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Amilasa

Es una enzima que cataliza hidrolisis de los enlaces alfa 1-4 del
de los hidratos de carbono para formar azucares simples.

Se produce principalmente en las glandulas salivales (sobre todo
en las glandulas parotidas) y en el pancreas.
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Valores de referencia;
suero: 28 — 100 UI/L  orina: <460 UI/L

Puede dosarse la isoenzima pancreética o la actividad total.



‘ Macroamilasemia

Complejo macromolecular formado por la
unién de la Amilasa sérica con otras
proteinas.

Util para discriminar si el aumento de
Amilasa es de origen pancreético.

Valores de Amilasa Alta en sueroy
normales en orina.

Procesamiento: dosaje de la enzima pre y
postprecipitacion con PEG 6000.

Lipasa: De origen pancreatico. Su funcion
principal es catalizar la hidrolisis de
triacilglicerol a glicerol y acidos grasos
libres.

Valores de referencia: 13 - 60 Ul/L

Muestra: suero




ceruloplasmin  transferrin
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Ceruloplasmina

ES una a2 glucoproteina sérica que contiene mas
del 95% del cobre presente en la sangre.

Su funcion parece involucrada en el transporte
del cobre (cobre multioxidasa), en el
metabolismo del hierro (ferroxidasa), y también
tiene funciones antioxidantes.

En el plasma la Cp, por su actividad ferroxidasa,
transforma el hierro ferroso (Fe?*) en hierro
férrico (Fe3*), facilita su incorporacion a la
transferrina (TT) y ocasiona un gradiente
negativo que acelera la liberacion del hierro
celular.

Valores bajos de Ceruloplasmina se
correlacionan con Enfermedad de Wilson

Muestra: suero



Hepatopatias




Colagenopatias

FAN (ANA)

La presencia de estos Acs es fundamental
para el diagnostico y exclusion de las
colagenopatias.

Es una prueba poco especifica.

Impronta: células Hep-2 o Higado o
rifion de raton



AML

Este AC esta dirigido contra la forma polimerizada de
la actina (formando microfilamentos), la actina F.

En la IFI se observa una fluorescencia brillante color
verde manzana que se dispone en las fibras de la
musculatura lisa estomago y tejido renal de rata, y en
los vasos sanguineos del estdmago.

También puede observarse en los glomeérulos del rifidon
y las fibras interglandulares del estbmago.

Con alta frecuencia es posible encontrar ademas ANA,
los cuales se pueden observar en ambos cortes de
tejido.

En hepatitis autoinmune tipo 1 se encuentra positivo en el 35% de los pacientes, y cuando ademas se
presenta con ANA (+) la sensibilidad aumenta al 60%.

Es posible encontrar estos AC en otras enfermedades hepaticas autoinmunes: cirrosis biliar primaria,
como también en enfermedades hepéticas no autoinmunes como la hepatitis crénica por virus B, C y D,
en la falla hepatica aguda, hepatitis inducida por drogas, esteatohepatitis no alcoholica, enfermedad
hepatica por alcohol y carcinoma hepatocelular.

Los resultados hay que evaluarlos siempre en conjunto con la historia clinica del paciente.




LKM

Autoanticuerpos séricos anti microsomas de higado/rifion tipo (LKM). El antigeno
blanco de los LKM es la Citocromo P450 Monooxigenasa (P45011D6), enzima
microsomica de 50 kDa que metaboliza farmacos.

El metodo mas frecuente para determinar anticuerpos anti LKM es la
inmunofluorescencia indirecta, utilizando cortes de higado y rifion de rata. El principal

inconveniente es el patron similar que presentan otros autoanticuerpos denominados
Antimitocondriales (AMA)




Acs a Mitocondriales

El Ac anti-mitocondrial se encuentra
presente en pacientes con cirrosis
biliar primaria (CBP).

Corresponden a auto-AC dirigidos

contra la subunidad E2 del complejo
de la enzima 2-oxo-deshidrogenasa
acida, la cual se localiza en la superficie
Interna de la membrana interna de la
mitocondria.

En la IFI se observa una fluorescencia citoplasmatica brillante en los tdbulos renales,
que frecuentemente puede estar acompanada de fluorescenciaen los tubulos distales
que son ricos en mitocondrias, asi como también en las células parietales gastricas
(ricas en mitocondrias).

En los pacientes con CBP se encuentran positivos en el 95% de los casos. Es posible
encontrarlos tambien en otra enfermedades hepaticas, como la hepatitis cronica por
virus C y en la falla hepatica aguda, asi como también en enfermedades reumatologicas
como la esclerosis sistémica progresiva y el Sd de Sjogren.




Panel de Autoanticuerpos

= Se determinan los siguientes Anticuerpos:
= - Ac anti; M2

o LKM

= LC1 Método: LIA
o SLA Muestra: suero
n F-Actina

m GP 210

m SP 100




Hepatitis Virales
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Virus Hepatitis A

Caracteristicas Clinicas

Ictericia por
grupo edad:

Complicaciones raras:

Periodo de Incubacion:

Secuelas Cronicas:

<6 anos <10%
6-14 40%-50%
>14 70%-80%

Hepatitis Fulminante
Hepatitis Colestatica  Hepatitis A virus
Hepatitis Bifasica

Promedio 30 dias
Rango 15-50 dias

VPG

Ninguna




HEPATITIS A VIRUS

Diagnaostico

Enfermedad Clinica

Infeccion
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CONCENTRACION DE VIRUS A DE HEPATITIS
EN VARIOS FLUIDOS BIOLOGICOS

Heces

Suero

Saliva

Orina

100 102 104 106 108 10109

Dosis infecciosa por mL

Source:  Viral Hepatitis and Liver Disease 1984;9-22
J Infect Dis 1989;160:887-890




VIRUS HEPATITIS A
Respuesta Inmune

En caso de Hepatitis A aguda, el anticuerpo anti-HAV a
clase 1gM se detecta alrededor de 3 semanas después del
contacto con el virus, con un titulo maximo entre las 4 y
6 semanas. Luego declina a limites no detectables
alrededor de los 6 meses post-exposicion.

* Los anticuerpos clase 1gG perduran varios anos a
posteriori de la infeccidon, confiriendo inmunidad de por
vida.



VIRUS HEPATITIS B T —
Caracteristicas Clinicas - Resumen O A

virus

Periodo de incubacion: Promedio 60-90 dias

Rango 45-180 dias
» Enfermedad Clinica: <5 yrs, <10%
(ictericia) >5 yrs, 30%-50%
* Muerte Fulminante Aguda: 0.5% - 1%
* Infeccion cronica: <5 yrs, 30%-90%

>5yrs, 2%-10%
* Mortalidad prematura por
enfermedad hepatica: 15%-25%
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VIRUS HEPATITIS B
Nomenclatura utilizada

D U N AN

D N N N N

HBsAQ: Antigeno de superficie

Anti-HBs: Anticuerpo anti-supeficie (HBV)
Anti-HBc (total): Anticuerpo anti-core (HBV) total
Anti-HBc (IgM): Anticuerpo anti-core (HBV) a clase
IgM

HBeAg: Antigeno e (HBV)

Anti-HBe: Anticuerpo anti-e

HBV-DNA: DNA del virus de Hepatitis B
HBV-DNA cuantitativo: carga viral HBV

HBV-DNA cualitativo (PCR): resultado de tipo
SI/NO de presencia del HBV-DNA

20



VIRUS HEPATITIS B
Marcadores Virales - Hepatitis B Aguda

SIIGCINES

HBeAg anti-HBe

anti-HBc (Total)

—
-

/ﬁ\\ _
/ \ IgM anti-HBc

anti-HBs

8 12 16 20 24 28 32 36

Semanas post-
exposicion




VIRUS HEPATITIS B
Marcadores Virales - Diagnostico

= Diagndstico de infeccion por el HBV
Realizar: HBsAg y Anti-HBc (1gG)

Posibilidades
HBsAg (+) HBsAg (-) HBsAg (-)
Anti-HBc (total) (+) Anti-HBc (total) (+) Anti-HBc (total) (-)

} | |

Diferenciar Hepatitis Ver si exi No existio contacto
P er si existe con el HBV

Aguda de Hepatitis Infeccion residual
Cronica l

2 1

VACUNACION,




VIRUS HEPATITIS B
Marcadores Virales - Anti-HBc (total) (+) aislado

1- HBsA(g (-), Anti-HBc (+)

)

A)Realizar Anti-HBSs: si Anti-HBs(+) implica infeccion pasada
resuelta, paciente inmunizado.

B)Si Anti-HBSs (-), existen 3 posibilidades: a) infeccion muy lejana con
pérdida del Anti-HBs b)paciente con replicacion residual de HBV, con
HBsAg (-) c) falso positivo metodoldgico

En este caso: hacer 1 dosis de vacuna y medir al mes Anti-HBs:

Si Anti-HBs (+) con alto titulo: implica a)

Si Anti-HBs (+) con bajo titulo implica c), seguir plan de vacunacion.
Si Anti-HBs (-), implica situacion b), ver replicacion residual por PCR.

23



VIRUS HEPATITIS B
Marcadores Virales - Anti-HBc (total) (+) aislado

SIIGCINES

HBeAg anti-HBe

anti-HBc (Total)

—
-
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anti-HBs

/
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Semanas post-




VIRUS HEPATITIS B
Marcadores Virales - Diagnostico diferencial Hepatitis

Cronica
HBsAg (+), Anti-HBc (1gG) (+)

Diferenciar Hepatitis B Aguda de Cronica:

Utilizar: Anti-HBc (IgM)

Si Anti-HBc (IgM): (+) INFECCION AGUDA
Si Anti-HBc (IgM): (-) INFECCION CRONICA

. 1

DEFINIR FASE DE REPLICACION VIRAL Y
ESTADIO DE LA INFECCION CRONICA

25



VIRUS HEPATITIS B
Marcadores Virales - Hepatitis B Cronica

Agudo Cronico
(6 meses) (Anos)

HBeAg anti-HBe

HBsAg

anti-HBc (total)

anti-HBc
gMm)

\
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VIRUS HEPATITIS B
Caracteristicas Clinicas Hepatitis B cronica

A pesar de gque la mayoria de los adultos se recupera
completamente de la infeccion por el HBV, en un 5 a 10% de los
pacientes infectados la replicacion viral persiste.

e Este porcentaje es mucho mayor en nifios, donde entre un 70 al
90% de los infectados en los primeros anos de vida desarrolla un
estado de portador cronico del HBV.

e Existen 350 millones de personas con portacion cronica del HBV de
los cuales 100 millones se encuentran en China. De los portadores
cronicos del HBV, entre el 70 y 80 % son portadores inactivos,
mientras que un 20% de los mismos tienen Hepatitis Cronica B Activa.

e |a Hepatitis Cronica B es una enfermedad seria que contribuye a la
propagacion mundial de la infeccion por HBV.

27



VIRUS HEPATITIS B
Marcadores Virales - Diagnostico diferencial Hepatitis

Cronica
HBsAg (+), Anti-HBc (1gG) (+)

Diferenciar Hepatitis B Aguda de Cronica:

Utilizar: Anti-HBc (IgM)

Si Anti-HBc (IgM): (+) INFECCION AGUDA
Si Anti-HBc (IgM): (-) INFECCION CRONICA

4



;Qué marcadores usar para caracterizar una
Hepatitis B cronica?

‘ Utilizar los siguientes marcadores:

\ HBeAg

Anti HBeAg
HBV-DNA cualitativo
HBV-DNA cuantitativo




Marcadores de HBV y su aplicacion

HBV

Anti-HBs
Anti-HBcore
HBsAgQ
HBeAg

lgM-Anti-HBcore

Aplicacion

Inmunidad

Exposicion

HBV-DNA Infeccion

HBV-DNA Replicacion

HBV-DNA Infeccion aguda - Enfermedad




Herramientas moleculares en HBV

Deteccion del HBV-DNA
o Cualitativo
o Cuantitativo — Carga Viral

Seguimiento del tratamiento

Deteccion de mutaciones de resistencia al tratamiento
con antivirales

Determinacion del Genotipo de HBV




Deteccidn del HBV-DNA en suero

= Metodos cualitativos: HBV-DNA PCR
0 Resultado de tipo SI-NO

= Metodos cuantitativos: Carga Viral de HBV
o Resultado numeérico expresado en Ul/ml




Sondas y primers para la deteccion de HBV-DNA
en suero

Deben estar dirigidas a regiones altamente conservadas del genoma de HBV

Estas regiones no deben contener ninguna porcion del gen S o del gen de la
polimerasa que potencialmente pueden ser afectadas por mutaciones que
aparezcan como consecuencia de la resistencia a drogas

affected by mutations that arise due to drug resistance

Approximate location
of mutations

Approximate location of
primer and probe binding =ziles

Hunt &f al. Hepatolagy 2000



Deteccion de HBV-DNA cualitativo

Aplicaciones:

o Definicion de replicacion activa del HBV en pacientes con
patron compatible con infeccion cronica

o Definicion de infeccion HBV oculta (HBsAg negativa)
o Monitoreo de respuesta de tratamiento antiviral

Métodos: comerciales, no comerciales

Limites de deteccion: 5 - 50 copias/ml (contra que
standards? Como se compara entre laboratorios?)

Aplicacion principal: TAN en bancos de sangre, metodos
especificos para este objetivo diagnostico



Deteccion de HBV-DNA cuantitativo Carga Viral

Permite detectar y cuantificar la viremia
Solo se utilizan métodos comerciales

Rangos Heterogeneos de cuantificacion de los ensayos:
Obliga a diluir valores altos
Solo permite utilizar los de mayor sensibilidad en monitoreo de tratamiento.

Estandardizaciéon de las unidades de cuantificacion del HBV
DNA en Ul/ml

La alta sensibilidad de métodos como Tagman permiten
usarlo como test cualitativos (Sensibilidad analitica de 6
Ul/ml)




‘ Rangos Dinamicos de los ensayos de carga viral de
HBV

F HBV Digene Hybrid-Capture |
HBV Digene Hybrid-Capture |l

Ultra-Sensitive Digene
. Hybrid-Capture Il

Versant HBEV DNA 1.0 NA
Versant HBEV DNA 3.0

BT
i Amplicor HBV Monitor
<« Cobas Amplicor HBV Monitor
; Cobas Tagman 48 HBV
Real At HBV LC PCR

1 10 10* 10* 10* 105 10® 107 10* 10*10%
HBV DNA IUfmL




Aspectos importantes a tener en cuenta en
metodos cuantitativos

Siempre usar el mismo método cuando se maneja a un mismo
paciente.

Nunca informar valores mayores a un limite, sino realizar
diluciones hasta obtener el valor real.

Si bien los ensayos se informan en Ul/ml, la curva del ensayo
es lineal en log/log = informar también resultados en logs.

Las variaciones clinicamente significativas se consideran en
logs de las UI. N\




‘ Hepatitis C

. T Sintomas

% HOV RNA

Valor relativo

Limite
de
detec-
cidn

il i
c 1 2 3 4 5 6 12 18 24
Mases desde la exposicion




‘ Deteccion de infeccion por HCV

Ac a-HCV: denota el contacto con el virus pero no indica si es
reciente

LA INFECCION ACTIVA DEBE CONFIRMARSE CON
LA BUSQUEDA DEL ARN VIRAL

e —
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Deteccion de infeccidén por HCV

Deteccion de ARN Viral

eRecomendacion; Usar Técnicas comerciales con limite de deteccién menor a 50
Uul/ ml.

*COBAS Ampliprep / COBAS Tagman: LIMITE DE DETECCION DE 15
Ul/Ml

* Se estan discontinunado las técnicas de PCR cualitativas.

Casos particulares

*ARN VIRAL.: Sospecha de infeccion reciente o aguda. No se detectan.

*ARN VIRAL: "Pacientes inmunocomprometidos o en dialisis



HCV GENOTIPO

EXISTEN 7 TIPOS Y MULTIPLES
SUBTIPOS DE HCV

Tailandia 3g Australia
Hong Kong 3b Sudeste asiatico

Macao

43a Egipto

ESTAN RELACIONADOSCON LA Vietnan 62
EVOLUCIONDE LA

d¢ Africa Central

ENFERMEDAD Y LA RESPUESTA USA e rurar®
AL TRATAMIENTO

1¢ Egipto

1a
Horteamérica

Europa A+ 1k

LOS TRATAMIENTOS VARIAN N Surdtica " Tann A o s
SEGUN EL GENOTIPO China  deEspafa  China TPl

Japon
Argentina
Surafrica

Japon

GOLD ESTANDAR: SECUENCIACION DE
REGIONES ALTAMENTE CONSERVADAS AUNQUE
DIFERENTES ENTRE GENOTIPOS

(SECUENCIACION Y ANALISIS BIOINFORMATICO, MAS COMPARACION CON
BASE DE DATOS INTERNACIONAL)




HCV Monitoreo Tratamiento

Futility Rules for Patients Receiving Telaprevir and Peginterferon plus Ribavirin

Stopping Criteria*

Week 4
HCV RNA > 1000 IU

0

Regimen and Treatment Duration (weeks)

4

Telaprevir

12

PR
Week 12 Telaprevir
HCV RNA> 1000 U PR °
Week 24 Telaprevir °
Detectable HCV RNA PR

RESPOND-2 Previous Treatment Failure Patients Study Design

Arm 1
PR48
Control

Arm 2
BOC
RGT

Arm 3
BOC/
PR48

I
Lead-in ELCl TG RTCY

A MODO DE EJEMPLO:

Terapias de corta duracion
Respuestas rapidas

Algunas guiadas por la respuesta
Reglas de discontinuacion

Evaluacion de adherencia

Weeks 8 24 28 48 72
+* * * .r! ." *
H
PIR Placebo + P/IR Follow-up
4 wks 44 wks 24 wks
Decision point for Io|.'|g Vs, TW 8 Undetectable
short therapyy
H Follow-up
H Il 36 wks
PIR BOC + PIR
4 wks 32 wks TW 8 Detectable
. L] Placebo + PIR Follow-up
H 12 wks 24 wks
n
L]
L]

PIR Follow-up
4 wks 24 wks




Hepatitis E Virus Infection

Typical Serologic Course
Symptoms

ALT

f__{mtmw
// lgM anti-HEV
Virus in stool Foes s b \

s

UG DR DRI
g 1 2 3 4 5 8 { 8 8§ 1 11 41X 15

Weeks after Exposure




Hepatitis E

@‘
La hepatitis E es mas grave que la hepatitis A, con tasas de mortalidad del 1 al 2
%, en cambio, la tasa de mortalidad de adultos por la hepatitis A es menor del

0.4%.

La determinacion del ARN del VHE (RT-PCR) en suero o heces demostré una
alta sensibilidad y especificidad al detectar infecciones agudas por VHE.

Principio del método: RT-nested PCR
Tipo de Muestra: Plasma c/EDTA - Suero

Transporte de la muestra: La sangre entera debe transportarse a 2-25°C y
procesada dentro de las 6 hs de recoleccion. El suero o plasma puede
transportarse a 2-8 °C o congeladoa -70 °C.

Conservacion de la muestra: Las muestras de suero o plasma pueden conservarse
a 2-8 °C hasta 72 hs o congeladasa -70 °C.



;, QUE son Fibrotest y Actitest?

Son ensayos que permiten la evaluacion de:

Fibrosis hepatica
Actividad necro inflamatoria.

Se consideran una alternativa a la biopsia hepatica en pacientes
con patologias hepaticas cronicas.

Combinan seis marcadores sericos con la edad y el sexo del

paciente.
Adv Clin Chem. 2008:46:131-60. Review.

Gastroenterol Clin Biol. 2008;32:22-39.
BMC Gastroenterol. 2007:7:40.



Alfa2-
Macroglobulina

Haptoglobina

GPT

Apolipoproteina

Bilrirubina total Al

GGT

Aplicabilidad de FibroTest: 95-99% Gastroenterol Clin Biol 2008;32:22-38



;Cuales son sus aplicaciones?

Ha sido validado
para las siguientes
enfermedades:

Hepatitis C cronica

Enfermedad Hepatica
Alcoholica (esteatosis
y esteatohepatitis)

Aplica también a

Esteatosisy
Esteatohepatitis no
alcoholica

Pacientes con
insuficiencia renal
0 con transplante

renal

Hemofilicos

Hepatitis B cronica

Poblacion abierta

HepatitisBo C
cronica con
coinfeccionde HIV

Pacientes con
enfermedad
inflamatoria

cronica

Gastroenterol Clin Biol 2008;32:22-38

Clin Chem. 2007:53:1615-1622

Gastroenterol Clin Biol 2008:32:8-21




_ ¢cCuando
Hepatitis aguda No_puede
aplicarse?

(viral A, B, C, D,
E; iInducida por
drogas)

Hemoalisis
severa (ciertas
valvulas
cardiacas)

Clin Chem. 2007;53:1615-1622

Gastroenterol Clin Biol 2008;32:22-38

Gastroenterol Clin Biol 2008;32:8-21




Conclusiones: Bibliografia

FibroScan es un método simple y efectivo para evaluar la fibrosis hepatica,
con un desempeno similar al de Fibrotest y APRI.

El uso combinado de Fibroscan y Fibrotest para la evaluacion de la Fibrosis
hepatica podria evitar el uso de la Biopsia Hepatica en los pacientes con

Hepatitis C Cronica.
Gastroenterol 2005. 128:343-350.




Bibliografia

FibroTest (FT) es un biomarcador de fibrosis hepatica validado
Inicialmente en pacientes con Hepatitis C cronica, y luego evaluado
en otras patologias hepaticas comunes como Hepatitis B cronica,
Enfermedad hepatica alcoholica, e Higado graso no Alcohdlico.

FT tiene un valor prondstico similar al de la Biopsia en pacientes con
las patologias mencionadas por lo cual es una alternativa no

Invasiva.
Gastroenterol Clin Biol 2008:32:22-38.

Fibrotest

VPP: 73%
VPN: 90%

Did Dis Sci (2010) 55: 560 - 578



;COmo se expresan los resultados?

Fibrotest
1.00T
0.751
0.50+ F2
0.257 F1
o

0.00 -~

Interpretacion

La escala METAVIR evalula la fibrosis en hepatitis
cronica de acuerdo a una clasificacion de 5
estadios:;

= FO:sin fibrosis
= F1:fibrosis portal y periportal sin septos

= F2 :fibrosis portal y periportal con minimos
septos

= F3:fibrosis portal y periportal con muchos
septos

= F4 :cirrosis




Gastroenterologia




‘ Calprotectina

El test de Calprotectina en Materia Fecal es una herramienta para investigar los malestares
abdominales, en aquellos casos en que los sintomas y los examenes clinicos hacen dificil
determinar si la condicion es organica o funcional.

La proteina es producida fundamentalmente por los neutrofilos. Una vez que éstos son
producidos en la médula 0sea, pasan varios dias en los tejidos, terminando sus dias en el
tracto gastrointestinal, donde liberan una serie de sustancias (entre ellas la calprotectina).

Se asume que esta proteina tiene una funcion biologica |mportante en la regulamon de la
microbiota intestinal. /-y - .

= Sensibilidad entre el 89 y 98%

GALPREST"

= Especificidad del 81y 91% et 8

en la discriminacion entre la Enfermedad inflamatoria intestinal y una condicién
funcional.




La calprotectina en Materia Fecal es un criterio objetivo de
actividad inflamatoria en la Enfermedad intestinal,

Es atil para la evaluacion y seguimiento de la enfermedad y su
tratamiento.

El uso de este marcador puede contribuir en la reduccion del
numero de colonoscopias innecesarias, lo cual es muy importante
en ninos.

Al momento del diagnostico, los pacientes con Enfermedad
Inflamatoria intestinal tienen niveles claramente aumentados de
calprotectina, mientras que los pacientes con Colon Irritable
tienen niveles normales. La normalizacion de los niveles de
calprotectina parece ser un claro indicador de curaC|on de la
mucosa intestinal. Wb e




Interpretacion de resultados

Metodo: ELISA.
Tipo de muestra: Materia fecal
Condiciones del paciente: deposicion espontanea.

Valores Normales por debajo de 50 ug/g.

Valores entre 50 and 200 ug/g pueden representar una enfermedad
organica leve con inflamacion provocada por AINEs, diverticulitis leve
0 Enfermedad de Intestino Irritable (IBD) en fase de remision..

Valores mayores a 200 ug/g serian indicativos de enfermedad
organica activa con inflamacion del tracto intestinal



SOMF

Con dieta (Método de Guayaco o de la Bencidina)

Durante 3 dias realizar una DIETA BLANCA, que consiste en consumir leche y sus
derivados (quesos, crema, yoghurt), sémolas, arroz blanco, fideos con salsa blanca o
con crema, huevos, pescado, pollo).

No ingerir carnes rojas, verduras ni medicamentos que contengan Hierro.

No cepillarse con fuerza los dientes para evitar el posible sangrado de encias, que
pueden ocasionar resultados falsos. Preferiblemente enjuagarse sin cepillar.

Al cuarto dia recoger una porcion pequefia de materia fecal en un recipiente
perfectamente limpio.

No se aconseja recoger en frascos caseros, por la posible contaminacidn con restos
alimenticios o detergentes, que pueden interferir con el analisis.

Evitar la contaminacion con orina

Sin dieta (Método inmunocromatografico)

Utiliza anticuerpos policlonales 0 monoclonales especificos contra la hemoglobina
humana

La muestra se recolecta en un papel de filtro



Clearance Alfa 1 Antitripsina

La mayoria de las proteinas séricas sufren una completa protedlisis en la luz

Intestinal con produccion de péptidos y aminoacidos que de ese modo son
absorbidos, por lo que muy poca proteina intacta se detecta en heces.

La pérdida enterica de proteinas a la luz intestinal o Enteropatia Perdedora de
Proteinas (EPP) constituye una alteracion no infrecuente en determinadas
enfermedades gastrointestinales y sistémicas.

Cualquier afeccion que cause inflamacion seria en los intestinos puede llevar a
pérdida de proteinas. Algunas de las causas mas comunes son infecciones
Intestinales con parasitos o bacterias, celiaguia, Enfermedad de Crohn,
Infeccion por HIV, linfoma, gastroenteropatia alérgica, etc.



‘ Clearance Alfa 1 Antitripsina i

El peso molecular de la A-1-AT (54000 daltons) es similar a la de la albimina
(67000 daltons) por lo que su determinacion en heces constituye un fiel
marcador del escape de albumina a la luz intestinal, siendo un excelente
marcador de EPPy mas aun si se tiene en cuenta que los alimentos no
contienen A-1-AT a excepcion de la leche humana

Se determina la concentracion de alfa-1-antitripsina en materia fecal y suero, y
se refieren a los gramos de materia fecal en 24 hs, el cual se obtiene de un
promedio después de haber juntado el paciente, las deposiciones de tres dias
consecutivos.

El resultado del clearence de alfa-1 -antitripsina se expresa en gr/ 24hs,
siendo su valor normal menor de 16 gr/ 24hs.




Grasas en MF

Cualitativo
Tincion Sudan Il
Util en esteatorrea franca

Van de Kamer (cuantitativo)
> 6 g grasa esteatorrea



TEST DE VAN DE KAMER:

# Dieta de 80- 100 g/dia de lipidos;
# Recoleccion diaria de materia fecal;

# La eliminacion de mas de 6 g/dia de grasa

por materia fecal confirma el Sindrome de
mala absorcion...

# La presencia de anticuerpos anti-gliadina
y anti-endomisio confirman el diagnostico
de enfermedad celiaca...




Enfermedad celiaca




MARCADORES DE ENFERMEDAD CELIACA

Igh
a-gliadina

IGA +IGG DGP
IGA ATTG/DGP
IGG + IGA
ATTG/DGP

—

-

¢Cuales son los marcadores de eleccion?




CONDICIONES DIETARIAS ANTES DE
REALIZAR LA SEROLOGIA

No realizar serologia en nifios antes que se haya
introducido el gluten a la dieta.

En todo el proceso (realizacion de serologiay
biopsia) debe ingerir gluten de lo contrario debe
consumirlo por lo menos 3 meses.

Informar al paciente que si realiza una dieta
normal (conteniendo gluten) debe comer algo
mas de gluten (ej: pasta, bizcochos, tortas, pan)
en mas de una comida diaria, todos los dias por
lo menos 6 semanas antes de realizarse la
serologia.




EVALUAR LAS CONDICIONES DEL PACIENTE

m ;Consume Gluten ?

e
/ = . . I_J .l" |
= (Esta iInmunosuprimido? - &
= 0
= ;Se le midio la IGA sérica ?

= Tiene alguna patologia ? (Sindrome de Sjdgren,
HAI, CBP, EII).

ITUITTT PR T R ST EIL FUIL LT =



ANTICUERPOS ANTIGLIADINA

ELISA

Los 1gG resultan muy sensibles pero inespecificos
(70%) el principal isotipo encontrado en no celiacos

Importante tener en cuenta en déficit de IgA

Los clase IgA son muy sensibles en menores de 2 anos
en los cuales a veces es el Unico marcador

Sy E :70-80 %



Su presencia en sangre indica que el paciente es sensible a la gliadina pero no
indica una enteropatia.

En la practica clinica, los falsos negativos son mas temidos que la falta de
especificidad

La concentracion en sangre de AGA no estd homogéneamente distribuida ya
que cambia con la edad y esta muy influenciada por factores genéticos

No se encontro relacion de los AGA con la patogenia de la EC, siendo mas
bien reflejo del aumento de la permeabilidad intestinal

Se ha comprobado que con grado 4 de atrofia vellositaria y resultados mayores
de 100 U/ml la correlacion llega al 99%.




FALSOS POSITIVOS

- Giardiasis

- AVPL

- Sindrome post enteritis
- Diarrea

- Enfermedad de Crohn
- Eczemaatopico

- S Sjogren

- AR

- Colitis ulcerosa

- Hepatitis cronica

- Pénfigo

- Psoriasis

- Fibrosis quistica

- Enfermedad de Berger
- Gastroenteritis reciente
- 1GG EN AUTISMO




ANTI-TRANSGLUTAMINASA

TECNICA DE ELISA:
- Primera generacion (de extracto de higado de cobayo)
- Segunda generacion (humana recombinante)

Fluorometric Immunoassay (FEIA)

Chemiluminescence Immunoassay (CLIA)

RabMAb coated Microwells



TRANSGLUTAMINASA TISULAR

Enzima abundante en Fibroblastos, células
mononucleares, endoteliales, Musculo Liso
(Expresion aumentada en Enterocitos).

Induce la deaminacion de los péptidos de
gluten y la formacion de nuevos epitopes.

En el test de Acs a Endomisio es el Ag
dominante, pero también hay presentes:
Reticulina, F-Actina.

La concordancia entre EMA y ATGt no es
total, peroes muy alta con TG2 humana

Es menos especifica con respecto al EMA
pOr ser una enzima ubicua que se incrementa
en otras Enfermedades inflamatorias




ANTI-TRANSGLUTAMINASA

Sensibilidad en adultos del recombinante humano es de 95 a 100% |,
y especificidad del 97% a 100 % segun el antigeno utilizado

En pediatria esto es mas conflictivo

En nifios tienden a aparecer mas tarde que los AGA
(normalmente de 1-2.5 a 5-6 afos) y sus niveles fluctian

La performance diagnostica del test esta en relacion con el grado
de dafio histologico asi que la sensibilidad disminuye al igual que
los EMA

Pacientes con lesiones leves la sensibilidad es menor



Se dirigen contrala
sustanciainterfibrilar del
musculo liso (endomisio)

ANTICUERPOS
Son ANTIENDOMISIO

preferentemente
de clase IgA

Falsos negativos (15-30% ) en pacientes con
lesiones vellositarias leves —moderadas, en
adolescentes y lactantes pequefios y en déficit
del IgA

La especificidad es discretamente inferior en adultos que en ninos




Anticuerpos anti-endomisio (EMA)

Esofago de mono Cordon umbilical  Intestino delgado
humano de mono




'r

Menor sensibilidad en

nifos de 1 é"&qﬁgé

Se puede encontrar
positivos débiles de
este marcador en nifnos
con‘intoleranciaa la

Poca o nula utilidad en deteccion de
transgresiones dietarias

leche de vaca

Sus resultados tienen

paralelismo con la
intensidad de lass
lesiones vellositarias y
E ei(ensic')n de la
enfermedad.

En pacientes can DA'IgAjse determinan
los EMA deiGlase g6, cuya imagen al
mid?osgop!o su_ele presentar
fuorescenciainespecifca, ofreciendo un
patron mlés dificil de interpretar que el

1 de los de clase'lgA.




La sensibilidad en adultos es alrededor de 90% y E 100 %, el
VPP es de 100 % y el VPN es de 88 a 100 %

En pediatria sensibilidad es de 78 a 95%, la especificidad de
90 a 100 %, el VPP de 80 a 100 % y el VPN de 72 a 100 %

La S en atrofia total es 100 % pero es de 31 % en atrofia
parcial

Otros autores dicen que la Sy E es independiente del grado
de atrofia




ACTINA

Componente central del citoesqueleto.
Existe en forma Monomeérica (G) y Polimerica Filamentosa (F)

Funcion: condicionay actia en la morfologia celular, en sus
cambios y motilidad.

Es un Neo Epitope en la Enfermedad celiaca (es sustrato de la
TTG)

Existe una significativa correlacion inversa entre el valor de
anticuerpos AAA y la relacion vellosidad / cripta.

Es atil en lesiones en parches o en cuadros de histologia
Compleja' G-Actina Tropomiosina Troponina

Tropon'n yosin
Head-to-tail
overlap



= Util en pacientes con EMA negativo y alta sospecha
clinica (ya que se originan, de procesos fisiologicos
Independientes.

= Caracteriza a un subgrupo de pacientes de mayor riesgo
y severidad en la evolucion clinica y mayor asociacion
con otras patologias autoinmunes.

= Disminuye su concentracion con la DLG.




ANTICUERPOS ANTIACTINA IGA

Utiles en lesiones en parches o en cuadros de histologia dificil

Mayor proporcion de negativos en la edad pediatrica que en
adultos

Correlaciona inversamente el valor de anticuerpos y la relacion
vellosidad / cripta.

Utiles en pacientes con EMA negativo y alta sospecha clinica
(ya que se originan, de procesos fisiologicos independientes.

Presentan cuadros mas severos ,con mayor cantidad de
complicaciones y asociaciones con otras patologias autoinmunes

Falsos positivos: enfermedades hepaticas autoinmunes.
Metodo: IFI (impronta con intestino de rata)



Prevalencia de positividad de AAA en
funcion del grado de atrofia
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ANTICUERPOS ANTIPEPTIDOS DE GLIADINA
DEAMINADOS (DGP)

Los IgA discriminan mejor que los AGA entre pacientes con EC en
poblacion pediatrica.

Los IgA pueden ser positvos en nifios < 2 afios con sospecha clinicay
ATGT-IgA negativa.

Los DGP-IgA aparecen antes que los ATGT-IgA.

Hay estudios que equiparan el rendimiento diagnostico de los DGP -
lgG con el de los ATGT IgA.

DGP IGG son los mejores ac para los pacientes con déficit de IgA

En algunos trabajos en infantes muestran que los altas concentraciones
de DGP correlacionan con la severidad del dano intestinal

Se usan para evaluar DLG




DGP IGA

ADULTOS
S 83.6-98.3%
E 90.3-99.1%

DGP IGG
S84.4A96.7%
E 98,5 A 100 %

ANTI DGP principalmente IGG mantiene una alta especificidad
y es positivo en la mayoria de los adultos y nifios con ATTG
negativa y en pacientes con deficit de IgA




Genetica de la Celiaquia

HLA -DQ?2
(A1*0501/B1*0201)
esta presente en el 90-95%
de los pacientes celiacos
mientras que el
5-10% restante presenta el
alelo
HLA-DQS
(A1*0301/B1*0302)




El Diagrama de Venn propuesto para la base genética de la EC. Ofrece una herramienta Gtil en la
comprension de este fenomeno. La presencia de los alelos HLA-DQ2/DQ8 es una condicion
necesaria, pero no suficiente. Esta caracteristica determina que existan individuos con los alelos de

susceptibilidad que nunca desarrollen la enfermedad. Este grupo esta conformado por el 20-30 % de
la poblacion general de Europay EE. UU. y solo del 1-3 % de estos individuos genéticamente
predispuestos desarrolla la enfermedad. Estos valores indican la participacion de otros factores, ya
sean inmunolégicos o ambientales en la presentacion de la EC.°

[ndividuals with
cehlat diseaze

Expressian
of BFLa-Dgps
aor HLA-DQS

Fig. 1. Diagrama da Venn propussta para explicar la relacion
entra los alelos HLA-DJZ/D003 v la EC

9. Hill ID, Dirks MH, Liptak GS, Coletti RB, Fasano A, Guardalini S, et al. Guidelines for the diagnosis and treatment of celiac disease in

Gastroenterol Nutr. 2005:40:1-19.






