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editoriale

La lunga strada verso I'eradicazione di HCV:

esempli virtuosi.

The long road to the eradication of HCV:

virtuous examples.

Paolo Bonfanti'?

T Struttura Complessa di Malattie Infettive, Ospedale San Gerardo, Azienda Socio-Sanitaria Territoriale

di Monza;

2 Dipartimento di Medicina e Chirurgia, Universita Milano-Bicocca

Da circa dieci anni la disponibilita di antivirali di
nuova generazione, basati sulla combinazione
di pit molecole ad azione antivirale diretta (di-
rect-acting antivirals, DAA) senza piu necessita di
interferone, ha rivoluzionato il trattamento della
infezione da HCV. | DAA ad oggi disponibili, assunti
per via orale, hanno una elevatissima efficacia ed
un ottimo profilo di sicurezza e cio ha permesso
di estendere I'indicazione al trattamento anche a
pazienti prima non eleggibili (1).

Questo trattamento esteso a tutti, “universale”,
per HCV ha portato, nel nostro Paese, un guada-
gno in termini di riduzione di complicanze cliniche
correlate all’infezione quali il cancro del fegato,
I'insufficienza epatica e la necessita di trapianto
del fegato. Soprattutto ha reso ipotizzabile I'obiet-
tivo, inimmaginabile fino a qualche anno prima,
di poter eradicare completamente la malattia nel
mondo. Stando agli obiettivi enunciati nel docu-
mento programmatico del’lOMS, che detta le li-
nee strategiche in questo ambito di salute divenu-
to un’emergenza mondiale ma, allo stesso tempo,
un traguardo possibile da raggiungere, il “goal” &
ridurre dell’80% il tasso di infezione da epatite C e
del 65% quello della mortalita dovuta al virus en-
tro il 2030 (2).

La campagna di screening e trattamento dell’HCV
dopo una forte accelerazione nel 2018 e 2019, ha
subito I'impatto negativo della pandemia da COVID-19,
con notevole riduzione dei trattamenti nel 2020.

BIBLIOGRAFIA

Da qui I'importanza di progetti che spingano la ri-
presa di tale processo, e in questa direzione va, ad
esempio, il recente “Programma per l'attuazione
del Piano per l'eliminazione dell’HCV in Regione
Lombardia”, istituito a partire da una legge sul
tema promossa dal Ministero della Salute (3).

Il principale ostacolo verso la strada dell’eradica-
zione della malattia da HCV & I'emersione del som-
merso, riuscire cioé a fare la diagnosi in persone
ignare della malattia, dato che l'infezione decorre
spesso in modo del tutto asintomatico e silente.
Da qui I'importanza di progetti come quello pre-
sentato da Giancarlo Orofino e coll. su questo nu-
mero del Journal of HIV and Ageing (4). Il Progetto
“HIV-HCV free” & frutto della collaborazione tra
Specialisti Infettivologi, Medici di Medicina Ge-
nerale, Specialisti Ambulatoriali e Associazioni sul
territorio e ha l'obiettivo di rendere piu agevole
offrire i test per le infezioni da HIV e HCV da parte
dei medici e accedervi da parte delle persone. L'al-
tra caratteristica molto interessante del progetto
e la sensibilizzazione delle persone, attraverso ini-
ziative informative ed educative utilizzando Web,
Social Network e incontri in presenza.

Lavorare in collaborazione creando team multidi-
sciplinari e servirsi dei nuovi strumenti che la tec-
nologia oggi mette a disposizione costituiscono
due aspetti di questo progetto estensibili ad altre
progettualita che hanno gli stessi obiettivi, in que-
sta fase post-pandemica. m
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Growing old with antiretroviral therapy

or elderly people in antiretroviral therapy:

two different profiles of comorbidity?
Invecchiare con la terapia antiretrovirale o essere
anziani in terapia antiretrovirale: due profil

di comorbidita differenti?
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Abstract

In Persons Living With HIV (PLWH), the burden of
non-communicable chronic diseases increased over
time, because of aging linked to prolonged survival,
chronic inflammation, systemic immune activation, and
long-term exposure to the combination antiretroviral
therapy (ART). Chronological age, age at HIV diagnosis,
and exposure to ART may exert an effect on qualitative
and quantitative differences.

To explore this hypothesis, we evaluated the prevalence
of some selected comorbidities in patients enrolled in
the SCOLTA Project, by groups of chronological age (50-
59 and >60 years old) and ART duration.

In 1336 subjects (23.9% women), ART duration was
similar between age groups, both when considered
in continuous (p=0.85) and in categories (p=0.88). As
expected, comorbidities and multimorbidity were less
frequent in the 50-59 than in the >60 years class.

The age- and sex-adjusted odds ratios (ORs) showed
that, in the 50-59 years group, a consistent and
significant risk increase was observed through ART
duration categories for CVD (ORs from 1.68 to 2.18),
dyslipidemia (ORs from 3.61 to 9.08) and osteopenia/
osteoporosis (ORs from 3.74 to 6.23). Consequently,
the risk of multimorbidity also increased across ART
duration categories (ORs from 2.04 to 4.40). In the >60
years group, the CVD risk was significantly increased
only in those patients with ART duration >20 years
(OR 2.61, 95% ClI 1.22-5.58, reference category <6
months). Dyslipidemia and multimorbidity increase
were consistently associated with longer ART duration.
In conclusion, age, age at HIV infection diagnosis, and
ART exposure were associated to multimorbidity in
PLWH.

Background

In recent years, the prevention and the early treat-
ment of co-morbidities among Persons Living With
HIV infection (PLWH) has become a major issue in the
management of these patients. In fact, a number of
non-communicable diseases (cardiovascular [5], renal
[6], neurocognitive [7, 8], bone disease [9], non-AIDS
related cancers [10]) are more frequently observed
among PLWH with respect to the general population
as a consequence of aging, chronic inflammation, sy-
stemic immune activation, and long-term exposure
to the combination antiretroviral therapy (ART) [1-3].
Moreover, the presence of multiple chronic co-morbi-
dities [10, 11], could determine further difficulties in
their management.

Aimed at the purpose of defining the possible different
profiles in terms of quality and quantity of non-com-

original article

Riassunto

Nelle persone che vivono con HIV (PLWH), il peso delle pa-
tologie corniche non trasmissibili e aumentato nel tempo, a
causa dell'invecchiamento legato a una maggiore sopravvi-
venza, all’infiammazione cronica, allattivazione del sistema
immunitario, e all'esposizione a lungo termine alla terapia
antiretrovirale (ART). L'eta anagrafica, quella alla diagnosi
di infezione da HIV, e l'esposizione alla ART sono fattori che
possono esercitare un effetto sulle differenze sia qualitative
che quantitative tra le comorbidita.

Per esplorare questa ipotesi, abbiamo valutato la prevalenza
di alcune patologie selezionate nei pazienti arruolati nel pro-
getto SCOLTA, per gruppi di eta (50-59 e 260 anni) e durata
della ART.

In 1336 soggetti (23.9% donne), la durata della ART era sim-
ile tra gruppi di eta, sia considerata in continuo (p=0.85) che
in categorie (p=0.88). Come atteso, le comorbidita e la mul-
timorbidita erano meno frequenti nel gruppo 50-59 che in
quello 260 anni.

Gli odds ratios (ORs) aggiustati per sesso ed eta hanno
mostrato che, nella categoria 50-59, si rilevava un aumento
di rischio significativo e coerente in categorie di durata del-
la ART, per le malattie cardiovascolari (CVD) (ORs da 1.68 a
2.18), dislipidemia (ORs da 3.61 a 9.08) e osteopenia/osteo-
porosi (ORs da 3.74 a 6.23). Di conseguenza, anche il rischio
di multimorbidita aumentava attraverso le classi di durata
della ART (ORs da 2.04 a 4.40). Nel gruppo 260 anni, il rischio
CVD era significativamente piu elevato solo nei pazienti con
durata della ART 220 anni (OR 2.61, 95% intervallo di confi-
denza al 95% 1.22-5.58, categoria di riferimento <6 mesi).
Laumento di dislipidemia e multimorbidita era coerente-
mente associato con una maggiore durata della ART.

In conclusione, I'eta anagrafica, quella alla diagnosi di in-
fezione da HIV, e l'esposizione alla ART sono associate alla
multi-morbidita nelle PLWH.

municable diseases among PLWH, we hypothesized
that there should be qualitative and quantitative dif-
ferences according to their chronological age, but also
to the year of HIV diagnosis, and to the length of expo-
sition to antiretroviral treatment.

To explore this hypothesis, we stratified our patients
by groups of chronological age and by years of anti-
retroviral treatment (ART) and evaluated the possible
differences in terms of number and types of co-mor-
bidities in the different groups.

Methods

This was a cross-sectional analysis of baseline data
from the SCOLTA project, an ongoing prospective
cohort study [12]. Briefly, subjects were enrolled if
they were aged 18 years or more, in need of initia-
ting a cohort drug and gave their informed consent
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to participate into the study. At enrollment, informa-
tion on type and duration of previous ART were col-
lected, as well as on diagnosed comorbidities.

Included comorbidities were cardiovascular disea-
ses (atherosclerosis, carotid plaques, hypertensive
cardiomyopathy, ischemic cardiopathy, diabetes,
hypertension, atrial fibrillation, cardiac hypertrophy,
metabolic syndrome, tachycardia, impaired glucose
tolerance; history of brain hemorrhage, acute myo-
cardial infarction, transitory ischemic attack, cardiac
failure), dyslipidemia, central nervous system (CNS)

Table 1. Baseline characteristics of 1336 subjects aged =50 years enrolled in the
SCOLTA Project between 2013 and 2021

Patients’ characteristics

Sex

M

F
Ethnicity
Caucasian

Other

Risk factor for HIV acquisition

DU
Heterosexual
Homosexual
Other/Unknown
HCV positive
CDC Stage

A

B

©

Naive

Detectable HIVRNA (exp)

CD4+ count (cell/mL)
ART duration (years)
ART duration (years)

<6 months or naive

4|Journal of
HIV and Ageing

Age class (years)

50-59 =60

N % N % P
703 744 314 803

242 256 77 19.7 0.02
907 96.0 377 96.4

38 40 14 36 0.70
324 343 48 12.3

304 322 193 49.4

222 235 96 246

95 10.1 54 13.8 <0.0001
359 38.0 65 16.6 <0.0001
409 433 183 46.8

289 306 12 286

247 26.1 96 246 0.30
105 1.1 40 10.2 0.64
119 14.2 36 10.3 0.07
599 386-826 524 313-816 0.01
1" 419 13 419 0.85
115 122 43 11.0

200 212 87 222

237 25.1 91 233

166 17.6 84 215

227 240 86 220 0.88

disturbance (anxiety, depression, psychosis), oste-
openia/osteoporosis and non-AIDS related cancers
(current or past). Multi-morbidity was defined as
the presence of two or more co-morbidities other
than HIV infection. The criterion of two or more
chronic conditions has been considered a cut-off
score to compare multi-morbid and non multi-mor-
bid groups.

To focus on older subjects, we selected participants
enrolled since 2013 and aged 50 or more years at
study entry, performing the analysis in two groups:
50-59 and >60 years old.

Continuous variables were described as means
(and standard deviation, SD) if normally distributed,
and as medians (and interquartile range, IQR) if not
normally distributed. They were compared using
parametric and non-parametric tests, respectively.
Categorical variables were described as frequen-
cy (and percentage, %) and their distribution was
compared using the chi-square test (or Fisher exact
test, as appropriate).

We estimated the odds ratios (ORs) and the corre-
sponding 95% confidence intervals (Cls) for CVD, dy-
slipidemia, CNS disturbance, bone loss (osteopenia
and osteoporosis), non-AlDS-related malignancies
and multimorbidity. To account for potential confoun-
ders, we included terms for age and sex at birth. All
the analyses were performed with the SAS software,
version 9.4 (SAS Institute, Inc., Cary, NC, USA).

Results

Out of 2916 patients enrolled since 2013, we exclu-
ded 1580 (54.2%) who were younger than 50 years
at study entry. One thousand three hundred and
thirty-six were eligible for this analysis, 945 (70.7%)
aged 50-59 years and 391 (29.3%) aged 60 years
or more. Most patients were enrolled in the do-
lutegravir cohort (49.0%), followed by bictegravir
(17.7%), darunavir/cobicistat (10.7%), rilpivirine
(9.7%), elvitegravir/cobicistat (7.5%) and doravirine
(5.3%).

Mean age at enrollment was 57.4 (SD 6.5) years,
and at first ART 45.3 (SD 10.7). Both were higher in
men than in women (57.6 vs 56.7, p=0.02, and 45.9
vs 43.4, p=0.0003). On the contrary, ART duration
was longer in women (13.3 vs 11.8 years, p=0.006).
Baseline patients’ characteristics are reported in
Table 1, by age class. In the 50-59 group, women
were more represented (25.6% vs 19.7%, p=0.02), and
median CD4+ count was higher (599 vs 524, p=0.01).



Risk factors for HIV acquisition were heterogeneous
between age groups, with intravenous drug use
more frequent (34.3% vs 12.3%) and transmission
by heterosexual intercourse less frequent (32.2%
vs 49.4%) in the 50-59 than in =60 years group
(p<0.0001). Consistently, prevalence of HCV positi-
vity was higher in the 50-59 years group (38.0% vs
16.6%, p<0.0001).

ART duration was similar between age groups, both
when considered in continuous (p=0.85) and in ca-
tegories (p=0.88). Classes of previous ART duration
were determined as quartiles in the >60 years class,
after exclusion of naive subjects.

As expected, comorbidities and multimorbidity
were less frequent in the 50-59 than in the >60
years class (Table 2). By age class, ART duration
showed an association with CVD, dyslipidemia,
and bone loss frequency, whereas the relation-
ship was less evident with CNS disturbances and
non-AlDS-related malignancies (Table 3, Figure 1).
To evaluate the strength of this association, we in-
cluded age and sex in the logistic regression model,
to account for these confounders (Table 4). In the
50-59 years group, CNS disturbance and presen-
ce of malignancies did not appear related to ART
duration, whereas a consistent and significant risk
increase for CVD, dyslipidemia and osteopenia/
osteoporosis was observed. Consequently, the risk
of multimorbidity also increased across ART dura-
tion categories.

In the >60 years group, the risk increase was less
marked and inconsistently significant. For example,
CVD risk was significantly increased only in those pa-
tients with ART duration 220 years. On the contrary,
dyslipidemia and multimorbidity increase were con-
sistently associated with longer ART duration.

Discussion

In this analysis of baseline data from a cohort
study, we found that subjects aged 50-59 and >60
years had a risk of multimorbidity in positive re-
lationship with years of ART exposure. As regards
specific comorbidities, dyslipidemia showed the
same trend in strata of age, whereas the relation-
ship between ART duration and CVD and osteo-
penia/osteoporosis was more marked in the 50-59
years group with respect to the group >60 (29.5% vs
51.9%); this also accounts for the difference in mul-
timorbidity among the two groups (25.8% vs 36.8%).
In the 50-59 group ART duration seems to exert

original article

Table 2. Comorbidities by age class.

Age class (years)

Comorbidity 50-59 =60
N % N % P
CVD 279 295 203 51.9 <0.0001
Dyslipidemia 180 19.0 80 205 0.55
CNS 101 10.7 40 10.2 0.80
Osteopenia/osteoporosis 94 10.0 50 128 0.13
Non-AIDS-related malignancies 8l 33 18 46 0.24
Multimorbidity 244 258 144 36.8 <0.0001
Table 3. Comorbidity (%) by ART duration and age class.
ART duration
Comorbidity
<6months | 1-6yrs | 7-14yrs | 15-19yrs| =20yrs

Age class (years) 50-59 b
CVD 19.1 285 300 325 33.0 0.03
Dyslipidemia 5.2 15.0 19.4 19.9 28.6 <0.0001
CNS 10.4 12.0 72 10.2 13.7 0.35
Osteopenia/osteoporosis 26 9.0 9.7 9.0 15.4 0.002
Non-AIDS-related malignancies 44 2.0 38 24 4.0 0.72
Multimorbidity 12.2 220 232 28.3 37.0 <0.0001
Age class (years) =60 yrs

CVD 442 425 51.6 50.0 67.4 0.002
Dyslipidemia 46 14.9 26.4 17.9 302 0.006
CNS 93 9.2 1.7 1.9 12.8 0.29
Osteopenia/osteoporosis 0.0 10.3 18.9 15.5 12.3 0.17
Non-AIDS-related malignancies 23 46 55 36 5.8 0.67
Multimorbidity 233 216 40.7 36.9 488 0.002
Figure 1. Comorbidities in strata of age and ART exposure.
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Table 4. Odds ratios and 95% confidence intervals for comorbidity by age class,

age- and sex-adjusted.

ART duration
Comorbidity
<6 months 1-6 yrs 7-14yrs 15-19 yrs =20 yrs
Age class (years) 50-59
CvD 1.00 1.68 30.0 325 33.0
0.96-2.94
Dyslipidemia 1.00 3.20 194 19.9 28.6
1.297.95
CNS 1.00 1.17 72 102 137
0.56-2.45
Osteopenia/osteoporosis 1.00 374 9.7 9.0 15.4
1.07-13.01
Non-AIDS-related malignancies 1.00 0.45 38 24 40
0.12-1.71
Multimorbidity 1.00 2.04 232 283 37.0
1.06-3.90
Age class (years) =60
CcvD 1.00 0.94 1.27 1.19 261
0.45-1.99 060-267 | 056252 | 1.22-558
Dyslipidemia 1.00 361 7.80 4.66 9.08
078-16.82| 1.74-34.94 | 1.01-21.46| 2.04-4037
CNS 1.00 0.98 0.85 1.41 1.48
0.28-3.46 023312 | 041484 | 044-4.98
Osteopenia/osteoporosis n.e. 1.00 1.79 1.54 1.31
074-435 | 061-387 | 051338
Non-AIDS-related malignancies 1.00 2.01 2.30 1.50 2.55
022-1859| 0.26-2056 | 0.15-14.89| 0.29-2257
Multimorbidity 1.00 1.25 220 1.90 3.14
0.54-2.93 096-504 | 082439 | 1.387.15
a significant impact on CVD, dyslipidemia and
osteopenia/osteoporosis and, in general, on the
multimorbidity, but not on CNS disturbance and
malignancy.
In the >60 group ART duration impacts on dys-
lipidemia, while an effect on CVD and multimor-
bidity appears only over 20 years of therapy. It
is noteworthy that the effect of ART duration on
the onset of comorbidities appears less marked
among patients aged >60 years, with respect to
those aged 50-59 years. We can hypothesize that
this phenomenon could be due to the fact that
6|Journal of
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PLWH present two profiles: those growing old
with antiretroviral therapy and elderly people in
antiretroviral therapy. Those who grew old with
HIV and with ARV learned, over time, to perform
timely controls, screening investigation and treat-
ments for comorbidities.

The higher number of over-sixties with CVD and
osteopenia/osteoporosis could be the effect of
the exposition to more toxic antiretrovirals, like
abacavir, protease inhibitors and tenofovir diso-
proxil fumarate. On the other hand, we should
also consider that, among over-sixties the effect
of age per se on CVD and dyslipidemia became
preponderant with respect to the effect of ART
and HIV infection duration.

In arecentissue of the FUNCFRAIL study [13], 801
PLWH were stratified by chronological age (50-54,
55-64 years, and > 65) and by the year of HIV di-
agnosis (before 1996 and after 1996).

Among patients diagnosed before 1996, the Au-
thors found an increased burden of comorbidi-
ties and a higher prevalence of chronic obstruc-
tive pulmonary disease (COPD), history of cancer,
osteoarthritis, depression, and other psychiatric
disorders, but no differences regarding frailty and
physical function; the prevalence of frailty and
poor physical function was significantly higher
among patients aged 65 years or more. Among
patients aged >65 years, the most prevalent co-
morbidities were hypertension, diabetes, dyslip-
idemia, current cancer, and osteoarthritis.
Despite the relevant difference between the re-
sults of the two studies, in the SCOLTA cohorts
the two profiles of PLWH significantly differed in
terms of comorbidities, as also was observed in
the FUNCFRAIL study.

Another interesting aspect was a comparison
with the general Italian population, where the in-
formation was available [14]. An overall compari-
son was not feasible, since the age distribution of
our patients was remarkably different. However,
where information was provided in age class, we
could compare some specific diseases (Table 5).
For example, in a survey conducted in 2010, an over-
all 1.7% of men and 12.0% of women were reported
as suffering from osteoporosis. Limiting the informa-
tion to age classes comparable with ours, men aged
54-59, 60-64 and 65-74 years had a prevalence of os-
teoporosis of 2.2%, 1.7%, and 4.5% respectively, ver-
sus 9.0%, 9.0% and 12.6% in our sample.



On the contrary, in the same age classes the
presence of osteoporosis in women was 18.0%,
21.2%, and 31.9% in the general Italian popula-
tion, and 17.7%, 20.0% and 29.4% among women
living with HIV.

Similarly, CNS disturbance and hypertension were
more frequent in men from SCOLTA study than in
the general population, whereas diabetes preva-
lence was comparable. In women, we did not ob-
serve any remarkable differences.

In brief, comparing our data with those obtained
from the general population, we can observe
that, in the classes of age considered, over-fifties
males are more exposed to osteopenia/osteopo-
rosis and, if over-sixties, also to high blood pres-
sure and CNS disturbances. On the other hand,
women seem less exposed to diabetes and os-
teoporosis; this could be due to the success, in
our outpatient facilities, of early diagnosis and
treatment policy in post-menopausal HIV-positive
women, a category considered at higher risk for
this comorbidity.

This study has some limitations.

First, the Infectious Diseases Clinics involved in
the SCOLTA study are not formally representative
of the Italian Clinics (i.e., at the national level),
because they were not randomly selected but
participated into our observational study on a
volunteer basis. Second, the subjects were not
fully representative of all PLWH followed in the
Infectious Diseases Clinics participating into the
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Table 5. Comorbidities by age class (%), comparison with the general Italian population.
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SCOLTA study, but only of those in need of initiating
a new ART drug in the considered period.

Last, comorbidities were only reported if previously
diagnosed, so an underestimate was possible.

In conclusion, PLWH over-fifties present different
risk profiles for comorbidities, according to their
ART exposure, and should not be considered as a
uniform group. Distinguishing them according to
different profiles may contribute to design differ-
ent diagnostic and therapeutic approaches. m
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Riassunto

Il Progetto HIV-HCV free nasce nel contesto di alcune espe-
rienze torinesi di collaborazione tra Specialisti Infettivologi,
Medici di Medicina Generale, Specialisti Ambulatoriali e
Associazioni sul territorio con l'obiettivo di rendere sempre
piu facile offrire i test per le infezioni da HIV e HCV da parte
dei medici e accedervi da parte delle persone. Il progetto
si propone di implementare l'offerta dei test coinvolgendo
sempre piu professionisti e costruendo percorsi di accesso
fruibili da tutti e con uno stretto legame con il Reparto di
Malattie Infettive di riferimento. Inoltre, obiettivo del pro-
getto € aumentare la domanda dei test da parte delle perso-
ne, attraverso iniziative informative ed educative utilizzando
web, Social Network e incontri in presenza.

Introduzione

Dati epidemiologici europei (eCDC) [1] e italiani (ISS)
[2] riportano che circa un 50% di soggetti a cui viene
diagnosticata la infezione da HIV presentano una si-
tuazione clinica gia avanzata, con AIDS conclamato o
immunocompromissione con conta dei linfociti CD4
< a350/mmc o< 200/mmc.

Uinfezione, ciog, & gia presente da un significativo nu-
mero di anni. La domanda principale, che in campo
medico scientifico si & posta e continua a porsi, € se
si poteva fare una diagnosi prima, in anticipo rispet-

Abstract

The HIV-HCV free Project was born in the context of some
Turin experiences of collaboration between Infectious
Disease Specialists, General Practitioners, Outpatient
Specialists and Associations in the area with the aim of
making it easier to offer tests for HIV and HCV infections
by doctors and access it by people. The aim of the
project is to implement the testing offer involving more
professionals and building access paths that can be used
by all and with a close link with the relevant Infectious
Diseases Department. Furthermore, the aim of the
project is to increase people's demand for tests, through
information and educational initiatives using the web,
Social Network and face-to-face meetings.

to a quella osservata. Anticipare la diagnosi previene
nuove infezioni (i soggetti non in trattamento antire-
trovirale in quanto inconsapevoli sono fonte di circa il
40% delle nuove infezioni, [3]) e permette al sogget-
to malato, che entra subito in un percorso di cura, di
avere una aspettativa di vita decisamente superiore
rispetto a coloro che si presentano con una diagnosi
tardiva.

Si stima che i soggetti HIV positivi in Italia che non
sono a conoscenza della propria malattia (inconsape-
voli) siano circa 15000 [4]. Di essi, 1200 circa vivono
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in Piemonte, inclusi nei circa 10000 pazienti viventi
con HIV (numero che si ricava dai dati del SEREMI)
nella nostra regione. Tale dato (1200 inconsapevoli) si
evince considerando che il Piemonte contribuisce con
I’8% dei casi al numero dei sieropositivi in Italia (circa
150.000) ed applicando le stesse percentuali anche
agli inconsapevoli.

Riguardo all'infezione da HCV, si posseggono pochi
dati sul grado di malattia al momento della diagnosi,
perché non e attivo un registro di sorveglianza; tutta-
via, dati della letteratura scientifica indicano attorno
al 20% le persone che vengono diagnosticate in una
fase avanzata.

Sempre per quel che concerne la infezione da HCV, si
stima che i pazienti inconsapevoli siano in numero 10
volte superiori a quelli con HIV, nella survey condotta
dalla associazione EPA C, e addirittura 20 volte supe-
riori [5].

Nel dibattito scientifico degli ultimi dieci anni, € emer-
so chiaramente come le diagnosi di entrambe le pa-
tologie possono essere anticipate (diagnosi precoci)
attraverso una maggiore attenzione alla possibile pre-
senza di tali infezioni in occasione di controlli medici
generali o per altre patologie e/o attraverso la prescri-
zione dei test diagnostici (sierologici) in presenza di
determinati fattori di rischio [6]. Sono le cosiddette
“occasioni perse” (missed opportunities) [7].

Sul versante sociale, invece, € opinione comune che la
incapacita delle campagne informative di raggiungere
in maniera efficace la popolazione riduca la percezio-
ne del rischio e di fatto non costituisca un input, per la
popolazione con comportamenti a rischio, ad esegui-
re con continuita i test diagnostici.

Vengono pertanto a delinearsi due principali cam-
pi di intervento, ossia sull’offerta del test (in ambito
biomedico o comunque legato alle cure) e sulla do-
manda (ambito educazionale, informativo, sociale). La
sovrapposizione di alcuni fattori di rischio comuni tra
le due patologie, unito anche alla impossibilita ad una
prevenzione attraverso un vaccino, rende ipotizzabile
e fattibile un percorso comune di diagnosi precoce.

Il progetto HIV-HCV Free punta ad implementare sia
I'offerta sia la domanda di esecuzione dei test per HIV
e HCV in ambito della citta di Torino e provincia (con
possibili ritorni positivi anche in ambito regionale) ri-
facendosi anche ad un progetto pilota dal titolo “Stra-
tegie di diffusione del Test HIV a risposta rapida: un
progetto di collaborazione tra Ospedale e Medicina
Generale”, che ha confermato la fattibilita e la buona
accettazione dell’'offerta del test HIV a risposta rapida

su essudato gengivale (OraQuick Advance HIV 1-2 ©)
in un ambito di Medicina Generale.

Nel 2015, in questo progetto, sono stati formati 73
medici di medicina generale (MMG) su come eseguire
il test HIV salivare, sul counseling pre- e post-test e sul-
la procedura in caso di risultato positivo. 771 soggetti
hanno effettuato il test HIV salivare: 458 maschi, 313
femmine; la maggior parte aveva tra i 31 e i 50 anni
ed era nato in ltalia; 612 hanno dichiarato un orien-
tamento sessuale di tipo eterosessuale, 41 MSM,
101 non lo ha dichiarato (ed € emersa la difficolta del
MMG ad affrontare I'argomento “orientamento ses-
suale”; 17 provenivano dall'area della tossicodipen-
denza. Sono stati individuati 3 soggetti con infezione
da HIV e inviati all'Ospedale di Malattie Infettive dove
il risultato e stato confermato. Il tasso di prevalenza
generale di infezione da HIV e stato del 0.4%. [8]

I risultati di questo progetto sono stati incoraggianti, si
e avuta la conferma della fattibilita e della buona ac-
cettazione dell’utilizzo del test HIV salivare a risposta
rapida da parte dei MMG. La formazione dei MMG e
stata molto importante, cosi come la stretta collabo-
razione con I'Ospedale di Malattie Infettive per I'invio
dei soggetti riscontrati positivi. Sono state rilevate
alcune criticita strettamente correlate alla situazione
contingente della relazione MMG-paziente rispet-
to alla proposta del test HIV e/o HCV accompagnata
all'indagine sulla sfera sessuale o sull’utilizzo di sostan-
ze stupefacenti. Inoltre, &€ emersa I'importanza della
costruzione di percorsi accessibili e diretti di accesso al
test di conferma presso il reparto di Malattie Infettive.
Sulla base dei risultati ottenuti, gli OBIETTIVI del pro-
getto HIV-HCV Free sono stati cosi formulati:

e Formare MMG e specialisti ambulatoriali (SA),
di alcune specialita “chiave” in questo campo sulle
strategie per arrivare ad una diagnostica precoce di
HIV e HCV

¢ Diagnosticare il maggior numero possibile di incon-
sapevoli HIV e/o HCV

e Ridurre di conseguenza il numero di contagi da sog-
getti inconsapevoli

Materiali e metodi

¢ Scouting di Medici di Medicina generale (MMG) e
Specialisti Ambulatoriali (SA) interessati e/o interessa-
bili al progetto, partendo da un pool di professionisti
che si e creato in questi anni, i quali costituiscono un
network gia attivo e coinvolgibile anche in questa fase.
La strategia di sviluppo & pertanto quella a cerchi
concentrici.



¢ Condivisione ed utilizzo di un sito web (HIVHCVfree.it)
che funga da contenitore di materiale scientifico e di
interfaccia per lo scambio di informazioni, discussio-
ne/gestione/epicrisi di casi clinici.
e Riunioni in presenza (compreso un convegno an-
nuale) o via web per aggiornamento, scambio di espe-
rienze. | riferimenti scientifici e legislativi di riferimen-
to principali sono costituiti da:
- le HIV Indicator Conditions: guida redatta dal Eu-
ropean CDC [6]
- il documento regionale “Politiche di offerta del
test HIV in Piemonte” [9]
- il decreto del Ministero della Salute “Screening
nazionale gratuito per la eliminazione del virus
HCV”
e Fornitura di test. Fase pragmatica, in cui ai profes-
sionisti coinvolti viene data la possibilita di effettuare
i test HIV e HCV (approvati CE e commercializzati in
Italia) presso il proprio studio medico
e “Colonizzare”, “parassitare” (per analogia con quan-
to fanno i virus) i social media (Facebook, Instagram,
gruppi, etc.) con informazioni e tutorial, stimolando
discussione ed interessi.
¢ Spingere gli utilizzatori, secondo una strategia di nu-
dging o spinta gentile [10], all'esecuzione dei test HIV
e HCV, focalizzando i messaggi sulla importanza, per
sé stessi, di una diagnosi precoce e, per gli altri, di una
salvaguardia e protezione dal contagio
e Indicatori di risultato:
- N° di test (HIV e HCV) richiesti dai medici (% di
aumento rispetto al basale)
- N°dinuove diagnosi di infezioni da HIV e HCV
- N°ditest HIV eseguiti nel territorio torinese

Risultati

Il progetto ha preso concretamente forma proce-
dendo a meta 2021 nella costruzione del sito in-
ternet https://hiv-hcvfree.it/, del profilo Instagram
@hivhevfree e della pagina Facebook HIV-HCV Free.
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Attraverso post, articoli e newsletter sono proposti
contenuti di approfondimento e iniziative di divulga-
zione e testing.

Il Progetto HIV/HCV Free ha aderito alla #EuropeanTe-
stingWeek, campagna europea che incoraggia le orga-
nizzazioni partner ad unirsi per incrementare gli sforzi
nell’'effettuare dei test per HIV e HCV e promuovere la
consapevolezza dei benefici nel farli. Sono stati acqui-
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lo screening gratuito in ambulatorio.
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test acquistati, sia per HIV sia per HCV. Tutti i test sono
risultati negativi. U'iniziativa € stata molto ben accetta-
ta da tutti i partecipanti.

Dal punto di vista dei medici, questi hanno riscontra-
to una importante facilita nella proposta del test ai
pazienti, aiutati dalla cartellonistica posta nelle sale
di attesa che “preparava” il paziente.

| pazienti hanno dimostrato di apprezzare l'accessibi-
lita immediata del test e il clima di fiducia nel quale e
stato possibile eseguirlo, in un contesto, a maggior ra-
gione (pandemia Covid-19), caratterizzata da forte dif-
ficolta all'accesso al test nei punti prelievi territoriali.

Discussione

La “normalizzazione” del test HIV e, a traino, di quello
HCV, & un punto fondamentale per diagnosticare gl
inconsapevoli. L'invio basato su dati clinici e/o epide-
miologici puo aiutare in maniera significativa la iner-
zia/paura da parte dei prescrittori. Una offerta alter-
nativa e complementare (point of care) ai tradizionali
siti di testistica, come anche il Piano Nazionale AIDS
2017-2019 incentiva e sostiene [11], pud intercettare
soggetti esitanti, fragili, timorosi o con altre problema-
tiche di accesso al test. m
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Abstract

We conducted a survey aimed at estimating the
burden of COVID-19 epidemic on HIV-infected patients
healthcare during the first pandemic wave. The interview
was conducted in a single outpatient clinic for HIV-
infected patients at San Gerardo Hospital, Monza from
May to Sep 2020. All consecutive patients presenting
for scheduled clinical appointment were asked about
the impact of COVID-19 on their life, access to health-
services and treatment adherence. Possible associations
between patients’ characteristics and risk of treatment
discontinuation or viral rebound were explored using chi-
squared test or Fisher’s exact test. Two-hundred and forty-
three patients were interviewed (76.5% men, 81% ltalians,
27.1% MSM, 21.4% >60 years old). Four patients (1.6%)
have had COVID-19 diagnosed by a nasopharyngeal swab,
18 (7.4%) had developed symptoms of COVID-19 but were
not tested and 31 patients (12.7%) reported a close contact
with confirmed/suspected cases of COVID-19. Thirteen had
a relative who died of COVID-19. One in 5 patients reported
significant economic losses and 1 in 4 reported they had
suffered from severe psychological distress. Two thirds of
the patients had their HIV-appointments postponed and
21 (8.6%) reported they had unaddressed health problems
during the lockdown. Twenty-two patients reported
incomplete adherence to ART, 6 had a viral rebound to
>50 copies/ml. Migrants had significantly higher rates
of treatment interruption (19.6% vs. 2%; p<0.001) and
virological failure (8.7% vs. 1%; p<0.001) than Italian-born
patients. Containment measures of COVID-19 can have
indirect effect on HIV-treatment adherence and patients
wellness. However, this may guide future reflexions on new
care models.

Background

During the first wave of the COVID-19 pandemic,
[taly implemented the earliest, longest, and most ra-
dical lockdown measures outside of China. Between
March 9™ and May 4%, 2020, non-essential business

Riassunto

E stata realizzata un’intervista per indagare le conseg-
uenze della COVID-19 sui pazienti HIV-positivi durante la
prima ondata pandemica. L'intervista e stata realizzata
presso I'ambulatorio di Malattie Infettive dell’Ospedale
San Gerardo di Monza tra maggio e settembre 2020. | pa-
zienti sono stati sottoposti ad un’intervista che includeva
domande sull'impatto di COVID-19 dal punto di vista per-
sonale, economico e dell’‘accesso alle cure. Abbiamo inol-
tre indagato la presenza di fattori di rischio che favorivano
I'interruzione della ART e un rebound della carica virale.
Sono stati intervistati 243 pazienti (76.5% uomini, 81%
Italiani, 27.1% MSM, 21.4% >60 anni). Quattro (1.6%)
avevano ricevuto una diagnosi di COVID-19 con conferma
microbiologica, 18 (7.4%) avevano manifestato sintomi
compatibili ma non avevano effettuato tampone naso-
faringeo. Tredici avevano perso un familiare a causa di
COVID-19; 1 su 5 riferiva importanti perdite economiche
e 1 su 4 stress psicologico. Due terzi dei pazienti aveva-
no dovuto posporre le visite di controllo per I'infezione
da HIV e 21 riferivano problematiche di salute che non
era stato possibile gestire durante il periodo di lockdown.
Ventidue pazienti hanno riferito un‘aderenza subottimale
alla ART e per 6 e stata documentata una carica virale
>50 cp/ml; i pazienti di origine non italiana presentava-
no un rischio aumentato di interrompere la ART (19.6%
vs. 2%, p<0.001) e di fallimento virologico (8.7% vs. 1%,
p<0.001). Le misure di contenimento del COVID-19 hanno
avuto quindi effetti indiretti sul benessere delle persone
HIV-positive; la stessa epidemia puo rappresentare un‘oc-
casione per riflettere su possibili nuovi modelli di gestione
delle cure.

activities were closed and restrictions to citizen’s free
of movement were introduced. Although the access
to hospital or other health-care facilities was allowed,
“non-essential movements” were discouraged, and a
“stay-at-home” order was issued.
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Moreover, most services for HIV-positive patients
were converted to COVID-units, further reducing ac-
cess to non-urgent care (1,2). In a context of fear and
uncertainty, although we tried to ensure continuity
of care, it is foreseeable that the most fragile groups
of people living with HIV (PLWH) may have encounte-
red difficulties in accessing care or maintaining their
adherence to treatment (3,4).

The present survey was therefore aimed at estima-
ting the burden of COVID-19 epidemic and of the re-
lated restrictions on PLWH healthcare. Moreover, we
aimed at identifying possible factors associated with
treatment discontinuation or reduced adherence.

Methods

Setting

This observational study was conducted in a single
outpatient clinic for HIV-infected patients at San Ge-
rardo Hospital, Monza. The clinic takes care of about
1500 patients with HIV infection.

Table 1. Characteristics of the study population.

N (%) or
Characteristic (N=243) Me:: ()SD)
Gender/sex
Cisgender men 186 (76.5%)
Cisgender women 52 (21.4%)
Transgender women 5(2.1%)
Age, years 50.7 (11.2)
Risk factors for HIV infection
Intravenous drug use 29(11.9%)
Heterosexual intercourses 123 (50.6%)
MSM/TG Female 71(29.2%)
Other 5(2%)
Unknown 15(6.2%)
Country of birth
Italian born 197 (81.1%)
Foreign born 46 (18.9%)
CD4+ count, cells/mmc’ 701 (307)
HIV-RNA'
<50 copies/ml 226 (93%)
50-200 copies/ml 13(5.3%)
>200 copies/ml 3(1.2%)

' Latest measurement available before March 2020.
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Between March and May 2020, the activity of the HIV
clinic was largely reduced. All non-urgent blood tests
and in-person visit with the physicians were cancel-
led and postponed, unless non-deferrable. Successi-
vely, the majority of follow up visits were performed
using telemedicine. Antiretroviral treatment (ART)
distribution at the clinic was never interrupted.

Population

All the first consecutive patients accessing one of the
3 offices at our HIV clinic for a scheduled appoint-
ment for the first time after the imposed “lock-down”
were enrolled in the study.

Study design

A structured interview involving questions on the im-
pact of COVID-19 on their life (being directly infected
by COVID-19 or ill during the previous months, ha-
ving a relative died by COVID-19, having an increase
in psychological stress, having experienced financial
loss), on their experience with the accessibility of he-
alth-services during the pandemic (access to the HIV
clinic and other health-services) and ART adherence
was conducted during the visit.

The interview included multiple choice questions
and closed-ended question. Adherence to antiretro-
viral treatment was measured on a Visual Adherence
Scale, ranging from 1 (worst adherence) to 10 (best
adherence). Adherence was considered incomplete
when a score <9 was marked.

Data on HIV-RNA and CD4+ cells count were retro-
spectively collected considering the results of the
routine blood test regularly performed before the
clinical appointment.

Virological rebound and variation of the CD4+ cells
count was assessed considering the results of this
blood test and the previous blood test available, per-
formed before the onset of COVID-19 pandemic in
Monza.

Statistical analysis

Possible associations between patients’ characte-
ristics and risk of treatment discontinuation or viral
rebound were explored using chi-squared test or Fi-
sher’s exact test, where appropriate.

Results

Two-hundred and forty-three patients were inter-
viewed between May 5th and Sep 30th, 2020 (Table 1).
Of them, 186 (76.5%) were cis-gender men and 197



(81.1%) were Italian. Median age was 50.7 years old
(SD 11.4); in particular, the 21.4% of patients were
older than 60 years. Half of the patients had acquired
HIV infection through heterosexual intercourse (123,
50.6%), while 71 (29.2%) were MSM or female tran-
sgender and 29 (11.9%) reported a previous intrave-
nous drug use.

Among the study population, 4 participants (1.6%)
reported a previous COVID-19 infection which was
diagnosed by a nasopharyngeal swab, while 18 parti-
cipants (7.4%) had developed symptoms of COVID-19
(either fever, respiratory symptoms, or ageusia/ano-
smia) but were not tested. Moreover, 31 participan-
ts (12.7%) reported at least a previous close contact
with a confirmed or suspected case of COVID-19.
Overall, 19 participants (7.8%) were subject to qua-
rantine during the previous months (Figure 1).

In the second part of the interview, we explored in-
direct consequences of the COVID-19 pandemic on
the study population (Figure 2). Thirteen participants
(7.8%) had relatives or friends who had died of CO-
VID-19. Twelve participants (4.9%) permanently lost
their job and one 1 in 5 patients (49/243, 20.2%)
reported significant economic losses during the
lockdown (Figure 2). A quarter of the participants
(61/243, 25.1%) reported to have suffered from se-
vere psychological distress. Twenty-one participants
(8.6%) reported they had unaddressed health pro-
blems during the lockdown and 13 (5.3%) felt aban-
doned by their treating physicians.

Two thirds (68.3%) of the participants had their HI-
V-appointments postponed. In the majority of ca-
ses, the appointments were postponed for hospital/
physician decision, mainly because of work overload
(145/166, 87.3%). Only 4 participants (2.4%) had po-
stponed a clinic appointment for personal choice. In
addition, half of the patients (121, 49.8%) reported
that during the study period one or more other he-
alth appointments were canceled or delayed, inclu-
ding radiologic exams or other diagnostics (61/123
answers, 49.6%), specialistic consultations (57/123,
46.3%), periodic screenings (15/123, 12.2%), vac-
cinations (13/123, 10.6%), elective surgery (5/123,
5.6%), in-vitro fecundation (2/123, 1.6%) and others
(7/123, 5.7%).

Incomplete adherence during the lock-down, measu-
red as a score < 9 on a Visual Adherence Scale, was
reported by 22 (9%) participant (Figure 3).

Thirteen participants reported ART discontinuation
for more than 48 hours, while ART interruption lasted

original article _

Figure 1. Results of the survey: proportion of COVID-19 infection, close contact
with COVID-19 infected people and quarantine among the study population.

Figure 2. Indirect consequences of COVID-19 pandemic among the study
population: economic and psychological issues among the study population.

more than 30 days for 6 of them. The most frequent
reason for ART interruption was missed drug refill
due to fear of getting infected when leaving home
(5 participants) or movement restriction imposed by
the government (4 participants).

Six participants who were previously virally suppressed
experienced a viral rebound (>50 copies/ml); in four of
these, the viral load was >200 copies/ml. Twenty-two
patients (9%) experienced a drop in CD4+ cells count
of 30% or more, as compared to the levels measured
right before the lockdown.
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Figure 3. ART adherence: self-reported adherence measured on a Visual Adherence Scale, duration and causes of the ART discontinuation.
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Migrants presented both significantly higher rates
of treatment interruption (19.6% vs. 2%; p<0.001)
and virological failure (8.7% vs. 1%; p<0.001) than
Italian-born participants (Figure 4). Although not sta-
tistically significant, a trend towards higher rates of
treatment discontinuation was observed in women
(9.6% vs. 4.2%; p=0.126). No further associations
were found considering other patients’ characteri-
stics, such as age (<60 or =60 years old), risk factors
for HIV infection acquisition, time since ART initiation
and CD4+ cells count.

Discussion

In this observational study, we aimed at exploring the
consequences of COVID-19 pandemic on a cohort of
HIV-infected patients at a large hospital in northern
Italy. We observed a significant impact of the pan-
demic on the HIV patients of our clinic, ranging from
being directly affected by COVID-19 illness, to econo-
mic damage or job loss, to the difficult to solve health
issues due to inaccessibility of hospitals and finally a
reduced adherence to ART and virological rebound.

Several studies have been published aimed at eva-
luating the impact of COVID-19 on the HIV care con-
tinuum. An increased number of patients with viro-
logical failure has been reported by some authors
(5,6), while others did not observe an increased rate
of positive viral load, although in some cases more
patients were lost to follow up (1,7-9).

Economic losses, mental health issues, and percei-
ved decreased access to medical care, have broadly
affected the population and the most fragile in par-
ticular (3,10). PLWH may have experienced an extra
psychological distress, fearful of being at higher risk
of serious consequences of the infection, or being
forced to interrupt ART and therefore to have dete-
rioration of their clinical status, as well as avoidance
of HIV appointment in fear of getting exposed to
COVID-19 (7,11-13). Moreover, patients may have
been modifying their ART regimen in order to “spare
tablets”, in fear of running out of the treatment wi-
thout being able to get supplies (6).

In our study, we observed a correlation between
virological rebound and not being Italian born. As
previously highlighted, the pandemic increased di-
sparities in the most fragile populations, including
migrants. Foreign patients were potentially more af-
fected by all these indirect consequence of COVID-19
pandemic (2,14—16) and this could have negative im-
pact on their retention in care.

Mitigation strategies, could have been less effective
for them, as they could be more difficult to reach via
phone calls (17).

Moreover, although in Italy patients receive essential
health cares (such as ART) irrespectively of their legal
status and ART dispensation was granted at the ho-
spital, patients without regular documents may have



avoided more frequently going out from home in fear
of police check.

The actual HIV care framework is based on the 90-90-
90 targets (90% of PLWH aware of their HIV status,
90% of them on ART, 90% of them with virological
suppression, and more recently, 90% of them with a
good quality of life)(18). Covid-19 had a variably nega-
tive effect on all these targets (7,17,19).

Many strategies measures have been put in place
order to guarantee the access to treatment and care
for PLWH: transition from clinical visit to phone calls
except when in-person evaluation was essential, po-
stponing of all routine blood tests, systematic review
of HIV-RNA results, multi month art dispensing, ART
home delivery or prescription delivery to local phar-
macy (1-3,5,6,11,12).

As HIV care shifts from virological success to pa-
tient-centred outcomes, some of the strategies adop-
ted during the covid pandemic may be adapted and
integrated into routine care, carefully considering
their positive and negative sides (1,12,17).

First of all, although patient-physicians encounter is
essential in some situations (e.g. new HIV diagnosis)
telemedicine may be integrated in some of the fol-
low up visits allowing to reach a more comprehensive
care involving different specialist, as pharmacists or
psychologists (12).

Beyond teleconsultations via phone calls, specific
apps for different settings, including HIV care, has
been developed in the past years and its use has spre-
ad since the onset of covid-19 (3,20). Telemedicine
could also be useful for PLWH who are still affected
by the stigma of being seen in Infectious Diseases cli-
nic, as well as to reduce the illness perception (2). On
the other side, reducing in person access can reduce
the global support for more fragile patients (5). Home
delivery of medications, previously used in settings
where distance from the health-care facilities could
affect adherence (8), could reinforce ART adherence
in some situations, but on the other hand it could not
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Figure 4. Virological and immunological outcome according to patient nationality

and gender.

be accepted for patients who want to maintain anony-
mity or privacy at home (11). Finally, the postponing
of blood test, may have shifted the attention from lab
results to quality of health objectives (17).

Conclusions

In this study, we discuss data collected after the first
lock-down in Italy. In the following months, 3 other
pandemic waves have hit the country, thus leading to
further difficulties in managing healthcare. Care mo-
dels developed during this difficult time may offer a
chance of reflection and a starting point to strengthen
the quality of care offered to PLWH.
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Riassunto

Il virus dell’epatite B (HBV) rappresenta un importante pro-
blema sanitario, con 1.5 milioni di nuove infezioni ogni anno.
L'infezione da HBV puo essere prevenuta dalla vaccinazione
con I'antigene HBV ricombinante (HBsAg). Mutazioni escape
nel “a-determinant” di HBsAg possono causare un cambio
conformazionale di HBsAg, che potrebbe evadere la diagnosi
di HBV e la seroprotezione indotta dal vaccino.

In questo studio, abbiamo voluto valutare la prevalenza e
I'impatto clinico delle mutazioni escape in una coorte retro-
spettiva di pazienti con infezione cronica da HBV.

Sono stati valutati tutti i pazienti con infezione cronica da
HBV, seguiti presso I'Unita di Malattie Infettive del Policlinico
San Martino dal 2014 al 2018, con sequenziamento di HBV.
Sono state raccolte anche le informazioni sulla coinfezione da
HIV e HCV, nonché lo status per HBeAg, il genotipo di HBV e
la presenza di mutazioni dei geni S e RT. La risposta virologica
era definita da HBV-DNA non rilevabile entro 12 mesi dall’ini-
zio del trattamento, secondo le linee guida EASL.
Complessivamente, sono stati valutati 143 pazienti con HBV,
54 (37.8%) dei quali inclusi nel presente studio. La maggio-
ranza presentava HBV con genotipo D (36/54, 66.6%) e ge-
notipo A (11/54, 20.4%). Nove (16.6%) presentavano almeno
una mutazione escape.

Otto pazienti presentavano la mutazione escape prima di
iniziare il trattamento per HBV, mentre nell’'ultimo il sequen-
ziamento e stato effettuato solo dopo I'inizio del trattamento
con entecavir.

Tutti i soggetti con mutazione escape erano negativi per HBe-
Ag prima di iniziare il trattamento per HBV (p=0.04). D’altro
canto, le mutazioni escape non erano associate al genotipo
D dell'infezione (4/36, 11%, in genotipo D vs. 5/18, 27.7%,
p=0.14, in genotipi non-D). La risposta virologica é stata rag-
giunta in 39 pazienti (72%) e non era associata alle mutazioni
escape al basale (p=0.7), alle mutazioni RT (p=0.46) e al ge-
notipo HBV (p=0.33).

Nella nostra coorte, la prevalenza di mutazioni escape era 16-
6%. La risposta virologica non era influenzata dalla presenza
delle mutazioni.

Abstract

Hepatitis B virus (HBV) is a major health problem, accounting
for 1.5 million new infections each year. HBV infection can be
prevented by HBV vaccination with recombinant HBV s Antigen
(HBsAg). However, escape mutations in the "a-determinant”
of the HBsAg may cause a conformational change of HBsAg
that could escape HBV diagnosis and vaccine-induced
seroprotection. In this study, we aimed at evaluating the
prevalence and clinical impact of escape mutations in a cohort
of patients living with chronic HBV infection.

This was a retrospective cohort study. All chronically HBV
infected patients receiving care at the unit of Infectious
Diseases at Policlinico San Martino Hospital from 2014 to
2018 were evaluated.

Patients were included if they received HBV sequencing.
Co-infection with HIV and HCV were reported as well as
HBeAg status, HBV genotype and presence of genus S
and RT mutations. Virological response was defined as
undetectable HBV-DNA within 12 months of treatment,
according to 2017 European Association for the Study of the
Liver EASL guidelines.

Overall, 143 HBV patients were evaluated and 54 (37.8%)
were included in the present study. The majority of them
harboured HBV genotype D (36/54, 66.6%) and genotype
A (11/54, 20.4%). Nine (16.6%) patients harboured at least
one escape mutation. Eight patients had escape mutation
before starting HBV treatment, while the last receive HBV
sequencing only after starting treatment with entecavir. All
patients with escape mutations were tested negative for
HBeAg before receiving HBV treatment (p=0.044). On the
other hand, escape mutations were not related to genotype
D infection (4/36, 11%, in genotype D vs. 5/18, 27.7%, p=0.14,
in genotypes other than D). Virological response was achieved
in 39/54 (72%) patients and was not associated with baseline
escape mutation (p=0.7), RT mutations (6/9, 67%, vs. 29/37,
78.4%, p= 0.46) and HBV genotype (p=0.33)

In our cohort, the prevalence of escape mutations was
16.6%. Virological response was not affected by the
presence of escape mutations.

Corresponding author:

Laura Ambra Nicolini, PhD
Infectious Diseases Unit
Ospedale Policlinico

San Martino-IRCCS

Genoa, Italy

lauraambra.nicolini@hsanmartino.it
Keywords:

Hepatitis B virus;

mutazioni escape;

risposta virologica

Potenziali conflitti
di interesse: nessuno

JHA 2022; 7(1): 19-22

DOI: 10.19198/JHA31530

Journal Of‘19
HIV and Ageing



20 |Journal of
HIV and Ageing

articolo originale

Introduzione

Uinfezione da virus dell'epatite B (HBV) € un proble-
ma di salute pubblica globale la cui epidemiologia &
profondamente influenzata da politiche vaccinali e,
in minor misura, da flussi migratori. In base alle sti-
me della World Health Organization (WHOQ), la pre-
valenza globale dell'infezione da HBV (definita dalla
positivita dell’antigene S, HBsAg) e risultata pari a
3,9% nel 2016, corrispondente a 290 milioni di per-
sone affette. Inoltre, la mortalita globale correlata
all” infezione da HBV &€ aumentata del 33% dal 1999
al 2013, superando i 680.000 casi I'anno (1).

In considerazione della morbilita e mortalita corre-
late all'infezione cronica da HBV, il WHO ha inserito
I'eliminazione di HBV tra i propri obiettivi da rag-
giungere entro il 2030 (2). Questo obiettivo e oggi
considerato realizzabile grazie alle terapie antivirali
esistenti, in grado di controllare la replicazione vi-
rale e quindi ridurre la contagiosita dei pazienti che
vivono con infezione da HBV, e grazie all’esistenza
di misure di profilassi attiva e passiva efficaci, in pri-
mis la vaccinazione per HBV (1). Possibili ostacoli al
raggiungimento di questi obiettivi sono :1) la persi-
stenza permanente del cccDNA di HBV all'interno
del nucleo dell'epatocita ospite, che costituisce una
riserva per la riattivazione della replicazione virale;
2) l'alto grado di variabilita genetica, guidato dalla
mancanza di funzione di rilettura (proof-reading)
della trascrittasi inversa dell'HBV ed esacerbato
dall'alta velocita del ciclo di replicazione. Questo
alto grado di variabilita genetica dell'HBV consente
al virus di reagire a pressioni selettive endogene,
del sistema immunitario, ed a pressioni esogene
(come la vaccinazione, il trattamento con immuno-
globuline anti-HBV e con farmaci antivirali) mediante
la modulazione della propria struttura genomica (3).
Tra le diverse proteine di HBV, I'antigene (HBsAg)
contiene la principale regione idrofila (major hy-
drophilic region, MHR), epitopo dominante cru-
ciale per il legame a neutralizzanti anticorpi. Dalla
scoperta della prima mutazione escape, la G145R,
nel 1988, sono state identificate 30 mutazioni del
MHR. Sebbene il loro impatto clinico sia in gran par-
te sconosciuto, le possibili implicazioni di un cam-
biamento conformazionale di HBsAg indotto dalla
presenza di mutazioni escape sono molteplici. In
particolare, potrebbero ridurre o eludere la capa-
cita neutralizzante degli anticorpi anti-HBsAg (HB-
sAb), di consentire I'infezione persistente da HBV e
di promuovere la fitness virale, rendendo inefficace

la vaccinazione. Inoltre, potrebbero favorire la ri-
attivazione dell'HBV durante immunosoppressione
(3). Infine, uno studio ha correlato la presenza di
mutazioni escape con il rischio di insorgenza di in-
sufficienza epatica acuta in pazienti con infezione
cronica da HBV (4).

Lobiettivo primario di questo studio e valutare la
prevalenza di mutazioni escape in una coorte di pa-
zienti con infezione cronica da HBV. Obiettivi secon-
dari dello studio sono valutare la correlazione tra la
presenza di mutazioni escape e la risposta virologi-
ca alla terapia con analoghi nucleosidici (NA) ad alta
barriera genetica e la correlazione con il genotipo
(GT) di HBV.

Materiali e Metodi

Studio di coorte retrospettivo. Sono stati valuta-
ti i pazienti con HBV cronica afferenti al Centro di
Malattie Infettive del Policlinico San Martino tra il
2014 e il 2018 che hanno ricevuto trattamento con
entecavir (ETV) o Tenofovir (TDF) in monoterapia o
in terapia di associazione ed in cui & stato effettuato
un sequenziamento HBV.

Dal punto di vista sierologico, sono state raccolte
sierologie di HBV eseguite al baseline e durante il
trattamento antivirale. In particolare, & stata valu-
tata la positivita/negativita dei marcatori HBsAg,
HbsAb, HbeAg, HbeAb, HbcAb, IgMHbcAb, oltre a
HBV-DNA.

Per i pazienti con mutazioni escape, sono state va-
lutate le caratteristiche demografiche (sesso, eta
alla diagnosi, regione di provenienza, modalita di
acquisizione) e la presenza di coinfezioni virali (in
particolare virus dell'immunodeficienza umana,
HIV, e virus dell’epatite C, HCV).

Sono stati analizzati i sequenziamenti HBV effettua-
ti allo scopo di valutare il GT di HBV e la presenza
di mutazioni dei geni S e RT. Data la natura retro-
spettiva dello studio, i sequenziamenti ottenuti ed
analizzati sono quelli eseguiti in caso di: 1) paziente
candidabile a terapia con interferone, per valutare
la presenza di genotipo A o B, in cui tale approccio
terapeutico avrebbe avuto maggiori possibilita di
risposta; 2) paziente in terapia antivirale con rispo-
sta virologica parziale o breakthrough virologico. La
risposta virologica alla terapia € stata definita secon-
do le linee guida della EASL. In particolare, in corso di
terapia con analoghi nucleo(s)tidici e stata definita ri-
sposta virologica la presenza di HBV-DNA non rilevabi-
le (< 15 Ul/mL) entro 12 mesi dall’inizio della terapia.



Uestrazione di HBV-DNA virale per il sequenzia-
mento e stata effettuata con l'estrattore automa-
tico EZ1® Advanced XL con il kit EZ1® DSP Virus
(Qiagen). La carica virale HBV in Real-Time PCR
fino a novembre 2017 & stata eseguita usando il
kit Artus® HBV RG PCR (Qiagen). In seguito, & sta-
ta usata la metodica Versant HBV DNA 1.0 Assay
(kPCR) (Siemens HealthCare Diagnostics). Per la
determinazione del genotipo e il rilevamento del-
le mutazioni del gene S (che trascrive per HBsAg)
e della polimerasi fino al 2015 e stato utilizzato il
kit Trugene® HBV Genotyping (Siemens Healthcare
Diagnostics Inc., Tarrytown, NY). Dopo un aggiorna-
mento tecnologico le sequenze sono state ottenute
con l'uso di metodiche “home made” nella prima
fase di amplificazione, mentre nell’ultime fasi di
sequenziamento e stato utilizzato il kit Abbott HBV
Sequencing (Abbott Molecular Inc., Des Plaines, IL)
in grado sia di determinare i diversi genotipi di HBV
(A-)) sia di rilevare le mutazioni nella regione dell’
HBsAg e del gene RT/Pol. Infine Ianalisi delle se-
guenze é stata eseguita per mezzo dell’analizzatore
genetico ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosy-
stems, USA), mentre la determinazione del genotipo
e delle mutazioni sono state ottenute inserendo le
sequenze in formato FASTA nel database Geno2phe-
no[hbv]2.0 (http.//www.geno2pheno.org).

Analisi Statistica

Le variabili categoriche sono state comparate uti-
lizzando i test del Chi quadrato e il test esatto di
Fisher, mentre i test T di Student e Mann Withney,
ove applicabili, sono stati utilizzati per comparare
le variabili continue. Un valore di p<0.05 & stato
considerato statisticamente significativo. Le varia-
bili correlate agli outcome clinici con p<0.1 alla re-
gressione logistica univariata sono state inserite in
analisi multivariata.

Lanalisi statistica e stata effettuata utilizzando SPSS
versione 20.0 (IBM coorporation, New York, NY, USA).

Risultati

In totale, dal 2014 al 2018, 143 pazienti con infe-
zione cronica da HBV sono stati seguiti attivamente
presso la Clinica di Malattie infettive del Policlinico
San Martino-IST. In 70/143 (49%) casi & stato effet-
tuato un sequenziamento HBV durante la presa in
carico ambulatoriale.

Di questi, 54 (36%) rispondevano ai criteri di inclu-
sione dello studio, in quanto avevano iniziato tera-
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pia antivirale nel corso del follow up ambulatoriale.
Il sequenziamento HBV ¢ stato effettuato in 46/54
(85%) casi prima di iniziare terapia antivirale con
TDF o ETV, mentre nei casi rimanenti e stato effet-
tuato in corso di terapia. La maggior parte dei pa-
zienti aveva infezione da HBV GT D (36/54, 66.6%)
e GT A (11/54, 20.4%).

Inoltre, 16/54 (29.6%) presentavano HBeAg po-
sitivita alla presa in carico presso il nostro centro.
Nove (16.6%) pazienti presentavano almeno una
mutazione escape, di cui due avevano piu di una
mutazione. Otto pazienti avevano mutazioni esca-
pe pre-terapia.

Per quanto riguarda il tipo di terapia antivirale rice-
vuta, 30 pazienti hanno ricevuto in prima linea TDF
(n=12) o ETV (n=13) in monoterapia o TDF in as-
sociazione con lamivudina/emtricitabina (n=4, tutti
pazienti con coinfezione HIV). Ulteriori 17 pazienti
hanno ricevuto uno di questi farmaci in seconda
linea dopo fallimento virologico ad altra strategia
terapeutica, mentre i rimanenti pazienti li hanno
ricevuti come terza linea o successiva.

Tutti i pazienti con mutazioni escape avevano HBe-
Ag negativo prima di ricevere NA (p=0.044). La pre-
senza di mutazioni escape non é risultata correlata
al GT HBV D (4/36, 11%, vs. 5/18, 27.7%, p=0.14,
mutazioni escape in GT D vs. nonD). La risposta vi-
rologica, raggiunta in 39/54 (72%) pazienti, non &
risultata correlata significativamente con la presen-
za di mutazioni sul dominio RT e di mutazioni esca-
pe al basale (6/9, 67%, vs. 29/37, 78.4%, p= 0,46, e
6/9, 75%, vs. 33/45, 73%, p= 0.7, rispettivamente
in pazienti con o senza mutazioni RT e mutazioni
escape) o con il GT D (24/36, 66.6%, GT D vs. 15/18,
83.3%, non-D, p=0.33).

Infine, selezionando i pazienti che avevano muta-
zioni escape al basale, non abbiamo osservato cor-
relazione significativa tra risposta virologica e GT,
mutazioni escape e mutazioni RT.

Discussione

La prevalenza di mutazioni escape nella nostra co-
orte & risultata pari a 16.6%, inferiore a quanto ri-
portato in precedenza in letteratura. In precedenza,
Colagrossi et al. hanno rilevato una prevalenza di
mutazioni escape del 22% in una coorte europea di
pazienti con infezione da HBV (5). La principale dif-
ferenza rispetto al nostro studio e da attribuire ai
criteri di inclusione dei pazienti in quanto i pazienti
selezionati da Colagrossi et al. avevano effettuato il
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sequenziamento HBV in qualsiasi momento della te-
rapia, non distinguendo quindi tra test effettuati al
baseline e quelli effettuati durante la terapia antivi-
rale (5). Il nostro studio ha voluto invece concentrarsi
sulle mutazioni presenti al baseline della terapia con
ETV e/o TDF. Questa decisione si & basata sul fatto
che le mutazioni escape potrebbero essere selezi-
onate dal trattamento con analoghi nucleosidici
come effetto di mutazioni compensatorie, risultato
di adattamento del genoma virale a una pressione
esogena (6), Inoltre, rispetto al nostro studio, Cola-
grossi et al. avevano selezionato una coorte europea
di pazienti gia esposti a terapia antivirale, in cui il
44% presentava status HBeAg positivo al baseline e il
40% presentava infezione da HBV genotipo A. Infine,
contrariamente alla nostra esperienza, Colagrossi et
al. evidenziavano una correlazione tra genotipo A e
presenza di mutazioni escape (5).

La distribuzione dei genotipi HBV evidenziata nella

nostra coorte é risultata simile a quanto descritto in
letteratura, e conferma una prevalenza di genotipo D
seguito dal genotipo A nonostante la crescente diffu-
sione degli altri genotipi non prettamente endemici
dovuti ai flussi migratori (7).

Un interessante dato di questo studio & la presenza di
correlazione significativa tra presenza di mutazioni es-
cape e stato sierologico negativo al baseline. Infatti, tut-
ti i pazienti che presentavano mutazione escape aveva-
no HBeAg negativo. In letteratura non ci sono studi che
dimostrino una simile correlazione. Ulteriori studi sono
necessari per approfondire questa correlazione.

Infine, nel nostro studio non abbiamo rilevato dif-
ferenze in termini di risposta terapeutica in pazienti
con e senza mutazioni escape né un’associazione tra
queste e la presenza di mutazioni del dominio RT. In
base a questi dati, I'approccio al trattamento antivi-
rale non dovrebbe essere influenzato dalla presenza
di queste mutazioni. m

Tabella 1. Caratteristiche dei pazienti con mutazioni escape e tipo di mutazioni rilevate.

Paziente Eta Sesso Pr:-f::!:)ia ge:;t‘i’po
el 4 M negativo D
#2 43 M negativo D
# 34 M negativo A
# o4 F negativo D
# 75 F negativo A
# 49 M negativo A
#1 48 F negativo B
# 19 negativo E
# 61 negativo D
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