno para nuevos genotipos
(asignacién provisional), (ii) la obtencidon de al menos una secuencia completa y de
otras dos de las regiones core/E1 y NS5B, (iii) la evidencia de un nuevo clado
filogenético a través de varios métodos de analisis, y (iv) la exclusion de presencia de
recombinacién intra- e inter-genotipica. Una actualizaciéon del documento realizada
por el mismo grupo en 2014 confirmd siete genotipos, 67 subtipos, 20 subtipos
provisionales y 21 subtipos sin asignacion. Ademds, se establecieron algunas
modificaciones en cuanto a la asignacion de nuevos subtipos y genotipos, entre las que
se destaca la necesidad de secuenciar tres genomas enteros para la asignacién
provisional de nuevos subtipos (25). Recientemente se ha descrito un nuevo genotipo,
clasificado como genotipo 8, en cuatro pacientes de la regidon del Punjab en India sin
relacion epidemiolégica (26) (Figura 2). En la ultima actualizacién llevada a cabo por el
Comité internacional de Taxonomia de los Virus (International Committee on
Taxonomy of Viruses, ICTV) en Mayo del 2019, se documentaron ocho genotipos y 90
subtipos diferentes del VHC
[https://talk.ictvonline.org/ictv_wikis/flaviviridae/w/sg_flavi/56/hcv-classification,

visitado el 09/08/2021].
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Figura 2. Arbol filogenético de maxima verosimilitud a partir de las secuencias
gendmicas codificantes completas del VHC aislados de 170 pacientes en el que se

representan los ocho genotipos del VHC. Fuente: S. Borgia et al., 2018 (26).

A nivel de individuo, coexiste una poblacion de variantes virales estrechamente
relacionadas entre si (diversidad intra-hospedador). La poblacién in vivo de dichas
variantes se conoce con el nombre de cuasiespecies, término acufiado por primera vez
por M. Eigen et al. para referirse a esta estructura poblacional en un marco
matematico formulado para explicar la evolucion de la vida en el mundo pre-celular en
el que los primeros objetos con capacidad de replicacién auténoma se suponian

iguales o similares al RNA (27-29). Dicha teoria se utilizd posteriormente para describir
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la dindmica evolutiva de los virus RNA, entre los que se encuentra el VHC (30-32). La
poblacién de cuasiespecies tiene que entenderse como una unidad, en la que la
dinamica de la distribucidon de las variantes esta sujeta a variacidén, competicidén y
seleccion. En esta, variantes con menor adaptacion al ambiente pueden sobrevivir a
este por el hecho de estar rodeadas de un espectro poblacional de variantes mejor
adaptadas, fendmeno llamado acoplamiento mutacional (31). Otra caracteristica
importante en la dinamica de las cuasiespecies es la existencia de un limite de error en
el que el virus preserva su informacién genética, mas alla del cual lleva a su extincion,
llamado mutagénesis letal (33). La teoria de las cuasiespecies promulga, que, en
ambientes dindmicos (sistema inmune), las altas tasas de mutacién (originadas por la
falta de fidelidad de la polimerasa en los virus RNA) favorecen la supervivencia de la
poblacién frente a una poblacion homogénea menos flexible a las variaciones
ambientales (34), constituyendo uno de los principales problemas en cuanto a la
respuesta eficaz del sistema inmune del hospedador frente al virus, por lo que en la
mayoria de casos el virus conseguira establecer una infeccidén crénica (16) (se describe

en el apartado 1.2.1).

1.1.4. Estudio de la variabilidad genética

El estudio de la diversidad genética de una poblacién viral supone determinar la
frecuencia de cada una de las variantes presentes en la misma y los polimorfismos
entre las variantes. Para su andlisis se han desarrollado diferentes estimadores, como

la Entropia de Shannon (ES). La ES mide la diversidad de la poblacién en su conjunto a
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partir de la relacién entre el sumatorio de la frecuencia observada de las diferentes
variantes o haplotipos en una poblacién y el nimero total de haplotipos, normalizado

en una escala del 0 al 1 (16).

Mas alld de la discusién originada en el plano tedrico de las cuasiespecies, su estudio
experimental no estd exento de complicaciones técnicas. Hasta el 2005 y la aparicidon
de nuevas tecnologias de secuenciacidn masiva, la técnica de referencia para el estudio
de las cuasiespecies circulantes era un proceso largo y laborioso basado en la clonacién
de los productos obtenidos a partir de la transcripcidn reversa seguida de una reaccién
en cadena de la polimerasa (RT-PCR, reverse transcription-polymerase chain reaction).
En esta, el producto de PCR obtenido es clonado en un plasmido vector que se utiliza
para transformar una bacteria que es cultivada. Una vez crecida, se lleva a cabo la
secuenciacion Sanger del inserto (fragmento del VHC) que corresponderd a una
variante Unica de la poblacién de cuasiespecies circulante en el individuo infectado
(35). No obstante, este método requiere el analisis de al menos 20 clones para alcanzar
una representacion del 95% de las variantes (aquellas con 210% de frecuencia relativa
dentro de la poblacion viral), sin embargo, la mayoria de las variantes minoritarias no

son detectadas (36).

La secuenciacion Sanger, descrita en 1977 por F. Sanger et al.(37), se basa en la lectura
de la informaciéon genética del ADN mediante el empleo de dideoxinucledtidos
marcados con fluorescencia que interrumpen la elongacién de la nueva cadena de ADN
durante la reaccidon de secuenciacién utilizando un solo cebador, seguido de una

electroforesis capilar de los diferentes fragmentos de ADN generados y lectura de la
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sefal fluorescente del terminador incorporado en cada uno de ellos, que permite la

obtencién de secuencias de hasta unas 1.000 bases de longitud.

En el 2005, el nacimiento de la nueva tecnologia de secuenciacién masiva,
secuenciacion de nueva generacion (NGS) o de segunda generacién, supuso un avance
en la capacidad de secuenciar en paralelo mdultiples genomas o amplicones,
procedentes tanto de una misma muestra como de diferentes muestras
simultaneamente gracias a la preparacidon previa de unas librerias etiquetadas con
diferentes indices (multiplexado) (38). Ademds, esta tecnologia permitié Ila
secuenciacion de genomas completos de virus y de bacterias sin necesidad de

cebadores especificos (39).

De forma general, para el proceso experimental de secuenciacién masiva del VHC que
se ha utilizado en la presente Tesis Doctoral, en primer lugar, se generan amplicones
de 389 pares de bases de la regién NS5B mediante unos cebadores, que tienen una
region complementaria al genoma del VHC y otra a los identificadores de Illumina
(overhangs). Posteriormente, a partir de estos amplicones, se preparan las librerias de
secuenciacion anadiéndoles en cada uno de sus dos extremos (3’ y 5’) identificadores
Unicos mediante una PCR de pocos ciclos. Estos identificadores permiten secuenciar
multiples muestras a la vez, ya que permitirdn identificar la muestra a la que pertenece
cada fragmento secuenciado una vez se han generado las lecturas en el secuenciador.
Asi mismo, también permiten la fijacion de los fragmentos a secuenciar a una
superficie bidimensional (flow cell), ya que su secuencia es complementaria a la de

unos oligonucleétidos inmovilizados en esta superficie. Posteriormente se lleva a cabo
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una reaccién de amplificacion clonal en paralelo de todos los fragmentos fijados en la
flow cell mediante una amplificacién en puente (bridge amplification), lo que permitira
amplificar la senal generada por cada cluster durante la secuenciacién. Finalmente,
una vez amplificados los fragmentos de DNA, se produce la reaccion de secuenciacién
en si, denominada secuenciacién por sintesis (SBS, sequencing by synthesis). Esta
consiste en la incorporacién secuencial de nucleétidos marcados con fluoréforos
distintos (A, C, T y G) que tienen una accion terminadora reversible. Para iniciar este
proceso, se utilizan cebadores de secuenciacion que son complementarios a un
fragmento del adaptador que se afiade al generar las librerias, lo que permite la
adicion de los nucledtidos marcados antes mencionados. De esta forma, en cada ciclo
de secuenciacién se produce la adicién de un Unico nucleétido a cada uno de los
fragmentos en sintesis cuya sefial fluorescente es captada y traducida a nucleétidos

(40) (Figura 3).
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Figura 3. Representacion grafica del proceso experimental de secuenciacion masiva
del VHC que se ha utilizado en la presente Tesis Doctoral. a) generacién de librerias;
b) amplificacién clonal en puente; c) secuenciacion por sintesis; d) analisis

bioinformatico. Adaptado de S. Goodwin et al., 2016 (40).

A pesar de la gran capacidad de la NGS para generar miles de secuencias en un Unico
proceso, esta novedosa técnica también presenta una mayor tasa de error en relacién
a la secuenciacién Sanger. No obstante, las técnicas basadas en NGS permiten
establecer diferentes criterios de calidad con el objetivo de obtener las secuencias con
una calidad de lectura éptima, asi como posteriores procesos de filtrado basado en

multiples pardmetros, como por ejemplo la longitud de la lectura. El analisis
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bioinformatico de los datos es un proceso complejo que en la mayoria de ocasiones
requiere de personal especializado, lo que constituye uno de los principales cuellos de

botella para su implementacién en los laboratorios de microbiologia clinica (41).

Finalmente, la aparicion recientemente de la tecnologia de secuenciacién de tercera
generacién ha permitido la caracterizacion de genomas enteros sin necesidad de
amplificacién previa, mediante la aplicacion de diferentes estrategias como la
empleada por la plataforma Oxford Nanopore, en la que se produce una
desnaturalizacién de la doble cadena de ADN, y conforme la molécula de cadena Unica
de ADN va atravesando el nanoporo se producen cambios en el voltaje aplicado que
pueden medirse y traducirse en la lectura de la secuencia nucleotidica. Aunque esta
representa una potencial herramienta para la reconstruccion de haplotipos de
microorganismos con una diversidad elevada como el VHC (analisis de la evolucién de
las cuasiespecies, resistencias a antivirales, etc.), la tasa de error es mayor incluso que
en la secuenciacion de segunda generacién, constituyendo un aspecto a mejorar para

su implementacidn definitiva (42).

1.1.5. Filogenias moleculares

Una filogenia es la representacion grafica de la distancia evolutiva entre caracteres o
secuencias genéticas, a menudo reflejada en forma de arbol que contiene ramas vy
nodos (Figura 4). En este, cada rama representa la persistencia de un linaje genético a
través del tiempo, y cada nodo representa el nacimiento de un nuevo linaje. Si el arbol

representa la relacion entre un grupo de especies, entonces los nodos representan
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eventos de especiacidn. En otros contextos, la interpretacidon puede ser diferente. Por
ejemplo, en un arbol genético de secuencias muestreadas de un poblacién de
individuos infectados por el VHC, un nodo representa un evento de trasmisién

(ancestro comun compartido por varias secuencias) (43).

Los arboles filogenéticos son inferidos a partir informacién incompleta derivada de las

secuencias disponibles.

Figura 4. Representacion grafica de un arbol
filogenético. Un arbol filogenético representa
una historia genealdgica en el que cada nodo
(2) reproduce el nacimiento de un nuevo linaje
y cada rama (b) representa el tiempo
transcurrido, expresado en numero de

substituciones por posiciéon nucleotidica.

1 2 3 Adaptado de Z. Yang et al., 2012 (43).

Los modelos evolutivos de substitucion nucleotidica se utilizan para calcular la
distancia genética entre las secuencias de estudio, con el fin de corregir o compensar
las sustituciones no observadas pero que pueden haber tenido lugar a lo largo de la
filogenia. De entre los modelos evolutivos mds destacados se encuentran el modelo de
Jukes-Cantor (44), que asume la misma tasa de substitucion entre todos los

nucledtidos, el Kimura-2 (45), en el que las tasas de substitucion son diferentes para
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las transversiones y transiciones, o los modelos mds avanzados como el modelo
Hasegawa-Kishino-Yano (46) (Figura 5) o el Generalised time-reversible (47), en el
que la tasa de substitucion es diferente para cada uno de los 6 cambios posibles entre
las cuatro bases nucleotidicas. En ausencia de la aplicacién de un modelo evolutivo la
distancia genética entre dos secuencias es la observada, es decir, que no han tenido
lugar substituciones intermedias, lo que se denomina pairwise distance. No obstante,
esto puede llevar a una infraestimacion de la verdadera distancia genética,
especialmente cuando el tiempo de evolucidn es grande y/o la tasa de substitucion

nucleotidica es alta (48).

La reconstruccion de un arbol filogenético a partir del alineamiento multiple de datos
moleculares se basa en modelos de inferencia estadistica utilizando un modelo
evolutivo y un criterio de optimizacion con el objetivo de buscar la tipologia de arbol
gue mejor se ajuste a estos datos. La reconstruccion mediante el método neighbour
joining utiliza el criterio de la minima evolucién (balanced minimum evolution), en el
qgue el mejor arbol es aquel que minimiza la longitud de las ramas internas (49).
Métodos mas complejos como los basados en la maxima verosimilitud (utilizado en la
presente tesis doctoral), se basan en el uso de un valor denominado log-likelihood para
evaluar topologias alternativas del arbol filogenético con el fin de encontrar aquella
gue maximiza su valor. Este método permite la inferencia de arboles filogenéticos
usando modelos evolutivos complejos, e incluye la posibilidad de estimar los valores
de los parametros del modelo. Por ultimo, la reconstruccién mediante la inferencia

bayesiana ha cobrado protagonismo recientemente y se fundamenta en la teoria
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bayesiana, que, aunque parecida a la maxima verosimilitud, considera la probabilidad
previa de los parametros del modelo en vez de asignarles valores fijos como en la
maxima verosimilitud. Esta probabilidad anterior se combina con la informacién
obtenida de los datos de las secuencias disponibles para generar una probabilidad

posterior, que es utilizada para construir el arbol filogenético (43).

Do ose o
XN
O=0

Figura 5. Representacion grafica de diferentes modelos de substitucion nucleotidica.

!
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El grosor de las lineas indica la frecuencia de substitucidn entre las bases nucleotidicas,
y el tamafio de los circulos representa la frecuencia de los nucleétidos cuando el

proceso de substitucién esta en equilibrio. Fuente: Z. Yang et al., 2012 (43).

1.1.6. Clustering filogenético

La identificaciéon de un cluster o grupo de transmision, es decir, de un evento de
transmisién reciente entre dos o mas individuos, tiene un importante papel en la
caracterizacion de epidemias o brotes de un agente infeccioso, asi como en la

determinacion de los factores de riesgo asociados a dichos eventos de transmision(50).
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La caracterizacién de clusters de transmisién se puede realizar a través de métodos
basados en las distancias genéticas (no tienen en cuenta la relacion filogenética entre
las secuencias) o utilizando los métodos basados en evaluacion de los clados
observados (las secuencias que agrupan en el mismo cluster tienen un ancestro
comun) a partir de la evaluacion de la fiabilidad de los nodos internos. Los métodos de
distancia aplican un punto de corte por debajo del cual se define un cluster. La
distancia genética, como ya se ha explicado anteriormente, se puede calcular a través
de las diferencias nucleotidicas observadas (pairwise distance) (51) o las distancias
derivadas de la longitud de rama en un arbol filogenético obtenido mediante la
aplicacion de un modelo de substitucién nucleotidica (52). Por otro lado, el método
basado en la evaluacion de la fiabilidad de los nodos internos mas utilizado es el
Bootstrap, con el que se reconstruye el arbol n veces a través de un remplazamiento
de las secuencias, obteniéndose la proporcidon de veces que un determinado clado se
repite. Inicialmente, D. Hillis et al. establecid un valor de bootstrap de >70% como
medida de la fiabilidad de un clado, aunque este valor se tiene que validar en cada
contexto especifico (53). Para el estudio de clusters del VHC algunos autores optan por
un valor mas conservador (54,55), 290%. Por otra parte, la inferencia bayesiana utiliza
la probabilidad posterior para determinar la exactitud de un clado dentro de un arbol
filogenético (43). En las ultimas décadas se han desarrollado algoritmos mas
sofisticados para el analisis de clusters, mediante la combinacion de métodos de
distancia y evaluacion de los clados, como el propuesto por S. Hué et al., en el que los
autores proponen un valor de bootstrap 290% y una distancia patristica <0,015 para

definir clusters del VIH (56).
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Por otro lado, la regiéon del genoma seleccionada tiene un papel relevante en el
analisis de clusters de los virus RNA, y especificamente del VHC, donde la variabilidad
se distribuye de manera heterogénea a lo largo de su genoma. Las regiones mas
utilizadas son la subregion altamente variable HVR1 dentro de la regidén E2 y la regién
semi-conservada NS5B(54,55,57), ademds del andlisis conjunto desde la regidén core
hasta el final de la regién E2 que ha demostrado tener una alta resolucion para la

identificacion de transmisiones recientes (58).

La idoneidad del método seleccionado, no obstante, depende en gran medida del
objetivo del estudio. Por ejemplo, la subregién HVR1, que es la zona del genoma con
mayor variabilidad genética ya que codifica para la region de la proteina E2 reconocida
por los anticuerpos neutralizantes, puede ser de gran utilidad para verificar
transmisiones muy recientes como las que se producen en un brote nosocomial (59),
mientras que regiones mas conservadas como la NS5B o core-E2 pueden ser mas

convenientes para analizar transmisiones mads antiguas (55).

Por ultimo, la tecnologia de secuenciacion utilizada es determinante en la
caracterizacion de los clusters filogenéticos. Hasta la aparicion de las nuevas
tecnologias de secuenciacién masiva, la técnica de referencia para el estudio de la
diversidad genética intra-hospedador y analisis filogenético de clusters de transmisiéon
requeria de estrategias basadas en la secuenciacion Sanger de los productos de
amplificacién clonados (60,61), aunque, como se ha comentado anteriormente, el
proceso de clonacién es largo y laborioso y no permite identificar variantes

minoritarias (36) (frecuencia relativa <10). Estudios basados en NGS demostraron que
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después de un evento de transmisidn, la diversidad intra-hospedador del virus es muy
limitada, ya que una o pocas variantes son las responsables de establecer la infeccién
en las primeras etapas. Después de este cuello de botella, la diversidad del virus crece
exponencialmente (62,63). En este contexto, la NGS ha demostrado una mayor
capacidad para representar la diversidad intra-hospedador del virus e inferir la

transmisiéon del VHC por variantes minoritarias (64,65).

1.1.7. Vias de transmision del VHC

El VHC se transmite principalmente por via parenteral. Las practicas médicas no
seguras y el uso de drogas inyectables constituyen los dos principales factores de
riesgo para la transmision del VHC en paises de media/baja y alta renta,

respectivamente (66).

Las practicas médicas no seguras siguen siendo el principal factor de riesgo para la
transmisiéon del VHC en algunos paises del Sudeste Asiatico y del Mediterraneo
Oriental, donde la reutilizacién de material inyectable sin esterilizar alcanza el 14%
(Figura 6). Por otro lado, la trasmision del VHC asociado a las transfusiones de sangre
ha disminuido considerablemente a consecuencia de la mejora de los programas de
cribado en los donantes, aunque en algunos paises de renta media/baja, la proporcion
de transfusiones sin controles de calidad sigue siendo considerable (66). Personas en
hemodialisis (67), o con trastornos hemorragicos hereditarios (como la hemofilia) (68)
siguen estando a riesgo de contraer la enfermedad en paises de renta baja. A su vez,

los profesionales sanitarios también presentan un mayor riesgo de infeccién (una
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razon de probabilidad de mas del doble que la poblacién normal) tanto en paises de

renta media/baja como de renta alta (69).

Las PQID constituyen el nucleo de la epidemia de hepatitis C en zonas de renta alta,
como Europa o los Estados Unidos. En Europa, por ejemplo, se calcula que alrededor
de un 44% de las nuevas infecciones estan relacionadas con esta via (70). En Estados
Unidos, después de afios de clara tendencia descendente, los programas de vigilancia
epidemioldgica reportaron una duplicacién en la tasa de incidencia del VHC en el

periodo 2010-2014, debido principalmente al uso de drogas inyectadas (71).

Por otro lado, aunque con menor relevancia en la carga global de la enfermedad, los
trasplantes de organo sdlido (72) y el uso de drogas por via esnifada constituyen otras
dos vias de transmision del VHC (73). La transmisién por via sexual, si bien es poco
frecuente en parejas heterosexuales o HSH VIH negativos, aumenté notablemente en
HSH VIH positivos al final de los afios 90. La aparicion del VHC coincidié con un
aumento de las conductas sexuales de riesgo y de las tasas de enfermedades de
transmision sexual entre los HSH debido a la disminucion de la percepcidon de la
amenaza del VIH/SIDA por la aparicion del tratamiento antirretroviral combinado de
alta efectividad (74). Los factores que se han asociado a la transmision del VHC en esta
poblacién son el sexo anal sin proteccion, la presencia de lesiones ulcerativas causadas
por enfermedades de transmisién sexual, el uso de juguetes sexuales o traumas
durante el acto sexual o el uso de drogas para la practica del sexo (Chemsex) (75). En
los ultimos afios, la aparicion de la profilaxis preexposicién (PrEP) para el VIH ha

supuesto un cambio de paradigma en la transmisién del VHC por via sexual en HSH; la
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creciente interaccién entre HSH VIH positivos y VIH negativos debido a la PrEP podria
desencadenar una epidemia de VHC, como han mostrado algunos estudios, por lo que

sera necesario reforzar el cribado en la poblacidn que recibe esta quimioprofilaxis

(76,77).

El VHC también puede transmitirse durante el embarazo (transmisién vertical) en el

5%-15% de los casos, con un mayor riesgo de transmision en caso de coinfeccion por el

VIH o cuando se presentan cargas viricas elevadas (78,79).
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Figura 6. Proporcion de material de inyeccion reutilizado durante las practicas

médicas en diferentes regiones de la OMS. Fuente: Global Hepatitis Report, 2017 (66).
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1.1.8. Prevalencia y distribucion de la infeccion por el VHC

De acuerdo con el Observatorio Polaris, la prevalencia global de infeccion virémica por
VHC era del 1% en 2015 (correspondiente a 71.1 millones de personas con infeccidn
virémica), con una variabilidad significativa entre paises y regiones (80). En un informe
posterior, la OMS estimaba que en 2019, 58 millones de personas vivian con el VHC, lo
que representa el 0,75% de la poblacién (se calcula que durante el periodo
mencionado se han tratado alrededor de 9,4 millones de personas) (81). Segun el
informe llevado a cabo por el Observatorio Polaris, el mayor nimero de individuos con
infeccidn virémica se concentraban en cinco paises: China, Pakistan, India, Egipto y
Rusia. Otros paises, aunque con un menor numero de personas infectadas, destacaban
por su alta prevalencia, como Gabén (7%), Siria (3%), Georgia (4,2%), Uzbekistan (4,3%)
o Mongolia (6,4%) (Figura 7). No obstante, los autores subrayaban en su informe que
la falta de datos fiables en determinadas regiones dificultaba una estimacién exacta de

la prevalencia, como en la India o en la mayoria de paises del Africa subsahariana (80).
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GLOBAL
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Figura 7. Estimacidn de casos de hepatitis C cronica en las diferentes regiones de la

OMS. Interim guidance for country validation of viral hepatitis, 2019 (82).

A nivel Europeo, en la mayoria de los paises la prevalencia de infeccién virémica se
encuentra por debajo del 1,5%, con tasas mas altas en paises de Europa del Este, como
Rumania (2,5%) o Rusia (3,3%) (80). Segun la memoria epidemioldgica anual elaborada
por el Centro Europeo para la Prevencién y el Control de Enfermedades (European
Centre for Disease prevention and Control, ECDC), en 2018 se notificaron 37.527 casos
en Europa, de los cuales el 4% fueron infecciones agudas. El uso de drogas por via
parenteral constituia la via de transmisién mayoritaria, seguido de las infecciones

asociadas a la transmision nosocomial y la via sexual entre HSH (70).
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En Espana, el ultimo estudio de prevalencia de la infeccidn por VHC en la poblaciéon
general se realizd entre mayo de 2017 y 2018, en el que se analizaron 9.103 muestras
de personas entre 2 y 80 afios de edad que acudian en centros de atencién primaria.
En este, la seroprevalencia del VHC fue del 0,69% y la prevalencia de infeccién virémica
del 0,17%. Tanto la prevalencia de anti-VHC como de RNA-VHC fue significativamente
mayor en hombres que en mujeres. Segun el pais de nacimiento, la prevalencia de
anti-VHC en personas nacidas en Espafa fue del 0,81%, frente al 1,30% nacidas fuera
de Espafia, y la prevalencia de infeccién virémica fue de 0,20% frente a un 0,34%,
aunque en ninguno de los dos casos se alcanzé la significacidn estadistica. Ademas, no
se encontré ningun caso confirmado de hepatitis C en menores de 20 afos (83).
Respecto a los posibles factores de riesgo asociados al VHC, el 63,6% de las personas
gue contestaron el cuestionario refirié tener algun factor de riesgo incluido en el
cuestionario. El antecedente mds frecuente, presente en el 32% de las personas
encuestadas, fue la acupuntura con agujas, tatuajes o infiltraciones. Por otro lado, el
4,2% se habia sometido a alguna prueba diagndstica o tratamiento invasivo, el 0,8%
declaraba haber sido dializado alguna vez y el 0,4% tener hemofilia, aunque no se
especificd la fecha para estos antecedentes. Por otro lado, un 8,5% habia recibido
alguna transfusién (el 37,1% antes de 1992). Como limitaciones los autores referian no
haberse recogido las condiciones sanitarias en las que se realizaron estas practicas, asi
como la posibilidad de haber dejado fuera a personas de mayor riesgo y que no acuden
a los centros de salud del sistema sanitario publico (HSH, PQID o extranjeros sin tarjeta
sanitaria), por lo que es dificil establecer los factores asociados al VHC en este estudio

(83).
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En Cataluiia, un estudio epidemioldgico llevado a cabo en 37 centros de atencidn
primaria entre 2016 y 2018 en poblacion adulta reporté una seroprevalencia del 0,99%
y una prevalencia de infeccién virémica del 0,49% (84), similar a la observada en el
ultimo estudio nacional en la poblacion de 20 a 80 afios (0,85% de anti-VHC y 0,22%
de RNA-VHC) (83). Ademas, se calculd la reduccién de la prevalencia de infeccién
virémica por tratamiento en el periodo de estudio (2016-2018), del 0,69% a 0,49%, ya
que casi la mitad de los individuos con RNA-VHC indetectable habian sido tratados con

AAD (84).

1.1.9. Distribucidon de los genotipos del VHC

A nivel global los genotipos mayoritarios son el genotipo 1 (44% del total de
infecciones), seguido del genotipo 3 (36%) y el genotipo 4 (15%). El genotipo 1 destaca
en la mayoria de paises de Asia (centro y sud), Europa, América y el norte de Africa.
Por otra parte, el genotipo 3 destaca en paises del sur de Asia y Australia. Por su lado,
el genotipo 4 predomina en paises del Centro y el Este de la regién del Africa
Subsahariana, mientras los genotipos 5 y el 6 estdn mas presentes en paises del sur de
Africa y el sudeste asiatico, respectivamente (80) (Figura 8). Asimismo, queda por
determinar la distribucién de nuevos genotipos como el 7, que fue identificado por
primera vez en personas procedentes de la Republica Democratica del Congo, y que
podria tener un mayor impacto de lo esperado, como muestra un estudio reciente

llevado a cabo en el Africa Subsahariana (85), o del genotipo 8, también identificado
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por primera vez en Canada, en cuatro personas procedentes de la regiéon de Punjab en

la India (26).
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Figura 8. Distribucion de genotipos por regiones de la OMS. Fuente: The Polaris

Observatory, The Lancet, 2015 (80).

El estudio de los genotipos tiene relevancia a nivel epidemioldgico, ya que ciertos
genotipos y subtipos se asocian a diferentes vias de transmision. A nivel espaiiol, el
Grupo de Estudio de las Hepatitis Viricas (GEHEP) de la Sociedad Espafiola de
Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC) llevé a cabo un estudio
epidemioldgico para conocer la prevalencia y distribucién de los diferentes genotipos
del VHC en Espafa entre 2000 y 2015 con participacién del Hospital Universitario

Germans Trias i Pujol, en el que se observé un predominio de los genotipos 1a y 1b,
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seguido de los genotipos 3 y 4. Coincidiendo con otros estudios internacionales, los
genotipos 1a y 3 se identificaron principalmente en PQID, mientras el genotipo 1b se
asocidé de manera significativa con la exposicién nosocomial (transfusiones y didlisis) en
pacientes que habian nacido antes de 1945 y que presuntamente recibieron

transfusiones de sangre antes del cribado del VHC en 1992 (86).

1.2. La hepatitis C

1.2.1. Historia natural de la hepatitis C

La infeccién por VHC tiene un periodo de incubacion que oscila entre 2 y 12 semanas.
La hepatitis C aguda (seis primeros meses de infeccidn) cursa de manera asintomatica
o con sintomas inespecificos en aproximadamente el 70% de los casos, lo que dificulta
su diagndstico clinico. Las nauseas, la astenia o el dolor abdominal son los sintomas
mas frecuentes. Durante la hepatitis C aguda se puede producir un aumento de las
transaminasas, con niveles fluctuantes que alcanzan hasta 10-30 veces los valores
normales. Por otra parte, la aparicion de ictericia se manifiesta en un 20-30% de los
casos sintomaticos (87). En la hepatitis C aguda, el RNA-VHC aparece habitualmente a
las dos semanas posteriores a la exposicion, mientras que los anticuerpos (anti-VHC)
son detectados a las 6-12 semanas en la mayoria de los individuos. Los anti-VHC
permanecen detectables durante toda la vida en gran parte de las personas infectadas,
lo que supone una limitaciéon para el diagndstico de la enfermedad virémica, cuyo
algoritmo se basa cldsicamente en la deteccidn de los anti-VHC, y en caso de resultado

positivo, debe confirmarse la presencia del RNA-VHC (87).
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La infeccidn se limita de manera espontanea en el 15-40% de los casos en la fase
aguda. Factores como el género masculino, la presencia de ciertos polimorfismos cerca
del gen humano de la interleucina 28B, o la inmunosupresion (tratamiento con
corticoides o la coinfeccidn con VIH) se han asociado a una menor probabilidad de
aclaramiento espontaneo del virus (88). Asimismo, en el caso del aclaramiento
espontdneo, los niveles de RNA-VHC suelen ser indetectables a los tres meses de la
infeccidn, no obstante, existe una gran variabilidad inter-individual, ya que en algunos
casos se produce el aclaramiento hasta un afio (o mas) después de la transmisién. Por
lo tanto, aunque la bibliografia no aporta datos precisos en cuanto a la duraciéon de la
hepatitis C aguda, existe un consenso generalizado que la define dentro de los seis

primeros meses de infeccion (87,88).

En aquellos individuos en que la infeccidn persiste mas alld de los seis primeros meses,
se establece la hepatitis C crdnica, proceso progresivo caracterizado por la persistencia
de la inflamacién hepdtica y la aparicién de la fibrosis, que en sus fases mds avanzadas,
conduce al desarrollo de cirrosis en el 10-20% de los casos en un transcurso de tiempo
de 20 a 30 afios. Una vez establecida la fase de cirrosis, el riesgo anual de desarrollar
un carcinoma hepatocelular es del 1-5%, y del 3-6% de descompensacion hepatica (en
forma de ascitis, peritonitis bacteriana espontdnea, varices hemorragicas o
encefalopatia hepatica, entre otras) (Figura 9). Tras un episodio de descompensacion
el riesgo de muerte en el afio siguiente es de entre el 15 y el 20%. Por ultimo, factores
como la edad avanzada, la esteatosis hepatica, el género masculino, la presencia de

ciertos polimorfismos genéticos, el alcoholismo, la obesidad, la resistencia a la insulina,
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la coinfeccién con el virus de la hepatitis B (VHB) o el VIH, o la terapia
inmunosupresora, han sido asociados con un incremento del riesgo de progresion

hepatica (87,88).

Infeccio por VHC

Hepatitis C aguda
(20-30%
simptomaticos)
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N E— |

Hepatitis C cronica Aclanlmento
(60-85%) espontaneo (15-
40%)

A S

' ™
Cirrosis (10-20%)

A | S

Carcinoma Descompensacion
hepatcelular (1-5% hepatica (3-6%
anual) anual)

Figura 9. Historia natural de la hepatitis C. Fuente: S. Lingala et al., 2015 (87).
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1.2.2. Situacion epidemioldgica de la hepatitis C y estrategias de eliminacion
como problema de salud publica
La preocupacion de las instituciones sanitarias por las hepatitis virales como problema
de salud publica ha aumentado de manera notoria en las Ultimas décadas. En 2013, el
estudio Global Burden of Disease ponia de manifiesto la mortalidad asociada al fracaso
hepatico agudo, la cirrosis y el carcinoma hepatocelular secundario a las hepatitis
virales. Globalmente, las hepatitis virales causaban mas de 1 millén de muertes al afio,
superior a la mortalidad asociada al VIH, la tuberculosis o la malaria (89). Ademas, se
estimaba que esta brecha puede agrandarse en el futuro. Un estudio afirmaba que
para el 2040 las muertes por hepatitis crénica (mayoritariamente por hepatitis C y B)

superarian a las asociadas al VIH, la tuberculosis y la malaria juntas (90).

En mayo del 2016, los Estados Miembros de la OMS aprobaron la primera Estrategia
Mundial del Sector de la Salud frente a las hepatitis viricas en la 692 Asamblea
General de Salud (91). Esta estrategia hacia un llamamiento a la eliminacidn de las
hepatitis viricas como amenaza para la salud publica para el 2030, con el objetivo de
reducir la mortalidad (un 10% en 2020 y un 65% en 2030) y la incidencia de nuevas
infecciones (un 30% en 2020 y un 90% en 2030). Asimismo, destacaba la necesidad de
mejora con medidas de actuacidon especificas en diferentes puntos del proceso
sanitario como en la prevencidn, el diagndstico y el tratamiento. En cuanto a la
prevencion, se instaba a mejorar la seguridad en las inyecciones, transfusiones de
sangre y cirugias en los entornos sanitarios como una de las principales medidas para

la reduccién de la transmision del VHC, especialmente en los paises de rentas bajas y
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medias. También destacaba la necesidad de implementar estrategias de reduccién de
dafios para asegurar el acceso a material estéril de inyeccién (jeringuillas, agujas, y
resto de parafernalia) y el tratamiento efectivo de la drogodependencia como
medidas clave para la reduccion de la transmision del VHC, asi como de métodos de
diagnéstico simplificados en un escenario en el que solo el 20% de los pacientes con
hepatitis C crénica estaban diagnosticados en 2015, con el objetivo de llegar al 90% de
personas diagnosticadas y entre estas, el 80% de personas tratadas en 2030. De igual
manera, exponia la necesidad de crear circuitos sanitarios dirigidos a prevenir las
pérdidas en el seguimiento de la enfermedad asi como incrementar las tasas de

tratamiento (66,91) (Figura 10).

En 2017, la OMS avald el primer Plan de Accion para las Hepatitis Viricas en la Region
Europea, que adaptaba la estrategia mundial al contexto de esta regién. El plan

proponia siete objetivos regionales para 2020 (92);

1. Cobertura del 95% de personas con tres dosis de la vacuna contra el VHB en los

paises que aplican la vacunacién infantil universal;

2. 90% de cobertura en intervenciones para prevenir la transmisién del VHB de madre

a hijo (vacunacion de la hepatitis B al nacer u otros enfoques);

3. 100% de cribado para el VHC y el VHB en las donaciones de sangre con métodos de

calidad garantizada;

4. 50% de las inyecciones administradas con dispositivos de inyeccién de seguridad,

integrado en un sistema de prevencion y control de infecciones;
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5. Distribucién de al menos 200 kits de material de inyeccidn estéril por persona y afo

para PQID, como parte de un paquete integral de servicios de reduccidn de dafios;

6. Una tasa de diagndstico del 50% entre las personas que viven con infeccién crdnica

por el VHC o el VHC;

7. 75% de cobertura para las personas elegibles para el tratamiento y diagnosticadas

con infecciones por el VHB y el VHC.

80000 2030 TARGET
. 90% of
-8 70000 infected
H diagnosed
w
3 60000 . .
<} Gap African Region
s 70%
=
< 50000
- Region of the Americas
5 40000
g 2030 TARGET = Eastern Mediterranean Region
2 30000 80% of
Y
E diagnosed === European Region
b 20000 treated
£
£ 10000 Gap == South-East AsiaRegion
z 73%

0 — — == Western Pacific Region

INFECTED DIAGNOSED ~ STARTED ON CURED
TREATMENT IN2015

IN 2015

Cascade of care

Figura 10. Cascada de cuidados del VHC por diferentes regiones de la OMS vy
objetivos marcados por el plan de la OMS para la eliminacion del VHC. Fuente: Global

hepatitis report, 2017 (66).

En mayo del 2021 la OMS ha publicado un informe sobre el progreso global de
eliminacidn del VIH, las hepatitis viricas y las infecciones de transmisién sexual, en el

gue destaca los avances realizados en el campo de la hepatitis C. En 2019, un total de
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124 paises habian desarrollado planes de accidn nacionales o estaban en desarrollo,
frente a 15 en 2016. Desde entonces, se han llevado a cabo numerosas intervenciones
en las respuesta a las hepatitis viricas basadas en modelos innovadores de prestacién
de servicios (93). La aparicién de nuevos AAD, con unas tasas de respuesta viral
sostenida (RVS) superiores al 90% han supuesto una revolucion en el tratamiento y la
consecuente reduccién de la mortalidad asociada a la hepatitis C a nivel global. En
2019, 9,4 millones de personas se habian tratado con estos antivirales. No obstante,
este numero sigue estando lejos del objetivo de 40 millones de personas tratadas para
2030. Ademas, solo el 21% de las personas con hepatitis C son conscientes de su
estado (Figura 11). Por ello, el informe la OMS hace un llamamiento a seguir escalando
el diagndstico y el tratamiento de la hepatitis C, en especial en las poblaciones mas
vulnerables, como las PQID. El informe pone de manifiesto que el acceso a los servicios
de prevencidn, reduccién de dafios y atencidn sanitaria para estas poblaciones es en
gran medida insuficiente, y la persistencia del estigma, las desigualdades, la
criminalizacién y otras barreras socio-estructurales impiden que los planes disefiados
para la eliminacién de la hepatitis C lleguen a las personas que mas los necesitan en

muchos paises (81).

Un nuevo documento publicado por la OMS en Junio del 2021 ha propuesto el uso de
indicadores de impacto absoluto para validar la eliminacién a nivel nacional en lugar
de los objetivos de reduccion relativa definidos originalmente en el plan de 2016,
como una incidencia anual <5/100.000 personas o <2/100 en PQID, o una tasa de

mortalidad anual <2/100.000 personas (82).
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HEPATITIS C
A40% — 37%
35% 33%
30%
25%

25% —2y04 22% 24%
20% 18%
15% 13%

_ o 89% 10%
10% 5% 7 5%
15%

B 0%

%

Global African Region South-East European Eastern Western Pacific
Region of the Americas Asia Region Region Mediterranean Region

Reqion
Percentage of hepatitis C infected persons diagnosed to end 2019

Percentage of hepatitis C infected persons treated to end 2019

Figura 11. Porcentaje de personas diagnosticadas y tratadas de hepatitis C en las
diferentes regiones de la OMS en 2019. Fuente: Global progress report on HIV, viral

hepatitis and sexually transmitted infections, 2021 (81).

Paralelamente al plan de la OMS, en 2015 se elabord en Espaina el Plan Estratégico
para el abordaje de la Hepatitis C (PEAHC) como respuesta a la problematica de la
hepatitis C en nuestro pais (94). El Plan se estructuraba en 4 lineas estratégicas; la
cuantificacién del problema, la definicién de los criterios cientifico-clinicos para
establecer una estrategia terapéutica, los mecanismos de coordinacién para su
implementacién en el Sistema Nacional de Salud, y el fomento del avance en el
conocimiento de la prevencién, diagndstico y tratamiento de la enfermedad a través
de actuaciones especificas en el drea de la |+D+i. El PEAHC enfatizaba la escasez de
informacién vdlida y actualizada sobre la situacion de la hepatitis C en Espafia a partir
de la que poder desarrollar e implantar un sistema de informacién valido, evaluable y
de amplia cobertura territorial. Ademas, dada la ausencia de una vacuna para la

hepatitis C, se resalta la relevancia de programas de prevenciéon y diagndstico,
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principalmente en los grupos de alto riesgo, como los HSH con practicas sexuales de

riesgo y las PQID, coincidiendo con las recomendaciones marcadas por la OMS.

En este contexto, un estudio publicado en 2017 calculaba que el 53% de los individuos
infectados por el VHC en Espafia no habian sido aun diagnosticados (95), y un segundo
trabajo estimaba que de seguir con las tasas de diagndstico reportadas, se alcanzaria
un estado de “agotamiento diagndstico” en 2022, en la que no quedarian mas
individuos por tratar si no se ampliaban los esfuerzos para detectar los casos ocultos
(96). De acuerdo con el Observatorio Polaris, en aquel momento la estrategia
espanola estaba lejos de promover la deteccion de nuevos diagndsticos requeridos por

la OMS, especialmente necesario en las poblaciones mas vulnerables (97).

No obstante, gracias al PEAHC, a fecha de 1 de Octubre de 2019 se habrian tratado
mas de 135.000 de los 472.000 pacientes con hepatitis C crénica en Espafia, segun los
calculos del plan en 2015 (94,98). Sin embargo, la estimacién realizada por el ultimo
estudio nacional de prevalencia sobre el nimero de individuos con anticuerpos e
infeccion virémica por VHC era considerablemente inferior a las reflejadas por el
PEAHC (1,7% vs 0,85% en anti-VHC y 0,22% vs 1,22% en RNA-VHC en poblacién adulta),
por lo que el numero de individuos infectados que quedan por tratar podria ser mas
bajo que el considerado inicialmente. Ademas, el mismo estudio destaca el porcentaje
de individuos sin diagnosticar. La proporcién de individuos que acudian a atencién
primaria y que no era consciente del estado propio de anti-VHC y RNA-VHC fue del

14,3% vy 29,4%, respectivamente (83).
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A nivel regional, en 2017 se disefid el Plan de prevencidn y control de la hepatitis C en
Cataluiia, editado de nuevo en 2018 y aprobado finalmente en 2019, en el cual el
Departamento de Salud reconocia el diagndstico precoz como un beneficio tanto
desde un punto individual como de salud publica, al reducir la transmisién del virus. Al
igual que en la estrategia de la OMS, este identificaba la necesidad de mejorar el
acceso al diagndstico en aquellas poblaciones que presentan mayor riesgo de infeccién
y ponia énfasis en el cribado comunitario de estos colectivos, como los migrantes de
paises endémicos, las PQID o los HSH (99). A raiz de este plan, del 2015 al 2020 se
habrian tratado 25.839 personas con hepatitis C créonica en Catalufia (100). También
cabe destacar la implementacién de acciones especificas para aumentar las tasas de
diagndstico, tratamiento y vinculacién a la atencién sanitaria, como la formacion de
médicos de familia referentes en el manejo de la hepatitis C en el dmbito de la
atencién primaria o el tratamiento del 42% de las PQID diagnosticadas por VHC en
programas de mantenimiento de metadona (a fecha de 2019) (101). No obstante, la
prescripcion de antivirales ha disminuido estos ultimos afios (de 5.974 en 2015 a 1.727
en 2020) (102), por lo que serd necesario reforzar y disefiar estrategias de cribado
capaces de detectar los casos no diagnosticados, como se ha comentado

anteriormente.
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1.2.3. Impacto de la COVID-19 en la eliminacidn de la hepatitis C

En marzo de 2020 la OMS declaré la situacién de pandemia debido a la expansion del
severe acute respiratory syndrome coronavirus (SARS-CoV-2), agente etiolégico de la

enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19) (103).

La COVID-19 ha dado lugar a una respuesta mundial sin precedentes y ha supuesto un
importante desgaste en los sistemas sanitarios a nivel global, siendo necesaria una
importante reasignacién de los recursos y personal sanitarios en detrimento de otras

enfermedades (104).

En este contexto, un trabajo basado en modelaje matematico publicado a mitades del
2020 alertaba sobre las graves consecuencias a largo plazo de interrumpir durante un
afo el diagndstico y tratamiento de la hepatitis C, lo que supondria un exceso de
623.000 infecciones virémicas para 2030 a nivel global, asi como 44.800 casos mas de
carcinoma hepatocelular y 72.300 muertes asociadas mas (104). El exceso de casos de
cancer y muertes se daria especialmente en paises de renta alta (104). En otra
publicacidn inglesa, se estimé que durante el 2020 habian incrementado un 17% el
numero de casos de enfermedad hepatica avanzada por el VHC y un 7% el nimero de

muertes asociadas a la hepatitis C (105).

En Espafia, durante la pandemia causada por la COVID-19 se ha producido un descenso
en el niumero de pruebas diagndsticas realizadas del VHC, y se ha visto afectado la
vinculacidn al sistema sanitario, los programas de reduccidn de dafios y los programas
de micro-eliminacién (106). En el ambito de los servicios de reduccidn de riesgos en

Cataluia, durante el periodo de pandemia en 2020 se atendieron un 27% menos
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usuarios de media al dia (de 300 a 70). Ademas, ningun paciente inicié tratamiento

para la hepatitis C, y el 28% (n=34) no acudieron a las visitas de seguimiento (107).

Por todo ello, ahora mds que nunca, serd necesario potenciar los programas de
prevencion, cribado y tratamiento para poder alcanzar los objetivos de eliminacidn

(108).

1.3. Diagnostico y tratamiento de la hepatitis C

1.3.1. Diagnéstico seroldgico y viroldgico de la hepatitis C

El diagndstico de la hepatitis C se ha basado tradicionalmente en la combinacién de
dos pruebas: una prueba serolégica que informa sobre la exposicién previa del VHC
seguida de la deteccidn directa del virus en suero/plasma para confirmar la infeccion
virémica (ya sea a través de técnicas moleculares de PCR como de deteccién del

antigeno core del VHC) (109).

En la practica clinica habitual de los laboratorios especializados, el primer paso para el
diagnodstico del VHC se basa en la deteccion de los anti-VHC a través de técnicas
inmunoenzimaticas comerciales (EIA, enzyme immunoassays). Con el desarrollo de los
EIAs de tercera generacion es posible detectar los anti-VHC entre cuatro y seis
semanas después de la infeccion con una sensibilidad de mas del 99% (110). La
especificidad es dificil de definir debido a la falta de un apropiado gold standard. No
obstante, pueden aparecer falsos positivos en pacientes con enfermedades
autoinmunes; se han observado reacciones cruzadas con el factor reumatoide. Por

otro lado, los falsos negativos pueden encontrarse en pacientes con inmunodepresién
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severa (como en la infeccidn avanzada por VIH o los pacientes receptores de trasplante
de drgano sélido), en hemodialisis o en el periodo ventana de los anti-VHC, que dura

aproximadamente dos meses (111).

La posterior confirmacién de la infeccidn virémica por el VHC se basa en la deteccion
de su genoma. Ademas, la deteccidén del genoma es necesaria para la evaluacion de la
respuesta al tratamiento frente al VHC, el diagnéstico de la infecciéon aguda durante el
periodo ventana serolégico, o en aquellos individuos, que, como se ha comentado en
el anterior apartado, tienen un sistema inmune comprometido y pueden dar falsos
negativos en la prueba de anticuerpos. Las primeras plataformas automatizadas
capaces de detectar el RNA-VHC se basaban en ensayos cualitativos, mucho mas
sensibles que las técnicas cuantitativas en sus inicios. La necesidad de aumentar la
sensibilidad de deteccion del RNA-VHC, de determinar la carga viral durante el
tratamiento del VHC asi como de evaluar su eficacia, dio paso a la expansion de los
ensayos cuantitativos, ampliamente utilizados hoy en dia en la gran mayoria de
laboratorios de referencia. Desde su salida al mercado, se han comercializado
multiples ensayos basados en técnicas de amplificacidon de acidos nucleicos. El Cobas
Amplicor™ HCV 2.0 Monitor (Roche Diagnostics) esta basado en una PCR competitiva,
mientras que el ensayo Versant™ HCV RNA Assay (Siemens Healthcare Diagnostics) se
basa en una hibridacién molecular con amplificacion de la sefial (branched DNA). Mas
recientemente, se han introducido los ensayos Cobas® TagMan® HCV Test v2.0 (Roche
Diagnostics) y Abbott RealTime™ HCV test (Abbott Diagnostics), ambos basados en la

PCR a tiempo real. Su limite inferior de deteccién (LID), asi como la linealidad vy el
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amplio margen de deteccidn de las cargas virales supusieron una ventaja frente a las
técnicas cualitativas y cuantitativas disefiadas anteriormente. Mas recientemente, se
ha aprobado un nuevo ensayo basado en la amplificacién mediada por transcripcién
(TMA), el ensayo Aptima HCV Quant Dx (Hologic), que permite la deteccion cualitativa
y cuantificacion del RNA-VHC y que ha mostrado una elevada concordancia con los

ensayos basados en la PCR a tiempo real (112).

La incorporacién de algoritmos reflex, denominado diagndstico en un solo paso, ha
sido incorporada en varios paises, demostrando mejorar la vinculacidn a la asistencia y
el tratamiento (113). En esta, una muestra en la cual se detectan los anti-VHC es
redirigida de manera refleja para la deteccién del RNA-VHC sin necesidad de realizar
una segunda venopuncién, acortando el nimero de visitas necesarias para alcanzar un
diagnéstico confirmado. En Espafia, el algoritmo reflex ha sido avalado por la guia de
cribado de la infeccion por el VHC (114), y desde 2019 el 80% de los laboratorios en

centros hospitalarios espafoles lo han incorporado en su rutina (115).

La deteccion del antigeno Core del VHC (Ag Core) constituye una técnica alternativa
para la deteccién directa del virus. El ensayo detecta la particula p22 de la
nucleocapside del VHC liberada por las células infectadas, siendo un marcador
subrogado de su replicacion (116,117). En un meta-analisis reciente, la deteccion del
Ag Core mostrd una sensibilidad y especificidad en comparacidn con la PCR en tiempo
real del 93 y el 98%, respectivamente (118). Ademas, en un estudio francés realizado
en Camerun se demostrd la fiabilidad del Ag Core en pacientes con coinfeccién por el

VHB y el VIH (119). La cuantificacion del Ag Core es posible a través del ensayo Abbott
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Ag Core assay (Abbott Diagnostics), mostrando una buena correlacién con las cargas
virales por encima de 3.000 Ul/mL. El LID del ensayo se encuentra entre 500 y 3.000
Ul/mL, en funcién del genotipo, lo que permite detectar la mayoria de los pacientes
con hepatitis C crénica (116). No obtante, se debe tener en cuenta la falta de datos de
sensibilidad/especificidad para los genotipos 4, 5y 6 (118), ademas de los posibles
falsos negativos en pacientes infectados por el genotipo 3, en el que se han detectado

polimorfismos que alteran la deteccién del Ag Core (120).

Una de las mayores ventajas de la determinacion de Ag Core es el precio,
considerablemente mds bajo que las técnicas moleculares de deteccion del RNA-VHC
(121). No obstante, el ensayo mas utilizado es el comercializado por Abbott
Diagnostics a través de la plataforma Architect, lo que requiere de un laboratorio
centralizado para su realizacidn. En este sentido, el desarrollo de pruebas PoCT para el
Ag Core supondra un beneficio cuanto a la implementacién de esta técnica en
escenarios donde el acceso a un laboratorio no sea posible (121). A finales de 2018 la
organizacién de salud global sin dnimo de lucro FIND anuncié la concesién de ayudas
para el desarrollo, la fabricacion y la validacién de dos prototipos de PoCT para la
deteccion del Ag Core por parte de las empresas Qorvo Biotechnologies y Novel
Biomarkers Catalyst Lab, aungque en el momento de redaccién de la presente tesis no

se disponian de resultados preliminares (122).
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1.3.2. Diagnéstico de la infeccidon aguda de la hepatitis C

El diagndstico de la infeccidon aguda tiene implicaciones tanto a nivel individual como
colectivo. En grupos vulnerables como las PQID el diagndstico precoz del VHC
promueve la vinculacién al sistema sanitario, asesoramiento en practicas de riesgo
para evitar la reinfecciéon e intervenciones para la reduccion de la progresién de la
enfermedad hepatica. Asimismo, estudios recientes demuestran que el tratamiento
con AAD es altamente efectivo en la fase aguda de la infeccidén. A nivel colectivo la
identificacion de la infecciéon aguda es fundamental para prevenir la transmisidn entre
individuos y de esta manera la propagacién de la infeccién, especialmente en
poblaciones con factores de riesgo para el VHC y alta incidencia de la enfermedad
(como en las PQID) (123,124). En consecuencia, las principales guias internacionales
recomiendan el tratamiento de la infeccion aguda en aquellos individuos donde el
seguimiento del aclaramiento espontaneo no se pueda llevar a cabo, con el fin de

evitar la transmisidn del virus (125,126).

Actualmente, su diagndstico microbioldgico se basa en: 1) la deteccién del RNA-VHC
durante al periodo ventana seronegativo, o 2) la evidencia de una seroconversion
después de un resultado reciente negativo (123,127). En estos casos, se puede
sospechar de una hepatitis C aguda si los signos y sintomas clinicos son compatibles
con una hepatitis aguda (nivel de alanina aminotransferasa >10 veces el limite superior
de la normalidad y/o ictericia), en ausencia de antecedentes de enfermedad hepatica
crénica u otras causas de hepatitis aguda, y/o si se puede identificar una fuente de

transmisién reciente (128). No obstante, el diagndstico de la infeccién aguda por VHC
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es complicado debido a multiples factores; el corto periodo ventana de los anti-VHC
(dos meses aproximadamente después de la transmision), la ausencia de sintomas en
la mayoria de los casos, asi como la ausencia de marcadores seroldgicos especificos
para su identificacion. En este sentido, V. Montoya et al. demostraron que la
diversidad intra-hospedador de la regiéon NS5B del VHC, determinada por el valor del
estimador de diversidad genética ES estimada mediante NGS, aumenta
proporcionalmente con el tiempo de infeccidn, y en consecuencia, tiene el potencial
de diferenciar las infecciones agudas (menor diversidad) de las crénicas (mayor
diversidad) a nivel poblacional incluso después de la seroconversion, pudiéndose
utilizar como método alternativo para identificar las infecciones agudas (129,130). No
obstante, para su utilizacidn a nivel poblacional era necesario establecer un punto de
corte del valor de ES que permitiera diferenciar las infecciones agudas de las crdnicas,
por lo que fue uno de los obetivos principales del Articulo Il de la presente tesis
doctoral. Ademas, en el Articulo Ill también valoramos nuevas aplicaciones de este
estimador, como su utilidad para calcular la incidencia en estudios transversales y para
identificar los determinantes de infeccién aguda entre PQID que acuden a CRD, dos

herramientas valiosas para hacer frente a la epidemia en la poblacién de estudio.

1.3.3. Tratamiento farmacoldgico de la hepatitis C

El objetivo principal de la terapia contra el VHC es curar la infeccién para prevenir la
cirrosis, su descompensacion, el cancer de higado y aumentar la supervivencia. El

mejor indicador del efecto beneficioso y curativo del tratamiento es la respuesta
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viroldgica sostenida (RVS), que se define como la negativizacién de los niveles de RNA-
VHC en plasma a las 12 semanas después de terminar el tratamiento. Después de la
RVS las recidivas tardias son muy poco frecuentes (0,2% de todos los casos de recidiva
después del tratamiento). La RVS mejora el prondstico de los pacientes con fibrosis
avanzada por el VHC, reduciendo significativamente Ila probabilidad de
descompensacion de la enfermedad hepdtica, la incidencia de carcinoma
hepatocelular, y la necesidad de trasplante. Ademas, disminuye la mortalidad de causa

hepatica y la mortalidad por cualquier otra causa (128).

La evaluacion pretratamiento incluye la valoracion de la fibrosis hepatica, que es
necesaria para identificar a los pacientes con fibrosis avanzada, los cuales requeriran
seguimiento a largo plazo. Por otro lado, la identificacién del genotipo antes de iniciar
el tratamiento permite optimizar el tratamiento antiviral y es relevante a nivel

epidemioldgico (126,128).

El primer tratamiento frente a la hepatitis C fue el IFN-a, aprobado por primera vez en
1991 como monoterapia. Posteriormente, la adicién de la ribavirina, y mas tarde la
administracion combinada de IFN-a pegilado con ribavirina aumenté notablemente las
tasas de RVS hasta alcanzar aproximada un 60% (Figura 12) (desde el 16% con IFN-a en
monoterapia), aunque eran tratamientos largos (entre 6 y 18 meses) y con frecuentes
efectos adversos. Diferentes factores viroldgicos y del hospedador se asociaron a la
RVS con las terapias basadas en el IFN-a, como la edad joven, el sexo femenino, la

herencia no afroamericana, los niveles bajos de fibrosis, los genotipos 2 y 3, los niveles
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bajos de carga virica o la presencia de polimorfismos especificos cerca del gen de la

interleucina 28B, que codifica para el interferéon A3 (131).
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Figura 12. Evolucion de la respuesta viral sostenida de las diferentes combinaciones

de farmacos contra la hepatitis C. Fuente: S.M. Kamal, 2017 (132).

El conocimiento del ciclo de replicacion del VHC ha permitido identificar nuevas dianas
terapéuticas, tales como inhibidores de la proteasa NS3-4A, inhibidores de la
polimerasa NS5B e inhibidores de la NS5A. En 2011 se aprobaron los primeros AAD
(telaprevir y boceprevir), ambos inhibidores de la proteasa NS3—-4A, en combinacién
con el IFN-a pegilado y la ribavirina. Posteriormente se comercializaron AAD con
actividad inhibidora de la RNA polimerasa RNA-dependiente NS5B (sofosbuvir,
dasabuvir), inhibidores de la NS5A (daclatasvir, elbasvir, ledipasvir, ombitasvir,

pribrentasvir, velpatasvir) y nuevas generaciones de inhibidores de la proteasa NS3-4A
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(glecaprevir, grazoprevir, paritaprevir, simeprevir, voxilaprevir), con un perfil de
seguridad y eficacia mas elevados, permitiendo alcanzar tasas de RVS superiores al
95% (131) (Figura 13). Finalmente, la aparicion de combinaciones de farmacos
pangenotipicos ha supuesto simplificar el tratamiento, haciendo posible adaptar la
terapia a diferentes colectivos, especialmente los mas vulnerables y aquellos que
presenta diferentes barreras para la vinculacién al sistema sanitario (PID, HSH,
migrantes, personas sin hogar o personas internas en centros penitenciarios),

permitiendo un enfoque centrado en el paciente.
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Figura 13. Ciclo celular del virus de la hepatitis C y dianas de los antivirales de accién

directa. Fuente: S.M. Kamal, 2017 (132).
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La aparicion de los AAD también cambié el paradigma del abordaje de la hepatitis C: el
tratamiento de la infeccién y no de la lesidn hepatica, permitiendo enfocar el problema
desde un punto de vista de salud publica. En el colectivo de las PQID, antes de la
aparicion de los antivirales especificos existia la idea ampliamente aceptada de que las
PQID debian haber estado sin consumir droga o en terapia de sustitucién durante al
menos 6-12 meses, por lo que no existia una recomendaciéon general para el
tratamiento de las PQID activas, y se recomendaba un enfoque individualizado
después de la evaluacion y seguimiento estrecho por un experimentado
multidisciplinario (133). En 2015 las guias de la Sociedad Europea para el Estudio del
Higado (EASL) situan por primera a las PQID como un grupo prioritario para el
tratamiento frente a la hepatitis C (134), con el objetivo de utilizar el tratamiento no
sélo a nivel individual, sino como herramienta de salud publica para cortar la
transmisién del virus, recomendacion que fue adoptada el mismo ano por el
documento de consenso del Grupo de Estudio de las Hepatitis Viricas (GEHEP) sobre el

tratamiento de la hepatitis C (135).

1.3.4. Genotipado del VHC

Antes de la aparicion de los AAD, el genotipo era un factor predictivo de la respuesta a
la terapia basada en el IFN-a, y debia ser determinado para la eleccién de la pauta
terapéutica mas adecuada de los primeros regimenes de AAD (136). La identificacién
del genotipo sigue teniendo relevancia en la era de los nuevos AAD pan-genotipicos,

tanto para optimizar el tratamiento como a nivel epidemioldgico (126,128). No
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obstante, las Ultimas guias internacionales proponen un tratamiento simplificado con
AAD pan-genotipicos, que pueden utilizarse sin la necesidad de determinar el genotipo

y subtipo del VHC previamente (Figura 14) (128).

Type of treatment Genotype Cirrhosis status Prior treatment Sofosbuvir/ Glecaprevir/ 5‘:}“"'"“’"", Grazoprevir/
ype o treatmen enotype 1rrhosis status experience velpatasvir pibrentasvir velpatasvir/ elbasvir
voxilaprevir
Treatment-naive

" y No cirrhosis eatment-
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0 genotype/subtype notype: = = =
1o genduype/sybiype All genotypes Compensated Treatment-naive
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(Child-Pugh A) Treatment-
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Figura 14. Recomendaciones para el tratamiento simplificado, sin
genotipado/subtipado del VHC, de los pacientes = 12 afios infectados por el VHC o
con coinfeccion por VHC/VIH con hepatitis C crénica sin cirrosis o con cirrosis
compensada (Child-Pugh A), incluidos los pacientes sin tratamiento previo y los
pacientes con tratamiento previo con IFN-a pegilado y ribavirina; IFN-a pegilado,
ribavirina y sofosbuvir; o sofosbuvir y ribavirina). Fuente: EASL recommendations on

treatment of hepatitis C, 2020 (128).

No obstante, la identificacién del genotipo/subtipo sigue siendo util y puede ser
necesario antes de iniciar algun régimen de AAD especifico de genotipo en situaciones
donde no se disponga de AAD pan-genotipicos, o para optimizar los regimenes de

tratamiento con AAD pan-genotipicos (Figura 15) (128).
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Figura 15. Recomendaciones para el tratamiento basado en el genotipo/subtipo del
VHC, de los pacientes = 12 afios infectados por el VHC o con coinfeccién por VHC/VIH
con hepatitis C crénica sin cirrosis o con cirrosis compensada (Child-Pugh A),
incluidos los pacientes sin tratamiento previo y los pacientes con tratamiento previo
con IFN-a pegilado y ribavirina; IFN-a pegilado, ribavirina y sofosbuvir; o sofosbuvir y

ribavirina). Fuente: EASL recommendations on treatment of hepatitis C, 2020 (128).

Ademas, se recomienda determinar el genotipo y el subtipo del VHC en algunas
regiones de Africa y Asia y en los migrantes de estas regiones en las que se han
observado una alta prevalencia de ciertos subtipos (p.e. los subtipos 1l, 4r, 3b, 3g, 6u o
6Vv) que presentan polimorfismos que confieren resistencia intrinseca a los inhibidores

de la NS5A, lo que da lugar a tasas inaceptables de fracaso terapéutico (128).

El método de referencia para el genotipado comprende la secuenciacidn Sanger
seguido del andlisis filogenético de amplicones de las regiones NS5B o core/E1l. No
obstante, su complejidad técnica y laboriosidad no estd al alcance de todos los
laboratorios (24,25). En la ultima década se han comercializado una considerable

cantidad de ensayos que permiten la automatizacion y procesamiento de las muestras,
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basados en tecnologias de PCR a tiempo real o de hibridacidn reversa con sondas
especificas que detectan las regiones 5’UTR y ademas la NS5B y/o core del virus. El
HCV Genotype Il assay de Abbott utiliza una PCR a tiempo real con sondas especificas
marcadas con diferentes fluorocromos para la region 5’UTR para el genotipado vy la
NS5B para asignar los subtipos 1a/lb. Esta técnica ha demostrado una fiabilidad
excelente para determinar los genotipos/subtipos, aunque con un porcentaje de 5-
12% de muestras no subtipadas del genotipo 1 (137-140) y una tasa resultados
indeterminados del 8% en muestras con genotipo 3, seglin un estudio realizado en el
Hospital Germans Trias i Pujol (139). Ademds, algunos estudios han observado que la
determinacién del genotipo puede fallar en el genotipo 6, en el que en ocasiones se
asigna como genotipo 1 sin subtipar, lo que constituye un problema en regiones como

el Sud-este Asiatico, donde este genotipo es altamente prevalente (140).

Recientemente, Abbott ha desarrollado el VHC Genotype Plus RUO assay basado en la
PCR a tiempo real de la regién core para la confirmacién de los subtipos 1a/1b y
genotipo 6 en aquellas muestras con subtipo 1 indeterminado por el ensayo anterior
(138). En un estudio realizado por nuestro grupo con muestras de pacientes tratados
en el Hospital Germans Trias i Pujol, el ensayo HCV Genotype Plus RUO (Abbott) fue
capaz de asignar el subtipo (1a o 1b) en el 88,8% de los casos en los que el ensayo HCV
Genotype Il (Abbott) no habia sido capaz de subtipar. Ademads, la concordancia global
del ensayo HCV Genotype Plus RUO en comparacion con la secuenciacién Sanger o el

ensayo de hibridacion reversa LiPA fue del 98,6%, consiguiendo reducir



80I

Introduccion

considerablemente el porcentaje de muestras con genotipo 1 sin subtipar, y por lo

tanto, la necesidad de realizar el método de referencia (secuenciacién Sanger) (141).

Otros dos ensayos ampliamente utilizados en los laboratorios son el Versant® VHC
Genotype 2.0 System (LiPA) de Siemens, basado en la hibridacién reversa y el Cobas®
VHC genotyping test de Roche (PCR a tiempo real), que utilizan las regiones 5’"UTR/core
y 5’UTR/core/NS5B, rectivamente, para el genotipado y la caracterizacion de los
subtipos mas frecuentes del virus. Ambos ensayos han sido validados con buenos
resultados, aunque de manera similar al ensayo de Abbott, con algunos problemas

para identificar el genotipo 6 (142).

Por ultimo, la aparicién de las nuevas tecnologias de NGS supone un avance en la
capacidad de caracterizar los genotipos y subtipos, especialmente de identificar
posibles infecciones mixtas donde uno de ellos es minoritario y no se detecta por
secuenciacion Sanger o los ensayos basados en sondas, asi como para identificar
variantes minoritarias asociadas a resistencia al tratamiento. La tecnologias basadas en
NGS también han permitido generar genomas completos de una manera mucho mas
rapida que la secuenciacién Sanger, facilitando asi la caracterizacién de nuevos
genotipos/subtipos o formas recombinantes (143). No obstante, aunque las técnicas
de NGS tienen un gran potencial en este sentido, la falta de estandarizacién a nivel
experimental y la complejidad del analisis de los datos constituyen los principales
inconvenientes de esta tecnologia (144). La comercializacion de plataformas

automatizadas como Sentosa SQ VHC Genotyping Assay (VELA Diagnostics GmbH), que
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utiliza la NGS para el genotipado y la deteccién de resistencias asociada a los AAD, sera

determinante para su implementacion en los laboratorios clinicos (145).

1.3.5. Muestras alternativas para el diagndstico del VHC y point-of-care
testing (PoCT)
La hepatitis C cursa de manera asintomatica en la mayoria de los casos hasta el
desarrollo de enfermedad hepatica avanzada, antes de la cual muchas personas no son
conscientes de su estado. Ademas, la complejidad del algoritmo diagndstico
convencional (basado en la serologia, y si positiva, deteccion del RNA-VHC) y de las
técnicas disponibles, que requieren de un laboratorio especializado, dificultan el
diagnéstico del VHC, especialmente para poblaciones vulnerables con acceso limitado
al sistema sanitario (121). Consecuentemente, las tasas de diagndstico en la poblacién
general siguen siendo bajas, incluso en paises de renta alta (81). En este sentido, las
guias de diagnéstico elaboradas por la OMS fomentan el uso de algoritmos y test
diagnésticos alternativos en escenarios donde los recursos sean limitados o en grupos
poblacionales denominados de dificil acceso por su menor acceso al sistema sanitario

formal, con el fin de llegar al 90% de casos diagnosticados para el 2030 (91,109).

Entre las pruebas alternativas se encuentran los test de diagndstico rapido (Rapid
diagnostic tests, RDTs) en forma de inmuno-cromatografias para la deteccién de los
anti-VHC en muestra de sangre capilar o fluido oral que permiten la lectura de los
resultados en 15-20 minutos. A diferencia de los EIAs realizados en los laboratorios de

referencia, estas técnicas no requieren de equipos sofisticados, ni de un
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procesamiento especial de las muestras (centrifugacion o conservacién en frio) o
personal cualificado, ademas de tener un coste reducido. Su uso como PoCT permite la
descentralizacion de la deteccidn de anti-VHC en escenarios donde los recursos son
limitados, o en colectivos donde las técnicas de referencia no sean practicables. En las
PQID, por ejemplo, la obtencién de muestras alternativas como la sangre capilar
obtenida a partir de puncidn dactilar o el fluido oral son una gran ventaja debido al
dificil acceso venoso que suelen presentar estos individuos, donde la obtencién de
sangre por flebotomia puede constituir una barrera para el diagndstico (146).
Asimismo, en los ultimos afios han surgido diferentes RDTs con valores excelentes de
sensibilidad y especificidad respecto a los EIAs (147-150). Por otra parte, algunos
estudios llevados a cabo con estas técnicas rapidas en condiciones de vida real han
expuesto peores resultados de sensibilidad y especificidad, por lo que el

riesgo/beneficio de su implementacion se tienen que valorar en cada situacion (121).

Igualmente, la deteccién del RNA-VHC a través de ensayos PoCT tiene un gran
potencial en la mejora del acceso al diagndstico de la infeccidén virémica por el VHC,
aungue en este caso no hablamos de RDT porque los resultados no se obtienen de
forma tan rapida. Estos ensayos integran la extraccion de los acidos nucleicos, la retro-
transcripcion, la amplificacién y la deteccién permitiendo el diagndstico in situ del VHC
(149). No obstante, al contrario que los RDTs de deteccidn de anticuerpos, el mercado
de los PoCT para la deteccién del RNA-VHC es reducido, dificultando asi la
disponibilidad de una alternativa econdmica a los ensayos actuales. Entre estos se

encuentra el ensayo PoCT Xpert HCV Viral Load manufacturado por Cepheid, el cual
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requiere de un instrumento de GeneXpert y un ordenador, y es el Unico ensayo con
precalificacion por la OMS como PoCT y marcado CE-IVD para la deteccién del RNA-
VHC en plasma (105 minutos) o sangre capilar fresca (58 minutos) (151). Ademas, en
un estudio realizado por Lamoury et al., el ensayo demostré una buena sensibilidad
con muestras de sangre capilar respecto a plasma (152). Recientemente también se ha
comerzializado el PoCT Genedrive HCV ID Kit (Sysmex Diagnostics), que al igual que el
ensayo de Cepheid tiene precalificacion por la OMS y marcado CE-IVD para la
deteccion del RNA-VHC, aunque este ultimo sélo se ha validado en plasma, por lo que
requiere de separacion previa. No obstante, en los préximos afios se espera la salida al
mercado de ensayos basados en nuevas tecnologias y materiales que permitan un
resultado mds rapido y mds econdmico que facilite su implementacion en regiones con
pocos recursos. De igual manera, la adaptacion de estos ensayos para la lectura
remota de los resultados por personal cualificado abre nuevos caminos hacia la mejora

del acceso al diagnéstico (146).

Finalmente, la obtencién de sangre seca obtenida mediante sangre capilar por puncion
dactilar (muestras de DBS) representa una alternativa real para el diagnéstico del VHC.
Esta requiere Unicamente de unas tarjetas con papel de filtro (Whatman)
especialmente preparado para embeber la sangre capilar (cada circulo puede adsorber
unos 50puL de sangre capilar), que después de dejarse secar, pueden ser transportadas
al laboratorio por correo ordinario y a temperatura ambiente. Las muestras de DBS se
han utilizado durante muchos afios para detectar trastornos metabdlicos en el recién

nacido (153), asi como para el diagnéstico del VIH (154), y fueron validadas por
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primera vez para la deteccion de anti-VHC (155) y RNA-VHC (156) a finales de la década

de los 90.

La utilizacién de estas muestras ha demostrado ser eficaz en diferentes escenarios y ha
sido recomendada por la OMS debido a (i) su facil recoleccidn y aceptabilidad, (ii) facil
transporte (temperatura ambiente), y (iii) alta sensibilidad y especificidad de los
ensayos moleculares para la deteccion del RNA-VHC a partir de muestras

minimamente invasivas (109,157).

Los DBS pueden utilizarse para la deteccién de los anti-VHC con técnicas de ElAs,
aunque su interpretacién requiere del establecimiento de un nuevo cut-off para la
matriz de eluido de sangre seca en lugar de suero. En un meta-analisis realizado por
Lange et al., en el que se evaluaron 19 estudios, la sensibilidad y especificidad para la
deteccién de los anti-VHC fueron del 98 y 99%, respectivamente (158). En otro meta-
analisis en el que se evalué la deteccién del RNA-VHC, la sensibilidad variaba entre el
80 y el 100%, dependiendo del estudio (157). Diferentes plataformas de casas
comerciales como Roche, Abbott y Hologic han sido evaluadas para la extraccion y
deteccidon de acidos nucleicos a partir de DBS (149). No obstante, los ensayos en DBS
presentan algunas limitaciones, como la menor sensibilidad para la deteccidon del RNA-
VHC en comparacion con los ensayos en plasma, o la variabilidad entre las diferentes
técnicas, debido a multiples factores como el volumen de sangre empleado, la
eficiencia de la extraccién de los acidos nucleicos o la degradacién del RNA en
condiciones extremas de almacenado de las muestras en paises donde la temperatura

y la humedad son elevadas (149). Asi pues, aunque esta muestra representa una
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valiosa herramienta para la mejora del acceso al diagnéstico del VHC vy facilita la
descentralizacion de este, existe la necesidad de crear unos estdndares de calidad para
la aprobacién del diagndstico in-vitro (marcado CE-IVD) de los ensayos que utilizan
DBS, como anteriormente se realizara para el VIH. Durante afios se han estado usando
técnicas desarrolladas in-house o técnicas comerciales que han sido validadas para el
uso de DBS bajo las condiciones de cada laboratorio, pero no ha sido hasta julio de
2020 que se ha podida disponer de un ensayo de carga viral del VHC a partir de DBS
con marcado CE-IVD (Abbott Molecular) y adn no se dispone de ningun ensayo
seroldgico aprobado para diagndstico in-vitro (151). Este hecho ha limitado el uso de
los DBS por parte de los laboratorios de microbiologia clinica. Recientemente, Roche
ha desarrollado las plasma separation cards, que permiten separar el plasma a partir
de la sangre capilar, y que ha recibido la precalificacion por la OMS, aunque no tiene el

marcado CE-IVD.

El uso de diferentes RDTs, PoCT y DBS han sido validados para el cribado del VHC en
varios escenarios, probando su aplicabilidad y eficacia donde no es posible realizar las
técnicas convencionales. Asimismo, el desarrollo de nuevos ensayos y tecnologias
capaces de detectar el VHC serdan fundamentales para alcanzar los objetivos de
eliminacion del VHC fijados por la OMS (149). En 2015, cuando se disefi6 el estudio
HepCdetect Il en que se basa la presente tesis doctoral, a pesar de haber una evidencia
solida de la utilidad de los DBS para la deteccién del RNA-VHC, se necesitaban mas
estudios de su uso en vida real para el cribado comunitario. En este contexto, nuestro

grupo habia validado previamente en el laboratorio un nuevo ensayo para detectar el
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RNA-VHC en sangre seca por primera vez en Espafia (LID de 541 Ul/mL) (1), a partir del
cual se establecerian la mayoria de objetivos presentados en esta tesis. Asimismo, en
ese momento no se habia llevado a cabo la validacion de ningln ensayo PoCT para la

deteccion del RNA-VHC fuera del laboratorio de diagndstico.

1.3.6. Estrategias de cribado de la hepatitis C

El diagndstico precoz y la identificacion de casos ocultos constituyen el primer paso
para el acceso al tratamiento y la prevencién de la transmision del VHC. Para ello, es
necesaria la implementacion de la estrategia de cribado mas adecuada en cada
escenario, especialmente en poblaciones a riesgo de contraer la enfermedad como las
PQID, los HSH, las personas que conviven con el VIH, las personas en prision o los
migrantes de paises endémicos, que en muchas ocasiones se enfrentan a diferentes
barreras (sociales, administrativas, estructurales...) para el acceso a la atencién

sanitaria (159).

Los hospitales constituyen los principales puntos de diagndstico y tratamiento
actualmente, llevado a cabo en su mayoria por hepatdlogos y médicos especialistas en
enfermedades infecciosas. Aunque estos atienden regularmente a diferentes
poblaciones de riesgo, como los pacientes sometidos a transfusiones de sangre
(personas con hemofilia o personas que recibieron transfusiones antes de Ia
implementacién de los controles de cribado en 1992), en hemodialisis, pacientes
psiquiatricos, otros grupos como las PQID o algunos migrantes de paises endémicos no

acuden a estos centros. En estos casos, las estrategias de cribado oportunista
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realizadas en la comunidad han demostrado ser efectivos para la identificacién de
casos ocultos de hepatitis C. Diferentes estudios han demostrado una alta
aceptabilidad y altas tasas de positividad entre migrantes que acceden a centros de
salud internacional, PQID que acuden a CRD, farmacias adscritas a programas de
intercambio de jeringas (Pl)) y programas de mantenimiento con metadona (PMM), o
HSH VIH positivos que acuden a centros comunitarios de salud sexual. Ademas, estas
estrategias ayudan a la normalizacidon de la prueba, asi como a reducir el estigma y
mejorar el acceso al diagndstico entre poblaciones vulnerables (160,161). Otras
plataformas, como las unidades mdviles, han demostrado ser efectivas para alcanzar

poblaciones como la gente sin hogar (161).

En 2017, la OMS publicé una guia para el cribado de las infecciones por hepatitis By C
(109). En esta se recomienda el cribado de la hepatitis C en las poblaciones mas
afectadas, como los migrantes de paises con una endemicidad alta/intermedia, o
aquellas con un historial de exposicién de alto riesgo de infeccion por el virus (PQID,
personas en prisiones, HSH, trabajadores del sexo o personas que viven con el VIH y
sus parejas). También se recomienda el cribado en poblacidn general en entornos con
una seroprevalencia >5%, asi como promueve la busqueda de sinergias mediante
estructuras existentes, como las clinicas prenatales, las clinicas para refugiados o
migrantes, las clinicas para el VIH y la tuberculosis, o las clinicas de atenciéon crdnica,

entre otras.

Otra guia elaborada por el ECDC en 2018 describia seis principios para el diagndstico

eficaz de la hepatitis C; 1) el diagndstico tiene que ser accesible, voluntario y
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confidencial, 2) la necesidad de asesoramiento en practicas de riesgo, atencién médica
y otra educacién sanitaria, 3) la existencia de vias efectivas para la vinculacién al
sistema sanitario después del diagndstico, 4) la posibilidad del cribado en diferentes
centros de salud y comunitarios, 5) el asesoramiento a las personas que realizan el
cribado, y 6) la disponibilidad de una estrategia de cribado a nivel nacional. Ademas, se
establecian las condiciones y frecuencia de cribado en diferentes poblaciones de riesgo
(por ejemplo, se recomendaba el cribado cada seis meses en PQID activas,

dependiendo de la epidemiologia local) (160).

En Espafia, en 2020 se publicé la primera guia de cribado de la infeccién por el VHC, en
la que se establecia la necesidad de cribar, al menos una vez en la vida (cada 6-12
meses si la exposicion es continuada), a las personas que mantienen exposiciones y

situaciones de riesgo para la infeccién por el VHC (114) (Tabla 1).
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Tabla 1. Exposiciones y situaciones de riesgo para lainfeccion por el VHC en las que

estd indicado elcribado del VHC

Consumo de drogas por via inyectada y/o inhalada

Relacidn sexual de riesgo®

Pareja sexual con infeccidon activa por el VHC o con consumo activo de drogas
inyectadas

Co-infeccién por el VIH y/fo VHB

Tatuajes y/o procedimientos estéticos y similares realizados con instrumental punzante
sin las debidas precauciones de seguridad

Exposicion laboral al VHC®

Ingreso en unidades de hemodialisis cronica

Intervenciones sanitarias invasivas realizadas en lugares sin las medidas de seguridad
adecuadas, comointervenciones quirirgicas con material noesterilizadoantesde 1975
o la recepcion de productos sanguineos o hemoderivados antesde 1990

Recién nacidos/as de madres con infeccién por el VHC

Ingreso en centros penitenciarios

Procedencia de paises con prevalencia de infeccion por el VHC media o alta®

3 Practicas sexuales conriesgo de sangrado como el fisting; chemsex; presencia de ITS con ulceraciones
genitales o proctitis.

b Se recomienda consultar el Documento de Consenso sobre Profilaxis postexposicién ocupacional y no
ocupacional en relacién con el VIH, VHB y VHC en adultos ynifios (77) y la Guia de Bioseguridad para los
profesionales sanitarios (38).

tSe considera prevalenciamedia si prevalencia de anticuerpos anti VHC 2% y <5%, y alta si prevalen dade
anticuerpos anti VHC 25% (9,10,12,13,16) En Espafia, se refiere principalmente a las regiones de Europa
Oriental (Rumania, Ucrania, Rusia), Asia del Sur y Central (Pakistan), y Africa Occidental y Central (Nigeria,
Senegal). (56,78) Se puede consultar los paises con prevalendas mediaso altas en el apéndice 1.

Tabla 1. Exposiciones y situaciones de riesgo para la infeccidon por el VHC en las que

esta indicado el cribado del VHC, segun la guia espafola de cribado de la infeccién

por el VHC. Fuente: Guia de cribado de la infeccién por el VHC, 2020 (114).

El documento también anunciaba la evaluacidon en marcha del cribado poblacional en

personas pertenecientes a cohortes de nacimiento con mayor prevalencia, que se estd

llevando a cabo por un grupo técnico a partir de un informe que evaluara la evidencia
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de la eficacia clinica y de la relacion coste-efectividad. En este contexto, un estudio
nacional realizado por M. Buti et al. concluia que el cribado de la poblacién general era
costo-efectivo frente al cribado especifico en poblaciones de riesgo (162). Asimismo, el
seguimiento de los posibles contactos ha demostrado ser beneficioso tanto a nivel
individual (en términos de morbi-mortalidad) como a nivel de salud publica
(previniendo la propagacion de la infeccién), aunque esta pobremente implantado a

nivel europeo (163).

1.3.7. Modelos de atencion de la hepatitis C

En los ultimos afios se han descrito numerosos modelos de atencién para la hepatitis,
que han mostrado la importancia de simplificar los circuitos de diagndstico vy
tratamiento, asi como adaptar la atencidn al entorno de las personas con mayor
vulnerabilidad. La estrategia de eliminacion de la hepatitis C en Egipto constituye un
excelente ejemplo de un programa de eliminacion a nivel nacional. Este pais, con una
seroprevalencia entorno al 15% debido a la utilizacion de material no estéril en
campanas de tratamiento de la esquistosomiasis entre los afios 1950s y 1980s, elaboré
en 2018 una estrategia en coordinacidon con las diferentes partes interesadas
(administracion, instituciones sanitarias y pacientes), en la que se cribd a todas las
personas de 18 a 59 afios. El plan se llevd a cabo a través de campaiias educativas de
promocion de la salud, y se realizd el diagndstico de la hepatitis C (el mismo dia
realizaban deteccion de anti-VHC vy si positivo llevaban a cabo la deteccién de RNA-

VHC) en diferentes entornos clinicos y comunitarios (por ejemplo, unidades moviles),
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sin coste para el paciente. En menos de un afio, el programa de eliminacién del VHC
cribd a 49,6 millones de personas, e iniciaron tratamiento el 92% de los 1,15 millones

de personas infectadas por el VHC, con una RVS del 98% (164).

A destacar los modelos ECHO (Extension for Community Healthcare Outcomes), el
primero de los cuales nacié en 2003 en Nuevo México, que fue la primera regién en
crear una plataforma basada en la telemedicina en la que médicos especialistas
formaban y ayudaban a los médicos de familia de las zonas rurales a tratar la hepatitis
C. En la actualidad, numerosos modelos ECHO se han implementado con éxito en todo
el mundo, mostrando una notable capacidad de escalar el diagndstico y tratamiento en

diferentes poblaciones de dificil acceso a la atencién especializada (165).

Un plan nacional pionero que merece ser mencionado es el elaborado por el gobierno
escocés en 2008, que es un ejemplo de coordinacién a nivel nacional y local mediante
un enfoque multidisciplinar en el que se involucraron las diferentes instituciones, con
la participacion de las agencias de salud y las autoridades locales, que abarcd todas las
zonas geograficas, entornos y ambitos de necesidad de servicios (prevencion,
diagnéstico, tratamiento y atencién), y que consta de un sistema de monitorizacién y
evolucidn. Gran parte de los recursos de este plan fueron destinados a las PQID, el
centro de la epidemia por VHC en Escocia. Mediante la implementacion de estrategias
como la utilizacién del DBS o la incorporacién de farmacéuticos comunitarios en el
circuito de atencién, Escocia pretende alcanzar las metas de eliminacién marcadas por

la OMS en 2024 (93). En este contexto, la region escocesa de Tayside ha sido la



92I

Introduccion

primera en alcanzar dichos objetivos, mostrando la eficacia de las estrategias de

eliminacidn en un area geografica concreta basados en la comunidad (166).

De hecho, en 2017 la Asociacion Europea para el estudio del Higado (European
Association for the Study of the Liver, EASL) propuso una nueva estrategia con la que
poder alcanzar las metas de eliminacidon del VHC marcadas por la OMS: la micro-
eliminacion. La justificacion de este enfoque es que la eliminacién a pequeia escala
puede considerarse un objetivo mas tangible y realista, con la idea de que sirva como
puente para el desarrollo de programas nacionales que finalmente conduzcan a la

eliminacidn global o macro-eliminacion.

La micro-eliminacién basa su estrategia en una poblacién especifica, que puede
referirse a un entorno especifico (p.e. personas en prisién o en unidad de dialisis), un
grupo con caracteristicas clinicas especificas (personas que viven con el VIH o personas
con trastornos sanguineos), un sistema sanitario especifico (como el sistema sanitario
destinado a los veteranos de guerra en Estados Unidos), o un darea geografica

especifica (167-169).

Un ejemplo de estrategia de micro-eliminacion es la llevada a cabo en la prision de El
Dueso (Cantabria, Espafa), donde se aplicd una estrategia de diagndstico y
tratamiento in situ (diagndstico y tratamiento) e implementacidon de un sistema de
cribado periddico a los internos cada seis meses. El programa fue aceptado por el
99,5% de los internos, y se tratd a todos los participantes que permanecieron en
prisién mas de 30 dias (69 pacientes), con un 97% de RVS. Finalmente, ninguno de los

internos presenté una reinfeccién durante el periodo de seguimiento (170).
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En el plan de macro-eliminacion llevado a cabo en Egipto también se pueden observar
programas de micro-eliminacién, como el llevado a cabo en aldeas individuales del
delta del Nilo, en el que se hacia un cribado, evaluacion del estado de fibrosis y
tratamiento universal el mismo dia adaptado a las necesidades especificas de cada
pueblo. Aunque se utilizaron estrategias similares en cada pueblo, se puede considerar
cada uno de ellas como proyectos de micro-eliminacién, que, ademas, sirvieron como

modelo para el desarrollo de un plan (80).

Las PQID, una de las poblaciones mas afectadas por la hepatitis C, deben ser una
poblacion prioritaria para las intervenciones de micro-eliminacién, para prevenir y
tratar la infeccion. Si se quiere lograr la eliminacién de la hepatitis C, se requieren
modelos centrados en las personas, que proporcionen un marco de accion en el que
las PQID se involucren en todos los procesos de su atencién, desde el diagndstico hasta

el tratamiento y la atencidn de seguimiento (171).

1.4. Hepatitis C en PQID

1.4.1. Situacion epidemiologica de las drogas en Europa y Espaiia

La definicion de dependencia a las drogas no esta exenta de un alto grado de debate
generado por plasmar una realidad compleja y dificil de describir. No obstante, el
Observatorio Europeo de las Drogas y Toxicomanias define el consumo de drogas de
alto riesgo como el uso reiterado de droga/s que provocan dependencia en la persona
causando dafos fisicos, psicoldgicos y sociales (172), o que expone a dicha persona a

una probabilidad o riesgo elevados de sufrir estos problemas.
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En el escenario Europeo la evolucidon del consumo de drogas hacia substancias
psicoactivas de disefio y nuevas plataformas de venta (como por ejemplo a través de
internet) muestra una realidad cambiante y cada vez mas compleja (173). Segun el
Informe Europeo sobre Drogas publicado en el 2018, Espafia se situaba como el primer
pais en cantidad incautada de diferentes drogas, como el cannabis o la cocaina, lo que
sugiere no solo el trafico de estas substancias, sino también la produccién. En lo que
refiere a la via de administracién, se puede percibir una disminucién del consumo de
drogas por via parenteral. En Espafia, por ejemplo, solo un 8% de los consumidores de
opiaceos utilizan esta via. En Cataluiia también ha apreciado una clara evolucidn tanto
en el tipo como en la via de consumo; desde los afios setenta, con la irrupcién de la
heroina, se ha observado un aumento del consumo de cocaina y cannabis. Asimismo,
la administracién por via parenteral ha disminuido (ahora se encuentra en torno al
30% de las usuarios que consumen heroina), a favor de otras vias como la inhalada o la

intranasal (172).

También cabe destacar el incremento del uso de medicamentos opidceos en personas
jévenes, relacionado directamente con el aumento de comorbilidad (intentos de
suicidio, episodios de sobredosis, etc.), asi como a una mayor prevalencia del VHC.
Aunque este problema se ha notificado mayoritariamente en EUA, otros paises como

Canadd o Australia también han reportado esta problematica (174).

Por otro lado, la mejora del abordaje terapéutico de la dependencia ha mejorado
substancialmente en Europa en las Ultimas décadas; se han introducido programas de

reduccion de riesgos con el objetivo de dar un tratamiento integral a la problematica
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de la drogodependencia, principalmente en torno a la prevencién de la mortalidad por
sobredosis y la propagacién de infecciones en este colectivo, incluyendo la hepatitis C.
Cabe destacar la implementacion de dos proyectos; el PlJ y el PMM, ademas de otros
incorporados posteriormente en los servicios de reduccidn de dafios, como las salas de
consumo supervisado, los programas de intervencion de la sobredosis o los programas
de dispensacion de heroina. Estas estrategias han proporcionado una evidencia
contrastada tanto en la disminucién de la morbi-mortalidad por el consumo de drogas
inyectables como en la prevencién de infecciones transmitidas por via parenteral

(172,175).

1.4.2. Prevalencia e incidencia de la hepatitis C en PQID

Los PQID han sido histéricamente una poblacién “core” en la epidemia de la hepatitis C
(176). En comparacion con la poblacidn general, los PQID presentan mas riesgo de
arresto policial, encarcelacion, intercambio de sexo por dinero y vivienda inestable,
factores asociados a un riesgo elevado de transmision del VHC (177). Segln un meta-
analisis llevado a cabo por J. Grebely et al.,, en 2015 la prevalencia global de la
infeccion por el VHC en PQID activos era del 39,2%, representando 6,1 millones de
personas (Figura 16) (178). Un estudio publicado en 2017 estimaba que en ese
momento habia en Espaina alrededor de 150.000 PQID, de los cuales entre el 60y 80 %
habian tenido contacto con el VHC alguna vez (179). Ademas, la inyecciéon de drogas
por via parenteral representa la principal via de transmision del VHC en Europa; el 49%

y 61% del total de nuevas infecciones agudas y cronicas, respectivamente, fueron
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atribuibles a esta via segun el Informe Epidemiolédgico de 2018 del ECDC (180). En un
meta-analisis se estimd que previniendo los casos de hepatitis C asociados a la
inyeccion de drogas por via parenteral se evitarian el 43% de las infecciones incidentes

a nivel global (el 79% en paises de alta renta) (181).

Las PQID no solo presentan un mayor riesgo de infeccién y reinfecciéon, sino también
de progresion de la enfermedad, mortalidad y transmisién del VHC (182). El abordaje
de este colectivo es clave para alcanzar los planes de eliminacion del VHC fijados por la
OMS, dada su alta prevalencia e incidencia. Para ello, es necesario una cobertura
amplia de los servicios de reduccién de dafios para la prevencion de la transmisidn, asi
como modelos centrados en el paciente que ofrezcan el diagndstico y tratamiento del
VHC de manera integrada en los servicios de reduccion de dafios o centros de

tratamiento de drogodependencias (91,109,183).


https://epso.europa.eu/job-opportunities/institutions-and-agencies/1435-ecdc-european-centre-disease-prevention-and-control_es
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Figura 16. Prevalencia del VHC en PQID con historial reciente de uso de drogas por

via parenteral. Fuente: J. Grebely et al., 2019 (178).

1.4.3. Reduccion de daios y prevencion de la hepatitis C en PQID

La practica de compartir jeringas y agujas usadas por otras PQID constituye el principal
factor asociado a la infeccién por el VHC en esta poblacidon. Ademas, otros factores de
riesgo descritos son compartir otro material de inyeccién (recipientes, filtros, agua) o
practicar “front-backloading”, que consiste en transferir restos de droga disuelta desde
una jeringa a otra. Los programas PlJ, a través de la provisiéon de agujas, jeringuillas,
material de inyeccion y material para otras vias de consumo, y los PMM, constituyen
las dos principales vias de prevencién primaria para el VHC en PQID, asi como el primer

punto de contacto con los servicios que proporcionan apoyo a los usuarios. Su
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implementacién ha sido reconocida por la OMS y ONUSIDA como un objetivo
prioritario para la reduccidon del riesgo asociado al consumo de drogas. El plan de
eliminacion del VHC redactado por la OMS sugeria una cobertura de 300 jeringas y
agujas distribuidas por usuario anualmente como medida especifica a alcanzar para el
2030. Los servicios de reduccion de dafios constituyen un ambiente libre de estigma y
discriminacion, éptimo para iniciar una vinculacién a la atencidn sanitaria (184). Un
meta-andlisis reciente mostré que tanto ambas medidas por separado como
combinadas (PlJ y/o PMM) disminuian substancialmente la aparicion de nuevas
infecciones por VHC en PQID (185). Su instauracién también ha probado ser eficaz en
la disminucion de las conductas de riesgo asociadas a la infeccion por VHC, ademds de
una estrategia costo-efectiva en paises como el Reino Unido, Australia o Estados
Unidos (175,186). No obstante, segun los ultimos datos del Centro Europeo de
Monitorizacién de Drogas y Toxicomanias, solo el 47,4% vy el 26,7% de los paises
europeos disponian de una cobertura amplia de servicios de PMM vy PlJ,
respectivamente. Ademas, las politicas de criminalizacion presentes en muchos paises

suponen una barrera para la normal implementacién de estos servicios (183,187).

En Cataluia, los servicios de reduccidon de dafos se iniciaron a principios de los afios
1990s noventa impulsados por el Departamento de Salud, la Agencia de Salud Publica
de Barcelona y el Colegio de Farmacéuticos de Barcelona (172). Actualmente, una red
de servicios de reduccion de dafios (entre los que se encuentran los CRD, las farmacias
comunitarias y los centros de atencidon primaria entre otros) se encargan de

proporcionar el material de inyeccidn. Los principales servicios y programas que llevan
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a cabo son el PlJ, la atencién sociosanitaria (abordar las necesidades médicas, de salud
y psicosociales), las salas de consumo supervisado y el programa de prevencion de
sobredosis de Cataluia. En el ambito del programa PlJ, a parte de la dispensacion de
material higiénico para el consumo, se ofrecen otras prestaciones como educacién
sanitaria, dispensacién de otros materiales para el consumo inhalado o preservativos
para prevenir las enfermedades de transmisidén sexual. Otra prestacion de reduccién
de dafos son las salas de consumo supervisado, espacios donde las PQID pueden
consumir drogas no legales de manera segura y acompafiados de profesionales
sanitarios, con la finalidad de facilitar una practica de venopuncién higiénica y sin
riesgos de infecciéon y complicaciones orgdnicas, prevenir las sobredosis y reducir la

morbi-mortalidad asociada al consumo de drogas.

Segun el informe elaborado por la Agencia de Salud Publica de Catalufia sobre el
sistema de informacion sobre drogodependencias de Catalufia, en 2019 se atendieron
6.729 personas en los servicios de reduccion de dafios, y se calcula que se
distribuyeron, de media, 177 jeringas por cada PIQD. Aunque estos valores indicarian
una cobertura media-alta segun los valores establecidos por la OMS, siguen siendo
insuficientes respecto a los objetivos marcados por la misma organizacidon para
conseguir la eliminacién de la hepatitis C (300 jeringas por persona/afio). En el aspecto
sanitario, se llevaron a cabo mas de 800 cribados de VIH, VHB y/o VHC (deteccién de
anti-VHC), ademas de una actividad intensa en cuanto a educacién y consejo sanitario
(188). Los CRD se integran dentro de una red publica de recursos (Red de Atencidn a

las Drogodependencias) que se encarga de la atencién y el seguimiento de problemas
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relacionados con el consumo, el abuso y/o la dependencia de sustancias psicoactivas.
Esta red proporciona atencién sociosanitaria y comunitaria para todo tipo de
drogodependencias a través de diferentes servicios distribuidos por todo el territorio

catalan (Figura 17).

Recursos de la Xarxa d’Atencio a les Drogodependéncies

Centres de reduccio de danys:
Calor i café
Unitats mobils

Treball de carrer
Espal de venipuncio assistida

Unitats hospitalaries
de desintoxicacio P
‘Comunitats

terapeutiques

Hospital de dia

Unitats de Patologia Dual Centres d’integracio social:

Centres de dia

Pisos terapeutics
Unitat de crisi ISOs terapeuti

Figura 17. Recursos de la Red de Atencidn a las Drogodependencias ofrecidos por el
Departamento de Salud de la Generalitat de Cataluia a través de la Subdireccion
General de Drogodependencias de la Agencia de Salud Publica de Catalufa y el Plan

director de salud mental y adicciones. Fuente: www.drogues.gencat.cat/
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Ademas, en Cataluiia, desde el afio 2008 se realiza el estudio REDAN de monitoreo bio-
conductual coordinado por el Centro de Estudio Epidemioldgicos sobre las Infecciones
de Transmision Sexual y Sida de Catalufia (CEEISCAT) en PQID que acuden servicios de
reduccion de dafnos. Este ha permitido analizar la tendencia de la seroprevalencia por
VHC en este colectivo, que muestra una leve tendencia a la baja desde el 2008, aunque
sigue siendo extremadamente elevada, del 65,8% en el corte transversal 2014-2015

(189).

En definitiva, el objetivo final de la reducciéon de dafios en el colectivo de PQID es la
mejora de las condiciones para evitar la infeccién y la reinfeccidon por los agentes
causales de enfermedades infecciosas como las hepatitis viricas o el VIH. No obstante,
el abordaje en esta poblacién requiere de una perspectiva global que cubra las
necesidades y demandas de las PQID, entre las cuales se incluye el acceso al sistema

sanitario y la aceptacién de dichos colectivos en riesgo de exclusién social (190).

1.4.4. Mejora del diagndstico, acceso al sistema sanitario y tratamiento de la
Hepatitis C en PQID

A pesar de la importancia de las PQID en la epidemia de hepatitis C, las tasas de

diagndstico y tratamiento en esta poblacidon siguen siendo muy bajas. Estos servicios se

llevan a cabo en centros sanitarios especializados, el alcance de los cuales a menudo

implica superar diferentes barreras sociales (marginalizacion y discriminacién de los

PQID), administrativas, sanitarias y/o estructurales (referido a politicas, practicas o

normas que favorecen la marginalizaciéon de un colectivo) por parte de las PQID que
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impiden el correcto abordaje de la enfermedad (Figura 18) (191,192). El curso
asintomatico de la hepatitis C, ademds, provoca un desconocimiento del estado de
infeccion virémica hasta llegar a fases avanzadas de esta, asi como una infravaloracién

del riesgo asociado a la propia enfermedad (193).

Barreras para la eliminacion de la hepatitis C en personas que se inyectan drogas

. :
Barreras individuales Barreras administrativas Barreras del sistema

% Miedo a la estigmatizacion % Falta de plan nacional para la ¢+ Falta de profesionales especialistas
eliminacion de la hepatitis Cy de
% Preocupacion por los efectos adverso infraestructuras %+ Falta de personal en los servicios de
de la mediacién reduccion de dafios
¢ Falta de datos sobre la prevalencia 'y
% Falta de seguimiento en el continuum la incidencia de la hepatitis C % Reticencia de los prescriptores a
asistencial, desde el diagnostico hasta tratar a las personas que se inyectan
la vinculacidn al tratamiento % Falta de soporte burocratico drogas
¢+ Situacion econdmica y social ¢+ Criminalizacion del uso de drogas ¢+ Prescripcion de los tratamientos
complicada restringida a médicos especialistas
<+ Falta de implementacion de
¢+ Barrera idiomatica programas para el cribado de la ¢ Falta de confirmacion del RNA-VHC
hepatitis C

" Miedo a las consecuencias de la
enfermedad (perdida de la custodia
de los hijos, deportacion...)

X3

%

Dificultad en la movilidad hasta los
centros sanitarios

Figura 18. Barreras para la eliminacién de la hepatitis C en PQID. Fuente: A. Versfeld

etal., 2020 (194)

Igualmente, la identificacion de la infeccion virémica en PQID puede verse

obstaculizada por otros factores, como la reticencia de esta poblacion a realizarse
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flebotomias debido al acceso venoso dificil o el miedo a los efectos adversos de
tratamientos antiguos frente a la hepatitis C basados en el interferén, que eran la
Unica opcidon disponible hasta la aprobacién de los AAD. Ademas, el algoritmo
convencional de diagndstico en dos pasos del virus (deteccién de los anti-VHC, vy si
positivo, carga viral en una segunda muestra), hace necesario varias visitas regladas a
los centros sanitarios, lo que provoca un aumento de pérdidas en el seguimiento (195).
En general, a pesar de que muchas PQID refieren resultados previos de anti-VHC (cerca
del 80%), hasta el 30% no llega a realizarse la prueba confirmatoria para la deteccidén
del RNA-VHC (196-198), y uUnicamente el 32% ha recibido alguna vez tratamiento

frente a la hepatitis C (199).

Debido al riesgo elevado de transmitir la enfermedad, las PQID han sido considerados
una poblacion clave por la OMS para el diagndstico de la hepatitis C y la aparicion de
los nuevos AAD ha hecho posible que sean priorizadas para su tratamiento por las
guias internacionales (123,125). La aparicidon de los nuevos tratamientos orales, con
pautas cortas y sin contraindicaciones importantes, abre una oportunidad para la
eliminacidn de la hepatitis C en este colectivo. Un meta-analisis reciente mostraba que
las tasas de RVS en PQID (alrededor del 90%) era similares a las de la poblacion general

(200).

No obstante, para escalar las tasas de tratamiento en los PQID de manera equitativa y
efectiva se necesitan estrategias simples y faciles de implementar en los servicios
comunitarios a los que esta poblacidn asiste habitualmente, que permitan identificar a

las personas que viven con VHC, asi como la manera éptima de manejar el tratamiento
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y su adherencia (146,183,193) (Figura 19). El abordaje in situ del VHC en los CRD,
centros de atencidon a la drogodependencia, centros de atencién primaria, clinicas de
salud mentales o prisiones ha demostrado ser una medida eficaz para el incremento
de las tasas de diagndstico y tratamiento en PQID. No obstante, la prescripcion de los
AAD sigue siendo exclusiva de los médicos especialistas en muchos paises, como en
Espafia (a excepcién de algunos centros penitenciarios (201), lo que supone una
barrera para la descentralizacion del tratamiento. En este sentido, varios estudios
internacionales muestran excelentes resultados de RVS a través de la prescripcion de
AAD por médicos de atencidn primaria, enfermeras o farmacéuticos después de una
formacion adecuada (183). Otros modelos de atencion, como los basados en la
telemedicina, han evidenciado su eficacia, como muestra el estudio espafiol en la
carcel de El Dueso mencionado anteriormente (170). De igual manera, modelos
integrados por equipos multidisciplinares de profesionales médicos y no médicos, asi
como el apoyo de iguales, muestran ser clave para aumentar la vinculacion al sistema
sanitario, en el que se aborden intervenciones médicas, educacionales y sociales

(182,183,191,202).

El uso de muestras minimamente invasivas como los DBS ha probado ser una
herramienta valiosa para incrementar el diagndstico en PQID que acuden a centros
comunitarios (203,204), asi como mediante estrategias novedosas a través de la auto-
recogida de la muestra (205). Como ya se ha mencionado en apartados anteriores,
esta muestra ha demostrado ser aceptada por los PQID ya que permite obviar la

venopuncién (206). Dada la alta prevalencia de anti-VHC en esta poblacién, se ha
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propuesto la deteccién directa del RNA-VHC a partir del DBS (sin la deteccion previa de
anti-VHC). Ello permite excluir aquellas PQID con una infeccién resulta, o bien con
niveles indetectables de anti-VHC (como en el periodo ventana de la infecciéon aguda o
en aquellos con una respuesta sub-optima del sistema inmunitario) (207,208). Por otro
lado, el uso de DBS depende de la disponibilidad de un laboratorio centralizado donde
poder enviar las muestras, lo que puede constituir una barrera en escenarios con
recursos limitados. En ese sentido, el desarrollo en los ultimos afios de PoCT para la
deteccion directa del RNA-VHC, que permiten la entrega de resultados en 1 hora
aproximadamente, tienen el potencial de evitar pérdidas en el seguimiento de las

PQID. (183,191,209).

Como se describe posteriormente, el proyecto en que se basa la presente tesis
doctoral, disefiado en 2015, se centrd en la necesidad del momento de evaluar nuevas
herramientas y algoritmos con el objetivo de mejorar el diagndstico de la infeccién
virémica por el VHC en PQID. En ese contexto, aun no habia PoCT disponibles para la
deteccion del RNA-VHC, y las muestras de DBS constituian una alternativa potencial
para mejorar la caracterizacion de la epidemia en este colectivo, tanto por sus
caracteristicas técnicas como por su capacidad de descentralizar el diagnéstico,
ademds de permitir identificar estimadores epidemioldgicos claves, como la

prevalencia de infeccién virémica o la incidencia.

Finalmente, la consecucidon de los objetivos de eliminacion del VHC, pasan por la
mejora de los servicios sanitarios en PQID, incluidos los PlJ y PMM, la modificacién de

politicas punitivas, y la implementacién de modelos simplificados y con una
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aproximacion multidisciplinar que permita el abordaje global de las necesidades de

esta poblacion (184).
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Figura 19. Representacion de los diferentes algoritmos diagndsticos de la hepatitis C
y el numero de visitas por estrategia. A. Algoritmo convencional: deteccion de anti-
VHC en suero y confirmacién de la carga viral en suero/plasma. Con el algoritmo de
diagndstico en un solo paso (prueba del RNA-VHC refleja) se reduciria en tres dias. B.
Realizacion de la prueba de anticuerpos mediante un dispositivo de deteccion rapida
sin necesidad de venopuncién. C. Estrategia diagndstica mediante el uso de DBS, que
permite detectar tanto los anti-VHC como el RNA-VHC. D. Estrategia de diagndstico y
tratamiento in situ, a partir del uso de un PoCT tanto para la deteccién de anti-VHC
como del RNA-VHC para el diagndstico in situ de la infeccidon virémica, permitiendo

iniciar el tratamiento el mismo dia. Fuente: J. Grebely et al, 2017 (195).
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2. OBJETIVOS

2.1. Justificacion de la unidad tematica de la Tesis Doctoral

A pesar de los importantes avances en el tratamiento antivirico, el VHC sigue siendo
una de las principales causas de morbi-mortalidad debido a un agente infeccioso, y un
desafio para la salud publica global. En 2014, la OMS elabord un plan estratégico para
la eliminacion de las hepatitis viricas como problema de salud publica, que presenté
finalmente en 2016, en el cual se establecian entre los objetivos principales alcanzar

tasas del 90% de diagndstico y 80% de tratamiento para el 2030.

En la presente tesis doctoral nos centramos en la mejora del diagndstico y la
caracterizacion de la epidemia de VHC en PQID. Esta poblacién presenta un elevado
riesgo de infeccidon por el VHC, y aunque se calcula que aproximadamente un tercio de
la poblacién mundial de PQID tiene una infeccion virémica por este virus, las tasas de
diagndstico y tratamiento son bajas. Este colectivo es vulnerable a la pobreza, a otros
problemas de salud y a la estigmatizacidon social. Ademas, las PQID tienen que hacer
frente a multiples barreras (sociales, administrativas, sanitarias y/o estructurales) que
dificultan su acceso al sistema sanitario convencional. Por lo tanto, tanto a nivel global
como regional se requeria del desarrollo de nuevas estrategias para aumentar la tasa

de diagndstico y caracterizar la epidemia en esta poblacién.

El plan estratégico para la eliminacion de las hepatitis viricas como problema de salud
publica publicado por la OMS en 2016 fomentaba el uso de algoritmos diagndsticos y

ensayos alternativos simples, fiables y asequibles incluyendo el uso de DBS, con el fin
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de facilitar el diagndstico y aumentar el tratamiento en esta poblacion. Sin embargo,
entonces no habia ensayos comerciales disponibles aprobados para el diagnéstico in-

vitro a partir de DBS, ni para la deteccidén de anti-VHC ni de RNA-VHC.

En 2015, partiendo de la experiencia previa de Escocia, nuestro grupo adapto y validé
una técnica de RT-PCR en tiempo real para la deteccidén cualitativa del RNA-VHC a
partir de DBS como estrategia alternativa para mejorar el diagndstico de la hepatitis C
en HSH VIH negativos que acudian a ONGs en Barcelona (estudio HepCdetect ) (1).
Esta técnica, con un LID de 541 Ul/mL de sangre, mostré una sensibilidad vy
especificidad excelentes (100%) en pacientes de consultas externas de hepatologia de

nuestro Hospital.

En este contexto, en primer lugar nos planteamos validar nuevas herramientas para
facilitar el diagnoéstico de la infeccidon virémica por VHC en PQID que acuden a CRD.
En el estudio HepCdetect Il evaluamos la utilidad de la deteccién directa del RNA-VHC
en muestras minimamente invasivas de DBS (obtenidas por personal de los CRD a los
gue se formd en la recogida de las muestras), como estrategia alternativa de cribado y
confirmacién de la infeccién virémica por VHC en comparacion al algoritmo cldsico en
dos pasos (deteccion del anti-VHC mediante serologia, y si positiva, deteccién del RNA-

VHC en plasma) (Articulo ).

Siguiendo la linea del estudio HepCdetect Il, en uno de los CRD (el que atiende a un
mayor numero de usuarios) nos propusimos evaluar en vida real en PQID el primer
ensayo PoCT de deteccion del RNA-VHC en sangre capilar fresca Xpert HCV VL

Fingerstick (Cepheid) antes de que se comercializara (Articulo Il). Este nuevo ensayo
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podria facilitar la descentralizacién del diagndstico y evitar pérdidas en el seguimiento
de las PQID. Aunque este PoCT permite la obtencién de resultados en una hora, no se
conocia cudles eran las preferencias de las PQID con respecto a la entrega de
resultados. Tampoco se habia evaluado la viabilidad ni el rendimiento diagnéstico de
instalar el equipo de laboratorio GeneXpert para la realizacién de la prueba PoCT en un

CRD con personal sin experiencia previa de laboratorio.

En segundo lugar, quisimos caracterizar la epidemia de infeccién virémica por VHC en
PQID que acuden a CRD en Cataluia. En Catalufia, aunque existe una red de CRD
donde se ofrece la prueba rapida de anticuerpos para la deteccién del anti-VHC, pero
muchos PQID no acuden al sistema sanitario para la confirmacién del diagndstico
(deteccidon del RNA-VHC) (210). Por ello, antes de la realizacion del estudio HepCdetect
Il, se desconocia la prevalencia de infeccién virémica por VHC en este colectivo en
Cataluiia, que fue uno de los objetivos principales del Articulo | y se estimé a partir de
la deteccién directa del RNA-VHC en muestras de DBS. También nos propusimos
comprender la dindmica de la transmision del VHC en PQID a nivel local, con el
objetivo de proporcionar informacion necesaria para el disefio de estrategias
preventivas y de tratamiento especificamente dirigidas a esta poblacion (Articulo 1l1).
Para ello, era necesaria la validacion de las muestras de DBS para el estudio de
epidemiologia molecular del VHC. Anteriormente, algunos trabajos habian validado
estas muestras para caracterizar la diversidad genética inter-hospedador
(genotipo/subtipo del VHC), aunque no la diversidad intra-hospedador. Por ello,

llevamos a cabo una aproximacion basada en NGS, a partir de los datos de la cual
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pudimos validar las muestras de DBS para caracterizar tanto la diversidad inter-
hospedador (genotipo/subtipo) como intra-hospedador, para la que utilizamos el
estimador de diversidad genética ES. Como parte del estudio de epidemiologia
molecular, caracterizamos los genotipos y subtipos circulantes, anteriormente
desconocidos en la poblaciéon de estudio. Ademas nos propusimos desarrollar una
nueva herramienta con la que poder identificar los genotipos/subtipos del VHC a partir
de datos de NGS sin la necesidad del soporte técnico de personal especializado en

bioinformatica.

Una vez validadas las muestras de DBS para la caracterizacidon inter- e intra-
hospedador del VHC, nos planteamos utilizar los datos obtenidos de NGS para
determinar pardmetros epidemioldgicos claves incluyendo la incidencia y los
determinantes de infeccién aguda y clustering filogenético. Para ello, nos propusimos
identificar las infecciones agudas y calcular la incidencia en la poblacién de estudio
como marcadores fundamentales de la epidemia actual de VHC en la poblacién de
estudio. Como se ha explicado ampliamente en la introduccién, el diagndstico de la
infeccion aguda del VHC es complicado, debido a que suele cursar de manera
asintomatica o con sintomas inespecificos, y a que sélo se puede determinar de
manera fiable a partir de 1) la deteccién del RNA-VHC durante al periodo ventana
seronegativo, o 2) la evidencia de una seroconversién después de un resultado
reciente negativo, lo que requeriria de un estudio longitudinal, con el tiempo vy los

costes que esto comporta. Otros marcadores alternativos, como la avidez de los anti-
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VHC, pueden verse negativamente influenciados por una respuesta inmune ineficaz,

como ocurre en los casos coinfectados con el VIH.

En este sentido, V. Montoya et al. demostraron que la diversidad intra-hospedador de
la regién NS5B del VHC, determinada por el valor del estimador de diversidad genética
ES estimada mediante NGS, aumenta proporcionalmente con el tiempo de infeccién, y
en consecuencia, tiene el potencial de diferenciar las infecciones agudas de las
crénicas a nivel poblacional incluso después de la seroconversion, pudiéndose utilizar
como método alternativo para identificar las infecciones agudas. Por ello, nos
planteamos validar el estimador SE en la poblacién de estudio, asi como utilizar por
primera vez un marcador de diversidad genética para calcular la incidencia del VHC en

un estudio transversal.

Por ultimo, combinamos esta informacion con el analisis filogenético, también a partir
de los datos de NGS. A pesar de que otros estudios han utilizado el andlisis filogenético
para identificar los determinantes de clustering, a través de este trabajo nos
propusimos combinar ambas herramientas (identificacion de infecciones agudas vy
analisis filogenético) para describir no solo los determinantes de transmisién, sino los
de infeccion aguda, con el objetivo de caracterizar de manera exhaustiva la epidemia
actual en las PQID que acuden a CRD vy ayudar a disefiar intervenciones
especificamente dirigidas a los perfiles que presenten mas riesgo de infectarse y

transmitir el virus.
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2.2. Objetivos planteados

2.2.1 Validar nuevas herramientas para facilitar el diagndéstico de la infeccion

virémica por VHC en PQID que acuden a CRD

2.2.1.1 Validar en vida real una nueva técnica de deteccion del RNA-VHC en muestras
minimamente invasivas de sangre capilar seca (DBS) en PQID que acuden a CRD de

Catalufia (Articulo 1).

2.2.1.2 Evaluar la utilidad de una estrategia alternativa de cribado y confirmacién
diagndstica en un uUnico paso a partir de la deteccion directa del RNA-VHC en DBS

(Articulo 1).

2.2.1.3 Validar en vida real el nuevo ensayo PoCT Xpert VL Fingerstick para la
cuantificaciéon del RNA-VHC en muestras de sangre capilar recogidas en PQID que

acuden a CRD de Cataluiia (Articulo Il).

2.2.2 Caracterizar la epidemia de infeccién virémica por VHC en PQID que acuden a

CRD en Cataluna.

2.2.2.1 Estimar la prevalencia de infeccién virémica por VHC en la poblacion de estudio

(Articulo I).

2.2.2.2 Validar el uso de las muestras de DBS para la estimacion de la diversidad

genética a nivel inter e intra-hospedador del VHC (Articulo IlI).
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2.2.2.3 Determinar los genotipos y subtipos del VHC circulantes en la poblacién de

estudio (Articulo Ill).

2.2.2.4 Estimar la proporcién de infecciones agudas por VHC en la poblacién de estudio

a partir de datos de NGS (Articulo IlI).

2.2.2.5 Identificar clusters de transmisidon del VHC en la poblacién de estudio (Articulo

.

2.2.2.6 Identificar los factores asociados a la infeccion aguda y el clustering filogenético

en la poblacién de estudio (Articulo .
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Validacion de nuevas herramientas para facilitar el diagnostico de la

infeccion virémica por VHC en PQID que acuden a CRD

Como ya se ha expuesto en la introduccidn de la presente tesis doctoral, el diagndstico
convencional de la hepatitis C se lleva a cabo en laboratorios centralizados en dos
pasos; el primero, la serologia, en el que se objetiva la exposicidn al virus vy, si es
positiva, la deteccién del RNA-VHC, que determina si se trata de una infeccidn virémica
o una infeccion ya resuelta. A pesar de que el diagndstico denominado “en un solo
paso” en Espafia o “reflex RNA testing” a nivel internacional (que consta de la
deteccion del RNA-VHC en la misma muestra de suero si la serologia ha sido positiva)
ha sido implementado en la mayoria de hospitales espafioles, este sigue requiriendo

multiples visitas del paciente al sistema sanitario (211).

Asimismo, también se han descrito las diferentes barreras sociales, administrativas,
sanitarias y/o estructurales que impiden el abordaje de esta y otras enfermedades en
PQID, y que evidencian la necesidad de nuevas herramientas y algoritmos que faciliten

su diagndstico y vinculacion al sistema de salud (191,192,195).

Estudio HepCdetect Il (Articulos | y Ill). En el momento de escribir el proyecto
HepCdetect Il en que se basa esta tesis, algunos estudios realizados en el Reino Unido
sugerian que la utilizacion del DBS tenian el potencial de mejorar las tasas de

diagndstico del VHC en el contexto de estrategias de cribado en la comunidad, a través
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de modelos descentralizados, integrados en aquellos servicios frecuentados por parte
de las PQID. No obstante, como se discute en el articulo de revision publicado por J.T.
Coats et al. en 2015, estos trabajos presentaban un riesgo elevado de sesgos que
dificultaban la interpretacion de los resultados (212). Por otra parte, en ese momento
aun no se habia llevado a cabo ninguna evaluacion de PoCT para la deteccién del RNA-

VHC en vida real (212).

Por ello, en el estudio HepCdetect Il quisimos evaluar en vida real la utilidad de una
técnica de deteccidn directa del RNA-VHC en DBS puesta a punto anteriormente en
nuestro laboratorio (1), como estrategia alternativa de cribado y confirmacién
diagnodstica de la infeccion por el VHC en comparacion al algoritmo clasico en dos

pasos.

Para ello, se reclutaron 410 PQID en activo (consumo de drogas por via parenteral en
los ultimos seis meses) en cuatro CRD de la provincia de Barcelona en el periodo 2016-
17 (El Local en el barrio de la Mina en Barcelona, AEC GRIS Fundacién Privada en
Hospital de Llobregat, Fundacién Ambit Prevencié en el Prat del Llobregat y Sociedad
AIDE en Terrasa). Se recogieron muestras de DBS para todos los participantes y plasma
para 300 PQID (en El Local o centro A, que es el que atiende a un mayor numero de
usuarios en Cataluiia y dispone de personal de enfermeria). Se realizd la deteccion
cualitativa del RNA-VHC en DBS a partir del ensayo puesto a punto previamente en el
laboratorio (1) y la cuantificacién de la carga viral del VHC en plasma utilizando un
ensayo comercial (Abbott RealTime™ HCV). Ademas, en las muestras de los usuarios

del centro A con infeccién virémica se llevd a cabo la amplificacién por PCR de un
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fragmento de la NS5B para su posterior secuenciacidon Sanger y andlisis filogenético
mediante los métodos previamente puestos a punto en nuestro laboratorio (141,213),
con el objetivo de identificar el genotipo y analizar la posible influencia de este en la
deteccion del RNA-VHC en DBS. En las muestras con carga viral baja se utilizé un
ensayo comercial basado en PCR en tiempo real para el genotipado (HCV Genotype I

assay de Abbott).

Paralelamente, se utilizé un PoCT (HCV Antibody Test Card de LumiQuick Diagnostics)
para la deteccidon de anti-VHC en sangre capilar. Cuando el resultado de la prueba
rapida de anticuerpos fue discordante con el estado autodeclarado frente al VHC,
también se realizd la serologia en plasma utilizando un ensayo comercial (Vitros,
Ortho—Clinical Diagnostic). Asimismo, se llevdé a cabo la deteccion de
antigeno/anticuerpos del VIH (Vitros, Ortho—Clinical Diagnostic) en aquellos individuos
para los que se obtuvo muestra de plasma (centro A), mientras que para los otros

centros se disponia de los resultados de la prueba rapida del VIH (Figura 20).
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Deteccion anti-VHC

Cuestionario (PoCT)

epidemioldgico

Recogida Preparacion Deteccién del RNA-VHC en

sangre capilar DBS DBS (técnica in house)
Reclutamiento de Deteccién anti-VIH
participantes (PoCT)
Calrga. viral Genotipado
(técnica de — e—
. VHC
referencia)
Extraccion —  SEparacion Deteccidn
sangre venosa' plasma anti-VHC?

Deteccion de

anticuerpos/

antigeno (VIH)
Figura 20. Diagrama de flujo del estudio y métodos utilizados. DBS: dried blood spots;
PoCT: Point-of-care test; anti-VHC: anticuerpos contra el VHC; anti-VIH: anticuerpos
contra el VIH. Las actividades realizadas en los CRD y en el laboratorio se indican con
recuadros grises y blancos, respectivamente; 'Solo se realizan en el centro A; ?Solo se
realizan en los casos en los que se observa un resultado discordante entre el estado de

hepatitis C autodeclarado y la prueba rapida para la deteccién de los anti-VHC en el

CRD.

Caracteristicas de la poblacion de estudio. Las caracteristicas socio-demograficas y
conductuales de la poblacidon de estudio estan resumidas en la Tabla 1 del Articulo I.
Todos los usuarios a los cuales se propuso el estudio, para el cual se ofrecia una
pequefia remuneracién econdmica para incentivar la participacion (6€), aceptaron

participar (N=410, n=300 del centro A, n=44 del B, n=27 del C y n=39 del D). La media
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del tiempo de inyeccion fue de 17,7 afos, y el 20,5% llevaba <5 afios de consumo
inyectado. La gran mayoria de los usuarios eran hombres (85.4%), con una edad media
de edad de 40,5 (desviacién estandar (DE): 8,2 afios). El 28,0% nacid en el extranjero,
la mayoria de ellos en paises de Europa del Este (65.2%) e Italia (15,6%). Un 12,9%
declard haber vivido en la calle en los ultimos seis meses, mientras que un 63,8% habia
estado en prision al menos una vez en la vida. De estos, un 27,0% declaré haberse
inyectado drogas en la cdrcel. La heroina fue la droga mas consumida, seguida por la
cocaina. Un 44,0% de los PQID manifesté haber compartido jeringas alguna vez, y un
52,6% otro material de inyeccion. El 88,5% reportd haber recibido tratamiento para la

drogodependencia alguna vez en su vida.

3.1.1. Validacién una nueva técnica de deteccion del RNA-VHC en vida real en
muestras minimamente invasivas de sangre capilar en PQID que acuden

a CRD de Cataluina (Articulo 1)

Evaluacion de las muestras de DBS para la deteccion del RNA-VHC en sangre capilar.
La recogida de muestras de DBS fue correctamente realizada en el 99,0% (406/410) de
los casos. Esto demuestra que tanto el personal de enfermeria como los trabajadores
sociales de los CRD aprendieron la técnica y obtuvieron muestras de calidad. Solo en
las cuatro muestras restantes la calidad o cantidad de sangre no fue la adecuada. Los
DBS fueron enviados y almacenados a temperatura ambiente por una media de 20,0

dias (DE: 11,0 dias) antes de ser procesadas.
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Para la evaluacion de la capacidad diagndstica de la nueva técnica basada en DBS en
comparacion con la técnica de referencia en plasma, de las 300 muestras apareadas
(DBS y plasma) obtenidas del centro A, 11 fueron descartadas; tres por proceder de
personas que estaban recibiendo tratamiento para el VHC y las otras ocho restantes
debido a un fallo en el extractor automatico de 4cidos nucleicos a partir de los DBS. En
total, se analizaron muestras pareadas de DBS y plasma de 289 participantes. De éstas,
en el 32,2% (n=93) no se detectd el RNA-VHC ni en plasma ni en DBS, mostrando una
especificidad del ensayo en DBS del 100% (IC 95%: 96,0-100%). Por otro lado, la carga
viral del VHC fue detectable en plasma en el 67,8% (n=196) de los participantes (rango
de carga viral: positivo <12 a 33.096.148 Ul/mL). Debido a la considerable proporcion
de cargas virales bajas (10,2%, n=20/196, por debajo de 3.000 Ul/mL; 9,2%, n=18/196,
por debajo de 1.000 Ul/mL) y cargas virales muy bajas (5,1%, n=10/196, por debajo de
100 Ul/mL), se llevo a cabo un andlisis de sensibilidad considerando diferentes puntos
de corte de carga viral con interés clinico/epidemioldgico (Tabla 2 del Articulo 1)

(Figura 21).
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HCV viral load threshold in plasma Overall sensitivity Sensitivity according to HIV status

Proportion % (95% CI) HIV positive HIV negative p-value
Proportion % (95% CI) Proportion % (95% CI)
Detectable (below or above 12 IU/mL) 173/196 88.3 (83.0-92.0) 41/48 85.4 (72.8-92.8) 132/148 89.2 (83.2-93.2) 0.480
Quantifiable (=12 IU/mL) 172/191 90.1 (85.0-93.5) 41747 87.2 (74.8-94.0) 131/144 91.0 (85.2-94.7) 0.623
=1000 1U/mL" 171/178 96.1 (92.1-98.1) 41/42 97.6 (87.7-99.6) 130/136 95.6 (90.7-98.0) 1.000
>3000 1U/mL" 171/176 97.2 (93.5-98.8) 41/42 97.6 (87.7-99.6) 130/134 97.0 (92.6-98.8) 1.000
>50,000 IU/mL? 158/158 100 (97.6-100) 39/39 100 (91.0-100) 119/119 100 (96.9-100) 1.000

Figura 21. Sensibilidad del ensayo in-house de detecciéon del RNA-VHC a partir de DBS
en comparacion con el método de referencia de la carga viral en plasma
considerando varios puntos de corte de carga viral. IU: International Units; DBS: dried

blood spots.

@ LID del ensayo Abbott, de acuerdo con el LID <15 Ul/mL en suero o plasma

recomendado para el diagndstico del VHC (125).

b En entornos especificos, se puede utilizar un ensayo cualitativo para la deteccién del
RNA-VHC con un LID £1.000 Ul/mL para aumentar el acceso al diagndstico y la atencién

de la hepatitis C (125).

¢ Seguin la OMS, un ensayo para la deteccion del RNA-VHC con un LID £3.000 Ul/mL
seria aceptable y permitiria identificar al 95% de las personas con infeccidén virémica

(214).

d La gran mayoria de los pacientes elegibles para el tratamiento de la hepatitis C tienen

niveles de RNA-VHC >50.000 Ul/mL (215).

Al considerar el punto de corte establecido por las guias clinicas para los ensayos
diagndsticos de carga viral realizados en plasma (LID <15 IU/mL) (125), el porcentaje de

falsos negativos en DBS fue del 11,7% (23/196). El Unico factor asociado a un resultado
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falso negativo fue tener una carga viral <1.000 Ul/mL (p<0,0001); otras variables como
la coinfeccion por VIH, el origen, el sexo, la edad, o el tiempo de almacenamiento de
los DBS a temperatura ambiente no mostraron asociacion con este resultado. Del
mismo modo, no se encontré evidencia de la influencia del genotipo/subtipo
identificado con la deteccién del RNA-VHC en DBS en los pacientes en los que se pudo
llevar a cabo el analisis (no se pudo realizar el genotipado en 10/196 muestras con
cargas virales <100 Ul/mL). Si bien esta proporcion de falsos negativos en comparacion
con la técnica de referencia puede parecer elevada, la deteccion del RNA-VHC
mediante la técnica basada en DBS permitié detectar la mayoria de las infecciones
virémicas en un colectivo especialmente vulnerable (el 12,9% no tenian un hogar
estable y el 21,4% estaban desempleados) que habitualmente no acude a los centros
de salud formales donde se ofrece el diagndstico mediante las técnicas de referencia

en sangre venosa (210).

Si, de acuerdo con las guias de la OMS, tenemos en cuenta las muestras con cargas
virales superiores a 3.000 Ul/mL, el ensayo mostré una sensibilidad y especificidad del
97,2% y 100%, respectivamente. La OMS incentiva el uso de ensayos para la deteccién
del RNA-VHC con limites de deteccion de al menos 3.000 Ul/mL, incluyendo los
basados en DBS, siempre que implique una mejora en el acceso al diagnéstico del VHC

(214).

La recomendacion de este punto de corte (3.000 Ul/mL) por parte de la OMS se basa
en dos estudios realizados, a partir de los cuales se concluia que el 95% de individuos

con infeccion virémica por el VHC presenta cargas virales por encima de 3.000 Ul/mL
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(216,217). No obstante, en el presente estudio, un 10,2% de los participantes estaba
por debajo de ese umbral, lo que da lugar a un porcentaje de falsos negativos en DBS
mayor de lo esperado. Esto puede deberse principalmente a dos factores; en primer

lugar, la fibrosis avanzada o cirrosis pueden alterar la replicacién del VHC en el higado

(218). En este sentido, el consumo elevado de alcohol en esta poblacion (219), asi
como la baja vinculacién al sistema sanitario, pueden propiciar un escenario en el que
la enfermedad hepdtica avanzada sea frecuente (219). De hecho, en un estudio que se
esta llevando a cabo actualmente en PQID en activo del mismo centro A se ha descrito
un grado de fibrosis avanzada en el 11% de los con infeccion virémica por VHC (220).
En segundo lugar, la posibilidad de que los individuos con cargas virales bajas y muy

bajas puedan estar en el periodo de infeccién aguda, durante la cual la carga viral del

VHC experimenta importantes fluctuaciones, e incluso breves periodos durante los
cuales seria indetectable para posteriormente volverse a detectar (221). En un estudio
llevado a cabo por M. Feiman et al. los autores sugieren que, de hecho, la carga viral
baja podria ser utilizada como un marcador subrogado de la infeccion aguda (217). La
incidencia elevada del VHC en la poblacion de estudio, como se reflejara en el Articulo
Il (estimacién de la proporcién de infecciones agudas por VHC en la poblacién de
estudio a partir de datos de NGS), refuerza esta hipdtesis, en una poblacién con
multiples factores de riesgo para la infeccidén y, por tanto, con mayor probabilidad de

encontrar infecciones agudas, ya sean infecciones primarias o reinfecciones.

Por otra parte, en el estudio llevado a cabo por Scott et al. mediante modelizacién

matematica, se constata la necesidad de cribar directamente y de manera periddica el



130 I

Resultados y Disusion

RNA-VHC en esta poblacién, especialmente cuando la seroprevalencia es elevada
(>50%), con la finalidad de obtener un diagndstico temprano y frenar la transmisién,
para poder alcanzar los objetivos de eliminacién propuestos por la OMS (222). En la
misma linea, las ultimas guias del ECDC recomiendan un cribado semestral en las PQID
(160), lo que permitiria incrementar el nimero de individuos diagnosticados. Asi
mismo, una persona con un resultado falso negativo en una de las pruebas debido a
una fluctuacién en la carga viral durante la infeccién aguda, podria llegar a detectarse

en la siguiente prueba si no aclara la infeccion espontaneamente.

Entrega de los resultados de RNA-VHC en DBS. Aunque el uso de DBS esté
condicionado por la centralizacién de las pruebas a un laboratorio de referencia (lo
qgue implica que el individuo tiene que acudir a una segunda visita en el CRD para
recoger el resultado de RNA-VHC), evita la necesidad de desplazarse a los centros de
salud formales y potencialmente reduce las pérdidas de seguimiento, incrementando
asi el nimero de PQID que son conscientes de su estado y esto ayuda a vincularles al
sistema de salud. En el presente estudio fuimos capaces de evaluar la tasa de entrega
del resultado de RNA-VHC en el centro A en una segunda visita, que fue posible en el
76,0% de los individuos virémicos (n=155), con una media de entrega de 90 dias (RIC:
48-158 dias). ldealmente, se necesitarian tasas mas altas de entrega y vinculacién al
sistema sanitario, no obstante, la implementacion en este estudio fue positiva si
consideramos el volumen de trabajo en el centro A, uno de los mds grandes de Europa.

En este aspecto, la implementacion de PoCT moleculares que permitan el diagndstico
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rapido de manera in situ (152), tiene el potencial de mejorar estos aspectos, lo que
motivd el estudio que corresponde al objetivo 2.2.1.3 de la presente tesis doctoral

(Articulo I1).

3.1.2. Evaluacion de la utilidad de una estrategia alternativa de cribado y
confirmacion diagnostica en un solo paso a partir de la deteccion del
RNA-VHC en DBS (Articulo 1)

A través de este subobjetivo, quisimos evaluar el rendimiento del diagndstico en un

Unico paso (deteccion directa del RNA-VHC en DBS) en comparacién al algoritmo

diagnéstico convencional en dos pasos. Como ya se ha comentado, la prueba de

anticuerpos se ofrece en los CRD en Catalufia, aunque la mayoria de pacientes no

acuden para la confirmacién de la carga viral en los centros de salud formales (210).

Al comparar la proporcién de casos virémicos (RNA-VHC positivo independientemente
de la carga viral) detectados en la poblacidn de estudio por el algoritmo convencional
en dos pasos (prueba rapida de anti-VHC seguido de carga viral en plasma extraido en
el centro A) (64,7%: 187/289; IC 95%: 59,0-70,0%) frente a la alternativa en un Unico
paso (RNA-VHC en DBS) (59,9%: 173/289; IC 95%: 54,1-65,3%), no se encontraron
diferencias significativas (p=0,230). Ademas, la deteccion directa del RNA-VHC a partir
de DBS tiene el potencial de mejorar el acceso al diagndstico, ya que los usuarios
pueden someterse a la prueba y recoger el resultado en una segunda visita al CRD,

ambos procesos sin necesidad de acudir al sistema sanitario formal.
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La Figura 22 muestra la prevalencia de anti-VHC y RNA-VHC en la poblacién de estudio
que asiste a los CRD por afios de inyeccion (<3, 3-5 y >5 afos). En ella se puede
observar como en los usuarios con mas de dos afios de infeccidn la deteccion de anti-
VHC aporta poca informacidén, ya que este colectivo presenta una seroprevalencia muy
alta (75,0 % en los que declararon 3-5 afos de inyeccidn y 87,4% en de >5 afos, grupo
que constituye el 80% de la muestra), es decir, la gran mayoria de personas a las que
se le realice una prueba de anticuerpos, necesitaran también la prueba del RNA-VHC,
por lo cual podria hacerse directamente en todos los casos. La deteccidn directa del
RNA-VHC permitiria ademas identificar aquellos casos en el periodo ventana de los
anticuerpos (infeccion aguda), lo que supone una ventaja en una poblacién en la que la
incidencia del VHC es elevada (223-226), especialmente en aquellas personas que
llevan poco tiempo consumiendo drogas por via inyectada. Asimismo, permite
detectar aquellos casos con niveles indetectables de anti-VHC debido a una respuesta
sub-6ptima de anticuerpos, como puede suceder en los individuos coinfectados por el
VIH. De hecho, se ha sugerido que la eliminacién del cribado mediante la prueba de
anticuerpos podria mejorar el diagndstico del VHC en personas con coinfeccién por el
VIH (207). En el presente estudio la prueba rapida de anti-VHC fue negativa en 15
casos (6,4%). Entre estos, cuatro fueron clasificados como infecciones agudas dentro
del periodo ventana de anticuerpos (la ausencia de anti-VHC fue confirmada en
muestra de plasma, y todos eran VIH negativos). Por otro lado, en cinco casos si se
detectaron los anti-VHC en las muestras pareadas de plasma, por lo que se

consideraron falsos negativos de la prueba rapida de anticuerpos. Los cuatro casos
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restantes no se pudieron clasificar debido a que no se disponia de la muestra de

plasma.
100
87,4
80 75,0
3 62,3
= 60 52,8
(%)
S
S 40 34,8 383
<
a
20
0
<2 afios de inyeccidn 3-5 afios de inyeccidon >5 afios de inyeccion
(n=47) (n=36) (n=318)
B anti-VHC (PoCT) RNA-VHC positivo (DBS)

Figura 22. Relacion entre la prevalencia del VHC y los afios de consumo de drogas
inyectables. Anti-VHC: anticuerpos contra el virus de la hepatitis C; PoCT: Point-of-care

test; DBS: dried blood spots.

En conclusion, el algoritmo en un Unico paso de deteccién directa del RNA utilizando
muestras minimamente invasivas (DBS) permite simplificar el diagndstico y vincular al
tratamiento aquellos individuos con infeccion virémica, y a la vez, aumentar el nimero
de PQID que son conscientes de su enfermedad. Ademads, el uso de DBS tiene el
potencial de descentralizar no solo el diagndstico, sino también el seguimiento del

tratamiento de la infeccién por VHC (128), asi como la evaluacién periddica de la
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reinfeccion en esta poblacién (160). En conjunto, la nueva prueba basada en DBS
permitiria mejorar el acceso al diagndstico por parte de las PQID que acuden a CDR asi
como conocer y monitorizar la prevalencia de infeccidon activa en esta poblacién,
necesario para guiar los esfuerzos hacia la micro-eliminacién del VHC en PQID en el
contexto del plan para la Prevencién y Control de la Hepatitis C en Catalufia (comisién
para la elaboracién del plan de prevencion y control de la Hepatitis C en Cataluiia,

2018) con el fin de alcanzar los objetivos de eliminacién establecidos por la OMS (99).

3.1.3. Evaluacion del PoCT Xpert® HCV VL Fingerstick para el cribado y
diagndstico de la infeccion virémica en PQID que acuden a CRD en
Cataluiia (Articulo 1)

En el estudio HepCdetect Il (Articulo 1), demostramos que las muestras minimamente

invasivas de DBS eran utiles para mejorar el diagnéstico de la infeccidn virémica por

VHC en PQID que acuden a CRD de Cataluiia, sin necesidad de derivar al sistema

sanitario formal a todos aquellos casos seropositivos para realizarse la analitica

confirmatoria de deteccion del RNA-VHC. En este sentido, el uso de algoritmos
simplificados para el diagndstico de la infeccidn virémica del VHC en PQID tienen el
potencial de mejorar no solo el acceso al diagndstico sino también al tratamiento de la
hepatitis C en programas descentralizados, y ayudar a establecer programas de micro-

eliminacion en esta poblacion (167).

En el Articulo I, en el contexto del estudio HepCdetect Il, el DBS fue implementado y

evaluado para una estrategia de cribado y diagndstico de la infeccion virémica del VHC
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en cuatro CRD de Catalufia. De esta manera fue posible establecer la prevalencia de
infeccidn virémica, y demostré aumentar el conocimiento de la infeccion virémica por
parte de la poblacion de estudio (Articulo 1). Una de las limitaciones de la deteccién del
RNA-VHC en DBS es que no se trata de una prueba en el punto de atencion (PoCT), ya
que las muestras de DBS se tienen que remitir a un laboratorio centralizado. En el
Articulo | se evalud la entrega de los resultados de la deteccién del RNA-VHC en un el
centro A, y fue posible en el 76,0% de los casos en un plazo de 160 dias cuando el
usuario volvia al mismo centro. En este contexto, la implementacién de un PoCT
molecular para el diagndstico in situ en el mismo centro podria reducir las pérdidas de
seguimiento (195). El PoCT Xpert® HCV VL Fingerstick (Xpert FS) es un ensayo que
integra la extraccién de los acidos nucleicos, la retro-transcripcién, la amplificacién y la
deteccion del RNA-VHC mediante PCR en tiempo real, lo cual requiere de un
instrumento GeneXpert conectado a un ordenador. Este ensayo fue desarrollado a
partir de la versidon previa en plasma venoso para mejorar el diagnéstico de la infeccién
virémica del VHC a partir de una muestra minimamente invasiva de sangre capilar
fresca (195), lo que permite obtener resultados cuantitativos en aproximadamente una
hora (152). En 2018, nos propusimos evaluar este nuevo ensayo en su formato RUO
(research use only), antes de su comercializacidén para diagndstico in vitro (marcado CE-

IVD).

De esta manera, el principal objetivo del Articulo Il fue el de comparar dos estrategias
de cribado y diagndstico de la infeccidn virémica del VHC en un Unico paso en PQID

que atendian el CRD A, a partir de: 1) la deteccién del RNA-VHC en sangre capilar
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fresca por el ensayo Xpert® HCV VL Fingerstick mediante el equipo GeneXpert
instalado en el CRD, y 2) la deteccién del RNA-VHC en sangre capilar seca recogida
como DBS en el CRD A mediante la técnica validada previamente en PQID en el
Articulo I. Los dos ensayos fueron comparados con el método de referencia realizado
en el laboratorio para la cuantificaciéon de la carga viral en muestras pareadas de
plasma, el ensayo Xpert® HCV VL. En los casos en los que hubo una discordancia entre
los ensayos Xpert FS y Xpert VL se llevd a cabo la carga viral del VHC por una tercera
técnica, el ensayo Abbott HCV RealTime (Abbott Diagnostics). Ademas, se evalué la
influencia del genotipo/subtipo del VHC y la coinfeccidn por VIH sobre la deteccion del
RNA-VHC. Por ultimo, se evalud la entrega de los resultados del RNA-VHC, asi como la

derivacion al sistema sanitario de los casos virémicos.

Caracteristicas de la poblacion de estudio. Las principales caracteristicas
sociodemograficas y conductuales de la poblacidon de estudio (N=100) estan reflejadas
en la Tabla 1 del Articulo Il. La mayoria eran hombres (86,0%), con una edad media de
43,9 afos; el 28,0% eran personas sin hogar estable, el 22,0% eran inmigrantes, el
69,0% habian estado alguna vez en prision y el 71,0% utilizaba drogas por via

parenteral a diario.

En total, 99 participantes se habian sometido previamente a la prueba del VHC (de 1 a
10 veces); el 76,8 % (n=76) de ellos reportaron haber sido diagnosticados previamente
de infeccidén por el VHC y el 36,8% (n=28) haber recibido tratamiento antiviral. De este

ultimo grupo, el 85,7% (n=24) reportaron haber completado el tratamiento (el 50,0%
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(n=14) con tratamiento inyectado) y el 82,1% (n=23) haberse curado (aunque seis de

ellos tenian una infeccién virémica en el momento de participar en el estudio).

La seroprevalencia del VHC fue del 89,0% (IC al 95%: 81,4-93,7%), y el 63,0% (IC al 95%:
53,2-71,8%) tenian una infeccién virémica. En dos participantes virémicos (VIH
negativos) no se detectaron anticuerpos (3,2% del total de participantes con infeccidn
virémica); por lo tanto, la prevalencia de infeccidn pasada o actual por el VHC fue del
91,0%. Por ultimo, el 25,4% (n=16) de los participantes con infeccidn virémica por el

VHC presentd una coinfeccion por el VIH.

Evaluacion del ensayo Xpert FS para la deteccion del RNA-VHC en sangre capilar
fresca. En total, se necesitaron 113 cartuchos para generar resultados validos para los
100 participantes. En el 11,5% (13/113) de los casos se obtuvieron resultados invalidos;
i) en ocho participantes el ensayo se interrumpié una vez, mientras que en otro el
ensayo se interrumpiod hasta cuatro veces; ii) en un participante se obtuvo un resultado
invalido debido a que se detectaron los controles en un ciclo de amplificacion muy
alto; vy iii) en otro caso se obtuvo un resultado invdlido debido al fallo de los controles,
pero el resultado se validdo manualmente (se dio un resultado positivo cualitativo dado
gue la curva de amplificacién para el VHC era correcta) siguiendo las recomendaciones

del servicio técnico.

La especificidad del ensayo Xpert FS (utilizando el ensayo Xpert VL como método de
referencia) fue del 100% (IC al 95%, 90,1%-100%). La sensibilidad del ensayo se evalué

utilizando tres puntos de corte de carga viral (Tabla 1, Articulo Il), tal y como se habia
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realizado anteriormente para el ensayo basado en DBS (Articulo 1). Cuando se utilizé
como referencia el resultado de carga viral detectable por el ensayo en plasma, la
sensibilidad fue del 98,4%, mostrando una concordancia muy buena entre ambos
métodos (Kappa=0,979). El unico resultado no concordante correspondid a un
participante con una carga viral positiva pero no cuantificable (<10 Ul/mL) en plasma
por el método de referencia, con un resultado negativo por el ensayo Xpert FS (es
decir, un resultado falso negativo). La carga viral de este participante fue confirmada
como positiva en plasma por el ensayo HCV Realtime de Abbott (positiva <12 Ul/mL).
Ademas, se confirmé la presencia de anticuerpos en plasma. En otro participante se
detectd una carga viral positiva no cuantificable tanto por el método de referencia

(<10 Ul/mL) como por el ensayo Xpert FS (<40 Ul/mL).

Para los puntos de corte de cuantificables >10 IU/mL y >3.000 IU/mL, la sensibilidad
del ensayo Xpert FS fue del 100%. En una muestra con una carga viral de 5,54
Log(UI/mL) en plasma, la carga viral no fue cuantificada por el ensayo Xpert FS debido
a un error en los controles del ensayo, y la curva de amplificacion del VHC fue

verificada manualmente como positiva (resultado cualitativo).

La media de la carga viral de los 60 participantes con resultados cuantificables fue de
5,82 Log(Ul/mL) [rango: 2,56-7,46 Log(Ul/mL)] para el método de referencia, y de 5,75
Log(Ul/mL) [rango: 2,54-6,99 Log(Ul/mL)] para el ensayo Xpert FS. La correlacion entre
los resultados de carga viral obtenidos por ambos métodos fue significativa (rho de

Spearman, p=0.87), como se muestra en la Figura 23.
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Figura 23. Correlacidon entre las cargas virales obtenidas por los ensayos Xpert® en

plasma y sangre capilar (Fingerstick). Ul: Unidades Internacionales

El diagrama de Bland-Altman (Figura 24) mostré un sesgo de -0,0659 Log (IU/mL) del
ensayo Xpert FS respecto al método de referencia (IC del 95%: -0,69898-0,56718), lo
gue indica cargas virales ligeramente inferiores con el XpertFS en comparacion al
ensayo basado en plasma. Cuatro muestras superaron el limite superior de
concordancia, con una carga viral mas alta detectada por el ensayo Xpert FS que por el
método de referencia. Cabe destacar que, si bien el volumen de sangre capilar
necesario (100 ul) se recoge mediante una Minivette de esa capacidad, es posible que
a veces el volumen de sangre recogido no sea exactamente de 100 ul debido a diversos
motivos (p.ej. que no se rellene totalmente por dificultades en la recogida de la

muestra), lo que puede dar lugar a la variabilidad observada cuando se comparan los
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resultados con la prueba de plasma, donde el volumen necesario (1000 pul) se dispensa

con una micropipeta con mayor precision.

Diferencia carga viral DBS — plasma (Log Ul/mL)

T T T T T T
2 3 4 5 6 7

Media carga viral DBS y plasma (Log Ul/mL)

Figura 24. Representacion de la
diferencia de entre las cargas
virales obtenidas por los ensayos
Xpert® en sangre capilar y en
plasma. ul: Unidades

Internacionales.

En el Articulo Il se evalud la viabilidad de un ensayo PoCT para la deteccion del RNA-

VHC en un contexto de practica real en CRD de Cataluiia, en el que el 11,5 % de las

pruebas tuvieron que ser repetidas. Esta cifra es superior a la observada en un estudio

australiano realizado en clinicas de tratamiento de la drogodependencia y servicios de

atencién a personas sin hogar, en el que se documentd un 8 % de pruebas invalidas

(152). En el estudio mencionado, no obstante, el ensayo era realizado por el propio

equipo investigador, y no por el personal del centro como en el presente estudio, el

cual se formé especificamente para este proyecto (no tenia experiencia previa en

técnicas de laboratorio). Otro factor que pudo influir en algunos resultados invalidos es

la presencia de sangre coagulada en la pipeta con la que se recoge la sangre capilar,

gue puede suceder aun cuando ésta contiene anticoagulante.
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En otro estudio llevado a cabo en Tanzania en un centro de tratamiento de la
drogodependencia, la tasa de error del ensayo Xpert FS fue del 42%, la mayoria debido
a una falta de volumen de la muestra. En este, la muestra de sangre recogida era
transportada desde el centro de extraccidon hasta un laboratorio centralizado donde
hacian la prueba en el GeneXpert, por lo que los autores hipotetizaron posibles
problemas en la toma de la muestra y estabilidad durante el envio, en un pais con una

temperatura y grado de humedad muy elevadas (227).

Aunque el ensayo Xpert FS estd disefiado para su utilizacion por personal sin
experiencia previa en técnicas de laboratorio, el porcentaje de error observado tanto
en el presente como en otros estudios indica la necesidad de capacitacién del personal

que realiza la técnica para asegurar la calidad del proceso (228).

En el estudio llevado a cabo en Australia (152) , el ensayo Xpert FS mostrdé un excelente
rendimiento tanto para la detecciéon del RNA-VHC (sensibilidad y especificidad del
98,3% y 100%, respectivamente) como para la cuantificacion de la carga viral
(sensibilidad y especificidad del 100% con un punto de corte de >12 IU/mL). A pesar de
gue utilizaron como técnica de referencia el ensayo HCV Realtime de Abbott, que tiene
un LID ligeramente superior (12 IU/mL) al del ensayo Xpert VL (10 IU/mL) utilizado en
el Articulo IlI, se obtuvieron resultados muy similares a los observados en el presente
estudio (sensibilidad del 98,4% y especificidad del 100%). En el estudio australiano
también se detecté un falso negativo en una muestra con carga inferior a la detectable

por el ensayo de referencia (152).
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Asimismo, el estudio realizado en Tanzania también reporté una excelente sensibilidad
y especificidad (del 99,1% y 98,7%, respectivamente) (227). En este, los autores
documentaron un caso de infeccion virémica detectada por el ensayo Xpert FS y con
un resultado negativo por el Xpert VL, aunque los autores no pudieron sacar

conclusiones ya que no fue posible repetir los ensayos de la muestra en concreto.

En concordancia con los estudios de Lamoury et al. (152) y Mohamed et al. (227), la
diferencia entre las cargas virales de VHC detectadas por el Xpert FS y los ensayos de
referencia fueron minimas (-0,07 Log(IU/mL en el presente estudio y en Lamoury et al.

(152) y -0,13 Log(IU/mL) en el estudio llevado a cabo por Mohamed et al. (227).

Comparacion entre el rendimiento diagndstico del PoCT molecular (Xpert FS) y la
deteccion del RNA-VHC en DBS. La recogida de DBS fue adecuada en todas las
muestras. En ningun caso se observé cambios en el indicador de humedad, y la
cantidad de sangre (didmetro y niumero de los spots) fue adecuada en todos ellos. Las
muestras se almacenaron a temperatura ambiente durante una media de 18,2 dias

(DE; 9,5 dias) antes de procesarse en lotes.

Los resultados de cada una se compararon con los de la misma técnica de referencia
(Xpert VL en plasma) para diferentes puntos de corte de carga viral (Figura 25). Para
todas las muestras con carga viral detectable por la técnica de referencia, Ia
sensibilidad fue del 93,7% para el DBS frente al 98,4% del Xpert FS, mostrando una
concordancia muy buena entre ambos métodos (Kappa = 0,916). Para los resultados

con carga viral cuantificable, considerando los puntos de corte de 210 IU/mL y 3.000
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IU/mL, tampoco se detectaron diferencias significativas entre las dos técnicas. En
todos los casos la especificidad fue del 100%. En cuanto a los resultados invdlidos, en
dos casos de DBS (2,0%) se obtuvo un resultado invdlido que se resolvio al volver a

realizar la técnica, frente al 11,5% del ensayo Xpert FS.

p=0,365 p=0,476 p=1 p=1,0

100
80
= LR 93,7 ()] 96,7 100 kRS iole] 98,3 - Xpert FS
40— DBS
20
0

T
Detectable >10 Ul/mL >1.000 ul/mL >3.000 Ul/mL

Sensibilidad (%)

Figura 25. Sensibilidad de los ensayos Xpert FS y DBS en comparacién con la técnica

de referencia.

Este es el primer estudio que compara el rendimiento de la deteccién del RNA-VHC por
el ensayo Xpert FS con la deteccidn en muestras minimamente invasivas (DBS). A pesar
de la menor sensibilidad de la técnica basada en DBS (LID: 541 Ul/mL en sangre total
(1) en comparacion con el ensayo Xpert FS (LID, 40 Ul/mL), la diferencia en el nimero

de casos virémicos identificados no fue significativa (para cualquiera de los tres puntos
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de corte de carga viral considerados; detectable, cuantificable >10 Ul/mL y
cuantificable >3.000 Ul/mL). La no deteccion de cargas virales no cuantificables o
cargas virales bajas por ambos ensayos supone un bajo impacto en el diagndstico de la
infeccion virémica, ya que en la mayoria de casos los pacientes presentan cargas mas
altas. En un meta-analisis reciente se establecié que un ensayo diagndstico con un LID
de 1.316 Ul/mL seria capaz de detectar el 97% de los casos virémicos (217). Ademas,
tanto la EASL (125) como la OMS (214) establecen LID alternativos de 1,000 y 3,000
Ul/mL, respectivamente, en situaciones especificas (como en regiones de baja y media
renta o en poblaciones como los PQID), si con ello se promueve el acceso al

diagndstico.

Efecto del genotipo del VHC y la infeccion por el VIH en el rendimiento de la deteccion
del RNA-VHC con los ensayos Xpert FS y DBS. Los dos participantes con cargas virales
<10 Ul/mL en plasma (2/63, 3,2%) no pudieron ser genotipados por ninguno de los
métodos utilizados. En los casos restantes, el genotipo se asignd por secuenciacién
Sanger seguido de analisis filogenético, excepto en un caso en que se utilizé el ensayo
Abbott HCV Genotype Il debido a una baja carga viral (1.650 Ul/mL). Los genotipos y
subtipos del VHC identificados fueron los siguientes: 3a (n=31; 50,8%), 1a (n=24;
39,3%), 1b (n=2; 3,3%), 4a (n=2; 3,3%), y 4d (n=2; 3,3%). Como solo se obtuvo un
resultado falso negativo con el ensayo Xpert FS en uno de los dos participantes con
carga viral muy baja que no pudieron ser genotipados, no se pudo identificar ningun

efecto del genotipo/subtipo del VHC en la sensibilidad de la técnica.
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Por otra parte, los dos participantes con cargas virales <10 Ul/mL no fueron detectados
por la técnica realizada en DBS (falsos negativos). En los dos casos restantes en que el
DBS no detecto el RNA-VHC y se pudo genotipar el virus, los dos se clasificaron como
subtipo 3a. No obstante, la no deteccién por la técnica en DBS seguramente fue debida
a las cargas virales presentes en ambas muestras (364 y 4.530 Ul/mL en plasma,
respectivamente), ya que por otra parte si se detectaron todas las demds muestras con

subtipo 3a (rango de cargas virales: 1.650 - 2,9x107 Ul/mL).

Del mismo modo, no se pudo observar ningln efecto de la coinfeccién por el VIH en
los resultados cualitativos del ensayo Xpert FS ni del ensayo basado en las muestras de
DBS; la prevalencia de la infeccién por VIH fue similar en los casos positivos y negativos
de RNA-VHC, tanto en el ensayo Xpert FS como en DBS: 25,8% (16/62) vs. 25,0%

(15/60), p=0,733 y 29,0% (11/38) vs. 30,0% (12/40), p=0,583.

Entrega de los resultados del ensayo Xpert FS. Entre los 100 participantes, el
resultado del ensayo Xpert FS se entregd al 100% de los participantes después de
recibir un incentivo econémico, y en el 80% de los casos se entregd el mismo dia de la
prueba. En los 20 casos en los que el resultado se notificd en un dia diferente, tuvo
lugar entre 1 y 8 dias mas tarde (mediana: 3 dias). Entre los 11 participantes para los
cuales fue necesario repetir la prueba, ocho (72,7%) recibieron el resultado de Xpert FS
el mismo dia de la prueba, mientras que en los que no hubo problemas en la técnica

(n=89), el 80,9% recibieron el resultado el mismo dia (p=0,765).
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La derivacion a la atencién médica se llevd a cabo en todos los casos que requerian
tratamiento de la hepatitis C y no estaban en seguimiento (62/63 casos virémicos,
98,4%). Con respecto al resultado confirmado por el método de referencia (Xpert VL),
este estuvo disponible al siguiente dia laborable y se pudo entregar a todos los
participantes en una segunda visita al CRD (mediana: 7 dias; rango intercuartilico (RIC):

5-11 dias).

Estos resultados de un estudio en vida real demuestran que la entrega de los
resultados del nuevo ensayo Xpert FS en el mismo dia es viable. Este es el primer

estudio en evaluar la entrega de los resultados del ensayo Xpert FS, que pudo llevarse

a cabo en todos los participantes, y en el mismo dia de la prueba en el 80% de los
casos. Estos datos mejoran los observados en el Articulo I, en los que se pudo entregar
el resultado del RNA-VHC en el 76% de los PQID con infeccién virémica diagnosticados
a partir de muestras de DBS y en un plazo de tiempo mas largo. Como resultado de la
presente intervencién, se diagnosticaron 34 nuevas infecciones virémicas por VHC
(54,8% del total de participantes virémicos), que no eran conscientes del propio estado
frente al VHC, y el 98,4% de los casos virémicos que no estaban previamente

vinculados al sistema sanitario fueron derivados.

Cabe senalar que el incentivo econdmico se ofreciéo en el momento de entrega de los
resultados; por lo tanto, los estudios posteriores deberan evaluar la tasa de entrega de
los resultados en circunstancias diferentes. En un estudio que se esta llevado a cabo
actualmente en PQID en activo del mismo CRD A (220) en el que se evalla una

estrategia descentralizada de diagndstico y tratamiento in situ, solo el 46% de las PQID
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aceptaron el cribado del VHC sin recibir remuneracién econdmica, por lo que sera

necesario valorar estrategias para aumentar las tasas de diagndstico.

Cuando se pregunté a los participantes sobre sus preferencias en cuanto a la entrega
de resultados (Figura 26), el 50,0% de los participantes prefirié recibir el resultado el
mismo dia aunque tuviera que esperar una hora, el 13,0% prefirid recibir los resultados
otro dia (diferente al de la prueba), y el 37,0% no expresé ninguna preferencia. Cuando
se tuvo en cuenta el conocimiento del propio estado frente al VHC, el 59,4% de los que
desconocian su estado (fuera virémico o no) preferian recibir los resultados el mismo
dia vs. el 33,3% de los que si eran conscientes de su estado (p=0,012). Cuando se
consideraron solo los participantes virémicos, esta proporcion fue del 58,8% vs. el
34,5%, respectivamente (p=0,054). La proporcién de PQID que prefirieron recibir el
resultado de RNA-VHC el mismo dia fue menor a la observada en el estudio de Bajis et

al. (63%) (209).
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Total
(N=100)

M Sin preferenciasen la

entrega de resultados
Desconoce el estado de

VHC (n=64) B No quiere esperar al

resultado
Prefiere recibir el resultado
el mismo dia

Conoce el estado de VHC
(n=36)

Figura 26. Preferencias de los participantes en cuanto a la entrega de los resultados

del RNA-VHC.

Dada la elevada aceptabilidad y fiabilidad de los dos ensayos basados en la obtencidn
de sangre capilar en PQID (PoCT y DBS), los datos observados en el presente estudio
muestran la posibilidad de implementar ambas estrategias basadas en la deteccién
directa del RNA-VHC en esta poblacién (150). La simplicidad de la recoleccién,
almacenamiento y transporte de las muestras de sangre seca en DBS a los laboratorios
centralizados, ofrecen una alternativa util y fiable para mejorar el acceso al diagnéstico
en PQID que acuden a CRD (191), especialmente en situaciones en las que la
instalacion del equipo GeneXpert para la realizacién del ensayo Xpert FS no sea viable.
Este equipo tiene requerimientos de espacio, suministro de energia, conectividad a

Internet para la validacion remota de resultados y disponibilidad de personal capaz de
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realizar las pruebas. Por otra parte, el ensayo en DBS requiere la centralizacién de la
prueba en un laboratorio de referencia, asi como una segunda visita al CRD, lo que
puede suponer pérdidas de seguimiento de los PQID, como se observé en el Articulo |
en los casos en que no fue posible entregar los resultados de la prueba del RNA-VHC
en DBS. No obstante, el hecho de obtener los resultados en la siguiente visita podria
no ser una barrera para las PQID que son usuarios regulares del CRD, especialmente si
ya son conscientes de su estado de enfermedad virémica, en los que la estrategia
basada en el DBS sigue evitando la necesidad de asistir a centros de salud ordinarios,
asi como de someterse a la flebotomia para realizar las pruebas, lo que puede
constituir una barrera para el diagndstico del VHC en esta poblacidon debido al dificil

acceso venoso que suelen presentar (229).

En conclusién, el ensayo Xpert FS para la deteccién y cuantificacion del RNA-VHC
constituye una herramienta valiosa para la descentralizacién del diagnéstico del VHC
en PQID que asisten a CRD. Ademads, en los centros en que no sea posible la realizacion
del ensayo Xpert FS, la utilizacion de muestras minimamente invasivas (DBS) es una
alternativa viable. En consonancia con nuestros resultados, la Sociedad Espafiola para
el Estudio del Higado expresd en un documento de posicionamiento publicado en 2019
gue para alcanzar la eliminacién de la hepatitis C en Espafia, el diagndstico
descentralizado (que incluye el uso de ensayos basados en DBS o de tipo PoCT para la
deteccion del RNA-VHC) deberia promoverse en poblaciones marginales que rara vez
acuden a los servicios sanitarios formales, como las PQID (230), lo que también

contribuiria a reducir las presentaciones tardias de la enfermedad (231). Por lo tanto,
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las dos estrategias ayudarian a reducir potencialmente el nimero de individuos que no
alcanzan un diagndstico confirmatorio y, en consecuencia, aumentaria el nimero de
PQID con hepatitis C que son conscientes de su estado y que pueden ser vinculados al
tratamiento. La implementacion de ambos ensayos, no obstante, requiere establecer
programas para garantizar la calidad del proceso (195). Los resultados observados en
los estudios en vida real descritos en el Articulo | y Articulo Il han sido fundamentales
para orientar los esfuerzos hacia la eliminacion del VHC en los PQID en el contexto del
Plan de Prevencién y Control de la Hepatitis C en Cataluiia (99); dentro de este plan se
ha aprobado en 2020 un protocolo para el diagndstico y tratamiento del VHC en
centros de atencion y seguimiento de las drogodependencias, que ya incluye el
GeneXpert y el DBS como alternativas a la analitica convencional tanto para el
diagndstico como para seguimiento del tratamiento y la reinfeccion del VHC en
aquellas ocasiones en los que no se puedan realizar extracciones de sangre venosa

(232).
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3.2. Caracterizacion de la epidemia de infeccion virémica por VHC en

PQID que acuden a CRD en Cataluia.

3.2.1. Estimacion de la prevalencia por VHC en la poblacion de estudio
(Articulo 1)
La seroprevalencia de la infeccidén por VHC observada en las PQID que participaron en
el estudio HepCdetect Il fue del 79,8% (327/410; IC 95%: 75,6-83,4%), mientras que la
prevalencia de infeccion virémica fue del 58,5% (235/402; IC 95%: 53,6-63,2%). Del
total de participantes virémicos, el 6,4% (n=15) de los PQID tuvieron un resultado
negativo en la prueba rapida de anticuerpos (seis de ellos con una confeccién por el
VIH). De estos, cuatro individuos fueron clasificados como infeccion aguda (se
confirmé la ausencia de anti-VHC en muestras de plasma y se excluyé la coinfeccién
por VIH). Cinco casos fueron clasificados como falsos negativos de la prueba rapida de
anticuerpos (fueron detectados en muestra de plasma). En el resto de individuos (n=6)
no se pudo llevar a ninguna conclusién debido a que la muestra de plasma no estaba
disponible, aunque tres de ellos reportaron haber tenido un diagndstico previo del
VHC. Teniendo en cuenta todos los participantes que fueron o bien positivos para
anticuerpos o bien para el RNA-VHC, un 83,8% (337/402; IC 95%: 79,9-87,1%) de los

participantes habia tenido una infeccién por el VHC.

Un 24,3% de los participantes con infeccion virémica por el VHC presentaba
coinfeccién por el VIH. La prevalencia de infeccién virémica por VHC entre los PQID
VIH-positivos y VIH-negativos no mostrd diferencias significativas (60,0% vs. 58,0%,

p=0.727). En global, la prevalencia de infeccion por VIH a partir de la informacién auto-
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declarada o por la prueba rdpida fue del 23,4% (IC 95%: 19,6—-27,7%), siendo mas

frecuente entre los PQID con >5 afios de inyeccién (27,7% vs. 7,1%).

La prevalencia de infeccidon virémica en PQID activos que acuden a CRD de Cataluia
(58,5%), fue descrita por primera vez en el estudio HepCdetect II. Esta se sitia dentro
de las tasas mas altas observadas en Europa occidental en un meta-analisis reciente
(media: 39,9; rango: 19,4 (Serbia); 65,8 (Portugal)) (178). Ademas, la seroprevalencia
observada fue significativamente superior a la reportada por Folch et al. (79,8% vs.
65,8%, p < 0,0001) en una muestra transversal del estudio bio-conductual REDAN
realizada en 2014-2015 en PQID que acudian a CRD de Catalufia (233). Dos factores
pueden haber influido en las diferencias observadas entre los dos estudios; por una
parte, el periodo de estudio (2016-2017 en el presente estudio y 2014-2015 en el
estudio REDAN); y por la otra parte, el uso de una prueba de anticuerpos mas sensible
en el presente estudio respecto al utilizado en el trabajo de Folch et al. (RDT en sangre
capilar con una sensibilidad del 97,6% (147,149) frente a un inmunoensayo enzimatico
en fluido liquido oral con una sensibilidad del 86,7% (234), son factores que podrian

explicar las diferencias observadas entre ambos estudios.

Por otra parte, la prevalencia de anti-VHC a partir de muestras de fluido oral en el
ultimo estudio bio-conductual REDAN en PQID usuarios de CRD en 2019 fue del 74%
(C. Folch, comunicacion personal), similar a la observada en el estudio HepCdetect Il
(2016-2017). En el estudio REDAN del 2019 también se observé una tendencia
creciente de seroprevalencia en el periodo 2008-2019 dentro del grupo de PQID que se

inyectaban drogas desde hacia menos de cinco afios (de 55,7% en 2008 a 68% en
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2019), hecho que se reflejara también en el apartado 3.2.6, en el que las PQID mas
jévenes (< de 30 afos) y los inyectores recientes son mas susceptibles a tener una
infeccidon aguda y pertenecer a un cluster de transmisidon. En la cohorte de PQID del
CRD-A a partir de la cual se valido la técnica de Xpert FS (reclutamiento entre 2018-
2019) (Articulo ll), la seroprevalencia del VHC fue del 89,0% (IC al 95%: 81,4-93,7%), y
el 63,0% (IC al 95%: 53,2-71,8%) tenian una infeccion virémica, similar a lo observado
en el CRD-A en el estudio HepCdetect Il (en este centro la seroprevalencia fue del
83,6% vy la prevalencia de infeccion activa del 67,3%) (Articulo 1). Todo ello indica que,
aunque existe una estructura de servicios de reduccidon de dafios que atiende a las
PQID en Cataluiia, es necesario darle un nuevo enfoque que incentive el diagndstico de
la infeccidn virémica del VHC y la vinculacién al tratamiento, hasta el momento
insuficiente. En el futuro habrd que evaluar el impacto de estrategias de micro-
eliminacion en este colectivo, como el llevado a cabo por el equipo de la Dra. Sabela
Lens (Hospital Clinic de Barcelona) en el CRD-A a través de un programa de diagndstico
y tratamiento in situ (220), asi como la implementacion de nuevos circuitos que

faciliten el continuum asistencial en esta poblacidn.

Evaluaciéon del conocimiento del propio estado de infeccidon virémica por VHC en la
poblacidn de estudio. La proporcion de los participantes del estudio HepCdetect Il que
desconocian tener una infeccién virémica (RNA-VHC en DBS) se calculé a partir de
aquellos que respondieron “no” o “no lo sé” a la pregunta “éitienes hepatitis C?”,
dividido entre el total de individuos con infeccion virémica. También se evalud el

desconocimiento de la infeccion por VIH a partir de aquellos que contestaron
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“negativo” o “no lo sé” a la pregunta “cual fue el resultado de tu ultimo test de VIH?”,

dividido entre todos los individuos con resultado positivo por el test rapido.

No fue posible estudiar el grado de desconocimiento del propio estado de infeccidn
virémica por VHC en el 9,8% (23/235) de los participantes virémicos (no se obtuvo
contestacidon a las preguntas del cuestionario antes referidas). En total, el 35,8%
(76/212) de las PQID desconocia tener una infeccién virémica (fueron, por lo tanto,
nuevos diagndsticos). En comparacidn, solo el 8,3% (8/96) de los participantes con
resultado VIH positivo desconocian tener la enfermedad. Los resultados del analisis de
regresion logistico uni y multivariado de los factores asociados con el desconocimiento
de la infeccién virémica por VHC se muestran en la Tabla 3 del Articulo 1. En el analisis
de regresion logistica univariado el origen extranjero y el reportar <5 afios de uso
inyectado de drogas (inyeccion reciente) se asocid significativamente al
desconocimiento de la infeccién virémica, mientras que el consumo de cocaina como
principal droga inyectada en los ultimos seis meses, estar en tratamiento para la
drogodependencia y tener una coinfeccién por VIH se asocid negativamente (es decir,
se asocié con un mayor conocimiento de la infeccidén virémica). No obstante, ninguna
de estas variables fue identificada como factor independiente en el analisis de

regresion logistica multivariada.

Asumiendo que la poblacién de PQID que atiende a CRD en Cataluia era de 6.000
personas en 2017, estimamos que alrededor de 1.257 PQID no eran conscientes de su
infeccion virémica, y, por lo tanto, estaban a riesgo de contagiar la enfermedad a otros

individuos y de que su enfermedad hepatica progresara, ya que no estaban siendo
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considerados para tratamiento antiviral. La diferencia respecto el VIH también se
evidencio en las tasas de tratamiento de las dos infecciones; un 33,1% de los pacientes
con infeccidn virémica por VHC recibié tratamiento en alguna ocasion, frente al 79,1%
del VIH. Ademas, entre aquellas PQID que alguna vez recibieron tratamiento frente al

VHC, solo un 10% era RNA-VHC negativo, lo cual implica reinfeccién o fallo terapéutico.

El conocimiento de la infeccion virémica por VHC es el primer paso a la vinculacién al
sistema sanitario, y esta asociado a la disminucién de las conductas de riesgo en las
PQID (124), como el serosorting (definido como un tipo de medida en la cual el
individuo realiza conductas de riesgo o no, como compartir material de inyeccién o
llevar a cabo practicas sexuales de riesgo para la infeccién del VHC, dependiendo del
estado seroldgico del compafiero/s, con el objetivo de reducir el riesgo de adquirir o

transmitir el virus) (235).

A pesar de no permanecer como factores asociados en el analisis multivariado, los
inmigrantes (46,0%) y los inyectores recientes (51,5%) tenian un mayor grado de
desconocimiento del propio estado de infeccidn virémica. Los inmigrantes constituyen
una poblacidon vulnerable a las enfermedades infecciosas debido a su exposicién en el
lugar de origen, durante el traslado y en el lugar de destino, a consecuencia de factores
como la falta de acceso a la asistencia sanitaria o las condiciones socio-sanitarias (236).
Por otro lado, los inyectores recientes son una poblacidn clave en la monitorizacién de
las infecciones por transmisidn parenteral. Este grupo se ha relacionado con practicas
de riesgo para las infecciones transmitidas por via parenteral como el VHC y el VIH,

como compartir jeringas u otro material de inyeccién, el consumo de cocaina y de
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varias drogas a la vez, la coexistencia de enfermedades de transmision sexual y el sexo
sin proteccién, o el intercambio de sexo por dinero, entre otros (237,238), ademas de
presentar un riesgo mayor de transmitir la enfermedad a otros individuos (54,55) y
tasas de tratamiento mas bajas respecto a las PQID que llevan mds afios consumiendo

drogas (239).

El tratamiento de la drogodependencia constituye, junto al PlJ, las dos principales
herramientas de prevencion primaria para el VHC en PQID. Los usuarios que recibian
tratamiento de la drogodependencia tenian mayor conocimiento de la infeccidn
virémica, lo que evidencia la importancia de este programa en la vinculacién al sistema
sanitario, y, en consecuencia, en la tasa de diagndstico y tratamiento (175,186,190). El
tratamiento de la drogodependencia también se asocid positivamente al conocimiento
de la exposicién previa por VHC (basado en la prueba de anticuerpos) en un estudio
realizado entre 2008-2012 por Parés-Badell et al. en PQID que acudian a CRD de
Cataluia (240). Ademas, el tratamiento para la drogodependencia se asocid
positivamente a estar diagnosticado y a haber empezado tratamiento para el VHC en

un meta-analisis reciente (241).

A su vez, las PQID con una coinfeccién por el VIH tenian un mayor grado de
conocimiento de la infeccién virémica por VHC (29,4%), aunque no permanecié como
factor asociado en el andlisis multivariado. A pesar de que no se preguntd en el
cuestionario, una posible explicacién residiria en el hecho que las PQID infectadas por
el VIH tienden a estar atendidas por unidades de atencidn especificas donde se integra

el diagndstico y el tratamiento del VHC (242).
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Asimismo, las PQID que consumian cocaina tenian un mayor conocimiento de la
infeccidon virémica (31,6%). La cocaina se ha asociado a una mayor incidencia de
reinfeccion tras el tratamiento efectivo del VHC, debido a la mayor frecuencia de
inyeccion asociada a esta droga (243). Aunque pueda parecer paraddjico, el presentar
factores de riesgo para la infecciéon (como en este caso la cocaina) podria propiciar a
un mayor conocimiento de la enfermedad virémica, dado que estos usuarios
percibirian un mayor riesgo y serian mas propensos a someterse a pruebas con

regularidad (240).

Limitaciones del estudio Hepdetect Il (Articulo I). Este estudio presenta algunas
limitaciones. En primer lugar, la informacién bioconductual autodeclarada puede no
ser completamente fiable debido a una interpretacién errénea, o a la estigmatizacion.
Sin embargo, creemos que este impacto se minimizé debido a que las entrevistas se
llevaban a cabo por personal capacitado que trabaja en los mismos CRD, por lo tanto,
en un entorno de confianza. En segundo lugar, el ensayo de deteccion del RNA-VHC
basado en DBS no es tan sensible como los ensayos comerciales, lo que podria haber
llevado a una subestimacién de la prevalencia global de la infeccidn virémica. Sin
embargo, los resultados muestran que la estimacion obtenida no deberia diferir
significativamente de la que se habria encontrado si se hubiera llevado a cabo el
algoritmo convencional en dos pasos, incluyendo la carga viral en plasma con ensayos
comerciales. En tercer lugar, los datos de prevalencia obtenidos en la provincia de
Barcelona podrian no ser representativos de todas las PQID que acuden a los SRD en

Cataluiia. No obstante, en el estudio REDAN (2014-2015) se demostré que no habia
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diferencias significativas respecto a los datos de seroprevalencia entre las cuatro

provincias de Catalufia (233).

En resumen, a pesar de contar con una red de CRD en Catalufia donde se ofrece la
prueba de anticuerpos del VHC, se necesita urgentemente expandir el diagndstico de
la infeccidn virémica, la vinculacion al sistema sanitario y el tratamiento frente al VHC
entre la poblacién de PQID que hace uso de estos servicios. En este sentido, el ensayo
basado en DBS permite estimar la prevalencia en la poblacién de estudio de una
manera fiable y tiene el potencial de mejorar el acceso al diagndstico por parte de las
PQID que acuden a CDR, asi como el conocimiento del propio estado de infeccion

virémica por VHC.

3.2.2. Validacion del uso de las muestras de DBS para la estimacion de la
diversidad genética del VHC (Articulo Ill).
Se evalud el uso de muestras de DBS para la estimacion de la diversidad genética inter-
hospedador (a nivel de genotipo y subtipo) e intra-hospedador (a nivel de
cuasiespecies) del VHC, a partir de la comparacidon de la diversidad en muestras
pareadas de DBS y plasma de 16 participantes del estudio HepCdetect Il (rango de
cargas virales: 4,20-6,78 Log(Ul/mL)). Para ello, se llevé a cabo una aproximacion
basada en NGS de un amplicén que cubre 338 pares de bases de la regiéon NS5B del

VHC.

En cuanto al analisis de diversidad genética inter-hospedador, todos los resultados de

genotipado y subtipado del VHC obtenidos mediante el analisis filogenético de las
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secuencias consenso a partir de los datos de NGS (NS5B) de DBS y de plasma fueron
concordantes (n=7 subtipos 1a, n=3 1b, n=2 3a, n=1 4a, n=2 infecciones mixtas 1a/4a, y
n=1 infeccién mixta 1a/lb). Ademds, no se observaron diferencias a nivel de
nucleétidos entre las secuencias consenso de las 16 parejas DBS/plasma. Los
resultados confirmaron lo observado en otros estudios, en los que se evidenciaba la
idoneidad de las muestras de DBS para la identificacion del genotipo/subtipo mediante
amplificacién y secuenciacién Sanger de las regiones 5’UTR (244,245) o NS5B (246) en

comparacion con las muestras de plasma.

Para el andlisis de diversidad intra-hospedador, se normalizaron las lecturas (se
seleccionaron una media de 4.205 lecturas de todas las muestras; RIC: 4,074-6,822).
Los valores del estimador de diversidad intra-hospedador ES no mostraron diferencias

significativas entre las muestras de plasma y DBS (p=0,734) (Figura 27).

Este es el primer estudio que evalla la utilidad de las muestras de DBS para el andlisis
de la diversidad genética del VHC a nivel intra-hospedador utilizando NGS. Esta
tecnologia de secuenciacién ha demostrado una mayor sensibilidad para la deteccién
de variantes minoritarias en comparacion con las técnicas de clonacién y secuenciacién
Sanger, lo que permite una mejor caracterizacién de virus con una alta tasa de

diversidad genética como el VHC (247,248).
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Figura 27. Diagrama de caja y puntos de los valores de ES para las 16 parejas

DBS/plasma.

De esta manera, demostramos la utilidad de las muestras de DBS para el estudio de la
diversidad inter- e intra-hospedador, a partir de la validacién con muestras de plasma,
con el objetivo posterior de determinar los genotipos del VHC (diversidad genética
inter-hospedador), asi como diferenciar las infecciones agudas de las crdnicas e
identificar clusters de transmision (diversidad genética intra-hospedador) en la
poblacién de estudio. Para ello, se llevo a cabo la secuenciacion NGS (NS5B) antes
mencionada en las muestras de plasma cuando estaban disponibles (participantes CRD

A), y en DBS en el resto de CRD (B, Cy D).
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Caracteristicas de la poblacidn de estudio. El perfil socio-demografico y conductual de
los participantes del estudio de diversidad genética inter- e intra-hospedador se
muestra en la Tabla 1 del Articulo Ill. La mayoria de los participantes eran hombres
(85,7%), y el 8,7% tenian <30 afios. Las PQID extranjeros representaron el 30,2% (entre
los PQID extranjeros a los que se le hizo NGS, el 39,7% eran de Georgia y el 13,2% de
Italia), mientras que el 15,8% eran inyectores recientes (<5 afios de uso de drogas
inyectadas). Como no se obtuvieron datos de NGS para todos los pacientes con
infeccidn virémica (principalmente debido a la dificultad de amplificar mediante PCR la
region de interés en aquellos con cargas virales mds bajas), se compararon las
caracteristicas socio-demograficas entre aquellos a los que se llevd a cabo NGS vy los
que no, sin evidenciarse diferencias significativas. Sin embargo, en lo que respecta a
conductas relacionadas al consumo de drogas, los individuos no sometidos a NGS
reportaron con mas frecuencia compartir jeringas (p=0,024), practicar front-

backloading (p=0,028) y esnifar drogas (p=0,042).

Entre los participantes virémicos, el 1,9% (4/265) se encontraban dentro del periodo
ventana de los anticuerpos (RNA-VHC positivo y anti-VHC negativo tanto por la prueba
rapida como por el ensayo seroldgico en plasma). Estos cuatro participantes, todos

ellos VIH-negativos, constituyeron los controles de infecciéon aguda.
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Rendimiento del procedimiento experimental de NGS de la region NS5B del VHC. El
circuito de procesamiento de las muestras de plasma y DBS esta representado en la
Figura 28. Se llevd a cabo esta estrategia en muestras de plasma con cargas virales
>10.000 Ul/mL (183/203), de acuerdo con resultados preliminares realizados en el
laboratorio, en los que la estrategia de amplificacidn de la regién NS5B demostraba ser
poco efectiva por debajo de este limite. En total, el 93,4% (171/183) de las muestras se
caracterizaron con éxito por NGS. Entre los participantes con infeccidn virémica de los
que solo se obtuvieron muestras de DBS (n=62), no fue posible llevar a cabo la
secuenciacion en tres casos por muestra insuficiente. En las muestras restantes, la NGS
se realizd con éxito en el 83,1% (49/59) de los casos. Entre las 220 muestras
secuenciadas por NGS, la mediana de lecturas tras el filtrado de calidad fue de 10.075

(RIC: 7.675-13.875).
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Participantes del estudio HepCdetectll

n=110
DBS

\

n=062

Muestras:

RNA-VHC positivo:

(n=3 muestrainsuficiente)

\

n =300
DBS + plasma

\

n=203
(n=20 con cargaviral
<10.000 UI/mL)

\

Sujetoa NGS (NS5B):  n =59 (95,2%) n=16* n=183(90,2%)
NGS (NS5B) realizado n =49 (83,1%) n=16* n=171(93,4%)
con éxito:

Figura 28. Diagrama de flujo del procesamiento de muestras de DBS y plasma.

*Muestras pareadas utilizadas para la comparacion entre plasma y DBS.

3.2.3. Determinacion de los genotipos del VHC circulantes en la poblaciéon de
estudio (Articulo Ill)
Con el fin de caracterizar la diversidad genética inter-hospedador del VHC (genotipo y
subtipo) a partir de los datos NGS, se desarrolld6 una herramienta in-house
(HCVGenoTool, disponible en github; https://github.com/igtp-genbioinfo/HCVgenotool).
Brevemente, la herramienta genera un alineamiento multiple de todas las lecturas tras
el filtrado de calidad junto a un set de secuencias de referencia del VHC, y asigna el
genotipo/subtipo mediante analisis de identidad. Los resultados de genotipo/subtipo
obtenidos para cada muestra de estudio con la herramienta HCVGenoTool, se

compararon con los obtenidos mediante el andlisis filogenético a partir de las
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secuencias consenso obtenidas a partir de los datos de NGS. Ademds, se incluyeron dos
muestras como controles: una muestra con infeccion mixta 3a/lb (generada
experimentalmente en proporcion del 24,0% y 76,0%, respectivamente), y otra con
genotipo 5 (por ser un genotipo no representado en las muestras de estudio).

Los resultados de genotipado/subtipado obtenidos con la herramienta HCVGenoTool
coincidieron con los obtenidos mediante el analisis filogenético de las secuencias
consenso, asi como los resultados de los controles (Tabla suplementaria 1 del Articulo
lll). En la Figura 29 se muestran los porcentajes de los genotipos y subtipos del VHC
circulantes en la poblacién de estudio (n=220). Se detectaron cinco infecciones mixtas
(2,3%): n=2 4a/1a, n=1 1a/1b, n=1 1a/3a y n=1 1a/4d. Entre los paticipantes nacidos en
Espaia, el subtipo 1a predomind (46,0%; 70/152), seguido por el 3a (29,6%; 45/152),
mientras que entre las PQID extranjeras el subtipo 3a (42,6%; 29/68) predomind sobre

el 1a (25,0%; 17/68) (p=0,006).

- Figura 29. Distribucion de
1,018 =1la genotipos y subtipos del
2 m3a VHC circulantes en la
= 1b
) poblaciéon de estudio.
|
m4a
= 4d
B Infecciones mixtas
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En la actualidad, la identificacién del genotipo/subtipo del VHC sigue siendo necesaria
para determinar el régimen de AAD especifico de genotipo y la duracién del
tratamiento en situaciones donde no se disponga de AAD pan-genotipicos, o para
optimizar los regimenes de tratamiento con AAD pan-genotipicos, asi como para
estudios epidemiolégicos. Ademas, se recomienda determinar el genotipo y el subtipo
del VHC en algunas regiones de Africa y Asia y en los migrantes de estas regiones en las
que se han observado una alta prevalencia de ciertos subtipos (p.e. los subtipos 11, 4r,
3b, 3g, 6u 0 6v) que presentan polimorfismos que confieren resistencia intrinseca a los
inhibidores de la NS5A, lo que da lugar a tasas inaceptables de fracaso terapéutico

(128).

La apariciéon de las técnicas de NGS implicd un avance en la capacidad de caracterizar
los genotipos y subtipos, especialmente de identificar posibles infecciones mixtas con
variantes minoritarias no detectadas por la secuenciacion Sanger o los ensayos de PCR
basados en sondas, asi como de detectar formas recombinantes y variantes
minoritarias asociadas a resistencias al tratamiento (249). No obstante, la
secuenciacion profunda de amplicones, puede llevar a una identificacion errénea de
las infecciones mixtas debido a que los cebadores pueden favorecer la amplificacién de
genotipos o subtipos especificos (144), por lo que es necesario una validacion interna
de esta metodologia. En nuestro caso, los datos obtenidos de NGS de la muestra
control de infeccidn mixta mostraron un 38,64% de lecturas asignadas al subtipo 3a'y
un 61,25% de lecturas al 1b, mientras que la proporcion tedrica generada era del

24,0% y 76,0%, respectivamente. A pesar de que el proyecto no fue disefiado
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inicialmente para la identificacién de infecciones mixtas, demostramos que la
aproximacion llevada a cabo tiene la capacidad de detectarlas en la poblaciéon de
estudio (se detecté en el 2,3% (n=5/220) del total de muestras analizadas), si bien esta
informacién no puede interpretarse de manera cuantitativa para conocer Ia

proporcién de cada subtipo.

El presente estudio destaca por dos aspectos; 1) en cada proceso de secuenciacién se
corrié una muestra del plasmido control de la regién NS5B (de secuencia conocida y
detallado en la seccion de métodos del Articulo Ill) junto con con las muestras del
estudio para cuantificar los posibles errores introducidos durante el proceso de
secuenciacion, y en base a esto, se introdujo un punto de corte conservador (3% de las
lecturas) para definir una infeccién mixta; y 2) la metodologia se validd en un set de
muestras procedentes de un colectivo con una incidencia elevada, lo que supone un
escenario ideal para valorar las infecciones mixtas. Por lo tanto, tanto la metodologia
experimental como la herramienta de analisis bioinformdtico desarrollada en el
presente estudio permite la caracterizacion del genotipo/subtipo del VHC mediante un

enfoque simple, y de facil uso para personal no especializado en bioinformatica.

Otros trabajos han desarrollado ensayos para el genotipado y subtipado del VHC
basados en NGS, tanto in-house como comerciales. Entre estos ultimos cabe destacar
el ensayo Roche-Next Generation Sequencing assay de Roche (procedimiento semi-
automatizado) (250,251), y la plataforma totalmente automatizada Sentosa SQ VHC
Genotyping Assay (VELA Diagnostics GmbH). Los dos ensayos son capaces de

identificar el genotipo y subtipo del VHC basdndose en la identidad de la region NS5B,
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al igual que en el presente estudio. El ensayo Sentosa SQ VHC Genotyping ademas
detecta resistencias asociadas a los AAD en otras regiones gendmicas (145). No
obstante, en un estudio en el que se validaba esta ultima plataforma a partir de un set
de muestras de diferentes genotipos y subtipos asignados por secuenciacion y analisis
filogenético, los autores observaron discrepancias en el subtipo de algunas muestras
con VHC genotipo 2 y genotipos 1 diferentes a 1a/b, aunque los autores afirmaban que
este hecho podria ser corregido ampliando las secuencias de referencia de la base de

datos del ensayo (145).

La distribucion de los genotipos/subtipos circulantes fue similar a la observada en PQID
un estudio realizado a nivel nacional (86), en el que el subtipo 1a fue predominante en
las PQID (38,1% vs. 38,2% en nuestro estudio), seguido por el 3a (26,5% vs. 33,6% en
nuestro estudio). El subtipo 3a fue predominante en las PQID extranjeras, lo que
concuerda con una revisidn sistematica de la distribucion global de genotipos en PQID,
donde el subtipo 3a fue el mayoritario en PQID de paises como Georgia (70,0%) o ltalia
(39,7%) (252), con una alta representacion en el presente estudio (el 39,7% y el 13,2%
de las PQID no autdctonas procedian de Georgia e Italia, respectivamente). El genotipo
3 se ha asociado con un mayor riesgo de desarrollar cirrosis hepatica y carcinoma
hepatocelular (253) , y una menor respuesta a algunos regimenes de AAD (254). No
obstante, seglin un meta-andlisis reciente, las tasas de RVS han demostrado ser altas
en PQID (255), incluso en las que se han inyectado recientemente y tienen una

adherencia irregular al tratamiento (256).
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3.2.4. Estimacion de la proporcion de infecciones agudas por VHC en la
poblacion de estudio a partir de los datos de NGS (Articulo 111)
El estudio de factores de riesgo asociados a la infeccidén reciente por el VHC es clave
para entender la epidemia del virus a nivel local, asi como para obtener informacién
con el objetivo de desarrollar estrategias de prevencién y tratamiento dirigidas (55) .
La infeccidén aguda se define como el periodo que comprende los seis primeros meses
posteriores al evento de transmision (123). Sin embargo, su identificacion es dificil
debido a que cursa de manera asintomdtica o con sintomatologia inespecifica en la
mayoria de los casos, y al valor limitado que ofrecen los marcadores diagndsticos
disponibles. Clasicamente, la infeccion aguda puede identificarse dentro del periodo
de ventana de anticuerpos (las primeras 6-8 semanas tras la exposicidon) cuando se
detecta el RNA-VHC en pacientes seronegativos (257), o cuando se observa una
seroconversion en pacientes previamente negativos en estudios longitudinales (123).
No obstante, algunos individuos tienen una respuesta inmune humoral retardada o
incluso anti-VHC indetectables a largo plazo (258). También se han descrito enfoques
alternativos, como la determinacién de la avidez de los anticuerpos contra el VHC,
aunque esta puede verse alterada en pacientes inmunodeprimidos, como en las

personas con una coinfeccién por VIH (259,260).

En este sentido, V. Montoya et al. demostraron que la diversidad intra-hospedador de
la region NS5B del VHC, medida a través del estimador de diversidad ES a partir de los
datos obtenidos de la NGS, aumenta proporcionalmente con el tiempo de infeccidén, y

en consecuencia, tiene el potencial de diferenciar las infecciones agudas de las
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crénicas a nivel poblacional incluso después de la seroconversion, pudiéndose utilizar
como método alternativo para identificar las infecciones agudas (129,130). De esta
manera, la identificacidon de las infecciones agudas permite estimar la incidencia de
infeccion en estudios transversales, y monitorizar la epidemia del VHC, asi como el

efecto de las intervenciones de control llevadas a cabo (261).

En el Articulo lll se evalud la diferenciacién a nivel poblacional de las infecciones
agudas (<6 meses de infeccion) y crénicas (26 meses de infeccidn) basandose en los
valores de ES obtenidos a partir de los datos de NGS de la regidn NS5B. La
determinacién del punto de corte dptimo del valor de ES que permitiera diferenciar
con fiabilidad las infecciones agudas de las crénicas, se calculé utilizando un conjunto
de controles de infeccion aguda (n=11) y crénica (n=28) de un estudio previo de
seroconvertores en Canadd (129), asi como otros controles pertenecientes a la
poblacién de estudio (n=4 agudos y n=12 crénicos); con un total de 15 controles de

infeccién aguda y 40 de infeccidn crdnica.

A fin de comparar los valores de ES entre los participantes, se normalizé el nimero de
lecturas obtenidas tras el filtrado de calidad en cada experimento de secuenciacién
masiva llevado a cabo (mediana: 4205; rango: 4074-6822), lo que representd utilizar
una mediana del 46,5% de las lecturas (RIC: 35,0% - 61,6%). Se realizé un analisis de
sensibilidad para estudiar como variaba la ES respecto al valor obtenido al utilizar el
100% de las lecturas (Figura 30), sin observar diferencias significativas respecto al uso

de las lecturas normalizadas.
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Figura 30. Diagrama de cajas y puntos de los valores de entropia de Shannon
utilizando las lecturas normalizadas y el 100% de lecturas obtenidas tras el filtrado

de calidad.

A partir del analisis de curva ROC de los valores de ES obtenidos para los controles de
infeccidn aguda y crdnica, se obtuvo un drea bajo la curva ROC (AUROC) de 0,987 (IC
95%: 0,96-1,00) (Figura 31). Seleccionando un valor de ES de 0,41040 como punto de
corte para diferenciar las infecciones agudas de las crénicas, se obtuvo una
sensibilidad del 93,3% (IC 95%: 81,0%-100%), una especificidad del 95,0% (IC 95%:
88,0%-100%), un valor predictivo positivo del 87,5% (IC 95%: 71,0%-100%) y un valor
predictivo negativo del 97,4% (IC 95%: 92,0%-100%). Cuando se aplicé este punto de

corte a la poblacion de estudio, el 13,5% (29/215) de los participantes se clasificaron
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como infecciones agudas. Las cinco infecciones mixtas detectadas fueron excluidas de

este analisis, ya que la metodologia no habia sido validada en este contexto.
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Figura 31. Analisis de curva ROC para la identificacion de las infecciones agudas a
partir de los valores de ES obtenidos mediante NGS de la region NS5B en los

controles de infeccidon aguda (n=15) y cronica (n=40). AUROC=0.987.

La metodologia utilizada en el presente estudio fue capaz de identificar las infecciones
agudas de manera fiable (AUROC de 0,99), de acuerdo con el estudio llevado a cabo
por Montoya et al. (129). En este ultimo, los autores demostraron que el estimador de
diversidad inter-hospedador ES aumentaba de manera proporcional después de la
infeccién utilizando modelos lineales mixtos; mediante un andlisis de curva ROC,

evidenciaron por primera vez que este marcador podia distinguir las infecciones



172 I

Resultados y Disusion

agudas de las cronicas de forma fiable (AUROC: 0,96), lo que fue validado

posteriormente en una cohorte diferente en el presente estudio.

Como novedad, en el estudio HepCdetect Il propusimos un valor de punto de corte de
ES que permitié diferenciar las infecciones agudas de las crdnicas a nivel poblacional
con una sensibilidad del 93,3% y una especificidad del 95,0%. La utilidad de la regién
NS5B para discriminar las infecciones agudas de las crénicas ha sido confirmada en un
estudio reciente, en el que la regién NS5B demostré tener una mayor capacidad
respecto a otras regiones del VHC (130). Mientras que inicialmente solo cuatro
participantes con infeccién virémica (1,9%; 4/265) fueron identificados como
infecciones agudas en el estudio HepCdetect Il (Articulo 1), en base a la deteccién del
RNA-VHC dentro del periodo de ventana de anticuerpos, cuando se utilizé la nueva
metodologia basada en NGS se identificaron 25 participantes adicionales como
infecciones agudas (13,5%; 29/215). La aplicacién de esta metodologia permitié

estimar la incidencia de la infeccidn por VHC en el siguiente analisis.

Estimacion de la incidencia de infeccion por VHC en la poblacion de estudio. La
incidencia del VHC es un estimador clave para medir los esfuerzos hacia la eliminacién
de la hepatitis C. Recientemente la OMS ha propuesto reducir la incidencia del VHC en
PQID por debajo de 2 infecciones por 100 personas/afio para el 2030, con el objetivo
de eliminar la hepatitis C crénica como problema de salud en este colectivo (82). En el
Articulo Ill, la incidencia se estimd basandose en la formula descrita por Hope et al.

(261), aplicando una correccidn por la tasa de falsos positivos de ES para identificar las
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infecciones agudas en el grupo control de seroconvertores antes mencionado.

("“5) x (n— (FP X n))

T

[N= (= @Pxn)] + (%) x (- FPxn) 5
En esta ecuacidon, | representa la

incidencia; T es el periodo de tiempo estimado durante el cual el marcador de
diversidad genética ES se mantiene por debajo del punto de corte establecido para
diferenciar infecciones agudas de crénicas en los controles anteriormente
mencionados (para ello se escogieron los valores superior e inferior del RIC observado
en el estudio de seroconversores; 48 y 155 dias, respectivamente); n representa el
numero de infecciones incidentes (infecciones agudas obtenidas a partir de los datos
de NGS); N es el nimero de personas susceptibles de adquirir la infeccién (individuos
con RNA-VHC negativo y aquellos clasificados como infecciones agudas por NGS, ya
que se considerd que al inicio del estudio también eran RNA-VHC negativos); y FP es la
tasa de falsos positivos del estimador ES para estimar las infecciones agudas. La
incidencia anual estimada del VHC varié de 59 por 100 personas/afio (cuando se
considerd el valor de 48 dias) a 31 por 100 personas/afio (cuando se utilizé el valor de

155 dias).

Estos valores de incidencia observados son similares a los obtenidos en una cohorte de
seroconvertores del VHC en PQID jovenes de Espafia (52,9 por 100 personas/afio,
periodo 2001-2003) (262), y se encuentran en el rango superior de un estudio llevado a
cabo en PQID en varias ciudades de Estados Unidos, Canadd, los Paises Bajos y
Australia (7-33 por 100 personas/afio) (263). En otro estudio realizado en CRD de

Barcelona durante el periodo 2010-2011, se estimd una incidencia de 25 por 100
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personas/afio en inyectores recientes (223). Aunque la metodologia que los autores
utilizaron para estimar la incidencia (deteccién de anticuerpos frente al VHC junto a
tiempo medio desde el inicio de inyeccién) no es comparable a la del presente estudio,
el hecho de que la incidencia del VHC siga siendo alta en nuestro contexto, donde
existen una red estable de servicios de reduccion de riesgos, pone en relieve la
necesidad de mejorar las medidas de prevencién, asi como el diagndstico temprano y
las tasas de tratamiento (264). En este sentido, en el Articulo | observamos que el
35,8% de las PQID no eran conscientes del propio estado de infeccién virémica, y que
Unicamente el 29% con antecedentes de VHC habia recibido tratamiento alguna vez.
Para disminuir la incidencia y conseguir la micro-eliminacién del VHC en este colectivo
serd necesaria la singergia entre diferentes medidas de prevencidon primaria (en
especial de los programas PlJ y PMM) y una rdpida expansién de la cobertura de
tratamiento como herramienta de prevencién de la trasmision (tretament as

prevention) (265).

3.2.5. Identificacion de clusters de transmision del VHC en la poblaciéon de
estudio

El andlisis filogenético de las cepas circulantes del VHC es una herramienta poderosa

para entender la dindmica de transmisidn del virus a nivel poblacional a través de la

identificacion de eventos de transmision (55,65,266,267), lo que permite inferir redes

sociales (268) e identificar a los individuos con mayor riesgo de transmitir la infeccién

(54,55).
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Para el estudio de epidemiologia molecular dentro del estudio HepCdetect |l se
utilizaron los datos obtenidos por NGS de la regién NS5B del VHC. En un subgrupo de
muestras (n=59) se amplificd y secuencid mediante Sanger la region Core-E2 como
region de referencia, ya que presenta una mayor variabilidad genética que la NS5B. En
un estudio llevado a cabo por un grupo australiano, los autores demostraron que la
region Core-E2 tenia una longitud y variabilidad genética éptimas, que le conferia
mayor poder resolutivo para identificar clusters de transmision en estudios

poblacionales en comparacion con otras regiones del VHC.

El 46,8% (103/220) de los participantes con infeccion virémica en los que se llevo a
cabo la estrategia NGS se identificaron como parte de cluster de transmisién. Se
observaron 29 clusters de transmisidn que tenian el siguiente nimero de personas
involucradas y genotipo del VHC: n=29, subtipo 1a; n=9, subtipo 3a; n=6, subtipo 1a;
dos clusters de n=4, uno perteneciente al subtipo 1a y el otro al subtipo 3a; tres
clusters de n=3, dos del subtipo 1a y uno del subtipo 3a; y 21 clusters de n=2 de los
subtipos 1a (n=7), 3a (n=6), 1b (n=4) y 4 (n=4) (Figura 32). Entre las personas con una
infeccion aguda que pertenecian a un cluster de transmision, el 82,6% (19/23)
agrupaban con otro PQID con infeccidon aguda (Figura 32). Ademas, en los individuos
con infeccion aguda, era significativamente mas frecuente que formaran un cluster con
otro caso de infeccién aguda que en aquellos con infeccién crénica (p=0,001). No hubo
evidencia de clustering por pais de origen, es decir, los clusters identificados incluian

tanto PQID autdéctonas como no-autdctonas.
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Figura 32. Respresentacion de la red de clusters de transmision identificados en la
poblacidn de estudio derivados de la filogenia de maxima verosimilitud a partir de
los datos de NGS de la region NS5B del VHC. Los genotipos y subtipos identificados se
representan en diferentes colores (subtipo 1a, rojo; subtipo 1b, azul, subtipo 3a, verde
y genotipo 4, amarillo). Los participantes con infeccidon aguda se identifican con un
circulo violeta. Las ramas entre cada nodo se escalan de manera proporcional a las
distancias correspondientes en la filogenia de maxima verosimilitud a partir de las

secuencias consenso de la region NS5B.
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La amplificacién y secuenciacidn Sanger de la region Core-E2 se realizé con éxito en el
71,2% (42/59) de las muestras seleccionadas, las cuales presentaban un rango de carga
viral de 4,65-7,37 Log(Ul/mL), y pertenecian a los subtipos 1a (n=16), 1b (n=4), 3a
(n=18), 4a (n=2) y 4d (n=2). El resto de muestras no se incluyeron en al analisis
filogenético debido a que no se pudo obtener cromatogramas de suficiente calidad
para la interpretacion de las secuencias, aunque no se asocié a la carga viral de éstas
(todas las muestras presentaban cargas virales por encima de 4 Log(Ul/mL). En este
sentido, una posible causa podria deberse a la longitud y elevada variabilidad del
fragmento amplificado Core-E2 (1.534 pb). Cuando se compararon los clusters
identificados por secuenciacién Sanger (Core-E2) con los obtenidos mediante NGS
(NS5B), el porcentaje de concordancia fue del 85,7% (x=0,68; IC 95%: 0,44-0,92). Dos
participantes que pertenecian a un cluster de transmisidn segun el analisis de la regién
NS5B (NGS) no fueron identificados mediante el andlisis de la regiéon Core-E2 (Sanger),
y cuatro participantes identificados mediante el andlisis de Core-E2 no formaron
cluster segun la regidn NS5B. Estas diferencias pueden ser debidas tanto al diferente
poder resolutivo de cada una de las regiones como a que en el analisis filogenético
basado en la regiéon Core-E2 se incluyeron menos muestras que en el de la regién
NS5B, y, por lo tanto, la informacién de la que partia el analisis filogenético no era la

misma, pudiendo afectar a los clusters identificados en ambos analisis.
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En general, la estrategia llevada a cabo mediante NGS de la regién semiconservada
NS5B, capaz de detectar variantes minoritarias implicadas en los eventos de
transmisién (Figura 33), demostrd ser comparable a la secuenciacidon Sanger de la
region de referencia Core-E2. Ademas, la tasa de amplificacién y secuenciacién de la
NS5B fue superior al de la region Core-E2 (93,4% frente a 71,2%), lo que constituye una

fortaleza del método utilizado.

Cluster 67-137

Figura 33. Representacion de un cluster de transmision (IDs 67 y 137) identificado en
la poblacién de estudio mediante analisis filogenético de maxima verosimilitud a
partir de los datos de NGS de la region NS5B del VHC. La imagen muestra como las
variantes secuenciadas del ID 137 (color rojo) se intercalan entre las variantes del ID 67

(representadas en color azul) y ambos tienen un origen monofilético.
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3.2.6. Identificacidon de los determinantes de infeccion aguda y de los clusters
de transmisidn en la poblacidn de estudio (Articulo 1l1)
Los analisis llevados a cabo en el Articulo lll permitieron caracterizar los determinantes
de infeccién reciente, mediante la identificacion de determinantes de infeccién aguda
y clustering filogenético. En el anadlisis de regresion logistica sin ajustar (Tabla 2 del
Articulo Ill), la infeccidn aguda se asoci6 a la edad <30 afios, a llevar <5 afios de uso de
drogas inyectadas, a compartir rulo para esnifar cocaina, al estar infectado con el
subtipo 3a del VHC y a desconocer el estado de la infeccién virémica por VHC. En el
analisis de regresidn logistica ajustado por edad y tiempo de inyeccion, la edad <30
afos (AOR=8,09; IC 95%: 1,99-33,33), no inyectarse drogas diariamente (AOR=4,35; IC
95%: 1,99-33,33), <5 afos de uso de drogas inyectadas (AOR=3,43; IC 95%: 1,04-11,32),
compartir rulo para esnifar cocaina (AOR=2,89; IC 95%: 1,08-7,75) y desconocer el
estado de infeccion virémica por VHC (AOR=3,62; IC 95%: 1,36-9,62) permanecieron

como factores asociados a la infeccidon aguda por VHC.

Por otro lado, la edad <30 afios (AOR=6,16; IC 95%: 1,21-31,21), tener una infeccién
aguda por VHC (AOR=5,73; IC 95%: 2,04-16,13) y la infeccién por el subtipo 1a del VHC
(AOR=4,78; IC 95%: 2,56-8,93) se identificaron como factores asociados a formar parte
de un cluster de transmision en el analisis de regresion logistica sin ajustar y ajustado

por edad y tiempo de inyeccién (Tabla 3 del Articulo Ill).

La infecciéon por los genotipos 3a o 1a se asocido a la infeccion aguda (analisis
univariado) y a formar parte de un cluster de transmisién (analisis uni- y multivariado),

respectivamente. Este hecho no es sorprendente, ya que estos dos genotipos se han
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vinculado histéricamente a la transmision parenteral por inyeccion de drogas, debido a
un crecimiento exponencial en el colectivo de PQID durante la segunda mitad del siglo
XX (269), ademas de haberse relacionado anteriormente como factor asociado al
clustering filogenético en PQID en Australia (genotipo 1a) (270) y Canada (genotipo 3a)

(267).

La edad <30 afios fue identificada como factor predictor independiente de infeccién
aguda (AOR=8,09) y pertenecer a un cluster de transmisién (AOR=5,98). La juventud ha
sido previamente reconocida como factor de riesgo de formar parte de un cluster de
transmisién en un estudio realizado en Canada en PQID (54). Las PQID mas jévenes se
han relacionado con practicas de inyeccidon de alto riesgo, como compartir jeringas u
otro material de inyeccién e inducir a otros jovenes a inyectarse drogas por primera
vez (271). En este sentido, son necesarias medidas de prevencidn innovadoras dirigidas
a las PQID mas jévenes, con el objetivo de reducir la transmisidn entre esta poblacién

de riesgo.

Ademas, se observd que las PQID con infeccién aguda compartian rulo para esnifar
cocaina con mayor frecuencia que aquellas con una infeccidon crénica, pero por el
contrario, mostraban menos tendencia a inyectarse drogas diariamente, lo que podria
indicar un proceso de transicién del uso de drogas no inyectadas al uso parenteral, lo
cual suele ocurrir a una edad temprana (272). A pesar de las controversias sobre este
tema, la ruta de transmisidn intranasal del VHC se ha demostrado a nivel virolédgico en
PQID (73). Las autoridades sanitarias han recomendado el uso de drogas no inyectadas

con el objetivo de reducir las infecciones transmitidas por via parenteral, la
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dependencia y la sobredosis (273), pero los resultados observados en el presente
estudio destacan la importancia de reforzar la educacion también sobre el consumo

seguro por vias diferentes a la inyectada.

La asociacidon de la infeccién aguda con <5 afios de uso de drogas inyectadas es
esperable, ya que la mayoria de las infecciones por VHC en las PQID se producen
durante los primeros afios de inyeccion. Como se describiéo en el apartado 3.1.2
(Articulo 1), el 38,3% de las PQID que llevaban menos de dos afios inyectandose ya
habian tenido contacto con el VHC, alcanzando el 75,0 % en PQID con entre 3 y 5 afios

de inyeccidén (Figura 20).

Ademas, el desconocimiento de la infeccién virémica es esperable, teniendo en cuenta
que el 35,8% del total de participantes con VHC virémica desconocian el estado de su
infeccidn en el estudio HepCdetect Il (Articulo 1). Aumentar el conocimiento del propio
estado de infeccion virémica es el primer paso hacia la vinculacién al sistema sanitario
y tratamiento, y ha sido relacionado con la disminucién de conductas de riesgo para
evitar la transmision a otras PQID (124). En este sentido, la implementacién de
algoritmos de diagndstico alternativos (como la estrategia de diagndstico en un Unico
paso basada en la deteccidn directa del RNA-VHC en DBS analizada en el Articulo 1) son
necesarios para promover el diagndstico temprano y aumentar el conocimiento del
propio estado de infeccidn virémica, y de esta manera reducir la transmision del VHC

entre PQID.

Por otro lado, la infeccion aguda se asocié a formar parte de un cluster de transmisién,

de acuerdo con estudios anteriores (54,274). Las PQID con infeccién aguda también
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mostraron una mayor tendencia a estar en el mismo cluster con otros PQID con
infeccidn aguda que con individuos con infeccién cronica, lo que sugiere una relacién
epidemioldgica estrecha entre los participantes con infeccién aguda. Todo ello, sugiere
no solo la necesidad de reforzar la prevencion y diagndstico de la infeccidén virémica
del VHC, sino de aplicar estrategias de tratamiento precoz en estos individuos, asi
como en las otras PQID con las que se inyectan (estrategia denominada “treat a

friend”) (123,125,126,275).

Limitaciones del estudio. En primer lugar, el 8,7% (23/265) de las muestras de los
participantes virémicos no fueron sometidas a NGS, debido a una carga viral inferior a
10.000 Ul/mL en plasma (n=4) o a un volumen insuficiente de muestra (n=19), y, por lo
tanto, no se realizé el andlisis filogenético o el estudio de la infeccion aguda/crénica en
estos participantes. Dado que durante la infeccién aguda los niveles de RNA-VHC
pueden experimentar fluctuaciones (221), es posible que algunos de los participantes
con cargas virales inferiores a 10.000 Ul/mL que no se secuenciaron estuvieran en la
fase aguda de la infeccion, lo que podria llevar a subestimar la incidencia del VHC e
influir en el analisis de los determinantes de la infeccion aguda. De hecho, se
observaron ciertas diferencias en cuanto a las conductas relacionadas al consumo de
drogas entre los participantes virémicos a los que se les hizo NGS de los que no (estos
ultimos tenian mas tendencia a compartir jeringas, practicar front-backloading, y
esnifar drogas), lo que va a favor de la hipdtesis planteada. En segundo lugar, el

numero relativamente pequefio de infecciones agudas identificadas por NGS puede
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haber dado lugar a un poder estadistico limitado para evaluar factores de riesgo
asociados. No obstante, la metodologia empleada en el Articulo lll permitid identificar
determinantes de infeccién aguda y estimar la incidencia del VHC en nuestro entorno
en un estudio transversal, sin necesidad de realizar estudios longitudinales. Por ultimo,
el analisis de los factores asociados a formar parte de un cluster de transmisidon puede
verse limitado por el hecho de que entre un 15 y un 40% de las personas eliminan

espontdneamente la infeccion por el VHC (88), lo que supone un sesgo de seleccion.
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Validacion de nuevas herramientas para facilitar el diagndstico de la infeccion

virémica por VHC en PQID que acuden a CRD:

1. La prueba del RNA-VHC, previamente puesta a punto en muestras minimamente
invasivas de DBS, presenta una elevada sensibilidad y especificidad en vida real en

PQID.

2. El algoritmo en un Unico paso de deteccidn directa del RNA-VHC en DBS permite
simplificar el diagndstico de la hepatitis C en esta poblacion de elevada
seroprevalencia, y permite centrarse en aquellos individuos con infeccién virémica
para vincularlos a la atenciéon médica y, a la vez, aumentar el nimero de PQID que son

conscientes de su enfermedad.

3. El ensayo tipo PoCT Xpert FS, presenta una excelente sensibilidad y especificidad
para la deteccién y cuantificacién del RNA-VHC en muestras de sangre capilar fresca, y
su implementacidn en vida real ha demostrado ser factible en un CRD que dispone de
personal de enfermeria. Ademas, permite entregar el resultado el mismo dia en el
80% de los casos y aumentar la vinculacidn a la atencion médica en la mayor parte de
casos virémicos (98,4%) que no estaban previamente vinculados.4. La coinfeccién por
VIH y el genotipo/subtipo del VHC no influyen en la deteccién del RNA-VHC en el

ensayo PoCT Xpert FS ni en el ensayo basado en DBS.
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4. En CRD donde el ensayo PoCT instrumentado no sea viable, la deteccidon del RNA-
VHC en DBS es una alternativa excelente, con el objetivo de descentralizar y facilitar el

acceso al diagnéstico, asi como la vinculacion a la atencion médica.

Caracterizacion de la epidemia de infeccién virémica por VHC en PQID que acuden a

CRD en Cataluina:

1. Las muestras de DBS, a parte de facilitar el acceso al diagndstico en PQID, han
permitido estimar la prevalencia de la infeccidn virémica por VHC (58.5%) por primera

vez en PQID que acuden a CRD en Cataluia.

2. Las muestras de DBS permiten la caracterizacidén de la diversidad inter- e intra-
hospedador del VHC, lo que hace posible la identificacidn de las infecciones agudas y el

analisis de clusters de transmision.

3. La herramienta desarrollada “HCVGenotool” permite la identificacion de los
genotipos y subtipos del VHC de manera fiable, asi como de las infecciones mixtas, a

partir de los datos generados por NGS.
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4. La identificacion de las infecciones agudas a partir del marcador de diversidad
genética intra-hospedador Entropia de Shannon permite estimar la incidencia en un

estudio transversal.

5. La incidencia observada y el nimero de individuos en clusters de transmision refleja
una transmision muy activa en la poblacidn de estudio, a pesar de la implementacion
de medidas preventivas en los CRD. Seran necesarias estrategias innovadoras de
prevencion y tratamiento para alcanzar la micro-eliminacién del VHC, acorde con los

objetivos propuestos por la OMS.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Background: Catalonia requires decentralized and simplified strategies for the diagnosis of viremic HCV infec-
Hepatitis C virus (HCV) tion among people who inject drugs (PWID). We aimed to perform a direct comparison of the diagnostic per-
Diagnostics formance between two, single-step strategies for the screening and diagnosis of viremic HCV infection in PWID

HCV-RNA point-of-care test (PoCT)
Dried blood spots (DBS)
People who inject drugs (PWID)

attending a drug consumption room (DCR) in Barcelona: i) on-site HCV-RNA testing using the point-of-care test
(PoCT) Xpert HCV VL Fingerstick; and ii) on-site dried blood spots (DBS) collection for HCV-RNA testing at the
laboratory (in-house assay). Additionally, we aimed to assess participants’ preferences in receiving HCV-RNA
testing results and feasibility of same-day delivery of PoCT results.

Methods: The real-world, clinical performance of these two strategies was established in comparison with the
reference method (HCV viral load testing with the Xpert HCV Viral Load assay at the laboratory from venous
plasma collected at the DCR). HCV genotypes/subtypes and HIV status were also determined by sequencing and
serology, respectively. A questionnaire including preferences regarding the delivery of test results was ad-
ministered.

Results: The prevalence of HCV-RNA was 63.0% (of which 25.8% were co-infected with HIV). The RNA-PoCT
showed a sensitivity of 98.4% for detectable viral loads (>4 IU/mL) and of 100% for quantifiable viral loads
(=10, =1000 and =3000 IU/mL). For the DBS-based assay, a sensitivity of 93.7% was obtained for detectable
viral loads, 96.7% for the quantifiable =10 IU/mL threshold, and 98.3% for both the quantifiable >=1000 and
=3000 IU/mL thresholds. No significant differences were detected between the sensitivity values of these two
strategies, and the specificity was 100% in both cases. Half of the participants preferred to receive the HCV-RNA
result on the same day, and 80% of participants received their RNA-PoCT results on the same day.
Conclusions: Both the HCV-RNA PoCT and the DBS-based assay are highly reliable tools for the simplified di-
agnosis of viremic HCV infection among current PWID. These strategies allow for on-site sample collection and
delivery of test results, facilitating decentralized care in harm reduction services.
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Introduction

The World Health Organization (WHO) has set reaching 90% di-
agnosis and 80% treatment rates as the main targets in the effort to
eliminate hepatitis C virus (HCV) infection as a major public health
threat by 2030 (World Health Organization, 2016). In Spain, driven by
the Strategic Plan for Tackling Hepatitis C in the National Health
System, treatment rates have improved remarkably (Ministerio de
Sanidad, Consumo y Bienestar Social, 2018). Nevertheless, people who
inject drugs (PWID), who constitute the core of the HCV epidemic in
Europe (Grebely et al., 2019) as well as in Catalonia (Folch et al., 2016),
still face numerous barriers in accessing mainstream healthcare services
for hepatitis C confirmatory diagnosis and treatment (Fernandez-
Lépez, Folch, Maj6, Gasulla & Casabona, 2016).

In Catalonia, there is a comprehensive network of drug harm-re-
duction services (HRS), including 16 centers and six mobile units (12 of
them with supervised drug consumption rooms (DCR)), that conjointly
cared for over 6000 PWID in 2018 (Ageéncia de Salut Publica de
Catalunya, 2019). Since 2011, these HRS have been offering on-site
HCV testing with an antibody point-of-care test (Ab-PoCT), and those
with a positive result are referred to the mainstream healthcare services
for viral load confirmation in venous plasma and disease evaluation.
Remarkably, an estimated 31% of PWID fail to attend confirmatory
RNA testing (Fernandez-Lopez et al., 2016). Consequently, simplified
testing strategies for the identification of viremic individuals are ur-
gently needed in the context of HRS, which may facilitate not only
decentralized diagnosis but also treatment, as a micro-elimination
strategy (Lazarus et al., 2018) among PWID in Catalonia.

Governments must invest in HCV prevention, testing, and treatment
to provide more comprehensive services to PWID in order to achieve the
HCV elimination targets. HCV testing should be simple, high quality,
affordable, and accessible within existing services caring for this collec-
tive (Cooke et al., 2019; Douglass et al., 2018; Schroeder et al., 2019).
Diagnosis of viremic HCV infection among PWID who attend HRS can be
simplified by on-site collection of dried blood spot (DBS) samples for
RNA testing in the laboratory or by using an HCV-RNA PoCT
(Applegate, Fajardo & Sacks, 2018; Chevaliez, 2019).

The recently CE-marked HCV-RNA PoCT (Xpert® HCV VL
Fingerstick, Cepheid; hereafter, Xpert FS) was developed to improve the
diagnosis of viremic infection at the point of care, enabling the delivery
of HCV-RNA results at the time of testing without the need for a follow-
up visit (Cepheid, 2019a). In comparison with the previously existing
Xpert HCV Viral Load assay (hereafter, Xpert VL) (Cepheid, 2019b) and
the Genedrive system (Genedrive Diagnostics, Manchester, UK) which
were designed to be used as HCV-RNA PoCT using either plasma or
serum (Grebely, Lamoury, et al., 2017; Llibre et al., 2018), the Xpert FS
assay has a faster turnaround time and uses 100 pl volume of whole
blood collected by fingerstick. Consequently, common losses to follow-
up among PWID who do not return to obtain their results may be re-
duced, and the need for venipuncture is avoided. Fingerstick testing is
preferred by PWID over venipuncture mainly because fingerstick is
quicker but also because PWID tend to have poor venous access and a
fear of having a vein damaged (Bajis et al., 2018; Harris, McDonald, &
Rhodes, 2014). Additionally, plasma separation and cold chain main-
tenance of clinical samples are not needed, further simplifying the
testing logistics outside of hospitals and clinics.

The use of DBS has been shown to enhance HCV testing and linkage
to care among PWID (Grebely et al., 2017). In the context of the
HepCdetect 11 study, HCV-RNA testing from DBS was implemented and
evaluated as a one-step screening and diagnosis strategy in four HRS in
Catalonia (European Monitoring Centre for Drugs & Drug
Addiction, 2019; Saludes et al., 2019a). Among them, the DCR parti-
cipating in the present study is located near one of the most active drug-
trafficking and consumption areas in Spain: La Mina neighborhood in
Sant Adria de Besos, Barcelona. This center cares for the largest number
of different drug users per year within the entire Catalan HRS network
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(2093 users in 2017 (Agéncia de Salut Piblica de Catalunya, 2018)) and
many of their users come sporadically from diverse geographical areas
in Catalonia. These factors might have limited the number of users who
returned and received their HCV-RNA results (results were delivered to
76% of viremic individuals) (Saludes et al., 2019a). Therefore, the use
of an HCV-RNA PoCT in this setting may reduce the number of loss to
follow-up (Grebely et al., 2017). The Xpert FS assay generates results in
about one hour and has shown an excellent clinical performance as an
HCV-RNA PoCT (Lamoury et al., 2018). However, as several factors
may influence the clinical performance of diagnostic assays, such as
HCV prevalence, viral loads in viremic individuals, circulating geno-
types/subtypes, HIV co-infection, and the ability of the staff performing
the assay, field validations performed in different settings could provide
useful information for implementation purposes. Additionally, the
feasibility of same-day delivery of test results should be evaluated.

The main aim of this study was to perform a direct comparison of
the diagnostic performance between two single-step strategies for the
screening and diagnosis of viremic HCV infection in PWID attending a
DCR: 1) HCV-RNA testing at the DCR using the RNA-PoCT Xpert FS
assay; and 2) DBS collection at the DCR followed by HCV-RNA testing
at a central laboratory with an in-house HCV-RNA testing assay pre-
viously validated in this setting (Saludes et al., 2019a). Additionally, we
aimed to assess participants’ preferences on receiving HCV-RNA testing
results and feasibility of same-day delivery of PoCT results.

Material and Methods
Study design and participants

This was a community-based, cross-sectional study in a convenience
sample of PWID =18 years old who had injected drugs over the pre-
vious six months and were not receiving HCV treatment. Participants
were recruited at a DCR in Barcelona, Spain, by their own staff one day
per week (generally on Friday to accommodate the schedule of the
other DCR activities). Assuming a prevalence of viremic HCV infection
of 60% and a sensitivity and specificity of 100% for the Xpert FS PoCT
in comparison with the reference method (HCV viral load testing with
the Xpert HCV Viral Load assay at the laboratory from venous plasma
collected at the DRC), 100 participants were estimated to provide a
95% confidence interval (CI) of 50.2-69.1% for the prevalence estimate
and a 95% CI of 94.0-100% for the estimates of sensitivity and
91.2-100% for specificity. In order to encourage participation and
study completion, an economic incentive of €6 was offered upon de-
livery of the confirmed test results obtained by the reference method
(generally available on the next working day, i.e. Monday). Participants
were recruited from May 2018 to February 2019 and provided written,
informed consent. Each participant was assigned an anonymous iden-
tifying number used to link the questionnaire with tests results. The
study was approved by the Ethics Committee at the Germans Trias i
Pujol University Hospital, Badalona (Barcelona), Spain, in 2017.

Epidemiological data collection

An anonymous 27-item questionnaire administered by DCR staff at
enrolment was used for data collection. It included questions regarding
to socio-demographic characteristics, data regarding previous sexual
behavior, injected/non-injected drug use, types of drugs consumed,
imprisonment, self-reported HCV and HIV testing, previous diagnosis
and treatment of HCV and HIV infections, previous diagnosis of other
unspecified sexually transmitted infections, and preferences on re-
ceiving HCV-RNA results. Participants were asked to choose from the
following options of receiving HCV-RNA results: receiving results on
the same day, even if they had to wait for an hour, receiving results
another day when returning to the center, or no expressed preference.
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Training of the DCR staff

Nursing DCR staff had previously been trained for DBS collection
and storage in the context of the HepCdetect II study (Saludes et al.,
2019a). Regarding the procedure of the Xpert FS assay, they were
newly trained by Cepheid personnel.

Clinical specimens

At recruitment in the DCR, each participant underwent fingerstick
capillary blood collection for: i) HCV Ab-PoCT testing; ii) HCV RNA-
PoCT testing; and iii) DBS collection for HCV-RNA detection and geno-
typing. Four 12 mm spots of approximately 50 pl of fingerstick capillary
blood each were collected for each study participant, then dried and
stored at room temperature as previously described (Saludes et al.,
2019a). DBS samples were shipped to the central laboratory at room
temperature the following day (Microbiology Department, Germans
Trias i Pujol University Hospital, Badalona). Additionally, a paired
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) venous blood sample was col-
lected by venipuncture at the DCR, stored overnight at 4 °C, and shipped
refrigerated to the central laboratory the following day, where plasma
was separated by centrifugation and subjected to the reference HCV viral
load method (Xpert VL). The rest of the plasma was stored at —80 °C
and, in case of discordant results between the Xpert FS assay and the
reference method, viral load testing was performed with a different HCV
viral load assay (Abbott HCV RealTime assay, Abbott Molecular Inc.; see
below). Finally, the plasma samples were also used for HIV antigen/
antibody testing, and for HCV antibody testing by conventional serology
when an HCV Ab-PoCT false negative result was suspected.

HCV and HIV tests

HCV Ab-PoCT. The Hepatitis C Virus Antibody Cassette test (Tiirklab
Tibbi Malzemeler San. ve Tic. A.S., Gigli/izmir, Turkey), a CE-marked
qualitative immunoassay with a sensitivity and specificity of 100%,
according to the manufacturer, was used for fingerstick blood. Results
were visually read in 15 min and recorded in the questionnaire.

HCV serology testing. When an HCV Ab-PoCT false negative result
was suspected, the paired plasma samples were tested for antibodies
against HCV with the VITROS® Anti-HCV assay (Ortho Clinical
Diagnostics, Raritan, NJ, USA).

HCV RNA-PoCT. 100 pl of capillary whole-blood was collected by
fingerstick according to the manufacturer's instructions and im-
mediately tested with the Xpert FS assay on a four-module GeneXpert®
System (Cepheid, Sunnyvale, CA, USA) operated by DCR staff (assay
completion time, 58 min; limit of detection ~LoD-, 35 IU/mL; limit of
quantification -LoQ-, 100 IU/mL). The first 67 participants were tested
with a research-use-only version of the Xpert FS assay, and the last 33
cases with the CE-marked version of the assay. The research-use-only
and the CE-IVD marked versions of the Xpert HCV VL Fingerstick car-
tridge were the same. The personnel at the DCR received direct support
from the central laboratory in order to resolve incidents and remotely
validate the results in real time (verification of the amplification curves
of the test controls and the HCV target) using TeamViewer software
(Germany, GmbH).

Reference HCV viral load method. In the laboratory, paired plasma
samples were tested with the CE-IVD marked Xpert VL assay on a four-
module GeneXpert® System according to manufacturer's recommenda-
tions (assay completion time, 105 min; LoD, 4 IU/mL; LoQ, 10 IU/mL).
Specimens with discordant results between the Xpert FS assay or the
DBS-based assay and the reference method, were further tested with the
Abbott HCV RealTime assay (Abbott Molecular Inc.; LoD and LoQ, 12
1U/mL), according to the manufacturer's instructions. Laboratory
technicians were blinded to the RNA-PoCT results obtained at the DCR.

HCV-RNA detection in DBS. Two 12 mm spots were subjected to
elution, nucleic acid extraction, and qualitative detection of the HCV-
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RNA and an internal control by an in-house reverse-transcription and
duplex real-time PCR reaction in a single step (Saludes et al., 2018a).

HCV genotyping. RNA previously extracted from DBS samples was
subjected to reverse-transcription as previously described (Saludes et al.,
2019a). Then, NS5B amplification was performed by heminested-PCR as
follows. The first PCR round was carried out with 2.5 pl of the HCV ¢cDNA
in a final reaction volume of 25 pl containing 1 x PCR buffer (Promega),
2.5 mM MgCl, (Promega), 10 pmol of primers P1203 and P1204
(Mellor, Holmes, Jarvis, Yap & Simmonds, 1995), 0.2 mM dNTPs, and
1 U of GoTaq® Flexi G2 DNA polymerase (Promega). Termocycler con-
ditions of the first PCR were 94 °C for 30 s; 35 cycles at 94 °C for 30 s,
54 °C for 40 s, and 72 °C for 50 s; and a final elongation step at 72 °C for
30 s. The second PCR round was performed with 2 pl of the first PCR
product in a final reaction volume of 50 pl containing 1 xPCR buffer
(Promega), 2.5 mM MgCl, (Promega), 10 pmol of primers NS5B n2’
(Martré et al., 2008) and P1204, 0.2 mM dNTPs, and 1 U of GoTaq® Flexi
G2 DNA polymerase (Promega). Termocycler conditions of the second
PCR were 94 °C for 5 min; 30 cycles at 94 °C for 30 s, 60 °C for 40 s, and
72 °C for 50 s; and a final elongation step at 72 °C for 30 s. Sanger
sequencing and phylogenetic analysis along with reference sequences
was performed as previously described (Saludes et al., 2019b). When this
methodology failed to provide a valid sequence due to low viral loads,
the Abbott HCV Genotype II assay (Abbott Molecular Inc.) was used from
plasma samples following the manufacturer's recommendations.

HIV serology testing. Antigen and antibodies against HIV-1/2 were
tested for with the VITROS® HIV Combo assay (Ortho Clinical
Diagnostics, Raritan, NJ, USA).

Results delivery and referral to care

DCR professionals delivered HCV viral load and HIV serology results
to participants, performed post-test counseling, and referred partici-
pants to care when needed. As this study started before the Xpert FS
assay obtained CE-IVD marking, a provisional report with Xpert FS
assay results was generated after remote validation from the laboratory
as advised by Cepheid and delivered to participants on the same day of
testing when possible. Confirmed results were available on the next
working day (on Mondays) and delivered to participants at a second
visit to the DCR together with HIV serology results and the economic
incentive. During this second visit, referral to care was initiated for all
those who were viremic and were not already linked to care. Delivery of
Xpert FS assay and reference method results as well as referral to care
were recorded. No follow-up was performed to assess linkage to care
after referral.

Statistical analyses

HCV seroprevalence was determined from Ab-PoCT results, and the
prevalence of viremic infection was derived from the HCV-RNA results
obtained with the reference method. The sensitivity and specificity of
the Xpert FS assay and the DBS-based assay were assessed in compar-
ison with the results from the reference method in plasma considering
all positive results above the LoD of the reference method, either
quantifiable or not (detectable threshold). Sensitivity was also assessed
using three additional viral load thresholds: quantifiable =10 IU/mL
(viral load equal or above the LoQ of the reference method), quantifi-
able =1000 IU/mL (according to the recommendations of the European
Association for the Study of the Liver (EASL) for HCV-RNA assays of-
fering broad affordable access to HCV diagnosis and care (European
Association for the Study of the Liver, 2018)) and quantifiable =3000
IU/mL (according to WHO guidelines for assays offering improved di-
agnostic accessibility (World Health Organization, 2018)). The 95% CI
were calculated using the Wilson Score method with OpenEpi software
version 3.01 (Dean, Sullivan & Soe, 2013). For detectable HCV-RNA
results, agreement with the reference method was assessed by the
Kappa index. For samples with quantifiable results by both the Xpert FS
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Table 1

Characteristics of the study population.
Characteristics n/N (%)
Socio-demographic characteristics
Median age (range), years 43.9 (25-61)
Male gender 86/100 (86.0)
Foreign origin 22/100 (22.0)
Educational attainment > primary 32/99 (32.3)
Homeless* 28/100 (28.0)

24/95 (25.3)
69/100 (69.0)

Paid employment*
Ever been in prison
Bio-behavioral characteristics
New injectors (<5 years)
Injection while in prison
Daily injection*
Cocaine as the most frequently injected drug*
Sharing of syringes
Sharing of other injection equipment
Practicing front-backloading
Drug snorting
Sharing cocaine snorting straw
Drug smoking
Currently in drug dependence treatment
Unprotected sex with penetration with sex worker, PWID, HIV-
positive or MSM individuals**
Exchange of sex for drugs or money**
Past or current HCV infection
HIV infection
Under antiretroviral therapy
Self-reported sexually transmitted infections**

21/99 (21.2)
24/100 (24.0)
71/100 (71.0)
39/99 (39.4)
49/100 (49.0)
55/100 (55.0)
33/98 (33.7)
61/100 (61.0)
42/59 (71.2)
43/99 (43.4)
53/100 (53.0)
25/94 (26.6)

3/100 (3.0)
91/100 (91.0)
27/100 (27.0)
19/27 (70.4)
6/98 (6.1)

Percentages are expressed excluding missing values.
Questions were referred to ever in life except for:

* Previous 6 months;

** Previous 12 months.

assay and the reference method, correlation was assessed through re-
gression analysis and bias by Bland-Altman plots. The sensitivity was
compared between the Xpert FS assay and the DBS-based assay at each
of the viral load thresholds by the Pearson's Chi-square test with Yates
correction or the Fisher's exact test, as required. Participants’ pre-
ferences on receiving HCV-RNA results were compared between in-
dividuals who were aware or unaware of their HCV status by the
Pearson's Chi-square or Likelihood ratio tests, as required. The analyses
were performed using SPSS version 17 and statistical significance was
set at p < 0.05.

Results
Study population characteristics

Participants (N = 100) were mostly male (86.0%) with a median
age of 43.9; 28.0% were homeless, 22.0% were migrants, 69.0% had
ever been in prison, and 71.0% injected drugs daily (see Table 1).
Overall, 99 participants had been previously tested for HCV (1 — 10
times); 76 participants reported having a previous HCV diagnosis; and
28 (36.8%) of them reported receiving antiviral treatment. Among the
latter, 24 participants (85.7%) had completed treatment, 14 (50.0%)
received interferon-based treatment, and 23 (82.1%) reported having
achieved cure (six of them were currently viremic).

The prevalence was 89.0% (95% CI, 81.4 — 93.7%) for anti-HCV
antibodies and 63.0% (95% CI, 53.2 — 71.8%) for viremic HCV in-
fection. Two participants were RNA positive and Ab-PoCT negative
(3.2% of the total number of viremic participants); thus, the prevalence
of past or current HCV infection was 91.0%. When these two partici-
pants were tested for anti-HCV antibodies in venous plasma, one was
identified as a false negative result of the Ab-PoCT and the other one as
an acute infection within the antibody window period. HCV/HIV co-
infection was observed in 16 (25.4%) of the participants with viremic
HCV infection.
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40 = HCV-RNA negative
®HCV-RNA positive

Proportion (%)

| do not know
(n=59)
Do you have hepatitis C?

Yes (n=33) No (n=8)

Fig. 1. Prevalence of viremic infection (HCV-RNA positive by the Xpert VL
assay) according to self-reported status.

When participants were asked whether they currently had hepatitis
C, 33 answered yes (none of them were undergoing antiviral treat-
ment), 8 answered no, and 59 answered that they did not know. The
proportions of viremic infection according to self-reported status are
shown in Fig. 1. Overall, 39.0% of the participants were unaware of
their HCV status; 34 (54.8%) of the viremic participants were unaware
of having hepatitis C and five (13.5%) of the non-viremic patients be-
lieved they had hepatitis C, but they had cleared the infection. Re-
garding HIV infection, two (7.4%) of the HIV-positive participants were
unaware of their status and, overall, 70.4% reported they were re-
ceiving antiretroviral therapy.

Real-world clinical performance of the RNA-PoCT and DBS assays

RNA-PoCT

The concordance of the Xpert FS assay with the reference method
was very good (Kappa=0.979). Specificity was 100% (95% CI,
90.1% —100%), as no false-positive result was obtained in comparison
with the Xpert VL assay as the reference method, and sensitivity was
98.4% (95% CI, 91.5-99.7) (Table 2). There was one discordant result
(1/63 false-negative result), which corresponded to a participant with a
positive but unquantifiable viral load (<10 IU/mL) in plasma by the
reference method and an undetectable result by the Xpert FS assay. The
viral load of this participant was confirmed as positive in plasma by the
Abbott assay (positive <12 IU/mL), and this participant had a positive
Ab-PoCT result. There was another participant with a positive but un-
quantifiable viral load by the reference method (<10 IU/mL) but this
case was detected by the Xpert FS assay (positive <40 IU/mL).

Sensitivity was further assessed using three additional viral load
thresholds (Table 3) and was 100% for all of them (quantifiable =10
IU/mL, =1000 and =3000 IU/mL). For a sample with a viral load of
5.54 Log (IU/mL) in plasma, the viral load was not quantified by the
Xpert FS assay due to an error in assay controls, and the HCV ampli-
fication curve was validated manually as positive (qualitative result).

Table 2
Sensitivity and specificity of the RNA-PoCT and the DBS-based assay.

Xpert VL (plasma)

Detected Undetected Total

RNA-PoCT

Detected 62 0 62

Undetected 1 37 38

Total 63 37 100
DBS-based assay

Detected 59 0 59

Undetected 4 37 41

Total 63 37 100
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Table 3

Sensitivity of the RNA-PoCT and the DBS-based assay according to HCV viral load.
HCV viral load threshold in plasma RNA-PoCT DBS assay p-value

Proportion % (95% CI) Proportion % (95% CI)

Detectable 62/63 98.4 (91.5-99.7) 59/63 93.7 (84.8-97.5) 0.365
Quantifiable =10 IU/mL 61/61 100 (94.1-100) 59/61 96.7 (88.8-99.1) 0.476
Quantifiable =1000 IU/mL" 60/60 100 (94.0-100) 59/60 98.3 (91.1-99.7) 1.000
Quantifiable =3000 IU/mL" 59/59 100 (93.4-99.1) 58/59 98.3 (91.0-99.7) 1.000

CI, Confidence Interval; DBS, Dried Blood Spot; IU, International Units; RNA-PoCT, Xpert HCV VL Fingerstick assay.
# In specific settings, a qualitative HCV-RNA assay with a lower limit of detection <1000 IU/mL can be used to provide broad affordable access to HCV diagnosis

and care (European Association for the Study of the Liver, 2018).

® An HCV-RNA assay with a limit of detection of 3000 IU/mL or lower would be acceptable and identify 95% of those with viremic infection (World Health

Organization, 2018).
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Fig. 2. Agreement of quantitative results between the Xpert FS and Xpert VL assays. A) Correlation between viral loads. B) Bland-Altman bias plot of differences
of the Xpert FS minus Xpert VL viral loads in participants with quantifiable results by both assays (n = 60). The black line represents the existing bias of —0.0659 Log
(IU/mL) in viral loads of the Xpert FS in comparison with the Xpert VL assay; dashed lines represent the 95% limits of agreement of —0.69898 to 0.56718.

The mean viral load of the 60 participants with quantified results by
both the reference method and the Xpert FS assay was 5.82 Log(IU/mL)
[range 2.56—7.46 Log(IU/mL)] and 5.75 Log(IU/mL) [range,
2.54-6.99 Log(IU/mL)], respectively. The correlation between viral
load results obtained by both methods was significant (Spearman's Rho,
p=0.87), as shown in Fig. 2A. The Bland-Altman plot (Fig. 2B) showed
a bias of —0.0659 Log (IU/mL) of the Xpert FS assay compared to the
reference method, with 95% limits of agreement of -0.69898 to
0.56718, indicating slightly lower viral loads with the fingerstick than
with the plasma-based assay. Four samples were over the upper limit of
agreement, with a higher viral load by the Xpert FS assay than with the
reference method.

For 12 participants an error was obtained while the Xpert FS assay
was running and required a repeat test: (i) for nine participants the assay
aborted once, while for one participant it aborted three times due to
volume errors; (ii) in one case, an invalid result was obtained due to the
cycle threshold of the controls being too high and no incidents were
observed in the repeat test; and (iii) in another case an invalid result was
obtained due to the failure of controls, but the result was manually va-
lidated as qualitatively positive (not quantifiable) following technical
service's recommendations. Overall, a total of 113 cartridges were re-
quired to generate valid results for the 100 participants (11.5% of the
cartridges failed). Regarding volume errors, no obvious trend was ob-
served over time (1/31 participants in the first, 8/36 in the second and
2/33 in the third study quarters) or among the four people performing
the test. In addition to remote validation of tests results from the

laboratory in the present study, laboratory staff also acted as inter-
mediaries between the DCR staff and technical support experts in some
instances regarding trouble-shooting with the GeneXpert® System (soft-
ware or barcode reader) helping to solve sporadic incidents in real time.

DBS-based assay

All DBS samples were rated as adequate for HCV-RNA testing as
spots showed good quality (no change in the humidity indicator) and
quantity (diameter and number of the spots) in all cases. As results were
not delivered to participants, samples were stored at room temperature
for a mean of 18.2 days (standard deviation, 9.5 days) before being
processed in batches. For two participants (2.0%), an invalid result in
DBS testing was obtained, which was resolved after re-testing.

The concordance between the DBS-based assay and the Xpert VL
assay in plasma as the reference method was very good
(Kappa=0.916). Specificity was 100% (95% CI, 90.1% —100%), as no
false positive result was obtained in comparison with the reference
method, and sensitivity was 93.7% (95% CI, 84.8-97.5) (Table 2). The
sensitivity was also assessed using the same three additional viral load
thresholds as for the Xpert FS assay (Table 3). Sensitivity was 96.7% for
the =10 IU/mL threshold, and 98.3% for both the =1000 and the
=3000 IU/mL thresholds.

When the sensitivity of the DBS assay was compared with the sen-
sitivity of the Xpert FS assay at each viral load threshold, using the
Xpert VL assay as the reference method in both cases, the differences
were not statistically significant (Table 3).
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Influence of the HCV genotype and HIV infection on HCV-RNA detection

HCV could not be genotyped in the two participants with viral loads
<10 UIl/mL in plasma (2/63, 3.2%). In the remaining cases, the HCV
genotype and subtype were assigned by sequencing, except for one case
that failed and was tested with the Abbott HCV Genotype II assay (viral
load, 1650 IU/mL). The HCV genotypes and subtypes identified were as
follows: 3a (n = 31; 50.8%), 1a (n = 24; 39.3%), 1b (n = 2; 3.3%), 4a
(n = 2; 3.3%), and 4d (n = 2; 3.3%). As false negative results with the
Xpert FS assay were obtained only in one case, which was one of those
two participants with a viral load <10 IU/mL, no effect of the HCV
genotype/subtype on Xpert FS assay sensitivity could be identified.
These two participants with viral loads <10 UI/mL in plasma were also
false negative by the DBS assay. The remaining two false negative cases
obtained by the DBS assay were classified as subtype 3a, but in both
cases a rather low viral load was present (364 and 4530 IU/mL in
plasma, respectively), while all other samples with subtype 3a were
correctly detected (viral loads, 1650-2.9 x 107 IU/mL).

Similarly, no effect of HIV co-infection could be observed on the
qualitative results of both the Xpert FS and the DBS assays. The pre-
valence of HIV infection was similar in the HCV-RNA positive and ne-
gative groups: 25.8% (16/62) vs. 29.0% (11/38) for the Xpert FS assay,
p = 0.911; and 25.0% (15/60) vs. 30.0% (12/40) for the DBS-based
assay, p = 0.583.

Delivery of HCV-RNA results and preferences in this regard

Provisional Xpert FS assay results were delivered to all 100 parti-
cipants, and on the same day of testing in 80.0% of the cases. Among
the 20 cases in which results were delivered on a different day, delivery
took place between 1 and 8 days later (median, 3 days) when they came
back to the DCR. Among the 11 participants that required repeated
testing, eight out of 11 (72.7%) received the Xpert FS result on the same
day of testing vs. 72 out of 89 (80.9%) that received the result in a
different day (p = 0.765). Confirmed results (reference method) were
available on the next working day and delivered to all 100 participants
at a second visit to the DCR between 1 and 84 days (median, 7 days;
interquartile range, 5-11 days). Referral to care was then initiated for
all those who required treatment and were not already linked to care
(62/63 viremic cases, 98.4%).

When participants were asked about their preferences (Fig. 3),
50.0% of the participants preferred to receive the result on the same
day even if they had to wait for an hour; 13.0% preferred to receive
results another day when coming back to the DCR; and 37.0% did not
express a preference. When awareness of HCV status (either viremic or
not) was taken into account, same-day delivery of results was preferred
by 59.4% of those unaware and by 33.3% of those aware of their status,

50.0
Overall

N=100
( ) 37.0

Unaware of 59.4
HCV status 10.9
(n=64) 297

Aware of 333 Same day delivery
HCV status 16.7

= No waiting, another day
(n=36) 50.0

m No preference

o

20 40 60
Proportion (%)
Fig. 3. Participants’ preferences on receiving HCV-RNA testing results.

Preferences were significantly different (p = 0.041) according to awareness of
HCV status, either viremic or not.
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(p = 0.012). When considering only viremic participants, these pro-
portions were 58.8% vs. 34.5%, respectively (p = 0.054).

Discussion

This study demonstrates that both the use of the Xpert FS PoCT or
the HCV-RNA assay from on-site collected DBS samples are highly re-
liable tools for the simplified diagnosis of viremic HCV infection among
current PWID. Furthermore, these could greatly improve the diagnosis
strategy currently used at the HRS network in Catalonia (Ab-PoCT
followed by referral to care of seropositive individuals for diagnosis
confirmation in venous blood).

The Xpert FS assay showed an excellent real-world clinical perfor-
mance for HCV-RNA detection (98.4% sensitivity and 100% specificity)
among the population of current PWID attending a DCR in Barcelona.
These results align with a previous field-based evaluation of this assay
among individuals attending homeless and drug health services in
Australia (one third of whom had a history of drug injection) (Lamoury
et al., 2018), showing 98.3% sensitivity and 100% specificity for HCV-
RNA detection when compared with the Abbott HCV RealTime assay
(LOD of 12 IU/mL in comparison with 4 IU/mL for the Xpert VL assay
used in our study). In both studies, the only discrepant result obtained
for detectable results was below the LoQ of plasma assays and, thus, not
likely to be clinically meaningful as most HCV-infected individuals have
viral loads over 2 Log(IU/mL) at diagnosis (Alonso, Pérez-Garcia,
Ampuero, Reigadas & Bouza, 2017; Gupta, Agarwala, Kumar, Maiwall
& Sarin, 2017). Also in line with Lamoury et al., the difference between
HCV-RNA viral loads detected by the Xpert FS and the gold standard
viral load method were minimal in both studies (—0.07 Log(IU/mL)).
In another field evaluation in people with a history of injecting drug use
attending an opioid agonist therapy clinic in Tanzania (Mohamed et al.,
2019), sensitivity and specificity were 99.1% (one false negative with
6.2 Log IU/mL) and 98.7% (one false positive with 5.7 Log IU/mL),
respectively, and a mean difference of 0.13 IU/mL in comparison with
the Xpert VL assay.

Additionally, 19.5% (43/220) of participants required re-testing in
the latter study (Mohamed et al., 2019), mostly due to volume errors. It
is also important to bear in mind that capillary blood was collected and
loaded into the cartridge by the clinic personnel, but cartridges were
then transported (10-minute walking distance with high temperature
and humidity conditions) to the central laboratory for testing by la-
boratory personnel. In the present study, 12% of participants required
repeat testing. While no specific factor was identified as being asso-
ciated with the Xpert FS test errors observed, they might have been due
to several reasons, including: i) that the tests were performed by four
different people belonging to the DCR staff with no previous laboratory
experience (error rates were 8.1% or 2.8% in Australian studies where
one trained operator performed the tests (Grebely et al, 2020;
Lamoury et al., 2018)); ii) the presence of highly dense blood in some
individuals (possibly due to dehydration in PWID); and iii) the use of
research-use-only cartridges (Lamoury et al., 2018; Mohamed et al.,
2019). When healthcare workers without expertise in laboratory tasks
are involved in testing, they should be optimally trained to ensure the
quality of the process (Grebely et al., 2017), and the presence of support
from a reference laboratory is also advised to help them solve incidents
in real time.

Similarly to the study by Mohamed et al. (2019), the present results
were obtained in a setting with a higher HCV-RNA prevalence (60.6 and
63.0%) in comparison to the Australian study (40.5%) (Lamoury et al.,
2018), and the presence of HCV/HIV co-infection (36.2% and 25.4%),
which was not reported in the Australian study. No effect of HIV co-
infection was observed on the qualitative results of the Xpert FS assay in
the present study. Additionally, the HCV genotypes most commonly
circulating among PWID in Spain are represented herein (genotyping
data was partial in the Tanzanian study and lacking in the Australian
study), and Xpert FS testing performed by the nursing personnel of the
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DCR (laboratory personnel performed the whole Xpert FS testing pro-
cedure in the Australian study and operated the GeneXpert in the
Tanzanian study), which highlights the major strength of this study:
performance of the whole Xpert FS testing procedure in a real-world
setting.

This is the first study to compare the clinical performance of the
Xpert FS assay with a DBS-based assay for HCV-RNA detection. Given
the reduced analytical sensitivity of the in-house DBS-based assay (LoD,
541 IU/mL of whole blood) in comparison to the Xpert FS assay (LoD,
35 IU/mL), 3/62 viremic cases were missed by the first assay in com-
parison with the second one (viral loads in fingerstick blood: positive
<100 1U/mL, 347 and 2920 IU/mL). However, when compared to the
reference method in plasma, the difference between the clinical sensi-
tivity of the DBS and the Xpert FS assays was not statistically significant
for any of the four viral load thresholds assessed (detectable, quantifi-
able =10 IU/mL, quantifiable =1000 IU/mL and quantifiable =3000
1U/mL). Additionally, when either the quantifiable =1000 or =3000
TU/mL thresholds were used, as recommended by EASL (European
Association for the Study of the Liver, 2018) and WHO guidelines
(World Health Organization, 2018), respectively, for those assays im-
proving access to and affordability of HCV diagnostics, only one viremic
participant was missed by the DBS assay in comparison with the Xpert
FS assay. Furthermore, no effect on the sensitivity of the DBS assay due
to the HCV genotype or the HIV co-infection was observed in this study
in agreement with our previous results (Saludes et al., 2019a). These
results add to previous evidence showing a high diagnostic accuracy of
the HCV-RNA detection assays in DBS samples (Lange et al., 2017;
Vézquez-Morén et al., 2019), especially with viral loads above 1000 IU/
mL (Catlett et al., 2019; Saludes et al., 2019a; Shepherd, Baxter &
Gunson, 2019).

Unlike DBS-based testing, the Xpert FS assay is an instrumented
PoCT assay that facilitates same-day diagnosis of viremic infection.
Nevertheless, the rate and time to delivery of the Xpert FS assay results
have not been previously evaluated. Results in this study were delivered
to 100% of the participants and on the same day of testing in 80.0%.
Test repeating due to errors had no statistically significant influence on
same day delivery of results in comparison with no repeating. While
waiting for their results, some of the participants consumed drugs in the
DCR while others spent time in the center's coffee room where basic
food was available. Interestingly, when the preferences of PWID were
taken into account, 50.0% of them preferred same-day delivery of HCV-
RNA testing results, indicating that this was not a priority for many
participants. This proportion is somewhat lower than that found by
Bajis et al. (63%) (Bajis et al., 2018). Contrary to common belief, get-
ting their results on the next visit at the HRS might not be a barrier for
PWID that are regular users of these services. While DBS results were
not delivered to participants in this study, delivery of confirmatory test
results at a return visit was feasible for 100% of the participants.
However, this proportion may vary depending on the time to result in
different settings and the use of incentives. Economic incentivization
has been shown to improve linkage to care and treatment among PWID
(Norton et al., 2019; Ward et al., 2019). Even if DBS results would have
to be delivered upon a second visit, the DBS-based strategy would still
avoid the need to have several appointments at mainstream healthcare
centers for everything from phlebotomy to the delivery of test results.
Given the associated costs with HCV-RNA PoCT in Spain, and con-
sidering the simplicity of DBS collection, storage and transportation to
centralized laboratories, DBS testing could be a useful and reliable al-
ternative for the identification of viremic individuals at HRS where the
Xpert FS testing is neither affordable nor feasible. This may be due to
space requirements, power supply, Internet connectivity for remote
validation of results, and the availability of personnel who are able to
perform testing.

As previously suggested, since no single testing strategy is likely to
reach all people affected, different screening strategies could be used
depending on the setting, targeted population, model of care, and
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relative costs (Chevaliez, 2019; Lazarus et al., 2019a). In line with our
results, the Spanish Society for the Study of the Liver has recently ex-
pressed that in order to reach hepatitis C elimination in Spain, decen-
tralized diagnosis (which includes the use of a DBS-based testing or an
HCV-RNA PoCT) should be promoted in marginalized populations that
seldom attend mainstream healthcare services, such as PWID
(Crespo et al., 2019). This will also contribute to reducing late pre-
sentation to care (Lazarus et al., 2019b).

Thus, both RNA-PoCT and DBS strategies would potentially reduce
the number of individuals lost to follow-up during the diagnostic pro-
cess and, consequently, increase the number of HCV-infected PWID that
are aware of their status and that can be linked to care. As a result of the
present intervention, 54.8% of the viremic participants became aware
of their status, and 98.4% of viremic cases that were not previously
linked to care were referred to care. However, the assessment of ef-
fective linkage to care by following up participants was beyond the
scope of this study. Future studies should demonstrate if on-site
screening at HRS (either by RNA-PoCT or DBS) increases linkage to care
among this population. In this regard, efforts are being made to shorten
the time to obtain the HCV-RNA result by the Xpert FS assay (Grebely
et al., 2020), but the idea that a more rapid time to diagnosis will en-
hance linkage to treatment must be demonstrated. Additionally, the
need for remote validation of Xpert FS assay results from a central la-
boratory may be a limitation in this respect when trained laboratory
staff is not involved in the actual testing.

International guidelines have suggested that direct testing for HCV-
RNA and near-patient testing could be considered to replace screening
based on anti-HCV antibody testing if the screening strategy is cost-
effective (European Association for the Study of the Liver, 2018). In line
with this, Scott et al. (2017) demonstrated that replacing the use of the
Ab-PoCT by an RNA-PoCT increased healthcare cost-savings and in-
creased incidence reduction among PWID in Australia in comparison
with other scenarios. The high HCV seroprevalence observed in the
study population (89.0%) evidences that referring all seropositive cases
to care presents a high workload for DCR personnel with the current
strategy in Catalonia. Direct screening for HCV-RNA would allow DCR
personnel to focus on referral to care only for those PWID who are in
need of antiviral treatment (63.0% HCV-RNA prevalence). This is
especially important as the number of cured PWID carrying HCV anti-
bodies will increase with the wider use of HCV antiviral therapies
(Grebely et al., 2019; Iversen et al., 2019). Nevertheless, local cost-
effectiveness studies should be performed to establish whether the
HCV-RNA PoCT or the DBS-based assay could either replace the Ab-
PoCT test usually offered in the Catalan HRS settings (one-step strategy)
or complement it as a reflex test following a positive Ab-PoCT (two-step
strategy). These studies should take into account the number of viremic
cases with undetectable antibody levels by the Ab-PoCT that may be
missed by a two-step strategy either due to acute infection or negative
results of the Ab-PoCT (3.2% in this study as detected both by the RNA-
PoCT and DBS assays, and 4.1% in our previous study in HRS)
(Saludes et al., 2019a).

This study has several limitations. Firstly, the clinical performance
of the Xpert FS and DBS-based tests and delivery of results observed in
this study may not be generalizable to other settings. It should be
considered that this study was performed in PWID engaged in harm
reduction by directly testing for HCV-RNA (one-step diagnosis strategy)
in a population with a high prevalence of viremic HCV infection
(63.0%), including HCV genotypes commonly circulating among PWID
in Spain (that is, genotypes 5 and 6 were not represented), and using
economic incentives. Secondly, the linkage to care of participants after
receiving HCV-RNA test results was not assessed. In a previous study in
the same DCR assessing linkage to care after 6 months of receiving the
results, 46.9% attended primary or specialist care but none started
treatment (Saludes et al., 2018b). Since the last quarter of 2018, a pilot
HCV micro-elimination study is ongoing at the DCR participating in this
study, with on-site testing (using the Xpert FS assay) and treatment, as
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well as monitoring for reinfection (using DBS samples) (Lens et al.,
2020). Further studies should evaluate the rate of same-day delivery of
Xpert FS results and linkage to care after Xpert or DBS testing in dif-
ferent situations as well as their cost-effectiveness.

In conclusion, the one-step HCV-RNA PoCT diagnosis strategy eval-
uated at the DCR increased PWID awareness of their HCV status and
allowed for the timely and reliable identification of potential treatment
candidates. Given its high accuracy and that it was a PoCT, the use of the
Xpert FS assay could facilitate the implementation of decentralized HCV
test-and-treat micro-elimination strategies in PWID attending HRS, in-
cluding decentralized diagnosis (on-site HCV-RNA testing and delivery of
test results), followed by non-invasive fibrosis assessment, and treatment
supervision (treatment administration, adherence support, and evalua-
tion of treatment outcome and reinfection). Additionally, in centers
where the use of the RNA-PoCT is not feasible, DBS testing could be an
alternative. Regardless of whether the RNA-PoCT or the DBS-based
testing is performed, quality assurance programs should be established
(Grebely et al., 2017; Saludes et al., 2019a). Obtained data will be critical
for guiding efforts towards HCV elimination among PWID in the context
of the Plan for the Prevention and Control of Hepatitis C in Catalonia
(Comissi6 per a l'elaboraci6 del pla de prevenci6 i control de I'hepatitis C
a Catalunya, 2018) and will be instrumental in achieving WHO's elim-
ination targets.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywords: Background: Catalonia requires decentralized and simplified strategies for the diagnosis of viremic HCV infec-
Hepatitis C virus (HCV) tion among people who inject drugs (PWID). We aimed to perform a direct comparison of the diagnostic per-
Diagnostics formance between two, single-step strategies for the screening and diagnosis of viremic HCV infection in PWID

HCV-RNA point-of-care test (PoCT)
Dried blood spots (DBS)
People who inject drugs (PWID)

attending a drug consumption room (DCR) in Barcelona: i) on-site HCV-RNA testing using the point-of-care test
(PoCT) Xpert HCV VL Fingerstick; and ii) on-site dried blood spots (DBS) collection for HCV-RNA testing at the
laboratory (in-house assay). Additionally, we aimed to assess participants’ preferences in receiving HCV-RNA
testing results and feasibility of same-day delivery of PoCT results.

Methods: The real-world, clinical performance of these two strategies was established in comparison with the
reference method (HCV viral load testing with the Xpert HCV Viral Load assay at the laboratory from venous
plasma collected at the DCR). HCV genotypes/subtypes and HIV status were also determined by sequencing and
serology, respectively. A questionnaire including preferences regarding the delivery of test results was ad-
ministered.

Results: The prevalence of HCV-RNA was 63.0% (of which 25.8% were co-infected with HIV). The RNA-PoCT
showed a sensitivity of 98.4% for detectable viral loads (>4 IU/mL) and of 100% for quantifiable viral loads
(=10, =1000 and =3000 IU/mL). For the DBS-based assay, a sensitivity of 93.7% was obtained for detectable
viral loads, 96.7% for the quantifiable =10 IU/mL threshold, and 98.3% for both the quantifiable =1000 and
=3000 IU/mL thresholds. No significant differences were detected between the sensitivity values of these two
strategies, and the specificity was 100% in both cases. Half of the participants preferred to receive the HCV-RNA
result on the same day, and 80% of participants received their RNA-PoCT results on the same day.
Conclusions: Both the HCV-RNA PoCT and the DBS-based assay are highly reliable tools for the simplified di-
agnosis of viremic HCV infection among current PWID. These strategies allow for on-site sample collection and
delivery of test results, facilitating decentralized care in harm reduction services.
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Introduction

The World Health Organization (WHO) has set reaching 90% di-
agnosis and 80% treatment rates as the main targets in the effort to
eliminate hepatitis C virus (HCV) infection as a major public health
threat by 2030 (World Health Organization, 2016). In Spain, driven by
the Strategic Plan for Tackling Hepatitis C in the National Health
System, treatment rates have improved remarkably (Ministerio de
Sanidad, Consumo y Bienestar Social, 2018). Nevertheless, people who
inject drugs (PWID), who constitute the core of the HCV epidemic in
Europe (Grebely et al., 2019) as well as in Catalonia (Folch et al., 2016),
still face numerous barriers in accessing mainstream healthcare services
for hepatitis C confirmatory diagnosis and treatment (Fernandez-
Lépez, Folch, Majo, Gasulla & Casabona, 2016).

In Catalonia, there is a comprehensive network of drug harm-re-
duction services (HRS), including 16 centers and six mobile units (12 of
them with supervised drug consumption rooms (DCR)), that conjointly
cared for over 6000 PWID in 2018 (Agéncia de Salut Ptblica de
Catalunya, 2019). Since 2011, these HRS have been offering on-site
HCV testing with an antibody point-of-care test (Ab-PoCT), and those
with a positive result are referred to the mainstream healthcare services
for viral load confirmation in venous plasma and disease evaluation.
Remarkably, an estimated 31% of PWID fail to attend confirmatory
RNA testing (Fernandez-Lépez et al., 2016). Consequently, simplified
testing strategies for the identification of viremic individuals are ur-
gently needed in the context of HRS, which may facilitate not only
decentralized diagnosis but also treatment, as a micro-elimination
strategy (Lazarus et al., 2018) among PWID in Catalonia.

Governments must invest in HCV prevention, testing, and treatment
to provide more comprehensive services to PWID in order to achieve the
HCV elimination targets. HCV testing should be simple, high quality,
affordable, and accessible within existing services caring for this collec-
tive (Cooke et al., 2019; Douglass et al., 2018; Schroeder et al., 2019).
Diagnosis of viremic HCV infection among PWID who attend HRS can be
simplified by on-site collection of dried blood spot (DBS) samples for
RNA testing in the laboratory or by using an HCV-RNA PoCT
(Applegate, Fajardo & Sacks, 2018; Chevaliez, 2019).

The recently CE-marked HCV-RNA PoCT (Xpert® HCV VL
Fingerstick, Cepheid; hereafter, Xpert FS) was developed to improve the
diagnosis of viremic infection at the point of care, enabling the delivery
of HCV-RNA results at the time of testing without the need for a follow-
up visit (Cepheid, 2019a). In comparison with the previously existing
Xpert HCV Viral Load assay (hereafter, Xpert VL) (Cepheid, 2019b) and
the Genedrive system (Genedrive Diagnostics, Manchester, UK) which
were designed to be used as HCV-RNA PoCT using either plasma or
serum (Grebely, Lamoury, et al., 2017; Llibre et al., 2018), the Xpert FS
assay has a faster turnaround time and uses 100 pl volume of whole
blood collected by fingerstick. Consequently, common losses to follow-
up among PWID who do not return to obtain their results may be re-
duced, and the need for venipuncture is avoided. Fingerstick testing is
preferred by PWID over venipuncture mainly because fingerstick is
quicker but also because PWID tend to have poor venous access and a
fear of having a vein damaged (Bajis et al., 2018; Harris, McDonald, &
Rhodes, 2014). Additionally, plasma separation and cold chain main-
tenance of clinical samples are not needed, further simplifying the
testing logistics outside of hospitals and clinics.

The use of DBS has been shown to enhance HCV testing and linkage
to care among PWID (Grebely et al., 2017). In the context of the
HepCdetect 11 study, HCV-RNA testing from DBS was implemented and
evaluated as a one-step screening and diagnosis strategy in four HRS in
Catalonia (European Monitoring Centre for Drugs & Drug
Addiction, 2019; Saludes et al., 2019a). Among them, the DCR parti-
cipating in the present study is located near one of the most active drug-
trafficking and consumption areas in Spain: La Mina neighborhood in
Sant Adria de Besos, Barcelona. This center cares for the largest number
of different drug users per year within the entire Catalan HRS network
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(2093 users in 2017 (Agéncia de Salut Piblica de Catalunya, 2018)) and
many of their users come sporadically from diverse geographical areas
in Catalonia. These factors might have limited the number of users who
returned and received their HCV-RNA results (results were delivered to
76% of viremic individuals) (Saludes et al., 2019a). Therefore, the use
of an HCV-RNA PoCT in this setting may reduce the number of loss to
follow-up (Grebely et al., 2017). The Xpert FS assay generates results in
about one hour and has shown an excellent clinical performance as an
HCV-RNA PoCT (Lamoury et al., 2018). However, as several factors
may influence the clinical performance of diagnostic assays, such as
HCV prevalence, viral loads in viremic individuals, circulating geno-
types/subtypes, HIV co-infection, and the ability of the staff performing
the assay, field validations performed in different settings could provide
useful information for implementation purposes. Additionally, the
feasibility of same-day delivery of test results should be evaluated.

The main aim of this study was to perform a direct comparison of
the diagnostic performance between two single-step strategies for the
screening and diagnosis of viremic HCV infection in PWID attending a
DCR: 1) HCV-RNA testing at the DCR using the RNA-PoCT Xpert FS
assay; and 2) DBS collection at the DCR followed by HCV-RNA testing
at a central laboratory with an in-house HCV-RNA testing assay pre-
viously validated in this setting (Saludes et al., 2019a). Additionally, we
aimed to assess participants’ preferences on receiving HCV-RNA testing
results and feasibility of same-day delivery of PoCT results.

Material and Methods
Study design and participants

This was a community-based, cross-sectional study in a convenience
sample of PWID =18 years old who had injected drugs over the pre-
vious six months and were not receiving HCV treatment. Participants
were recruited at a DCR in Barcelona, Spain, by their own staff one day
per week (generally on Friday to accommodate the schedule of the
other DCR activities). Assuming a prevalence of viremic HCV infection
of 60% and a sensitivity and specificity of 100% for the Xpert FS PoCT
in comparison with the reference method (HCV viral load testing with
the Xpert HCV Viral Load assay at the laboratory from venous plasma
collected at the DRC), 100 participants were estimated to provide a
95% confidence interval (CI) of 50.2-69.1% for the prevalence estimate
and a 95% CI of 94.0-100% for the estimates of sensitivity and
91.2-100% for specificity. In order to encourage participation and
study completion, an economic incentive of €6 was offered upon de-
livery of the confirmed test results obtained by the reference method
(generally available on the next working day, i.e. Monday). Participants
were recruited from May 2018 to February 2019 and provided written,
informed consent. Each participant was assigned an anonymous iden-
tifying number used to link the questionnaire with tests results. The
study was approved by the Ethics Committee at the Germans Trias i
Pujol University Hospital, Badalona (Barcelona), Spain, in 2017.

Epidemiological data collection

An anonymous 27-item questionnaire administered by DCR staff at
enrolment was used for data collection. It included questions regarding
to socio-demographic characteristics, data regarding previous sexual
behavior, injected/non-injected drug use, types of drugs consumed,
imprisonment, self-reported HCV and HIV testing, previous diagnosis
and treatment of HCV and HIV infections, previous diagnosis of other
unspecified sexually transmitted infections, and preferences on re-
ceiving HCV-RNA results. Participants were asked to choose from the
following options of receiving HCV-RNA results: receiving results on
the same day, even if they had to wait for an hour, receiving results
another day when returning to the center, or no expressed preference.
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Training of the DCR staff

Nursing DCR staff had previously been trained for DBS collection
and storage in the context of the HepCdetect 11 study (Saludes et al.,
2019a). Regarding the procedure of the Xpert FS assay, they were
newly trained by Cepheid personnel.

Clinical specimens

At recruitment in the DCR, each participant underwent fingerstick
capillary blood collection for: i) HCV Ab-PoCT testing; ii) HCV RNA-
PoCT testing; and iii) DBS collection for HCV-RNA detection and geno-
typing. Four 12 mm spots of approximately 50 pl of fingerstick capillary
blood each were collected for each study participant, then dried and
stored at room temperature as previously described (Saludes et al.,
2019a). DBS samples were shipped to the central laboratory at room
temperature the following day (Microbiology Department, Germans
Trias i Pujol University Hospital, Badalona). Additionally, a paired
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) venous blood sample was col-
lected by venipuncture at the DCR, stored overnight at 4 °C, and shipped
refrigerated to the central laboratory the following day, where plasma
was separated by centrifugation and subjected to the reference HCV viral
load method (Xpert VL). The rest of the plasma was stored at —80 °C
and, in case of discordant results between the Xpert FS assay and the
reference method, viral load testing was performed with a different HCV
viral load assay (Abbott HCV RealTime assay, Abbott Molecular Inc.; see
below). Finally, the plasma samples were also used for HIV antigen/
antibody testing, and for HCV antibody testing by conventional serology
when an HCV Ab-PoCT false negative result was suspected.

HCV and HIV tests

HCV Ab-PoCT. The Hepatitis C Virus Antibody Cassette test (Tiirklab
Tibbi Malzemeler San. ve Tic. A.S., Gigli/izmir, Turkey), a CE-marked
qualitative immunoassay with a sensitivity and specificity of 100%,
according to the manufacturer, was used for fingerstick blood. Results
were visually read in 15 min and recorded in the questionnaire.

HCYV serology testing. When an HCV Ab-PoCT false negative result
was suspected, the paired plasma samples were tested for antibodies
against HCV with the VITROS® Anti-HCV assay (Ortho Clinical
Diagnostics, Raritan, NJ, USA).

HCV RNA-PoCT. 100 pl of capillary whole-blood was collected by
fingerstick according to the manufacturer's instructions and im-
mediately tested with the Xpert FS assay on a four-module GeneXpert®
System (Cepheid, Sunnyvale, CA, USA) operated by DCR staff (assay
completion time, 58 min; limit of detection ~LoD-, 35 IU/mL; limit of
quantification -LoQ-, 100 IU/mL). The first 67 participants were tested
with a research-use-only version of the Xpert FS assay, and the last 33
cases with the CE-marked version of the assay. The research-use-only
and the CE-IVD marked versions of the Xpert HCV VL Fingerstick car-
tridge were the same. The personnel at the DCR received direct support
from the central laboratory in order to resolve incidents and remotely
validate the results in real time (verification of the amplification curves
of the test controls and the HCV target) using TeamViewer software
(Germany, GmbH).

Reference HCV viral load method. In the laboratory, paired plasma
samples were tested with the CE-IVD marked Xpert VL assay on a four-
module GeneXpert® System according to manufacturer's recommenda-
tions (assay completion time, 105 min; LoD, 4 IU/mL; LoQ, 10 IU/mL).
Specimens with discordant results between the Xpert FS assay or the
DBS-based assay and the reference method, were further tested with the
Abbott HCV RealTime assay (Abbott Molecular Inc.; LoD and LoQ, 12
IU/mL), according to the manufacturer's instructions. Laboratory
technicians were blinded to the RNA-PoCT results obtained at the DCR.

HCV-RNA detection in DBS. Two 12 mm spots were subjected to
elution, nucleic acid extraction, and qualitative detection of the HCV-
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RNA and an internal control by an in-house reverse-transcription and
duplex real-time PCR reaction in a single step (Saludes et al., 2018a).

HCV genotyping. RNA previously extracted from DBS samples was
subjected to reverse-transcription as previously described (Saludes et al.,
2019a). Then, NS5B amplification was performed by heminested-PCR as
follows. The first PCR round was carried out with 2.5 pl of the HCV ¢DNA
in a final reaction volume of 25 pl containing 1 X PCR buffer (Promega),
2.5 mM MgCl, (Promega), 10 pmol of primers P1203 and P1204
(Mellor, Holmes, Jarvis, Yap & Simmonds, 1995), 0.2 mM dNTPs, and
1 U of GoTaq® Flexi G2 DNA polymerase (Promega). Termocycler con-
ditions of the first PCR were 94 °C for 30 s; 35 cycles at 94 °C for 30 s,
54 °C for 40 s, and 72 °C for 50 s; and a final elongation step at 72 °C for
30 s. The second PCR round was performed with 2 pl of the first PCR
product in a final reaction volume of 50 pl containing 1 X PCR buffer
(Promega), 2.5 mM MgCl, (Promega), 10 pmol of primers NS5B n2’
(Martr6 et al., 2008) and P1204, 0.2 mM dNTPs, and 1 U of GoTaq® Flexi
G2 DNA polymerase (Promega). Termocycler conditions of the second
PCR were 94 °C for 5 min; 30 cycles at 94 °C for 30 s, 60 °C for 40 s, and
72 °C for 50 s; and a final elongation step at 72 °C for 30 s. Sanger
sequencing and phylogenetic analysis along with reference sequences
was performed as previously described (Saludes et al., 2019b). When this
methodology failed to provide a valid sequence due to low viral loads,
the Abbott HCV Genotype II assay (Abbott Molecular Inc.) was used from
plasma samples following the manufacturer's recommendations.

HIV serology testing. Antigen and antibodies against HIV-1/2 were
tested for with the VITROS® HIV Combo assay (Ortho Clinical
Diagnostics, Raritan, NJ, USA).

Results delivery and referral to care

DCR professionals delivered HCV viral load and HIV serology results
to participants, performed post-test counseling, and referred partici-
pants to care when needed. As this study started before the Xpert FS
assay obtained CE-IVD marking, a provisional report with Xpert FS
assay results was generated after remote validation from the laboratory
as advised by Cepheid and delivered to participants on the same day of
testing when possible. Confirmed results were available on the next
working day (on Mondays) and delivered to participants at a second
visit to the DCR together with HIV serology results and the economic
incentive. During this second visit, referral to care was initiated for all
those who were viremic and were not already linked to care. Delivery of
Xpert FS assay and reference method results as well as referral to care
were recorded. No follow-up was performed to assess linkage to care
after referral.

Statistical analyses

HCV seroprevalence was determined from Ab-PoCT results, and the
prevalence of viremic infection was derived from the HCV-RNA results
obtained with the reference method. The sensitivity and specificity of
the Xpert FS assay and the DBS-based assay were assessed in compar-
ison with the results from the reference method in plasma considering
all positive results above the LoD of the reference method, either
quantifiable or not (detectable threshold). Sensitivity was also assessed
using three additional viral load thresholds: quantifiable =10 IU/mL
(viral load equal or above the LoQ of the reference method), quantifi-
able =1000 IU/mL (according to the recommendations of the European
Association for the Study of the Liver (EASL) for HCV-RNA assays of-
fering broad affordable access to HCV diagnosis and care (European
Association for the Study of the Liver, 2018)) and quantifiable =3000
IU/mL (according to WHO guidelines for assays offering improved di-
agnostic accessibility (World Health Organization, 2018)). The 95% CI
were calculated using the Wilson Score method with OpenEpi software
version 3.01 (Dean, Sullivan & Soe, 2013). For detectable HCV-RNA
results, agreement with the reference method was assessed by the
Kappa index. For samples with quantifiable results by both the Xpert FS
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Table 1

Characteristics of the study population.
Characteristics n/N (%)
Socio-demographic characteristics
Median age (range), years 43.9 (25-61)

Male gender 86/100 (86.0)
Foreign origin 22/100 (22.0)
Educational attainment > primary 32/99 (32.3)

Homeless* 28/100 (28.0)

24/95 (25.3)
69/100 (69.0)

Paid employment*
Ever been in prison
Bio-behavioral characteristics
New injectors (<5 years)
Injection while in prison
Daily injection*
Cocaine as the most frequently injected drug*
Sharing of syringes
Sharing of other injection equipment
Practicing front-backloading
Drug snorting
Sharing cocaine snorting straw

Drug smoking
Currently in drug dependence treatment
Unprotected sex with penetration with sex worker, PWID, HIV-

positive or MSM individuals**
Exchange of sex for drugs or money**
Past or current HCV infection
HIV infection

Under antiretroviral therapy

Self-reported sexually transmitted infections**

21/99 (21.2)
24/100 (24.0)
71/100 (71.0)
39/99 (39.4)
49/100 (49.0)
55/100 (55.0)
33/98 (33.7)
61/100 (61.0)
42/59 (71.2)
43/99 (43.4)
53/100 (53.0)
25/94 (26.6)

3/100 (3.0)
91/100 (91.0)
27/100 (27.0)
19/27 (70.4)
6/98 (6.1)

Percentages are expressed excluding missing values.
Questions were referred to ever in life except for:

* Previous 6 months;

** Previous 12 months.

assay and the reference method, correlation was assessed through re-
gression analysis and bias by Bland-Altman plots. The sensitivity was
compared between the Xpert FS assay and the DBS-based assay at each
of the viral load thresholds by the Pearson's Chi-square test with Yates
correction or the Fisher's exact test, as required. Participants’ pre-
ferences on receiving HCV-RNA results were compared between in-
dividuals who were aware or unaware of their HCV status by the
Pearson's Chi-square or Likelihood ratio tests, as required. The analyses
were performed using SPSS version 17 and statistical significance was
set at p < 0.05.

Results
Study population characteristics

Participants (N = 100) were mostly male (86.0%) with a median
age of 43.9; 28.0% were homeless, 22.0% were migrants, 69.0% had
ever been in prison, and 71.0% injected drugs daily (see Table 1).
Overall, 99 participants had been previously tested for HCV (1 — 10
times); 76 participants reported having a previous HCV diagnosis; and
28 (36.8%) of them reported receiving antiviral treatment. Among the
latter, 24 participants (85.7%) had completed treatment, 14 (50.0%)
received interferon-based treatment, and 23 (82.1%) reported having
achieved cure (six of them were currently viremic).

The prevalence was 89.0% (95% CI, 81.4 — 93.7%) for anti-HCV
antibodies and 63.0% (95% CI, 53.2 — 71.8%) for viremic HCV in-
fection. Two participants were RNA positive and Ab-PoCT negative
(3.2% of the total number of viremic participants); thus, the prevalence
of past or current HCV infection was 91.0%. When these two partici-
pants were tested for anti-HCV antibodies in venous plasma, one was
identified as a false negative result of the Ab-PoCT and the other one as
an acute infection within the antibody window period. HCV/HIV co-
infection was observed in 16 (25.4%) of the participants with viremic
HCV infection.
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40 - = HCV-RNA negative
= HCV-RNA positive

Proportion (%)

Yes (n=33) No (n=8) | do not know

(n=59)
Do you have hepatitis C?
Fig. 1. Prevalence of viremic infection (HCV-RNA positive by the Xpert VL
assay) according to self-reported status.

When participants were asked whether they currently had hepatitis
C, 33 answered yes (none of them were undergoing antiviral treat-
ment), 8 answered no, and 59 answered that they did not know. The
proportions of viremic infection according to self-reported status are
shown in Fig. 1. Overall, 39.0% of the participants were unaware of
their HCV status; 34 (54.8%) of the viremic participants were unaware
of having hepatitis C and five (13.5%) of the non-viremic patients be-
lieved they had hepatitis C, but they had cleared the infection. Re-
garding HIV infection, two (7.4%) of the HIV-positive participants were
unaware of their status and, overall, 70.4% reported they were re-
ceiving antiretroviral therapy.

Real-world clinical performance of the RNA-PoCT and DBS assays

RNA-PoCT

The concordance of the Xpert FS assay with the reference method
was very good (Kappa=0.979). Specificity was 100% (95% CI,
90.1% —100%), as no false-positive result was obtained in comparison
with the Xpert VL assay as the reference method, and sensitivity was
98.4% (95% CI, 91.5-99.7) (Table 2). There was one discordant result
(1/63 false-negative result), which corresponded to a participant with a
positive but unquantifiable viral load (<10 IU/mL) in plasma by the
reference method and an undetectable result by the Xpert FS assay. The
viral load of this participant was confirmed as positive in plasma by the
Abbott assay (positive <12 IU/mL), and this participant had a positive
Ab-PoCT result. There was another participant with a positive but un-
quantifiable viral load by the reference method (<10 IU/mL) but this
case was detected by the Xpert FS assay (positive <40 IU/mL).

Sensitivity was further assessed using three additional viral load
thresholds (Table 3) and was 100% for all of them (quantifiable =10
1U/mL, =1000 and =3000 IU/mL). For a sample with a viral load of
5.54 Log (IU/mL) in plasma, the viral load was not quantified by the
Xpert FS assay due to an error in assay controls, and the HCV ampli-
fication curve was validated manually as positive (qualitative result).

Table 2
Sensitivity and specificity of the RNA-PoCT and the DBS-based assay.

Xpert VL (plasma)

Detected Undetected Total

RNA-PoCT

Detected 62 0 62

Undetected 1 37 38

Total 63 37 100
DBS-based assay

Detected 59 0 59

Undetected 4 37 41

Total 63 37 100
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Table 3

Sensitivity of the RNA-PoCT and the DBS-based assay according to HCV viral load.
HCV viral load threshold in plasma RNA-PoCT DBS assay p-value

Proportion % (95% CI) Proportion % (95% CI)

Detectable 62/63 98.4 (91.5-99.7) 59/63 93.7 (84.8-97.5) 0.365
Quantifiable =10 IU/mL 61/61 100 (94.1-100) 59/61 96.7 (88.8-99.1) 0.476
Quantifiable =1000 IU/mL" 60/60 100 (94.0-100) 59/60 98.3 (91.1-99.7) 1.000
Quantifiable =3000 [U/mL" 59/59 100 (93.4-99.1) 58/59 98.3 (91.0-99.7) 1.000

CI, Confidence Interval; DBS, Dried Blood Spot; IU, International Units; RNA-PoCT, Xpert HCV VL Fingerstick assay.
* In specific settings, a qualitative HCV-RNA assay with a lower limit of detection =1000 IU/mL can be used to provide broad affordable access to HCV diagnosis

and care (European Association for the Study of the Liver, 2018).

" An HCV-RNA assay with a limit of detection of 3000 IU/mL or lower would be acceptable and identify 95% of those with viremic infection (World Health

Organization, 2018).
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Fig. 2. Agreement of quantitative results between the Xpert FS and Xpert VL assays. A) Correlation between viral loads. B) Bland-Altman bias plot of differences
of the Xpert FS minus Xpert VL viral loads in participants with quantifiable results by both assays (n = 60). The black line represents the existing bias of —0.0659 Log
(IU/mL) in viral loads of the Xpert FS in comparison with the Xpert VL assay; dashed lines represent the 95% limits of agreement of —0.69898 to 0.56718.

The mean viral load of the 60 participants with quantified results by
both the reference method and the Xpert FS assay was 5.82 Log(IU/mL)
[range 2.56—7.46 Log(IU/mL)] and 5.75 Log(IU/mL) [range,
2.54-6.99 Log(IU/mL)], respectively. The correlation between viral
load results obtained by both methods was significant (Spearman's Rho,
p=0.87), as shown in Fig. 2A. The Bland-Altman plot (Fig. 2B) showed
a bias of —0.0659 Log (IU/mL) of the Xpert FS assay compared to the
reference method, with 95% limits of agreement of -0.69898 to
0.56718, indicating slightly lower viral loads with the fingerstick than
with the plasma-based assay. Four samples were over the upper limit of
agreement, with a higher viral load by the Xpert FS assay than with the
reference method.

For 12 participants an error was obtained while the Xpert FS assay
was running and required a repeat test: (i) for nine participants the assay
aborted once, while for one participant it aborted three times due to
volume errors; (ii) in one case, an invalid result was obtained due to the
cycle threshold of the controls being too high and no incidents were
observed in the repeat test; and (iii) in another case an invalid result was
obtained due to the failure of controls, but the result was manually va-
lidated as qualitatively positive (not quantifiable) following technical
service's recommendations. Overall, a total of 113 cartridges were re-
quired to generate valid results for the 100 participants (11.5% of the
cartridges failed). Regarding volume errors, no obvious trend was ob-
served over time (1/31 participants in the first, 8/36 in the second and
2/33 in the third study quarters) or among the four people performing
the test. In addition to remote validation of tests results from the

laboratory in the present study, laboratory staff also acted as inter-
mediaries between the DCR staff and technical support experts in some
instances regarding trouble-shooting with the GeneXpert® System (soft-
ware or barcode reader) helping to solve sporadic incidents in real time.

DBS-based assay

All DBS samples were rated as adequate for HCV-RNA testing as
spots showed good quality (no change in the humidity indicator) and
quantity (diameter and number of the spots) in all cases. As results were
not delivered to participants, samples were stored at room temperature
for a mean of 18.2 days (standard deviation, 9.5 days) before being
processed in batches. For two participants (2.0%), an invalid result in
DBS testing was obtained, which was resolved after re-testing.

The concordance between the DBS-based assay and the Xpert VL
assay in plasma as the reference method was very good
(Kappa=0.916). Specificity was 100% (95% CI, 90.1% —100%), as no
false positive result was obtained in comparison with the reference
method, and sensitivity was 93.7% (95% CI, 84.8-97.5) (Table 2). The
sensitivity was also assessed using the same three additional viral load
thresholds as for the Xpert FS assay (Table 3). Sensitivity was 96.7% for
the =10 IU/mL threshold, and 98.3% for both the =1000 and the
=3000 IU/mL thresholds.

When the sensitivity of the DBS assay was compared with the sen-
sitivity of the Xpert FS assay at each viral load threshold, using the
Xpert VL assay as the reference method in both cases, the differences
were not statistically significant (Table 3).
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Influence of the HCV genotype and HIV infection on HCV-RNA detection

HCV could not be genotyped in the two participants with viral loads
<10 Ul/mL in plasma (2/63, 3.2%). In the remaining cases, the HCV
genotype and subtype were assigned by sequencing, except for one case
that failed and was tested with the Abbott HCV Genotype II assay (viral
load, 1650 IU/mL). The HCV genotypes and subtypes identified were as
follows: 3a (n = 31; 50.8%), 1a (n = 24; 39.3%), 1b (n = 2; 3.3%), 4a
(n = 2; 3.3%), and 4d (n = 2; 3.3%). As false negative results with the
Xpert FS assay were obtained only in one case, which was one of those
two participants with a viral load <10 IU/mL, no effect of the HCV
genotype/subtype on Xpert FS assay sensitivity could be identified.
These two participants with viral loads <10 Ul/mL in plasma were also
false negative by the DBS assay. The remaining two false negative cases
obtained by the DBS assay were classified as subtype 3a, but in both
cases a rather low viral load was present (364 and 4530 IU/mL in
plasma, respectively), while all other samples with subtype 3a were
correctly detected (viral loads, 1650-2.9 x 107 IU/mL).

Similarly, no effect of HIV co-infection could be observed on the
qualitative results of both the Xpert FS and the DBS assays. The pre-
valence of HIV infection was similar in the HCV-RNA positive and ne-
gative groups: 25.8% (16/62) vs. 29.0% (11/38) for the Xpert FS assay,
p = 0.911; and 25.0% (15/60) vs. 30.0% (12/40) for the DBS-based
assay, p = 0.583.

Delivery of HCV-RNA results and preferences in this regard

Provisional Xpert FS assay results were delivered to all 100 parti-
cipants, and on the same day of testing in 80.0% of the cases. Among
the 20 cases in which results were delivered on a different day, delivery
took place between 1 and 8 days later (median, 3 days) when they came
back to the DCR. Among the 11 participants that required repeated
testing, eight out of 11 (72.7%) received the Xpert FS result on the same
day of testing vs. 72 out of 89 (80.9%) that received the result in a
different day (p = 0.765). Confirmed results (reference method) were
available on the next working day and delivered to all 100 participants
at a second visit to the DCR between 1 and 84 days (median, 7 days;
interquartile range, 5-11 days). Referral to care was then initiated for
all those who required treatment and were not already linked to care
(62/63 viremic cases, 98.4%).

When participants were asked about their preferences (Fig. 3),
50.0% of the participants preferred to receive the result on the same
day even if they had to wait for an hour; 13.0% preferred to receive
results another day when coming back to the DCR; and 37.0% did not
express a preference. When awareness of HCV status (either viremic or
not) was taken into account, same-day delivery of results was preferred
by 59.4% of those unaware and by 33.3% of those aware of their status,

50.0
Overall

N=100
¢ ) 37.0

Unaware of 59.4
HCV status 10.9
(n=64) 297

Aware of 333 Same day delivery
HCV status 16.7

= No waiting, another day
(n=36) 50.0

mNo preference

o

20 40 60
Proportion (%)
Fig. 3. Participants’ preferences on receiving HCV-RNA testing results.

Preferences were significantly different (p = 0.041) according to awareness of
HCYV status, either viremic or not.
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(p = 0.012). When considering only viremic participants, these pro-
portions were 58.8% vs. 34.5%, respectively (p = 0.054).

Discussion

This study demonstrates that both the use of the Xpert FS PoCT or
the HCV-RNA assay from on-site collected DBS samples are highly re-
liable tools for the simplified diagnosis of viremic HCV infection among
current PWID. Furthermore, these could greatly improve the diagnosis
strategy currently used at the HRS network in Catalonia (Ab-PoCT
followed by referral to care of seropositive individuals for diagnosis
confirmation in venous blood).

The Xpert FS assay showed an excellent real-world clinical perfor-
mance for HCV-RNA detection (98.4% sensitivity and 100% specificity)
among the population of current PWID attending a DCR in Barcelona.
These results align with a previous field-based evaluation of this assay
among individuals attending homeless and drug health services in
Australia (one third of whom had a history of drug injection) (Lamoury
et al., 2018), showing 98.3% sensitivity and 100% specificity for HCV-
RNA detection when compared with the Abbott HCV RealTime assay
(LOD of 12 IU/mL in comparison with 4 IU/mL for the Xpert VL assay
used in our study). In both studies, the only discrepant result obtained
for detectable results was below the LoQ of plasma assays and, thus, not
likely to be clinically meaningful as most HCV-infected individuals have
viral loads over 2 Log(IU/mL) at diagnosis (Alonso, Pérez-Garcia,
Ampuero, Reigadas & Bouza, 2017; Gupta, Agarwala, Kumar, Maiwall
& Sarin, 2017). Also in line with Lamoury et al., the difference between
HCV-RNA viral loads detected by the Xpert FS and the gold standard
viral load method were minimal in both studies (—0.07 Log(IU/mL)).
In another field evaluation in people with a history of injecting drug use
attending an opioid agonist therapy clinic in Tanzania (Mohamed et al.,
2019), sensitivity and specificity were 99.1% (one false negative with
6.2 Log TU/mL) and 98.7% (one false positive with 5.7 Log 1U/mL),
respectively, and a mean difference of 0.13 IU/mL in comparison with
the Xpert VL assay.

Additionally, 19.5% (43/220) of participants required re-testing in
the latter study (Mohamed et al., 2019), mostly due to volume errors. It
is also important to bear in mind that capillary blood was collected and
loaded into the cartridge by the clinic personnel, but cartridges were
then transported (10-minute walking distance with high temperature
and humidity conditions) to the central laboratory for testing by la-
boratory personnel. In the present study, 12% of participants required
repeat testing. While no specific factor was identified as being asso-
ciated with the Xpert FS test errors observed, they might have been due
to several reasons, including: i) that the tests were performed by four
different people belonging to the DCR staff with no previous laboratory
experience (error rates were 8.1% or 2.8% in Australian studies where
one trained operator performed the tests (Grebely et al., 2020;
Lamoury et al., 2018)); ii) the presence of highly dense blood in some
individuals (possibly due to dehydration in PWID); and iii) the use of
research-use-only cartridges (Lamoury et al., 2018; Mohamed et al.,
2019). When healthcare workers without expertise in laboratory tasks
are involved in testing, they should be optimally trained to ensure the
quality of the process (Grebely et al., 2017), and the presence of support
from a reference laboratory is also advised to help them solve incidents
in real time.

Similarly to the study by Mohamed et al. (2019), the present results
were obtained in a setting with a higher HCV-RNA prevalence (60.6 and
63.0%) in comparison to the Australian study (40.5%) (Lamoury et al.,
2018), and the presence of HCV/HIV co-infection (36.2% and 25.4%),
which was not reported in the Australian study. No effect of HIV co-
infection was observed on the qualitative results of the Xpert FS assay in
the present study. Additionally, the HCV genotypes most commonly
circulating among PWID in Spain are represented herein (genotyping
data was partial in the Tanzanian study and lacking in the Australian
study), and Xpert FS testing performed by the nursing personnel of the
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DCR (laboratory personnel performed the whole Xpert FS testing pro-
cedure in the Australian study and operated the GeneXpert in the
Tanzanian study), which highlights the major strength of this study:
performance of the whole Xpert FS testing procedure in a real-world
setting.

This is the first study to compare the clinical performance of the
Xpert FS assay with a DBS-based assay for HCV-RNA detection. Given
the reduced analytical sensitivity of the in-house DBS-based assay (LoD,
541 1U/mL of whole blood) in comparison to the Xpert FS assay (LoD,
35 IU/mL), 3/62 viremic cases were missed by the first assay in com-
parison with the second one (viral loads in fingerstick blood: positive
<100 IU/mL, 347 and 2920 IU/mL). However, when compared to the
reference method in plasma, the difference between the clinical sensi-
tivity of the DBS and the Xpert FS assays was not statistically significant
for any of the four viral load thresholds assessed (detectable, quantifi-
able =10 IU/mL, quantifiable =1000 IU/mL and quantifiable =3000
IU/mL). Additionally, when either the quantifiable =1000 or =3000
IU/mL thresholds were used, as recommended by EASL (European
Association for the Study of the Liver, 2018) and WHO guidelines
(World Health Organization, 2018), respectively, for those assays im-
proving access to and affordability of HCV diagnostics, only one viremic
participant was missed by the DBS assay in comparison with the Xpert
FS assay. Furthermore, no effect on the sensitivity of the DBS assay due
to the HCV genotype or the HIV co-infection was observed in this study
in agreement with our previous results (Saludes et al., 2019a). These
results add to previous evidence showing a high diagnostic accuracy of
the HCV-RNA detection assays in DBS samples (Lange et al., 2017;
Vazquez-Mor6n et al., 2019), especially with viral loads above 1000 IU/
mL (Catlett et al., 2019; Saludes et al., 2019a; Shepherd, Baxter &
Gunson, 2019).

Unlike DBS-based testing, the Xpert FS assay is an instrumented
PoCT assay that facilitates same-day diagnosis of viremic infection.
Nevertheless, the rate and time to delivery of the Xpert FS assay results
have not been previously evaluated. Results in this study were delivered
to 100% of the participants and on the same day of testing in 80.0%.
Test repeating due to errors had no statistically significant influence on
same day delivery of results in comparison with no repeating. While
waiting for their results, some of the participants consumed drugs in the
DCR while others spent time in the center's coffee room where basic
food was available. Interestingly, when the preferences of PWID were
taken into account, 50.0% of them preferred same-day delivery of HCV-
RNA testing results, indicating that this was not a priority for many
participants. This proportion is somewhat lower than that found by
Bajis et al. (63%) (Bajis et al., 2018). Contrary to common belief, get-
ting their results on the next visit at the HRS might not be a barrier for
PWID that are regular users of these services. While DBS results were
not delivered to participants in this study, delivery of confirmatory test
results at a return visit was feasible for 100% of the participants.
However, this proportion may vary depending on the time to result in
different settings and the use of incentives. Economic incentivization
has been shown to improve linkage to care and treatment among PWID
(Norton et al., 2019; Ward et al., 2019). Even if DBS results would have
to be delivered upon a second visit, the DBS-based strategy would still
avoid the need to have several appointments at mainstream healthcare
centers for everything from phlebotomy to the delivery of test results.
Given the associated costs with HCV-RNA PoCT in Spain, and con-
sidering the simplicity of DBS collection, storage and transportation to
centralized laboratories, DBS testing could be a useful and reliable al-
ternative for the identification of viremic individuals at HRS where the
Xpert FS testing is neither affordable nor feasible. This may be due to
space requirements, power supply, Internet connectivity for remote
validation of results, and the availability of personnel who are able to
perform testing.

As previously suggested, since no single testing strategy is likely to
reach all people affected, different screening strategies could be used
depending on the setting, targeted population, model of care, and
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relative costs (Chevaliez, 2019; Lazarus et al., 2019a). In line with our
results, the Spanish Society for the Study of the Liver has recently ex-
pressed that in order to reach hepatitis C elimination in Spain, decen-
tralized diagnosis (which includes the use of a DBS-based testing or an
HCV-RNA PoCT) should be promoted in marginalized populations that
seldom attend mainstream healthcare services, such as PWID
(Crespo et al., 2019). This will also contribute to reducing late pre-
sentation to care (Lazarus et al., 2019b).

Thus, both RNA-PoCT and DBS strategies would potentially reduce
the number of individuals lost to follow-up during the diagnostic pro-
cess and, consequently, increase the number of HCV-infected PWID that
are aware of their status and that can be linked to care. As a result of the
present intervention, 54.8% of the viremic participants became aware
of their status, and 98.4% of viremic cases that were not previously
linked to care were referred to care. However, the assessment of ef-
fective linkage to care by following up participants was beyond the
scope of this study. Future studies should demonstrate if on-site
screening at HRS (either by RNA-PoCT or DBS) increases linkage to care
among this population. In this regard, efforts are being made to shorten
the time to obtain the HCV-RNA result by the Xpert FS assay (Grebely
et al., 2020), but the idea that a more rapid time to diagnosis will en-
hance linkage to treatment must be demonstrated. Additionally, the
need for remote validation of Xpert FS assay results from a central la-
boratory may be a limitation in this respect when trained laboratory
staff is not involved in the actual testing.

International guidelines have suggested that direct testing for HCV-
RNA and near-patient testing could be considered to replace screening
based on anti-HCV antibody testing if the screening strategy is cost-
effective (European Association for the Study of the Liver, 2018). In line
with this, Scott et al. (2017) demonstrated that replacing the use of the
Ab-PoCT by an RNA-PoCT increased healthcare cost-savings and in-
creased incidence reduction among PWID in Australia in comparison
with other scenarios. The high HCV seroprevalence observed in the
study population (89.0%) evidences that referring all seropositive cases
to care presents a high workload for DCR personnel with the current
strategy in Catalonia. Direct screening for HCV-RNA would allow DCR
personnel to focus on referral to care only for those PWID who are in
need of antiviral treatment (63.0% HCV-RNA prevalence). This is
especially important as the number of cured PWID carrying HCV anti-
bodies will increase with the wider use of HCV antiviral therapies
(Grebely et al., 2019; Iversen et al., 2019). Nevertheless, local cost-
effectiveness studies should be performed to establish whether the
HCV-RNA PoCT or the DBS-based assay could either replace the Ab-
PoCT test usually offered in the Catalan HRS settings (one-step strategy)
or complement it as a reflex test following a positive Ab-PoCT (two-step
strategy). These studies should take into account the number of viremic
cases with undetectable antibody levels by the Ab-PoCT that may be
missed by a two-step strategy either due to acute infection or negative
results of the Ab-PoCT (3.2% in this study as detected both by the RNA-
PoCT and DBS assays, and 4.1% in our previous study in HRS)
(Saludes et al., 2019a).

This study has several limitations. Firstly, the clinical performance
of the Xpert FS and DBS-based tests and delivery of results observed in
this study may not be generalizable to other settings. It should be
considered that this study was performed in PWID engaged in harm
reduction by directly testing for HCV-RNA (one-step diagnosis strategy)
in a population with a high prevalence of viremic HCV infection
(63.0%), including HCV genotypes commonly circulating among PWID
in Spain (that is, genotypes 5 and 6 were not represented), and using
economic incentives. Secondly, the linkage to care of participants after
receiving HCV-RNA test results was not assessed. In a previous study in
the same DCR assessing linkage to care after 6 months of receiving the
results, 46.9% attended primary or specialist care but none started
treatment (Saludes et al., 2018b). Since the last quarter of 2018, a pilot
HCV micro-elimination study is ongoing at the DCR participating in this
study, with on-site testing (using the Xpert FS assay) and treatment, as
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well as monitoring for reinfection (using DBS samples) (Lens et al.,
2020). Further studies should evaluate the rate of same-day delivery of
Xpert FS results and linkage to care after Xpert or DBS testing in dif-
ferent situations as well as their cost-effectiveness.

In conclusion, the one-step HCV-RNA PoCT diagnosis strategy eval-
uated at the DCR increased PWID awareness of their HCV status and
allowed for the timely and reliable identification of potential treatment
candidates. Given its high accuracy and that it was a PoCT, the use of the
Xpert FS assay could facilitate the implementation of decentralized HCV
test-and-treat micro-elimination strategies in PWID attending HRS, in-
cluding decentralized diagnosis (on-site HCV-RNA testing and delivery of
test results), followed by non-invasive fibrosis assessment, and treatment
supervision (treatment administration, adherence support, and evalua-
tion of treatment outcome and reinfection). Additionally, in centers
where the use of the RNA-PoCT is not feasible, DBS testing could be an
alternative. Regardless of whether the RNA-PoCT or the DBS-based
testing is performed, quality assurance programs should be established
(Grebely et al., 2017; Saludes et al., 2019a). Obtained data will be critical
for guiding efforts towards HCV elimination among PWID in the context
of the Plan for the Prevention and Control of Hepatitis C in Catalonia
(Comissi6 per a l'elaboraci6 del pla de prevenci6 i control de I'hepatitis C
a Catalunya, 2018) and will be instrumental in achieving WHO's elim-
ination targets.
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Characterization of Acute HCV Infection
and Transmission Networks in People

Who Currently Inject Drugs in Catalonia:
Usefulness of Dried Blood Spots
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HepCdetect 11 Study Group

BACKGROUND AND AIMS: Accurate

recent HCV infections is critical for tracing the extent and

identification of

mechanisms of ongoing transmission. We aimed to validate
dried blood spot (DBS) samples for the assessment of HCV
genetic diversity and to determine epidemiological parameters
including incidence, determinants of acute infection, and phy-

logenetic clustering in people who inject drugs (PWID).
APPROACH AND RESULTS: HCV nonstructural protein

5B next-generation sequencing was performed from plasma
and/or DBS in 220 viremic PWID from the HepCderect
IT study. No significant differences were found in consensus
sequences or Shannon entropy (SE) intrahost diversity esti-
mate between paired plasma/DBS specimens. SE values were
used to identify acute infections with 93.3% sensitivity (95%
CI, 0.81-1.06) and 95.0% specificity (95% CI, 0.88-1.02) in
a set of well-defined controls. An acute HCV infection (ei-
ther primary infection or reinfection) was detected in 13.5%
of viremic participants and was associated with age <30 years
(OR, 8.09), injecting less than daily (OR, 4.35), <5 years
of injected drug use (OR, 3.43), sharing cocaine snorting
straws (OR, 2.89), and being unaware of their HCV status
(OR, 3.62). Annualized HCV incidence was estimated be-
tween 31 and 59/100 person-years. On phylogenetic analysis,

46.8% of viremic cases were part of a transmission pair or
cluster; age <30 years (OR, 6.16), acute infection (OR, 5.73),
and infection with subtype 1a (OR, 4.78) were independently
associated with this condition.

CONCLUSIONS: The results obtained from plasma and
DBS characterize PWID with acute infection and those in-
volved in ongoing HCV' transmission and allow estimating
incidence from cross-sectional data. This information is criti-
cal for the design and assessment of targeted harm reduc-
tion programs and test-and-treat interventions and to facilitate
monitoring of HCV elimination in this key population.
(HepaToLocy 2021;0:1-16).

eople who inject drugs (PWID) have histori-
cally been at the core of the hepatitis C epi-
demic. It was estimated that 39.2% of PWID
were infected by HCV, representing 8.5% of all infec-
tions worldwide in 2015." Furthermore, iv. drug
use remains the main route of HCV transmission
among the newly reported cases in Europe (44.0%).?
Despite the fact that testing and antiviral treatment

Abbreviations: AUROC, area under the ROC curve; DBS, dried blood spot; HRS, harm reduction services; IQR, interqlm‘rtile range; NGS,
next-generation sequencing; NSSB, nonstructural protein 5B; PWID, peaple who inject drugs; ROG, receiver operating characteristic; SE, Shannon

entropy; WHO, World Health Organization.
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are cost-effective®

and have been prioritized in
PWID by international guidelines,(4’5) diagnosis and
treatment rates are still low in this population.(é)

The World Health Organization (WHO) has
included reaching 90% diagnosis and 80% treatment
rates in the main targets to eliminate HCV infection
as a major public health threat by 2030.” To reach
these goals, the WHO strategy highlights the use of
innovative screening approaches to enhance access to
HCV testing and treatment.® Minimally invasive
dried blood spot (DBS) sampling has been shown to
be a useful tool for increasing access to HCV testing
and linkage to care among PWID,(g) as well as a suit-
able sample type to determine HCV genotyping by
phylogenetic analysis.(lo)

Additionally, the use of DBS has been recom-
mended by the WHO® due to several factors: firstly,
it is easy to collect and stable at room temperature for
storage and transportation to the laboratory; secondly,
molecular assays have high sensitivity and specificity

for the detection of HCV RNA from these minimally
invasive samples(m; and thirdly, its high acceptability
by PWID as venipuncture can be difficult because of
poor vein accessibility. In high HCV prevalence pop-
ulations, such as PWID, DBS testing also allows the
identification of viremic HCV individuals by directly
detecting the HCV RNA, avoiding previous antibody

screening (one-step strategy). This strategy permits

HEPATOLOGY, Month 2021

identification of viremic individuals with undetect-
able antibody levels (i.e., acute infection within the
antibody window period or suboptimal serologi-
cal response) and exclusion of those with a resolved
infection. %13

Identification of specific risk factors involved in
HCYV transmission, especially among those individu-
als who have been infected recently and are driving
HCV transmission, is crucial to design specifically
targeted preventive measures."¥ Acute infection is
defined as the period comprising the first 6 months
following infection acquisition.(13 However, its iden-
tification is challenging due to absent or unspecific
symptoms in most cases and the limited value of avail-
able infection markers. Acute infection can only be
reliably identified within the antibody window period
(the first 6-8 weeks after exposure, when the HCV
RNA is detected in seronegative patients) or when
seroconversion is observed in longitudinal studies. In
this sense, Montoya et al. demonstrated that intra-
host diversity of the HCV nonstructural protein 5B
(NS5B) region assessed by next-generation sequenc-
ing (NGS) proportionally increases with the duration
of the infection and has the potential of differentiat-
ing acute from chronic HCV infections at the popu-
lation level even after seroconversion, thus serving as
an alternative method to identify acute infections,*®
being either primary infections or reinfections. This
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method would be very useful to measure incidence in
cross-sectional studies in order to monitor the HCV
epidemic and focus elimination efforts. In addition,
phylogenetic cluster analysis of HCV strains circulat-
ing among PWID is a powerful tool to understand
population-level transmission dynamics by identify-
ing recent transmission events. 14,17,18) Furthermore,
it allows inference of infecting networks"”
tification of groups of individuals at greatest risk of
transmitting the infection.(1#20)

The HepCdetect 11 study was designed to facilitate
access to diagnosis of viremic HCV infection in peo-
ple who currently inject drugs and attend harm reduc-
tion services (HRS) in Catalonia and to characterize
the local HCV epidemics in this key population. The
use of a one-step diagnosis strategy based on the
detection of HCV RNA in DBS samples proved to be
feasible and reliable and provided us with an estimate
of viremic HCV infection prevalence in this context
(58.5%)."® The second purpose of the HepCderect
IT was to perform a molecular epidemiology study to
further characterize the local HCV epidemic in our
setting. With this aim, we defined two specific objec-
tives: (1) to validate the use of DBS samples for the
assessment of HCV genetic diversity both interhost
(genotype/subtype) and intrahost and, based on this
information, (2) to determine key HCV epidemiolog-
ical parameters including incidence and determinants
of acute infections and phylogenetic clustering.

and iden-

Materials and Methods

STUDY DESIGN, DATA
COLLECTION, AND SAMPLES

Briefly, HepCdezecz 11 was a community-based
cross-sectional study in a convenience sample of cur-
rent PWID (N = 410) > 18 years old who had injected
drugs over the previous 6 months. Recruitment took
place at four HRS in Barcelona province (May 2016-
July 2017) under written informed consent (study
approved by the Ethics Committee at the Germans
Trias i Pujol University Hospital, approved appli-
cation number PI-18-246). Sociodemographic and
behavioral data were collected using an anonymous
questionnaire administered by trained staff at the par-
ticipating HRS. DBS samples were collected by fin-

gerstick from all study participants, and plasma was

I255

Articulos

ANTUORIET AL.

additionally collected by venipuncture in 300 PWID
who attended one of the participating HRS (the one
that serves the largest number of users per year in
Catalonia). Detailed information on the study and
characteristics of participants have been described. ™

For the purpose of the analyses shown herein, all
viremic cases in the HepCdezecs I1 study were initially
considered (N = 265). For those with both DBS and
plasma samples available, plasma samples were used
(n#x000A0;= 203), while DBS were used for those
with no paired plasma available (n = 62). Additionally,
in order to validate the usefulness of DBS samples
for the characterization of the intrahost and interhost
HCYV genetic diversity, paired plasma/DBS specimens
were used for 16 participants (Fig. 1). These samples
were representative of the different HCV' genotypes
and subtypes, as well as the range of viral loads pres-
ent in the study population.

NUCLEIC ACID EXTRACTION AND
HCV RNA TESTING

DBS samples were shipped and stored at room tem-
perature for a mean of 20.0 days (standard deviation,
11.0 days) before processing, according to established
HCV RNA stability in those conditions.?" DBS were
subjected to automated nucleic acid extraction and
qualitative HCV RNA testing (lower limit of detec-
tion, 541 TU/mL of whole blood) as described.>?
The remaining RNA as well as plasma samples were
stored at -80°C. HCV viral loads were quantified
from plasma by a commercial assay according to the
manufacturer’s instructions (Abbott, Chicago, IL;
lower limit of detection, 12 IU/mL).

AMPLIFICATION AND NGS OF
THE NS5B REGION

According to preliminary experiments (data not
shown), plasma samples with a viral load >10,000 IU/mL
(n = 203; median viral load, 5.84 log[IU/mL]; range,
4.03-7.37 log[IU/mL]) were subjected to this pro-
cedure. Regarding DBS, all available samples with
no paired plasma were processed as PCR used for
HCV RNA detection from DBS is not quantita-
tive.?? From frozen extracted nucleic acids, retro-
transcription and PCR were performed as described
in Supporting Text 1 over the recruitment period.
HCV-specific pangenotypic PCR primers(22 with
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HepCdetect |l study participants

!

n=110
DBS
v

n=62

Samples collected:

HCV-RNA positive:
v

Subjected to NS5B NGS:
v
Successful NS5B NGS:

(n = 3 insufficient sample left)

n = 59 (95.2%)

n =49 (83.1%)

N =410
|
n =300
DBS + plasma
v
n =203

(n = 20 with viral load
<10,000 IU/mL)

v

n=16* n=183(90.2%)
v v
n=16* n=171(93.4%)

FIG. 1. Flowchart of plasma and DBS sample processing. *Samples used for the comparison between plasma/DBS pairs.

Illumina-compatible overhangs were used to amplify
a 389-bp fragment of the HCV NS5B region (nucle-
otide positions 8250-8638 of the HCV H77 refer-
ence genome). NS5B amplicons were purified and
size-selected using Agencourt Ampure XP beads
(Beckman-Coulter, Brea, CA), following the manu-
facturer’s protocol, and stored at -20°C until library
preparation. Dual indexed libraries were obtained
with the Nextera Index Kit v2 (Illumina, San Diego,
CA) with eight PCR cycles, following the manufac-
turer’s protocol. Libraries were purified, pooled, and
subjected to paired-end sequencing (2 x 250 bp) in
six runs with the MiSeq platform (Illumina). Library
quality was assessed using the TapeStation system
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA). An NS5B
plasmid control sample was run in parallel with the
study samples in each NGS run to quantify potential
errors introduced during the sequencing process, as
described.'?

HCV GENOTYPING

In order to assess interhost HCV genetic diversity
(genotype and subtype) from NGS data, a bioinfor-
matic tool was developed (HCVGenoTool, available at
github;  https://github.com/igtp-genbioinfo/HCVge
notool) (Supporting Text 2). “Mixed infections” were

when the frequency of the minor genotype/subtype
calls among all reads mapped for a particular sample
reached 3%, as a conservative threshold to exclude
minor NGS noise or cross-contamination between
samples.

Genotyping/subtyping results obtained with this
tool were compared with those obtained by maxi-
mum likelihood phylogenetic analysis from consensus

described.®” The consensus sequences
sequences, as descr q
were generated from the dominant nucleotides at each
respective position in m}:ileup files using BWA-mem
and SAMtools 1.7.%%%) Two samples were included
as controls: a sample containing a mixed infection
1b/3a (24%/76% proportion) and another one with
genotype 5 (which is rare in Spain).

ESTIMATION OF THE INTRAHOST
HCV GENETIC DIVERSITY

NS5B NGS data were filtered and analyzed
as described elsewhere,(m and then the Shannon
entropy (SE) genetic diversity estimate was calcu-
lated." Briefly, SE describes the intrahost diversity
of the viral population as a whole, considering the
number and the frequency of viral haplotypes within
the infected individual. In order to calculate SE val-
ues, NGS data were normalized between samples by
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randomly selecting an equal number of reads post—
quality filtering for all samples in each sequencing run
and repeated 100 times. The mean SE values from
these 100 bootstraps were then assigned to each sam-
ple. To evaluate the robustness of the SE estimate, a
sensitivity analysis was performed through a bootstrap
analysis comparing these SE values to those obtained
when all post-quality-filtered reads were used for each
sample.

IDENTIFICATION OF ACUTE HCV
INFECTIONS

The classification of infections as either acute
(<6 months) or chronic at the population level was
based on SE values obtained from NS5B NGS data, as
described." The optimal SE cutoff was calculated by
using a set of well-defined acute (n = 11) and chronic
(n = 28) cases from the latter study of HCV serocon-
verters with known dates of infection.' Additional
acute (n = 4) and chronic (n = 12) cases from the
HepCdetect 11 study were also included; acute infec-
tion controls were HCV RNA—positive cases within
the antibody window period (HCV antibodies not
detected in plasma), and for chronic infection controls
the date of HCV diagnosis was known and over 5
years before participating in the study. None and five
of the acute and chronic controls, respectively, were

HIV-positive.

ESTIMATION OF HCV INCIDENCE

The incidence was estimated based on the meth-
odology described by Hope et al.?® but additionally
taking into account the false positivity rate observed
in the well-characterized control set:

(%5) x (n — (FP x n))

I =
[N = (n— (FPxn))| + [(#) X(n—(FPXn))]
In this equation, I represents incidence, 7" is
the estimated period of time below the SE cutoff, n is
the number of incident infections (acute infections
from NGS analysis), N is the number of susceptible
(HCV RNA-negative and those classified as acute
infection by NGS), and FP is the false-positive rate of
recent infection estimation. The period of time after
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infection during which SE values remain below the
cutoff was derived from the upper and lower values of
the interquartile range (IQR) observed in the serocon-
verters study (median, 81 days; IQR, 48-155 days).(l(’)

PHYLOGENETIC CLUSTER
ANALYSIS

A phylogenetic cluster analysis was performed from
NS5B NGS data to estimate transmission networks, as
described."”) Briefly, maximum likelihood phylogenies
were reconstructed using FastTree, version 2.1.10, under
a general time-reversible model of molecular evolution
from all detected HCV variants of the NS5B region
supported by at least five identical reads.*” Pairs/clus-
ters were excluded if they were polyphyletic or if the
tree support threshold was <0.60. A flexible threshold
based on the median of the intrahost patristic distances
calculated from NGS data for each individual was used
to identify pairs/clusters. For this analysis, variants
from the dominant subtype were used.

Moreover, a subset of plasma samples (n = 59) was
subjected to core-E2 region sequencing and phylo-
genetic analysis given its high discriminatory power
for the identification of transmission clusters. These
samples were also representative of the different
HCYV genotypes/subtypes found in study participants.
A 1,534-bp fragment covering the core, the E1, and
the beginning of the E2 regions (nucleotide positions
278-1811 of the HCV H77 reference genome) was
amplified and sequenced as described,”® with slight
modifications (Supporting Text 1). Maximum like-
lihood phylogenetic analysis was then performed as
described, %) including reference sequences obtained
from the International Committee on Taxonomy of
Viruses database (version 1.6.17; https://talk.ictvo
nline.org). Genetic pairs/clusters were identified using
a bootstrap threshold of 90% and a genetic distance
threshold of 0.05 ,(20) and identified clusters were indi-
vidually assessed. Pairwise genetic distances were cal-
culated using Mega 6.7

STATISTICAL ANALYSIS

For the comparison of diversity estimates between
the 16 DBS/plasma pairs, the number of NGS reads
post—quality filtering and the SE values obtained from
DBS and plasma were compared with the Mann-
Whitney U test.
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TABLE 1. Sociodemographic and Biobehavioral Profile of HCV Viremic Participants and Differences Among Those Who Were
Subjected to NS5B NGS and Those Who Were Not

Characteristics

NGS (n = 220), n (%)

NONGS (n=45)n (%)  Total (N=265),n(%) P

Sociodemographic characteristics

Age < 30 years TZiT

Male gender 192 (87.3)
Foreign origin 68 (30.9)
Educational attainment > primary 73 (33.2)
Homeless* 34 (15.5)
Paid employment* 50 (24.8)
Ever been in prison 146 (66.4)

Biobehavioral characteristics
New injection (<5 years of injected drug use) 36 (16.4)
Injection while in prison 56 (27.6)
Injecting less than daily* 111 (61.2)
Cocaine as the most frequently injected drug*® 53 (24.2)
Sharing of syringes 96 (43.8)
Sharing of other injection equipment 120 (54.8)
Practicing front-backloading 64 (29.8)
Drug snorting 107 (50.5)
Sharing cocaine snorting straw 81 (38.8)
Drug smoking 87 (41.4)
Currently in treatment for drug dependence 128 (58.2)
Unprotected sex with penefration with sex worker, 48 (23.0)
PWID, HIV-positive, or MSM individuals'

Exchange of sex for drugs or money" 20(9.1)

Self-reported HIV infection or positive rapid test 53 (24.1)
Self-reported STI 21(9.8)

Unaware of HCV status 71 (36.2)

*Previous 6 months.
Previous 12 months.
P values < 0.05 are highlighted in bold to aid visualization.

6(13.3) 23 (8.7) 0.224
35(77.8) 227 (85.7) 0.098
12/(26.7) 80(30.2) 0572
16 (35.6) 89 (33.6) 0.759
6(13.3) 40(15.1) 0717
9 (22.5) 59 824.4) 0.762
30(66.7) 176 (66.4) 0.969
6(13.3) 42(15.8) 0.612
10 (23.3) 66 (26.8) 0.560
20 (44.4) 131 (50.0) 0413
17 (37.8) 70 (26.5) 0.060
28 (62.2) 124 (47.0) 0.024
30(66.7) 150 (56.8) 0.143
21 (46.7) 85(32.7) 0.028
29 (67.4) 136 (53.3) 0.042
22 (52.4) 103 (41.0) 0.101
24 (57.1) 111 (44.0) 0.061
29 (64.4) 157 (59.2) 0.436
15 (33.3) 63(24.8) 0.144
5(11.1) 25 (9.5) 0.680
15 (33.3) 68(25.7) 0.196

2(4.5) 23(8.9) 0.267
5(31.3) 76 (35.8) 0.690

Abbreviations: MSM, men who have sex with men; STT, sexually transmitted infection.

In order to identify acute infections from SE val-
ues, the SE cutoff value that yielded the highest sensi-
tivity and specificity was selected by receiver operating
characteristic (ROC) curve analysis. Then, the area
under the ROC curve (AUROC), sensitivity, speci-
ficity, negative predictive value, and positive predictive
value were calculated together with their 95% Cls.

Proportions were compared between viremic par-
ticipants subjected to NGS versus those who were
not, using the Pearson ¥ and the Fisher exact tests.
Univariate and multivariate logistic regression models
were applied for the analysis of determinants of acute
infection and phylogenetic clustering. Variables with a
significance level <0.10 in the univariate analysis were
included in the multivariate analysis. Final multivariate
models were derived using a stepwise backward elimi-
nation process. ORs with their 95% Cls were calculated.

6

Phylogenetic clustering agreement between the
core-E2 Sanger sequencing and NS5B NGS meth-
odologies was performed by calculating the kappa sta-
tistic with its 95% CI. The Pearson y* test was used
to study whether individuals with acute infection were
more likely to form a pair/cluster with individuals
with another acute infection or chronic infection. The
cutoff for statistical significance was set at P < 0.05.
All analyses were performed using SPSS, version 17.0.

Results

PARTICIPANT CHARACTERISTICS

The sociodemographic and behavioral profile of
study participants is shown in Table 1. Briefly, most
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of participants were male (85.7%), and 8.7% were
<30 years old. Foreign PWID accounted for 30.2%,
and 15.8% reported <5 years of injected drug use.
NS5B NGS data were not obtained for all viremic
patients (mostly due to amplification failure in those
with lower viral loads), but the sociodemographic char-
acteristics of those successfully subjected to NGS were
not significantly different from those who were not.
However, regarding drug use behavior, the latter were
more likely to share syringes (P = 0.024), practice front-
backloading (P = 0.028), and snort drugs (P = 0.042).

Among viremic participants, 1.9% (4/265) were
within the antibody window period (HCV RNA-
positive and antibody-negative by both point-of-care
and standard serology testing in plasma). These four
participants, all of whom were HIV-negative, consti-
tuted the acute infection controls.

NS5B NGS OUTPUT

Sample processing and NGS output are summa-
rized in Fig. 1. When considering only participants
with viral loads > 10,000 IU/mL in plasma (183/203),
93.4% (171/183) of plasma samples were successfully
characterized by NGS. Among participants for whom
only DBS samples were obtained (n = 62), there was
not enough sample left in 3 cases, and NGS was
successful in 83.1% (49/59) of the remaining sam-
ples. Among the 220 samples sequenced, the median
number of reads post—quality filtering per sample was

10,075 (IQR, 7,675-13,875).

VALIDATION OF DBS SAMPLES
FOR THE ESTIMATION OF THE
INTERHOST AND INTRAHOST
HCV GENETIC DIVERSITY

Regarding interhost diversity, genotyping and sub-
typing results obtained by phylogenetic analysis of
NGS consensus sequences were fully concordant in 16
paired plasma/DBS samples with varying viral loads
(range, 4.20-6.78 log[IU/mL]; HCV genotypes/sub-
types: seven la, three 1b, two 3a, one 4a, two mixed
genotype infections la/4a, and one mixed subtype
infection 1a/1b). In fact, no nucleotide difference was
observed between the consensus sequences generated
from plasma/DBS pairs. Regarding intrahost diver-
sity, SE measures showed no significant differences

between plasma and DBS samples (P = 0.734) (Fig. 2).
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FIG. 2. Boxplot and dot plot of SE values between plasma and
DBS pairs.

CIRCULATING HCV GENOTYPES/
SUBTYPES

Genotyping/subtyping results obtained with the
HCVGenoTool were concordant with those obtained
by phylogenetic analysis of NGS consensus sequences,
and the results of the genotype 5 and mixed infec-
tion controls were satisfactory (Supporting Table S1).
HCV genotypes and subtypes found in study par-
ticipants (N = 220) are shown in Fig. 3. Five mixed
infections (2.2%) were detected: two 4a/1a, one 1a/1b,
one 1a/3a, and one 1a/4d. Subtype la predominated
in Spanish participants (46.0%, 70/152), followed by
3a (29.6%, 45/152), whereas 3a (42.6%, 29/68) pre-
dominated over la (25.0%, 17/68) among foreign
PWID (P = 0.006), who were mostly from Georgia
(39.7%) and Italy (13.2%).

IDENTIFICATION OF ACUTE
HCV INFECTION AND ITS
DETERMINANTS

In order to compare SE values among participants,
the number of reads used to calculate SE was nor-
malized between all samples in each sequencing run
(median, 4,205; range, 4,074-6,822), which repre-
sented using a median of 46.5% of the reads (IQR,
35.0-61.6%). In the sensitivity analysis, SE values
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Mixed infections

FIG. 3. HCV genotypes/subtypes found in the study population
(n =220).
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FIG. 4. ROC curve plot for the identification of acute infection
from NS5B SE values in a set of well-defined acute and chronic
controls. AUROC = 0.987.

did not significantly vary when 100% of the reads
were used (Supporting Fig. S1). A ROC curve was
obtained for SE values in the set of well-defined acute
and chronic controls, and an AUROC of 0.987 (95%
CI, 0.96-1.00) was obtained (Fig. 4). Selecting an SE
value of 0.41040 as the cutoff yielded 93.3% sensitivity
(95% CI, 0.81-1.06), 95.0% specificity (95% CI, 0.88-
1.02), 87.5% positive predictive value (95% CI, 0.71-
1.04), and 97.4% negative predictive value (95% CI,
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0.92-1.02) for the identification of acute HCV infec-
tion. When this cutoff was used in the whole study
population, 13.5% (29/215) of the participants were
classified as acute HCV infections. The previously
mentioned five HCV mixed infections were excluded
from this analysis because the methodology was not
validated in this context. Acute infections identified
by SE values represented either primary infections or
reinfections as 48.3% (14/29) of the cases had been
previously diagnosed with HCV over 1 year before
participating in the study and had cleared the infec-
tion either with treatment (n = 5) or spontaneously
(n=9).

In unadjusted logistic regression analyses (Table 2),
acute infection was associated with age <30 years,
<5 years of injected drug use, sharing cocaine snort-
ing straws, genotype 3a, and being unaware of their
viremic HCV status. In adjusted logistic regression
analyses, independent risk factors for acute infection
were age <30 (OR, 8.09), injecting less than daily
(OR, 4.35), <5 years of injected drug use (OR, 3.43),
sharing cocaine snorting straws (OR, 2.89), and being
unaware of their viremic HCV status (OR, 3.62).

ESTIMATION OF HCV INCIDENCE

Estimated annualized HCV incidence, including
reinfections, varied from 31 per 100 person-years
(when the highest value of the IQR of the time period
during which SE values fall below the cutoff was con-
sidered: 155 days) to 59 per 100 person-years (when
the lowest value of the IQR was used: 48 days).

PHYLOGENETIC CLUSTERING
AND ASSOCIATED FACTORS

Among the participants subjected to NS5B NGS
analysis, 46.8% (103/220) were identified as part of
a transmission pair or cluster (involving 6-29 partic-
ipants) (Fig. 5). Among those PWID with an acute
infection who belonged to a transmission pair/cluster,
82.6% (19/23) clustered with another acutely infected
participant and were more likely to form a pair/cluster
with another acutely infected individual than those
with a chronic infection (P = 0.001). There was no
evidence of clustering by country of origin, although
some clusters contained more than one foreign PWID
(data not shown).
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TABLE 2. Univariate and Multivariate Logistic Regression Analyses of Factors Associated With Acute HCV Infection

Total* Univariate Model Multivariate Model
Acute Infection ~ Chronic Infection (N =215),
(n=29),n(%) (n=186),n(%) n (%) OR 95% Cl P OR 95% Cl P
Sociodemographic characteristics
Age < 30 years 8(27.6) 7(3.8) 15(7.0) 974 31829411 <0.001 809 1.99-33.33 0.004
Male gender 24 (82.8) 164 (88.2) 192 (87.4) 0.64 0.22-1.87 0.644
Foreign origin 10 (34.5) 56 (30.1) 66(30.7) 122 0.53-2.81 0.637
Educational 20 (69.0) 124 (66.7) 147 (66.8) 090  0.39-2.10 0.807
attainment > primary
Homeless" 3(10.3) 31(16.7) 34(16.8) 0.57 0.16-2.04 0.392
Paid employment 7(25.9) 41 (24.0) 50(22.7) 1.1 0.44-2.82 0.826
Ever been in prison 20 (69.0) 125 (67.2) 145(67.4) 1.08  0.46-2.53 0.850
Biobehavioral characteristics
New injection (<5 years of 11(37.9) 23 (12.4) 34(168) 433 1.81-10.37 0.001 3.43 1.04-11.32 0.043
injected drug use)
Injection while in prison 4(14.3) 52 (30.4) 56(28.1) 038 0.13-1.16 0.090
Injecting less than daily" 19 (67.9) 90 (48.9) 109 (51.4) 222 0.94-5.26 0.068 435 1.41-1429 0.011
Cocaine as the most fre- 7(24.1) 45 (24.3) 52(24.3) 099 0.39-2.48 0.982
quently injected drug"
Sharing of syringes 11(37.9) 83 (44.9) 94(439) 075 0.75-1.69 0.486
Sharing of other injection 15 (51.7) 102 (65.1) 117(54.7) 0.87 0.39-1.92 0.732
equipment
Practicing front-backloading 8(27.6) 54 (29.8) 62(29.5) 090 037216 0.808
Drug snorting and sharing 16 (57.1) 64 (36.2) 80(39.0) 235 1.04-5.32 0.040 289 1.08-7.75 0.035
snorting straw
Drug smoking 14 (50.0) 71 (39.9) 85(41.3) 1.51 0.67-3.37 0.316
Currently in treatment for 14 (48.3) 112 (60.2) 126 (68.6) 1.62  0.74-3.57 0.230
drug dependence
Unprotected sex with pen- 7 (25.0) 39 (22.2) 46 (22.5) 117  0.46-2.98 0.740
efration with sex worker,
PWID, HIV-positive, or MSM
individuals®
Exchange of sex for drugs or 4(13.8) 16 (8.6) 20 (9.5 1.69  0.52-5.49 0.381
money*
Self-reported HIV infection 7(24.1) 46 (23.7) 51(23.7) 1.03 0.41-2.58 0.955
or positive rapid test
Self-reported STI* 4(13.8) 16 (8.8) 20 (9.5) 1.65 0.51-5.38 0.404
Unaware of HCV status 17 (60.7) 53 (32.3) 70(36.5) 324 1.41-7.41 0.006 3.62 1.369.62 0.010
Virological characteristics
Genotype 3a 15(51.7) 59 (31.7) 74 (34.4) 231 1.04-5.04 0.040
Genotype Ta 8 (27.6) 76 (40.9) 84(39.1) 055 023-1.31 0.179

*Five cases with mixed HCV infections were excluded from this analysis.

Previous 6 months.
Previous 12 months.

Pvalues < 0.05 are highlitted in bold to aid visualization.
Abbreviations: MSM, men who have sex with men; STI, sexually transmitted infection.

Amplification and Sanger sequencing of the
core-E2 genomic region was successful for 71.2%
(42/59) of the samples (viral load range, 4.65-7.37
log[IU/mL]; HCV subtypes: 1a, 1b, 3a, 4a, and 4d).
When the clusters identified by phylogenetic analy-
sis of the core-E2 region were compared with those

identified from the NS5B NGS data, the positive
agreement was 85.7% (k = 0.68; 95% CI, 0.44-0.92).
Two participants belonging to a transmission clus-
ter by NS5B analysis were not identified by core-E2
analysis, and 4 participants were clustered by core-E2

analysis but not by NS5B analysis (data not shown).
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FIG.5. Cluster network derived from the maximum likelihood phylogeny reconstructed from the NS5B NGS data set. Participants with
an acute infection are identified by a black dot. The links between each node are scaled by the corresponding distances in the maximum
likelihood phylogeny reconstructed from the NS5B consensus sequences, and the linkages are derived from NGS data. The participants’

identification number is shown in bold for plasma samples (largest harm reduction center) and in italics for DBS samples (the other three
centers).
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Concerning determinants, age <30 years (OR, 6.16),
having an acute infection (OR, 5.73), and infection
with subtype 1a (OR, 4.78) were associated with clus-
tering in unadjusted logistic regression analysis and
remained independently associated factors in adjusted
logistic regression analysis (Table 3).

Discussion

In this study we comprehensively characterized the
local HCV epidemics in current PWID through the
estimation of different key parameters (such as inci-
dence and transmission networks) and their determi-
nants by performing several virological analyses based
on HCV genetic diversity at interhost and intrahost
levels by NGS, which allowed us to identify acute
infections, circulating subtypes, and epidemiological
relatedness between them. This methodology, initially
developed from plasma samples,(l(’) has also proved
feasible from minimally invasive DBS samples, add-
ing to previous results from the HepCdezect 11 study
showing the utility of DBS to improve access to diag-
nosis and to estimate the prevalence of viremic HCV
infection in the HRS setting in Catalonia."

We evaluated the usefulness of DBS samples for the
study of HCV genetic diversity at both interhost and
intrahost levels by NGS. Regarding interhost diver-
sity, the HCV genotype and subtype obtained from
plasma/DBS pairs were concordant in all cases, as
reported based on Sanger sequencing.(m) Furthermore,
the SE intrahost genetic diversity estimate obtained
from NGS reads was comparable in both specimen
types. Thus, DBS samples proved to be highly suit-
able for the identification of acute infections based on
SE values when using a methodology developed for
plasma samples. '

While other assays have been developed for HCV
genotyping by NGS,"2 both the NS5B-based
experimental approach and the bioinformatic analy-
sis used here are simple methods; the HCVGenoTool
developed here is easy to use for nonbioinformaticians
and performed well in comparison with the reference
method. The distribution of subtypes circulating in
current PWID was comparable to a national study
of people who had injected drugs,®® with a higher
prevalence of subtype 3a in our study (33.6% versus
26.5%). This subtype predominated in foreign PWID
as it is highly prevalent in PWID in countries such as

12

HEPATOLOGY, Month 2021

Georgia (70.0%) or Italy (39.7%),(34) which were highly
represented among study participants. Genotype 3 has
been associated with a higher risk of developing liver
disease and HCC®® and a lower response to certain
direct-acting antivirals.®® Nevertheless, highly sus-
tained virological response rates have been recently
shown in PWID,(37) even in those with recent injec-
tion and imperfect adherence.®®

Based on NS5B NGS data, acute infections were
characterized among PWID attending HRS in
Catalonia. This method showed excellent accuracy
(AUROC, 0.99; 93.3% sensitivity and 95.0% spec-
ificity), confirming previous results in a cohort of
seroconverters in Canada."® While initially only 4
viremic PWID in the HepCdezect 11 study were iden-
tified as acutely infected based on HCV RNA detec-
tion within the antibody window period,(m when
using the methodology described here 25 additional
acute infections were identified, adding up to 29/215
(13.5%). Given the difficulty in detecting acute
infections through traditional methods, alternative
approaches have been described, such as anti-HCV
antibody avidity. However, the latter method is influ-
enced by several factors including poor immune sta-
tus in people living with HIV.®” HIV infection was
found in 26.2% of acutely infected HCV cases in the
present study.

Importantly, accurate identification of acute infec-
tions allowed estimation of HCV incidence in current
PWID, which was between 31 and 59/100 person-
years. These results are consistent with a longitudi-
nal study in a cohort of HCV seroconverters among
young heroin injectors in Spain (52.9/100 person-
years, 2001-2003 period)(‘w) and in the upper range
of a pooled analysis in seroconverter PWID from
big cities of Western countries (7-33/100 person-
years). ") However, the high incidence observed can
be also explained by the methodology used (based
on SE estimates), which has not been validated to
distinguish between new infections and reinfections.
Indeed, 48.3% of the acute infections identified in
our study might represent reinfections. These results
are in line with preliminary results from an ongoing
study conducted in one of the HRS that participated
in the present study (the one that contributed the
largest number of participants), in which a high rate
of reinfection after on-site treatment with a direct-
acting antiviral was found (18/100 person-years).“*?
Accurate incidence estimates are required to monitor



HEPATOLOGY, Vol. 0, No.0, 2021

the WHO elimination goal of 80% reduction in inci-
dence and to measure the effectiveness of HCV pre-
vention interventions including harm reduction. The
fact that HCV incidence remains high in our context,
where HRS are well implemented, emphasizes the
need for further improvement in counseling and drug
dependence treatment as preventive measures, diagno-
sis of viremic HCV infection, and access to antiviral
treatment.

In this sense, we were able to describe the deter-
minants of acute HCV infection, which is essential
to design preventive measures specifically targeted
to those PWID involved in transmission."¥ These
determinants were being young, recent initiation to
injected drug use, injecting less than daily, sharing
cocaine snorting straws, and being unaware of viremic
HCV status. Special attention should be paid to
young injectors, who were at higher risk of both acute
infection (OR, 8.09) and being in a transmission pair/
cluster (OR, 5.98). Youth has also been identified as
a risk factor for clustering in Canada,®” as well as for
clustering with another young injector."® Young age
has been related to high-risk injecting practices, such
as sharing syringes or other injecting equipment and
inducing other people who use drugs to inject for the
first time.*¥ Therefore, innovative outreach interven-
tions and prevention messages specifically tailored to
young PWID may help to decrease HCV transmis-
sion. Additionally, those with an acute infection were
more likely to share snorting straws and to inject less
than daily, possibly indicating a transition from non-
injected to injected drug use, which usually happens
among young PWID.“" Despite controversy, the
intranasal HCV transmission route has been virolog-
ically demonstrated.*” Although the use of nonin-
jected drugs has been recommended by public health
authorities in order to reduce bloodborne infections,
dependence, and overdose,*®) education regarding safe
consumption through drug snorting should be rein-
forced. The association between <5 years of injected
drug use and acute infection was expected because
HCYV infection in our setting often occurs during the
first years of injection.™®*) The high unawareness
of having a viremic infection among acutely infected
individuals highlights missed opportunities to prevent
HCV transmission. Being aware of having hepatitis
C is the first step to linkage to care and treatment
and to decrease injection risk behaviors.*® Thus, the
implementation of on-site testing (based on either
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DBS™ or molecular point—of—care<49) tests as in the

He{)Cdez‘ect II study) and frequent HCV RNA test-
ing 1) are recommended to promote early diagnosis
and self-knowledge of having hepatitis C to ultimately
reduce transmission among PWID.

Regarding clustering, phylogenetic analysis of
NS5B NGS data performed well and showed a higher
amplification success rate in comparison with Sanger
sequencing of the more variable core-E2 region.**®
A large proportion (46.8%) of PWID were identified
as being part of a pair/cluster, and acute infection was
its strongest determinant (OR, 5.73), in agreement
with Jacka et al.?” Acutely infected individuals were
more likely to cluster with another acutely infected
PWID than with chronically infected individuals.
The higher risk of transmitting HCV infection to
others during acute infection and the close epidemi-
ological relationship between acutely infected PWID
within the transmission network suggest the need not
only for improved prevention and diagnosis but also
for treatment-as-prevention strategies ) in order to
promptly treat acutely infected PWID,* ideally at
the same time as their injecting partners.

Despite the strengths of our study, the following
limitations should be taken into consideration. Firstly,
8.7% of the participants’ samples were not subjected
to NGS, mostly due to low viral loads, which may be
found during acute infection, when HCV RNA levels
may fluctuate.®” Therefore, it is possible that some of
the participants for whom HCV was not sequenced
might have been acutely infected, leading to an under-
estimation of HCV incidence and influencing the
analysis of determinants of acute infection. Secondly,
the relatively small number of acute infections found
may have led to a limited statistical power when
assessing associated risk factors. Thirdly, clustering
analysis may have been limited by the fact that about
20% of people spontancously clear HCV infection
and that not all contacts of study participants were
sampled. Finally, the proportion of mixed infections
might have been underestimated in this study as the
limit of detection of minor genotypes/subtypes by the
NGS method described was not established. However,
we estimate a high representativity of viral variants
circulating in each individual given the relatively high
depth of coverage obtained.

In conclusion, the present study demonstrates the
usefulness of DBS as an alternative sample for the
study of HCV diversity, not only at the interhost
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(genotypes/subtypes) but also at the intrahost level,
which is useful for the identification of acute infec-
tions and transmission clusters. These data allowed
us to estimate incidence in a cross-sectional study
and, together with classical epidemiological data,
to characterize the ongoing HCV epidemic among
current PWID attending HRS in Catalonia. The
described methodology could also be useful in other
settings or populations with high HCV incidence.
Early diagnosis of acute infections by frequent HCV
RNA testing and linkage to treatment, especially
among younger users and people who have recently
started to inject drugs, as well as the design and
reinforcement of specifically targeted harm reduc-
tion interventions, will be key in order to prevent
ongoing transmission and reach HCV elimination
goals.
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