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Evaluacion de tres sustratos empleados en

la prueba de inmunofluorescencia indirecta

que mide anticuerpos antimitocondriales para

diagnostico de cirrosis biliar primaria

Resumen

La cirrosis biliar primaria (CBP) es una
enfermedad hepatica inflamatoria crénica
de etiologia desconocida caracterizada por
la destruccion de los conductos biliares in-
trahepaticos que desencadena una cirro-
sis hepatica. En el presente estudio se eval-
ud tres sustratos cominmente empleados
para detectar anticuerpos antimitocondri-
ales (AMA) por Inmunofluorescencia Indi-
recta (IFl) para el diagnéstico de CBP. Los
sustratos evaluados fueron: corte histologi-
co (rifidn de raton), células Hep-2 (células
epiteliales derivadas del carcinoma larin-
geo humano) y células BHK-21 (fibroblastos
de rindn de hamster dorado de Siria) los
cuales fueron comparados con los resulta-
dos de la prueba confirmatoria (ensayo in-
munoenzimatico) comercial que mide an-
ticuerpos anti antigenos M2 mitocondriales
(ELISA, Trinity Biotech).

Abstract

Primary biliary cirrhosis (PBC) is a
chronic inflammatory liver disease of un-
known etiology characterized by the de-
struction of the intrahepatic bile ducts that
triggers liver cirrhosis. In the present study
we evaluated three commonly used sub-
strates for mitochondrial antibodies (AMA)
by indirect immunofluorescence (IIF) for
the diagnosis of PBC. The substrates were
evaluated: histological (mouse kidney),
Hep-2 cells (epithelial cells derived from
human laryngeal carcinoma) and BHK- 21
(hamster kidney fibroblasts Golden Syrian)
which were compared with the results of
the confirmatory test (enzyme immunoas-
say) commercial antigens measured M2 mi-
tochondrial antibodies (ELISA, Trinity Bio-
tech).

We selected 25 positive sera for AMA
by ELISA (index 2 1.10 IU / ml). Negative
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Se seleccionaron 25 sueros con resul-
tados positivos para AMA por ELISA (in-
dice 21,10UI/mL). Los controles negativos
eran sueros de pacientes que no tenian an-
tecedentes de enfermedad hepatica y pre-
sentaban resultados negativos para AMA
(indice <a 0,90 Ul/mL).

De los tres sustratos evaluados, los ba-
sados en linea celular BHK-21 mostraron
tener utilidad limitada, con valores de efi-
ciencia del 56%, sensibilidad del 48%, espe-
cificidad del 64% y un indice de concordan-
cia de Kappa de 0,12 (bajo) con respecto a
los resultados de la prueba Gold estandar
(ELISA-AMA). Para el sustrato Hep-2 se en-
contr6 una concordancia moderada (Kap-
pa= 0,6) frente al Gold estandar, se obtu-
vo una especificidad =100%, sensibilidad
= 60% y eficiencia de 80 % Los cortes his-
tolégicos de riii6n de ratén mostraron una
sensibilidad, especificidad y eficiencia del
92%; ademas mostraron resultados de may-
or concordancia con el método de ELISA
(Kappa= 0,84). De los tres métodos de in-
munofluorescencia evaluados se determiné
que el que usa cortes histolégicos de rifién
de raton es el mas eficiente y por lo tanto
podria ser una herramienta util como mé-
todo tamiz en el diagnéstico de CBP.

PALABRAS CLAVE

Cirrosis Biliar Primaria (CBP),
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INTRODUCCION

controls sera were from patients who had
no history of liver disease and had negative
results for AMA (index < 0.90 IU/mL).

Of the three substrates tested, the
based on BHK -21 cell line were shown to
have limited usefulness, efficiency values
of 56%, sensitivity 48 %, specificity of 64 %
and Kappa concordance index of 0.12 (low)
meade on the results of the Standard Gold
Test (ELISA -AMA). For Hep-2 was mod-
erate agreement (Kappa = 0.6) versus the
Gold standard, we obtained 100% of spec-
ificity, sensitivity = 60% and 80% of effi-
ciency. Histological mouse kidney showed
a sensitivity, specificity and efficiency of 92
%, results also showed better agreement
with the ELISA method (Kappa = 0.84). Of
the three methods of immunofluorescence
evaluated it was determined that histologi-
cal mouse kidney is the most efficient sub-
strate and therefore could be useful as a
screening test for diagnosing of CBP.

KEY WORDS

Primary Biliary Cirrhosis
(PBC), anti-mitochondrial
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immunofluorescence (IIF).

La CBP definida asi por Ahrens y Payne en 1950, es una enfermedad hepa-
tica crénica progresivamente colestasica, caracterizada por la inflamacién y
destruccion de los conductos biliares interlobulares y septales mediado por
linfocitos T que culmina en una insuficiencia hepatica. Se asume que es una
enfermedad autoinmune debido a que cominmente va asociada a acidosis
tubular renal, vitiligo, tiroiditis de Hashimoto, sindrome de Sjogren, fenéme-
no de Raynaud, sindrome de CREST, artritis reumatoide, lupus eritematoso
sistémico y deficiencia en la funcién de linfocitos T supresores. (Zumueta &

Navarrete, 2008).
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Sus principales manifestaciones clinicas son fatiga, prurito, ictericia, pre-
sencia de xantomas, xantelasmas y consecuencias de mala absorcion intesti-
nal, tales como deficiencia de vitaminas y osteoporosis (CBP1). La CBP afecta
mas a mujeres entre los 30 y 60 afios de edad, la relacién de afectacién hom-
bre mujer es de 9 a 1. También, se ha determinado que existe asociacion ge-
nética con el HLA-DRS. (Idrovo, 2007).

Un marcador serologico caracteristico de la enfermedad es la presencia
de AMA, siendo el blanco antigénico la proteina M2 de la membrana inter-
na de la mitocondria (componente E2 de la piruvato deshidrogenasa), otras
proteinas antigénicas mitocondriales como M4, M8 y M9 estan involucradas
en menor proporcién. Los AMA se encuentran presentes en el 90% de los pa-
cientes con CBP, y en el 30% de los casos pueden estar acompanados por pa-
trén fluorescente citoplasmatico y/o patrén periférico en la prueba de an-
ticuerpos antinucleares. (Bruguera & Ichiyanagui, 2008). Los AMA en menor
frecuencia, también pueden encontrarse en enfermedades hepéticas induci-
das por drogas, sifilis, tuberculosis y otras enfermedades autoinmunes hepa-
ticas. (O’Brien, Jordan, Guindi, Hans & Dienes, 2009).

El diagnéstico serologico de CBP se basa en IFl y ELISA. La IFI usa como
sustrato cortes histolégicos de higado, rinén o estémago de ratén o rata y
la linea celular Hep-2. Los test de ELISA usan como sustrato antigenos del
complejo piruvato deshidrogenasa obtenido de corazén bovino o porcino
(Dahnrich, Pares, Llorenc, Caballeria, Wolfgang & Probst, 2009).

Una ventaja caracteristica de la prueba de IFl es que permite evaluar al
mismo tiempo varios tipos de proteinas antigénicas en un mismo sustrato
(Ejemplos: Sp100, Gp210, LB2, LKM1, LC1, SLA, M1 - M9) lo que la hace una
prueba muy sensible, en cambio la prueba de ELISA utiliza antigenos purifi-
cados para un solo marcador de laboratorio lo que le da caracteristica de ma-
yor especificidad. En el test de ELISA una muestra que contenga anticuerpos
de alta afinidad en baja concentracion, puede presentar la misma densidad
Optica que una muestra con anticuerpos de baja afinidad pero con alta con-
centracion por lo tanto no proporciona informacion cuantitativa como ocu-
rre con la técnica de IFl, en la que es posible determinar mediante una serie
de diluciones el maximo titulo de anticuerpos presentes en la muestra de un
determinado paciente (Cortés & Mancera, 2009).

Entre los afios 2008 y 2009, en el laboratorio de Histocompatibilidad e In-
munogenética del Instituto SELADIS, se ha observo que existieron 162 soli-
citudes de determinacion de AMA, de las 162, 49 dieron reactivas para AMA.
Para hacer un buen diagnéstico y seguimiento de este tipo de enfermedad se
requiere de métodos de diagnéstico comerciales u optimizados y validados
de alta sensibilidad y especificidad diagnoéstica. El conocimiento de estos as-
pectos hace que exista la garantia en que el diagnéstico de laboratorio por
un determinado método sea eficiente y confiable. Por lo antes mencionado,
en el presente trabajo se evaltian tres sustratos (cortes histolégicos de rifién
de ratdn, linea células Hep-2 y linea celular BHK-21) de la prueba de IFI para
el diagnostico de CBP que mide AMA con el fin de determinar cual sustrato
es el mas sensible, especifico, eficiente y que tiene mejor concordancia con
la prueba de ELISA que mide AMA.
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MATERIALES Y METODOS

Poblacion en estudio

Las muestras utilizadas en este estudio provenian de pacientes que asis-
tieron al instituto SELADIS durante abril de 2008 a mayo de 2009. Las mues-
tras de panel de sueros positivos provenian de pacientes con diagnéstico cli-
nico de CBP con serologia negativa para hepatitis virales y que habian dado
resultados de ELISA (Trinity Biotech) para AMA positivos (indice de la muestra
21,10 Ul/mL). Las muestras del panel de sueros negativos eran sueros de pa-
cientes aparentemente sanos sin antecedentes de enfermedad hepatica (re-
sultados de transaminasas, fosfatasa alcalina y bilirrubinas normales, serolo-
gia para virus de hepatitis negativa y resultados de ELISA para AMA negativo
(indice <0,90 Ul/mL). Cada uno de los paneles de sueros estaban constitui-
dos por 25 muestras. Todos los pacientes de quienes se utilizo los sueros para
construir los paneles de sueros positivos y negativos dieron su consentimien-
to para que su muestra sea utilizada en el presente estudio.

Analisis de datos

Todos los datos del presente estudio fueron realizados con ayuda de la
base de datos Excel 2007, se utilizaron los indicadores estadisticos para vali-
daciones como el indice de Kappa y la prueba de Mac Nemar (L6pez de Ulli-
barri & Cura, 2008).

Preparacion de improntas
Improntas con el sustrato de células BHK- 21

Todo este procedimiento se llevé a cabo en campana de flujo laminar (Ge-
laire) y se trabajo con material nuevo y estéril.

Se descongel6 una alicuota de células guardadas en nitrogeno liquido y
de éste se trasvaso a un tubo falcon de 15 ml y se afiadio 3 ml de RPMI 1640
luego se centrifugé a 2500 rpm por 5 min, cumplido este tiempo se eliminé
el sobrenadante y se resuspendio el pellet el 1 ml de RPMI 1640 suplemen-
tado (10% de Suero Fetal Bobino (SFB) suplementado, antibiéticos (gentami-
cina y estreptomicina), luego se transfirié a una caja de cultivo celular de 25
cm2y se incub6 durante una semana a 37°C,5% C02 y 90% humedad relativa.

Una vez que la placa se encontraba en confluencia se verceniz6 durante 10
min a 37°C para que se desprendan todas las células las células adheridas en la
base de la caja de cultivo, las células vez despegadas se colocaron en tubo fal-
con de 15 ml y se centrifugaron a 1500 rpm por 5 min. Se eliminé el sobrena-
dante, se resuspendio el pellet en 1 ml de RPMI 1640 suplementado y se ajusto
la concentracion celular a 2,5x106 células/mL. En portaobjetos de 12 pozos (MP
Biomedicals, USA) se prepararon improntas colocando 8 pL de las células ajus-
tadas a cada pocillo. Se centrifugé las improntas a 1000 rpm por 3 min y se en-
volvieron las improntas con parafilm (3M), para la conservacién de las mismas
se llevaron a 4°C por 30 min y luego se conservaron a -20°C hasta su utilizacién.
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Improntas con el sustrato cortes histolégicos de rifién de ratéon

Se extrajo rinones de 25 ratones (Swiss albinos) de 28 semanas con peso
promedio de 20 g +/- 2 g, los cuales fueron donados por el bioterio de la Fa-
cultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas. Se lavé los rinones con bu-
ffer salino de fosfatos (PBS) constituido de Fosfato de sodio 112,5 mmol/L,
fosfato de potasio 30mmol/L, cloruro sédico 1,15 mol/L, azida de sodio 0,95
g/L pH 7,5. Luego, los rifiones se colocaron en una caja Petri que contenia
carboximetil celulosa de sodio (Sigma Aldrich) al 4% y se llev6 a congelacién
a -20°C hasta el momento de su utilizacion. Para realizar los cortes criostati-
cos se prepararon tacos con los rinones embalsados en carboximetil celulosa
de sodio al 4%. Los cortes se realizaron a congelacion utilizando un criosta-
to (LEYCA) a -27°C, se coloc cuatro cortes de riiidn por cada lamina de por-
taobjetos. Los cortes realizados tenian diametro promedio de 5 mm y 5 um
de espesor.

Preparacion del conjugado fluorescente

Para determinar el titulo 6ptimo del conjugado fluorescente (anti gam-
maglobulina humana IgG e IgM marcada con tioisocianato de fluoresceina)
se prepararon las diluciones (1/100, 1/150, 1/200 y 1/300) con dildyete del
conjugado (50 pL de azul de Evans 0,4 % en 3,5 ml de PBS).

Titulacion del conjugado fluorescente para la prueba de “IFI que usa como
sustrato cortes histologicos de rifion de ratéon y linea células BHK-21.

Para la titulacién del conjugado fluorescente se utilizé controles positivos
y negativos para AMA provenientes de la casa comercial Orgentec, Alemania.

Se fijaron las improntas con acetona p.a. fria (-20°C) por 8 min, se hidra-
taron por 10 min en una jarra Koplin conteniendo PBS (10x) pH 7,2. Se rea-
lizaron diluciones (1/10, 1/20 y 1/40) de los sueros control positivo y negati-
vo. Luego, se sembro 40 pL de las diluciones de sueros, se incub6 por 30 min
a temperatura ambiente (T°A) y en camara himeda para evitar la desecacién
de los cortes histologicos o de las células fijadas. Se lavaron las improntas por
10 min en PBS y en agitacion continua. Las improntas fueron secadas con pa-
pel absorbente y fueron colocadas nuevamente en camara himeda. Se colo-
€6 25 plL de las diluciones a evaluar del conjugado fluorescente (1/100, 1/150,
1/200 y 1/300). Se incub6 en oscuridad por 30 min a T°’A. Cumplido este tiem-
po, se realizé el proceso de lavado y secado antes descrito. Se agrego la so-
lucion de montaje (Mowiol 12%, Glicerol 30%, Tris 20 mmol/L, azida de so-
dio 0,95 g/L) y se colocé un cubreobjetos sobre cada portaobjeto para evitar
la desecacion de las improntas. Finalmente se leyeron las placas en microsco-
pio UV con aumento 40X.

Inmunofluorescencia indirecta (IFI)

La prueba de IFI con células Hep-2, se realiz6 segtn las instrucciones del
fabricante del kit comercial (The Binding Site, UK). Brevemente: se realizaron
diluciones 1/40, 1/80 y 1/160 de los paneles de sueros y de sueros controles.
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Se incub6 30 minutos a T°A. Se lavaron por 10 min y secaron las placas co-
rrespondientes, se afiadié conjugado e incubé en oscuridad por 30 minutos,
luego se lavaron y secaron nuevamente las improntas y se colocé el medio de
montaje. Las placas en microscopio UV con aumento 40X.

Para la realizacién de las pruebas de IFI con células BHK-21 y cortes his-
tologicos se siguid el protocolo descrito en la titulacion del conjugado, con la
salvedad que se utiliz6 el titulo 6ptimo del conjugado para cada sustrato. Con
todos los sustratos evaluados se utiliz6 simultaineamente un control positivo
y negativo (Orgentec). El control positivo de AMA debia producir un patrén
citoplasmatico color verde manzana con intensidad (++) desde la dilucion
1/40. El control negativo no debia emitir fluorescencia a la dilucién 1/10 en las
células renales o 1/40 en las lineas celulares. (Binding Site, 2011).

Para interpretacion de resultados de las pruebas de IFl, se consideraron
muestras negativas cuando existia ausencia de fluorescencia verde manzana
en citoplasma. Una muestra fue considerada positiva si la coloracion del cito-
plasma era mayor al control negativo. (Fig. 1).

Para fines del estudio se consider6 como estandar de oro al Kit de ELISA
que mide anticuerpos contra el antigeno M2 mitocondrial marca Trinity Bio-
tech, el cual reporta una sensibilidad 91 % de y especificidad de 100%. (Jones
& Metcalf, 2008).

RESULTADOS

Al hacer el analisis previo de los pacientes que asistian al servicio de labo-
ratorio se determin6 que de todas las pruebas solicitadas para la deteccion de
enfermedades autoinmunes durante dos gestiones (2008 y 2009) se solicitaba
la determinacion de AMA (ELISA) un 7% de los casos, siendo 69 solicitudes el
2008 y 93 el 2009, teniendo un total de 162 casos presuntivos de Cirrosis Bi-
liar Primaria en las dos gestiones. De las 162 muestras 49 fueron conformadas
como reactivas para AMA. Se observo que la mayoria de los pacientes diag-
nosticados como AMA reactivos eran mujeres (80%). En el panel de sueros
positivos se contemplaron sueros de 20 mujeres y 5 varones. El promedio de
edad de los pacientes cuyas muestras fueron incluidas en el presente estudio
era de 46 anos, con valores extremos de 22 y 77 aiios.

En el proceso de titulacion se realizaron diluciones: 1/10, 1/20 y 1/40 de
los controles positivos y negativos.Luego se evalué el titulo 6ptimo al cual po-
dia ser utilizado el conjugado. Se evalu6 a diluciones de 1/100, 1/150, 1/200
y 1/300. Este experimento se hizo por triplicado y como resultado se obser-
v6 que a la dilucién 1/150 se obtenian resultados Verdaderos Positivos (VP) y
Verdaderos Negativos (VN) de los sueros controles comerciales.
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Diluciones del Controles Dilucién 1/10 | Dilucién 1/20 |  Dilucién 1/40
conjugado #HvE)
Positivo Pe(+ Pe(+ Pe(+
1/100 () (+) )
Negativo Pe(-) Pe(-) Pe(-)
Positivo Pe(+ Pe(+ Pe(+
1/150 ' ) (+) )
Negativo Pe(-) Pe(-) Pc(-)
Positivo Pe(+ Pe(+/- Pe(-
1/200 ! ) (+/-) ()
Negativo Pe(-) Pe(-) Pe(-)
Positivo Pe(+/- Pe(- Pe(-
1/300 ! (+/-) () ()
Negativo Pe(-) Pe(-) Pe(-)

C)

(e)
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Evaluacion de los resultados del test diagnéstico en los tres
sustratos evaluados

Al evaluar al sensibilidad, especificidad, valores predictivos positivos y ne-
gativos y la eficiencia de los tres sustratos evaluados se observo que la linea
celular BHK-21 es el sustrato menos eficiente, El sustrato células Hep-2 mos-
tré tener mayor especificidad, menor sensibilidad y por lo tanto menor efi-
ciencia que el sustrato cortes histolégicos. Los resultados claramente mues-
tran que el sustrato cortes histologicos es el método mas eficiente para el
diagnéstico por IFI para CBP.

Figura 2
Comparacion de la sensibilidad, especificidad, eficiencia, valores predictivos positivo y negativo
obtenido en cada uno de los sustratos evaluados para la deteccion de AMA por IFI. El sustrato cortes
histolégicos muestra ser el mas eficiente de los tres métodos evaluados.
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Determinacion de concordancias de diferentes sustratos em-
pleados para AMA IFI frente resultados hallados por ELISA

Las pruebas de concordancia utilizadas fueron: indice de Kappa y la Prue-
ba de Mc Nemar para dos pruebas relacionadas (apareadas). Los resultados
de las distintas pruebas de concordancia (p < 0,05) para los diferentes sustra-
tos versus el método de ELISA que mide anticuerpos anti antigeno M2 mito-
condrial (Gold Standard). El valor critico esperado en el test de Mc Nemar era
de 3,84 (p < 0,05).

Los cortes histol6gicos mostraron un indice Kappa de 0,84 que segtn la
escala del indice corresponde a una concordancia muy buena con los resul-
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tados obtenidos por el método de ELISA. La prueba de Mc Nemar presento
un resultado de 0,25.

La linea celularBHK-21 present6 un indice Kappa de 0,12 (concordancia
deficiente) con los resultados obtenidos por el método de ELISA. La prueba
de Mc Nemar mostro mostré un valor de 1,13.

La linea celular Hep-2 presenté un indice de kappa de 0,6 (concordancia
moderada) frente a los resultados obtenidos por el método de ELISA. El valor
de Mc Nemar fue de 12,1.

Tabla 2
Resultados e interpretacion de las concordancias y correlaciones obtenidas por los 3 sustratos para
AMA, frente al método de ELISA (TRINITY BIOTECH) para AMA

- A : INTERPRETACION PRUEBA DE MAC
METODO SEROLOGICO INDICE DE KAPPA “Indice de K appa” NEMAR
CORTES HISTOLOGICOS 0,84 Concordancia muy 0,25
buena
LINEA CELULAR Concordancia
BHK-21 0,12 deficiente 113
LINEA CELULAR Hep-2 0,60 Concordancia 12,1
moderada

Debido a que los cortes histolégicos mostraron ser el meto de IFI mas efi-
ciente para el diagnostico de CBP por IFl, se compararon los resultados frente
un método comercial de IFI para AMA. El indice Kappa encontrado fue de 0,66
(concordancia muy buena). La prueba de Mc Nemar presento un valor de 1,33.

DISCUSION

Al analizar los casos positivos para CBP en nuestro laboratorio, determi-
namos que el 80% de los casos afecta a mujeres, siendo la relacion mujer /
hombre 4:1 estos hallazgos son similares a los reportados por: Abarca, Peia
Herrera & Garces (2006) donde determinan la Etiologia, sobrevida, complica-
ciones y mortalidad en cirrosis hepatica en el Ecuador evidenciando una re-
lacion mujer /hombre de 2,4:1; también Cedefio & Medina (2008) determi-
nan que el 90% de las mujeres son afectadas por esta enfermedad.. De las 25
muestras positivas que se emplearon en este estudio 20 provenian de muje-
res. Valera, Smok & Poniachik (2007) en el estudio que realizaron en el Hos-
pital Clinico de la Universidad de Chile y en la Clinica las Condes de Chile en
115 pacientes, mostraron que 110 eran mujeres lo que equivalia al 96% ha-
llando una relacion de afectacion mujer/hombre de 9:1, se conoce que los
factores hormonales son uno de los factores predisponentes a enfermedades
autoinmunes. (Rojas, 2007, p. 324).

En el presente estudio determinamos que la edad en la que se presentan
mayormente casos de CBP es de 45 afios. Datos similares fueron reportados
por Davalo, Roman & Bustios (2007) en un estudio de Hepatitis autoinmune
en el cual incluian a la CBP mas sus formas clinicas y factores relacionados
con la respuesta al tratamiento mostrando rango de edades de afectacion fre-
cuentes desde 48 a 59 afnos, una posible explicacion a este fendmeno es que
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a esta edad el timo ha perdido en gran parte su capacidad para destruir por
seleccion negativa a los linfocitos T autorreactivos, lo cual es un factor predis-
ponerte a enfermedad autoinmune.

Hacer un buen diagnéstico clinico y laboratorial para este y otro tipo de en-
fermedades autoinmunes es vital, principalmente debido al caracter invalidan-
te en el paciente o al hecho de que puedan poner en riesgo la vida del paciente
en otros casos. En este ultimo aspecto Jones & Metcalf (2008) determinaron que
los pacientes con CBP en estadio Il /IV de la enfermedad tienen mayor mortali-
dad (43.6%) que la poblacién normal. Por tanto, en caso de un diagnostico labo-
ratorial de CBP se debe contar con una prueba de mayor eficiencia posible. En
nuestra experiencia observamos que utilizando sustratos ya sean, lineas celula-
res (BHK- 21, Hep-2) o cortes criostaticos de tejidos (higado o rindn de ratén) se
puede evidenciar fluorescencia a nivel del citoplasma celular lo cual estd directa-
mente relacionada a enfermedades hepaticas de tipo inmunologico,infecciones
virales u otras autoinmunes extrahepaticas, etc. (Almeida et al., 2008).

De los tres sustratos evaluados determinamos que los basados en lineas
celulares tienen utilidad limitada, especialmente los que utilizan la linea ce-
lular BHK-21 que tienen una eficiencia del 56%, sensibilidad del 48% y espe-
cificidad de 64%. Si bien este sustrato es considerado bueno para determinar
anticuerpos antinucleares. (Sosa & Sanchez, 2007) no lo es para el diagnéstico
de CBP ya que tiene una concordancia baja con la prueba Gold estandar eva-
luada (ELISA-AMA). No existen reportes en la bibliografia acerca de la presen-
cia o ausencia de estos antigenos mitocondriales en la linea celular BHK-21.

Un hallazgo interesante fue encontrar que con la linea celular Hep-2 pese
a tener una concordancia moderada (segtn indice Kappa) frente al test de
ELISA, mostré tener una especificidad del 100%, vale decir que si se utilizase
este sustrato no se observase fluorescencia a nivel del citoplasma celular, se
podria decir que el paciente no presenta la enfermedad pero atin asi, es ne-
cesario utilizar una prueba mas eficiente para confirmar lo antes menciona-
do. En cuanto a la sensibilidad de este sustrato no se observa una diferencia
significativa con las células BHK-21.

Los cortes criostaticos de rindn de ratén mostraron ser los mas eficien-
tes con 92% de sensibilidad y especificidad del 92% respectivamente. Ade-
mas mostraron emitir resultados de mayor concordancia con el método de
ELISA-AMA (Kappa 0.84). En general se conoce que la sensibilidad y especi-
ficidad de los métodos de IFI para AMA son del 95% (Valera, Smok & Ponia-
chik, 2007). Estos resultados nos muestran que el método IFl optimizado en
el laboratorio de Histocompatibilidad e Inmunogenética del Instituto SELA-
DIS es tan bueno como los métodos similares ofertados por las diferentes ca-
sas comerciales. Si bien existen diferencias a nivel de sensibilidad y la especi-
ficidad con el método de ELISA (método definitivo para diagnosticar CBP), la
Unica o quizas la mas importante ventaja que tiene el método de IFl frente al
del método de ELISA es que no solo se limita a detectar el antigeno M-2 mi-
tocondrial, sino que puede dar resultados positivos contra los antigenos M1
al M9. Orientando de esta manera al médico hacia el diagnéstico de enfer-
medades hepaticas autoinmunes, tipo I, Il, lll u otras autoinmunes no hepa-
ticas e incluso casos de infecciones virales. (Meléndez & Dujarric, 2008). Otra
ventaja no menos importante es, que el método optimizado hace mas acce-
sible la prueba a los pacientes debido a que el costo de reactivo por prueba
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es de Bs. 13 frente a Bs. 45 del Kit de inmunofluorescencia y Bs. 31,50 del Kit
de ELISA. El método optimizado también muestra desventajas, la primera es
el consumo de tiempo (sacrificar al ratén, extraccién y conservacion de los ri-
nones, las diluciones seriadas de muestras controles, los lavados, la lectura en
el microscopio de fluorescencia). Por la experiencia propia, encontramos que
se invierte de una hora a una hora y media mas procesando las muestras por
IFI que por ELISA. Ademas es importante recalcar que se necesita profesiona-
les capacitados para hacer la lectura e interpretacion de los patrones fluores-
centes. Otro hallazgo importante encontrado fue que se pudo evidenciar di-
ferentes patrones citoplasmaticos fluorescentes en un determinado sustrato.

Con los resultados obtenidos del presente estudio se logré determinar
que de los tres sustratos evaluados, los cortes histologicos de rifién de ratén
son el sustrato mas eficiente y es el sustrato que tiene mejor concordancia
con los resultados de la prueba de ELISA para el diagnostico de CBP. Por otra
parte, se determiné que existe una concordancia muy buena con los resulta-
dos de IFl de un kit comercial de similares caracteristicas. El test diagnostico
empleado nos ha permitido validar el test de IFl que usa cortes histologicos

como una prueba tamiz para el diagnostico de CBP.
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