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RESUMEN

La hepatitis autoinmune (HAI) es una enfermedad
caracterizada por la presencia de anticuerposidiisg
contra los filamentos de actina. La determinaciérios
anticuerpos antimuasculo liso (AML), se utiliza para
apoyar el diagnostico de HAI tipo 1. El objetivo ekde
trabajo es valorar una prueba optimizada de
Inmunofluorescencia Indirecta (IFl), usada para la
identificacién de AML en pacientes con diagnéstico
presuntivo de HAI tipo 1; para lo cual se utiliedmo
sustrato cortes histologicos de estomago de ratgs.
resultados obtenidos con respecto al estandarod@dr
comercial IFI-AML) para la prueba optimizada
mostraron 100% de sensibilidad, 95% de especificida
96% de eficiencia y valores predictivos positiwps
negativo de 89.3% y 100% respectivamente, el
likelihood ratio (LR+) fue de 18,3 y el LR- fue d.
También se determiné el grado de correlacion exist

entre los resultados de ambas pruebas en evaluacidnoptimized

estandar de oro vy la prueba optimizada, paraféate
se utilizé el indice de Kappa que mostré un valer d
0.82 (p< 0,005), “correlacion muy buénalLos ensayos
de repetitividad y reproducibilidad mostraron 0%

y un 90% respectivamente, para el método optimizad

mitocondriales (AMA), para poder confirmar o desaar
la presencia HAI tipol o de cirrosis biliar prinaar
(CBP).

Palabras Clave: Hepatitis autoinmune tipo |, cirrosis
biliar primaria, test diagnéstico.

ABSTRACT

Autoimmune hepatitis (AlH) is a disease characeatiz
by the presence of antibodies directed against acti
filaments. The determination of smooth muscle
antibodies (SMA) is used to support the diagnosis o
type 1 AIH. The aim of this study was to assess an
optimized indirect immunofluorescence test (IFleds
for the identification of AML in patients with
presumptive diagnosis of type 1 AIH, for which a
substrate based on histological sections of mouse
stomach was used. The results obtained with regpect
the gold standard (IFI-AML commercial kit) for the
test showed 100% sensitivity, 95%
specificity, 96% efficiency, and positive and négat
predictive values of 89.3% and 100%, respectiviig,
likelihood ratio (LR+) was 18.3 and the LR- was.0.0
Also, the degree of correlation between the resilthe

two tests compared to the gold standard and the

Con los resultados obtenidos del presente estuglio s optimized test was determined; for this purposeused
demuestra que la prueba optimizada puede usarse com the Kappa index, showing a value of 0.82{.005), a
prueba de tamizaje para el diagnéstico de HAI fipp very good correlation. The repeatability and
que la solicitud de esta prueba debe ser necasarta reproducibility tests were 100% and 90%, respeltjve
acompafiada de pruebas de mayor especificidad y for the optimized method. The results obtainedhis t
sensibilidad como ser la prueba de anticuerpos anti study show that the optimized test can be used as a
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screening test for diagnosis of type 1 AlH, and tthie
test must be accompanied by a test of greaterfgpigci
and sensitivity such as anti-mitochondrial antilesdi
(AMA) in order to confirm or rule out type 1 AlH or
primary biliary cirrhosis (PBC).

Key Words: Type | autoimmune hepatitis, primary
biliary cirrhosis, diagnostic test.

INTRODUCCION
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Si el blanco de la respuesta autoinmune son los
conductos biliares, se asume como una CirrosiamBili
Primaria (CBP) o Colangitis Esclerosante Primaria
(CEP); y si los hepatocitos son los afectados, eet®

se habla de HAI"%°

Los AML se utilizan principalmente para apoyar el
diagnéstico de HAI tipo |, pero al igual que lodIA,
pueden catalogarse como una prueba de tamizajeeya q
Su presencia no se asocia con la gravedad de la
enfermedad o con la respuesta al tratamiento

La hepatitis autoinmune es una enfermedad hepatica inmunosupresor. Este hecho se debe principalmente a

cronica que se caracteriza por la destruccién giadiel

los hepatocitos que conduce hacia fibrosis y dsros
hepatica. Esta enfermedad requiere de un diagnéstic
rapido y certero, ya que el 40% de los pacientes co
enfermedad severa no tratada mueren a los 6 mebkes d
diagnostico. De los que sobreviven, el 40% dedarrol
cirrosis, el 54% desarrollan varices esofagicassa2
afios después de la cirrosis; y el 20% de los iddos
con vérices esofagicas mueren por hemorrabfdéLas

enfermedades autoinmunes en la mayoria de los casosdescarte de cirrosis biliar

son dificiles de diagnosticar usando solo la

sintomatologia del paciente, la hepatitis autoinenon

es la excepcion. Para a hacer un buen diagndstico,

tratamiento y control de la enfermedad, se nexesit
contar con una bateria de pruebas de laboratogo q
discrimine entre los diferentes tipos de enfermedad

que los AML no son especificos de la HAI, pudiendo
detectarse en otras enfermedades hepéticas delaasur
autoinmune frecuentemente mononucleosis infecamosa
asociarse a otras enfermedades autoinmunes como
enfermedad tiroidea, esclerodermia, artritis reoidag,
y lupus eritematoso sistémico, entre otras. Enmgénel
curso de estas enfermedades inmunolégicas
independiente del curso de la CBP'" Pero aun asi, su
presencia se considera de apoyo en el diagnégtico
primaria en caso de
anticuerpos ANA y AML negativo. Ademas, es
importante para la diferenciaciéon entre la hepsatiti
autoinmune de tipo 1 de la de tipo 2. La hepatitis
autoinmune de tipo 2 no presenta los ANfL

Otro parametro no menos importante que debe ser
tomado en cuenta es que, estas pruebas tengarston co

es

autoinmunes hepaticas, entre las mas importantes seaccesible para los pacientes, cabe destacar dimaruti

encuentran la deteccién de: anticuerpos antinuedear
(ANA), anticuerpos antimitocondriales (AMA),
anticuerpos antimusculo liso (AML) y anticuerpogian
microsomas hepaticos y renales (sigla en inglés J.KM
Estas pruebas deben presentar la maxima sengibifida
especificidad posible para permitir hacer el diagic6

y control del paciente de manera mas eficietfte.

La prevalencia e incidencia de la hepatitis autoinena
nivel mundial es poco conocida. En la mayoria de lo
estudios realizados en Europa, la incidencia de HAI
oscila entre 0.8-1.9 por 100,000 habitantes exidte
predominio del sexo femenidd. En Bolivia, hasta el
momento, no se han encontrado reportes acerca de |
prevalencia de esta enfermedad. En la ciudad deakza

el laboratorio de Histocompatibilidad e Inmunogézet
del Instituto SELADIS en el periodo de enero dé)2a
enero del 2010 se recibi6 alrededor de 80 soliegudk
determinacion de anticuerpos antimusculo liso (AML)
de las cuales 25 fueron confirmadas como posifaas

el Kit comercial IFI-AML, dato que puede ser tomado
en cuenta para posteriores estudios.

En las enfermedades autoinmunes hepaticas, lagsspu
inmune humoral y/o celular puede estar debida a
reaccion cruzada por homologia molecular con
antigenos provenientes de patégenos (Virus delelpst
Bar, Neurosporay enterobacterias comi. coli)>’ o
estar dirigida contra otras antigenos propios égdo,

lo que constituiria una enfermedad autoinmune kegpat

un kit comercial para la determinacion de anticasrp
antimusculo liso, cuesta alrededor de 45 boliviapos
paciente y la realizacibn de esta prueba con los
materiales y reactivos del laboratorio cuesta 15
bolivianos (tres veces menos).

En el laboratorio de Histocompatibilidad e
Inmunogenética del SELADIS-FCFB-UMSA, se han
estandarizado, optimizado y validado una serie de
pruebas de laboratorio que apoyan en el diagmdstic
enfermedades autoinmunes que afectan al higadel En
caso de la hepatitis autoinmune se ha optimizado un
prueba de inmunofluorescencia  que utiliza como
sustrato, cortes histologicos a congelacion denesyo

de ratén, para detectar la presencia de AML; mmueb
optimizada a la cual hasta la fecha no se realizaro
estudios para determinar su valor diagnostico. El
presente trabajo de investigacion tiene como olgeti
valorar la prueba de inmunofluorescencia indirgetea

el diagnéstico de Hepatitis Autoinmune que utiipano
sustrato cortes histolégicos de estdmago de ragdef

a otro método comercial IFI-AML que utiliza el mism
sustrato. Para alcanzar este objetivo se deterominar
sensibilidad, especificidad, valor predictivo pivsit
(VPP), valor predictivo negativo (VPN), repetitiaid,
reproducibilidad y la eficacia del método optimiaagh

el laboratorio.
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MATERIAL Y METODOS

Muestras

Panel de sueros de individuos con la enfermedad
Constituido por un panel de 25 sueros de paciedges
ambos sexos, con diagnoéstico de Hepatitis autoiemun
confirmados por estudios clinicos e inmunométricos
(prueba de IFI), que acudieron al laboratorio de
Histocompatibilidad e inmuogenética del instituto
SELADIS, durante las gestiones 2009 a 2010.

Panel de sueros de individuos sin la enfermedad
Constituido por un panel de 55 sueros de paciedges
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(improntas) de estébmago de ratbn con un espesor
aproximado de 5 micras a -20°C con ayuda de un
criostato (Shanon, UK). Las improntas se depositaro
sobre un portaobjetos y fueron llevadas a -20°C.
Posteriormente fueron fijadas durante 10 minutas co
acetona fria (-20°C), luego se hidrataron por 1lfutos

sin agitacion en una caja Koplin con PBS IFI, para
finalmente secarlas y colocarlas en camara himeda p
evitar la desecacion del tejido en las improntas.

Siembra de los sueras Se realizaron diluciones
seriadas (1/10, 1/20, 1/40, 1/80) de sueros deklpan
sueros control positivo y control negativo, con el

ambos sexos, en los cuales se demostré clinica etampdn PBS IFI, para un volumen final de 200 pL.

inmunométricamente la ausencia de anticuerpos anti
musculo liso utilizando la prueba de IFI, que aetmh

al laboratorio de Histocompatibilidad e inmuogecgsti
del instituto SELADIS, durante las gestiones 2009 a
2010.

Se depositaron 30 pL de cada una de las diluciones
sobre los cortes de tejido, se incubaron por 3Qtnma
temperatura ambiente. Durante los ultimos 10 m#sjuto
se prepar0 el diluyente del conjugado “Azul de Bvan
PBS IFI” en una relacion 100 pL de azul de Evans

Todos los pacientes de quienes sus muestras de suer (0,4%) mas 3.5 mL del tampén PBS IFI. Posteriorment

fueron utilizadas, dieron su consentimiento infodma
para la utilizacién de la misma en el presentedéstil
tamafio muestra fue definido de acuerdo al “Maneal d
procedimientos de control de calidad para los
laboratorios de serologia de los bancos de sangpaip
una publicacion oficial de la Organizaciéon
Panamericana de la Salud (OPS, 1894jue sugiere
que para la validacion de un procedimiento serotbgi
frente a otro similar normalizado, el tamafio de sinae
que constituye un panel de sueros positivos y nexgat
debe poseer por lo menos 50 sueros,

Preparacidon de la globulina antihumana, marcada
con fluoresceina Para el inicio de la investigacion de
anticuerpos antimusculo liso por inmunofluorescaise
realizé la determinacion del titulo éptimo de atltion

del conjugado mediante el uso de sueros contrdtiyms

y nhegativo provenientes del Kit comercial de IFkga
AML (ORGENNICS).

Para ello se realizaron diferentes diluciones (@/11
1/100, 1/90 y 1/80) del conjugado (anti IgG humana-
FITC) usando como diluyente PBS IFI (1X, pH 7.4y
concentracion 0,015 M ), con las cuales se buscé el
titulo con los patrones fluorescentes conocidodode
sueros control positivo y negativo.

Sustrato: cortes de tejido de estémago de ratoneSe
realizaroncortes de tejido de estbmago de ratén de la
especie Swiss Albinos de 20 gramos de peso cama un
obtenidos del bioterio de la Facultad de Ciencias
Farmaceéuticas y Bioquimicas.

Se utilizé un total de 10 ratones, a los que sextéwjo

el estbmago, mismo que se conservO en
carboximetilcelulosa (CMC) al 4% en frio, para
mantener la viabilidad de las células del tejido.
Posteriormente éstos se almacenaron a -20 °C éhksta
momento de su uso.

Preparacidn de las improntas con cortes histol6giso

de estdmago de raténSe realizaron cortes histolégicos

se realiz6 una dilucién 1/80 del conjugado (AntGlg
marcado con fluoresceina), pasado los 30 minu®s, s
lavaron las placas colocandolas en jarra Koplin con
tampo6n PBS IFI por 10 minutos. Luego se afiadi6 30 p
del conjugado diluido a cada una de las improntas y
incubd 30 minutos a temperatura ambiente en osamlirid
Se repitieron los pasos de lavado y secado y a@dédio

1 gota de medio de montaje (1 vol de glicerina: Ba.
vol de PBS IFIl) y se sell6 con un cubreobjetos. Las
improntas se guardaron en oscuridad hasta el moment
de la lectura en el microscopio de luz UV (Olympus
BH-2).

Evaluacion de la técnica

Las muestras fueron procesadas tanto por el métod
comercial como por el método optimizado en
diferentes tiempos y por dos operadores diferentes.
Rango de trabajg Una vez procesado el total de las
muestras por el método comercial: IFl - AMit
(Trinity Biotech) para la deteccion de Anticuerpmdi
musculo liso (estandar de oro), se procedi6 a avéds
muestras por el método optimizado; La lecturaade |
resultados fue realizada por un operador diferent
quien no conocia los resultados de las pruebas
obtenidas por el método comercial.

Reproducibilidad, Para determinar la reproducibilidad
de los resultados emitidos por la prueba de
inmunofluorescencia optimizada, se seleccionaron 20
muestras al azar y se determind la presencia de AML
dos diferentes ensayos y por diferentes operadores
Repetitividad, Para determinar laepetitividad de los
resultados emitidos por la prueba de
inmunofluorescencia optimizada, se seleccionaron 5
muestras al azar y se determind la presencia de AM
en tres diferentes ensayos y por un mismo operado
Analisis estadistico,Para el andlisis estadistico de los
resultados se utilizé una tabla de contingencidl@r 2)
elaborada con ayuda del programa Microsoft Excel
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2007, en la que se compararon los resultados dedmé Interpretacion _de los resultados Titulos iguales o
comercial con los obtenidos mediante la técnica menores a 1/20 fueron considerados negativos para
optimizada; Se utilizaron las siguientes férmulas Hepatitis autoinmune. Titulos iguales o mayoreg48 1

probabilisticas: sensibilidad, especificidad, ieficia, fueron considerados positivos para Hepatitis
valor predictivo positivo, valor predictivo negatijv Chi autoinmune.

cuadrado, indice Kappa y el likelihood ratio (T&bla

4).

Felu=scul o liso
FPruelaa (-]

Figura 1. Fotografia en la cual se observa un cortkistolégico estémago de ratén en donde la flechauestra la regiéon que
corresponde al musculo liso, la cual al ser tratadaon un control negativo muestra ausencia de patrdituorescente buscado.

PAUscUlo liso
Frueba [+

Figura 2. En esta fotografia se observa una pruebpositiva con el patron fluorescente caracteristicgpara anticuerpos
antimusculo liso.

RESULTADOS titulo 6ptimo era de 1/80. A esta dilucién del emgdo
se encontré la intensidad fluorescente establquidael

Titulacion del conjugado. Después de realizar el fabricante (Trinity Biotech) para los sueros cohtro

proceso de titulacién del conjugado, se determir®ej positivo y negativo utilizado en el presente esiudi
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Tabla 1. Titulaciéon del conjugado globulina antihumana marcada con fluoresceina, testada para contraepositivos y
negativos a diferentes diluciones, donde se resaéhtitulo 6ptimo (1/80).

DILUCION VARIABLE DILUCION DE LOS CONTROLES POSITIVO Y NEGATIV O
CONJUGADO POS NEG (1/10) | (1/20) [ (@400 | (1/80)
(1/150) Positivo (D) () () )
Negativo ©) ©) ©) ©)
(1/120) Positivo (+) (D) Q) Q)
Negativo ©) ©) ©) ©)
(1/100) Positivo +) (+) (D) ©)
Negativo ¢) ¢) ) )
(1/90) Positivo +) (+) (+) (D)
Negativo ¢) ¢) ) )
(1/80) Positivo (+) (+) (+) (+) (+)
Negativo Q] ©) ) Q]
(1/60) Positivo (+) (+) (+) (+) (+) (+)
Negativo D () () ()
(+) = Positivo; (-) = Negativo (D) = Dudoso

Sensibilidad y especificidad de la prueba de AML-IFoptimizada

Tabla 2. Resultados de correlacion resultados posibs y negativos entre la prueba optimizada y kit @mercial de IFI para
AML (ORGENNICS); en negrillas se muestran los resliados verdaderos positivos y verdaderos negativasbtenidos por la
prueba optimizada.

PRUEBA AML AML - KIT TOTAL
OPTIMIZADO POSITIVA [ NEGATIVA
POSITIVA 25 3 28
NEGATIVA 0 52 52
TOTAL 25 55 80

Tabla 3. Comparacién de la sensibilidad, especifitad, Likelihood ratio, eficiencia y los valores prdictivos de la técnica
optimizada frente al kit comercial

Método Razoén Valor Valor
empleado Sensibilidad Especificidad de Eficiencia predic tivo [predictivo
verosimilitud positivo negativo
Gold estandar 95% 95% LR+ 19,00 95% 95% 95%
(Kit comercial) LR- 0,05
Método 100% 95% LR+ 18,30 96% 89,30% 100%
Optimizado LR- 0,00
Correlacién de resultados entre el método estandar se obtuvo un resultado @&.29(p>0,005), valor mayor
el_método optimizado El indice de Kappaencontrado al valor critico de 3.84 que se espera en casogude

para la correlacion de resultados entre el método exista independencia (sin relacion) entre los tadab
optimizado y en método estandar (kit comercial) dee de dos métodos de diagndstico. Por tanto, se aqume
0.82 (p>0,005), valor que corresponde a una existe una relacién de resultados entre ambos m&tod
concordancia “muy buena”. Por la prueba Chi cuaarad
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Tabla 4. Resultados e interpretacion de las concoadcias y correlaciones obtenidas para el método aptizado.

METODO INDICE DE PRUEBA DE INTERPRETACION
OPTIMIZADO KAPPA X2 "indice kappa"
Cortes Histologicos Concordancia
Estomago de raton 0,82 60,29 muy buena

Resultados obtenidos de las pruebas de repetitividey reproducibilidad

A. REPETITIVIDAD

Tabla 5. Resultados de repetitividad obtenidos parla prueba de inmunofluorescencia optimizada, dorelse muestran que las
5 muestras analizadas tuvieron 100% de repetitividhen los tres ensayos realizados para cada una dag

Codigo de_ IaPrueba °N 1| Prueba°N P Prueba®°N 3
muestra analizada
A-2 (-) 1/40 (-) 1/40 (-) 1/40
G-2 D 1/40 D 1/40 D 1/40
H-2 (+) 1/80 (+) 1/80 (+) 1/80
B-1 (+) 1/80 (+) 1/80 (+) 1/80
L-2 (-) 1/40 (-) 1/40 (-) 1/40
D = Dudoso

B.REPRODUCIBILIDAD

REPRODUCIBILIDAD

100% -
80%
60%
40% -
20% -

0%

CORRELACION NO CORRELACION

Gréfica 1. Resultados de reproducibilidad obtenidospara la prueba optimizada, se muestra que para anos métodos existe
un 90 % de reproducibilidad de los resultados.
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DISCUSION

Con los resultados obtenidos en el presente estadio
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referencia, se usan indicadores estadisticos de
concordancia como ser el indice de Kagdpla analisis

de concordancia aplicado entre el método optimizado

ha observado que la técnica optimizada alcanza unafrente al kit comercial, determiné que existia ndide

sensibilidad del 100% y una especificidad del 9596,
que significa que este método tiene una alta cdadci
de seleccionar a pacientes con sospecha de HAl.tipo
Sin embargo, cuando se obtiene un resultado positiv
por cualquiera de los dos procedimientos de AML
estudiados (Técnica optimizada o el kit comerciajte
resultado debe correlacionarse con la clinica deilepte

y otras pruebas de laboratorio de apoyo, ya qusteedi

5% de resultados falsos positivos y la probabilidat
fendbmeno de sobreposiciéon con la Cirrosis biliar
Primaria (AMA positivo}*!> Las técnicas de
inmunofluorescencia en general se consideran de
tamizaje por el hecho de ser semicuantitativasuin
estudio similar Sosa et al., 2001 verificd queizgitdo
cortes histolégicos para la determinacién de aetjmos
antinucleares ANA se obtenia un alto porcentaje de
falsos positivos ya que la especificidad de la Ipaueo

Kappa de0.82 (p>0,005), valor que corresponde a una
concordancia muy buena entre ambos métodos. Similar
hallazgo fue encontrado en los estudios de coréelac
obtenidos por Poma et al., 2009 quien realizd la
evaluacion de tres sustratos empleados en la prukeba
IFI que mide anticuerpos antimitocondriales para e
diagnéstico de cirrosis biliar primaria, donde ertod

que la concordancia entre el método que usabascorte
criostaticos de rifién de ratén y el método de BlLéBa

muy buena ya que el indice Kappa fue de 0.84
(p>0,005)*

Para validar plenamente un método se debe determina
la repetitividad y reproducibilidad de resultadosl d
método. EI método optimizado tiene un porcentae d
reproducibilidad del 90% y un 100% de repetitividsd
sumamos este antecedente a los resultados de
sensibilidad, especificidad , eficiencia del métatkd

superaba el 69%, y que a raiz de estos resultados96% (p>0,005) y los valores de LR+ =0.18 y el GR

obtenidos sugiri6 que para confirmar o descartar el
resultado era necesario aplicar una prueba cortfmaa
que presente mayor especificidad como ser la détecc
de anti-ds-DNA por ELISK. Estos resultados
confirman que el diagndstico de la hepatitis autwine
no solo debe basarse en la prueba
inmunofluorescencia, sino que es necesario utitnars
marcadores como ser los ANA (realizados por IFI),
AMA (realizado por ELISA) y ELISA frente a F-actina
que recientemente ha sido descrito como un marcado
especifico de la enfermedad. El diagndstico de ¢iekle

de

manejarse al igual que el resto de las enfermedades
autoinmunes en donde es necesario evaluar al menosl.

tres marcadores de laboratorio para confirmar
descartar una patologfa®

En la fase experimental se encontré que, parareyi
los cortes histologicos se desprendan del portaushje
durante los lavados con PBS IFl era necesariazazal
una buena fijacion de éstos sobre el porta objg@s
ello la acetona fria (-20 °C) resulté ser un bugdr.
El preincubar 30 minutos las improntas a -20 °Conaej
el proceso de fijacién del corte histolégico alriad Por
otra parte, el grosor de los cortes no debe supesds
micras, caso contrario, se hace mas dificil vizaallas
estructuras de musculo liso del estomago de raa y
podria a dar un resultado erréneo de la pruebabiEam
se debe tomar en cuenta que para
interpretacion 6ptima de la lectura microscépicaeige

0]

evitar la desecacion de las placas debido a que es9.
necesario recorrer todos los campos para hacer una

buena lectura y visualizacién del patron fluoreseen
caracteristico de AML.

Cuando se realiza un test diagnéstico para evaluar
métodos diferentes frente a un mismo panel de sukro

realizar una 8.

que nos dice que para que un método diagnéstigm ten
utilidad se espera que su LR+ sea alto (idealmebite>
10) y su LR- sea bajo (< 0,1-0,2); con todos edtiss
obtenidos podemos constatar que el método opiilmiza
esta validado para ser empleado en el diagnéstco d
laboratorio, pero siempre tomando en cuenta que glar
correcto diagnostico de una enfermedad autoinmane s
requiere correlacionar la clinica con los hallazgies
laboratorio.
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