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2. ABREVIATURES 

MCF: Malalties Cròniques del Fetge 

HC: Hepatitis Crònica 

VHC: Virus de l’Hepatitis C 

VHB: Virus de l’Hepatitis B 

FGNA: Fetge Gras No Alcohòlic 

MEC: Matriu Extracel·lular 

GPVH: Gradient de Pressió Venosa Hepàtica 

RH: Rigidesa Hepàtica 

VIH: Virus de la Immunodeficiència Humana 

GGT: Gamma Glutamil Transpeptidasa 

VPP: Valor Predictiu Positiu 

VPN: Valor Predictiu Negatiu 

AST: Aspartat Aminotransferasa 

INR: International Normalized Ratio 

ELF®: Enhanced Liver Fibrosis 

AH: Àcid Hialurònic 

PIIINP: Propèptid amino-terminal del Procol·lagen tipus III 

TIMP-1: Inhibidor Tissular de Metal·lo Proteïnases tipus 1 

AUROC: Àrea sota la corba 

ALT: Alanina Aminotransferasa 

IMC: Índex de Massa Corporal 
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TAC: Tomografia Axial Computeritzada 

ET: Elastografia de Transició 

kPa: kiloPascals 

ARFI: Acute Radiation Force Impulse 

m/s: metres/segon 

R: Rati 

RIQ: Rang Interquartil 

HTPCS: Hipertensió Portal Clínicament Significativa 

DPC: Distància Pell-Càpsula 

CAP: Controlled Attenuation Parameter 

dB/m: decibels/metre 

HBeAg: Antigen e del VHB 
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3. INTRODUCCIÓ 

3.1. FIBROSI HEPÀTICA 

La fibrosi hepàtica és un procés comú a totes les malalties cròniques del fetge (MCF), 

com a resposta al dany mantingut provocat per l’agent etiològic responsable. Les MCF 

més freqüents tenen una alta prevalença al nostre medi. L’hepatitis crònica (HC) pel 

virus de l’hepatitis C (VHC) i pel virus de l’hepatitis B (VHB) afecten el 0.13-3.26% i el 

0.3-0.5% de la població europea, respectivament, mentre que més d’un 20% de les 

persones majors de 15 anys reconeixen un consum perjudicial d’alcohol (≥ 50 grams) 

almenys un cop per setmana. D’altra banda, la prevalença de fetge gras no alcohòlic 

(FGNA), relacionat amb la síndrome metabòlica, a la vegada lligada a l’obesitat i a la 

diabetis mellitus, s’estima que pot sobrepassar el 40% de la població. Actualment, la 

cirrosi hepàtica és causa d’almenys 170,000 morts a l’any a Europa 1 (Figura 1).  

Figura 1. Mortalitat secundària a cirrosi  hepàtica a Europa (morts per 100,000 habitants) 1 

 

El fetge és un òrgan amb capacitat regenerativa, i després d’un dany agut pot restaurar 

la seva massa i arquitectura inicial en pocs mesos. D’altra banda, si aquest dany es 

manté amb inflamació al llarg del temps, s’altera la capacitat de regeneració i s’inicia 

un procés de fibrogènesi basat en l’acumulació de proteïnes i l’expansió de la matriu 

extracel·lular (MEC), que de forma progressiva substitueix el parènquima hepàtic 

normal per teixit cicatricial. La principal cèl·lula implicada en aquest procés és la 

cèl·lula estrellada, un tipus de cèl·lula quiescent similar a un miòcit, que en resposta a 
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l’agressió s’activa i és capaç de transformar-se fenotípicament en miofibroblast 2. La 

principal proteïna de la MEC és el col·lagen. Amb l’activació de la cèl·lula estrellada es 

modifica la composició de la MEC, des d’una forma inicial amb col·lagen tipus IV, 

proteoglicans i laminina, a una altra amb col·làgens formadors de fibra, particularment 

de tipus I i de tipus III 3. La transició de la cèl·lula estrellada a miofibroblast està 

condicionada per diversos tipus cel·lulars (sobretot macròfags hepàtics, i en menor 

mesura, cèl·lules de l’endoteli i limfòcits) però el punt crític és la destrucció crònica 

d’hepatòcits via apoptosi o necrosi. La lesió hepatocitària implica l’alliberació de 

contingut cel·lular i radicals lliures d’oxigen, que porten a l’activació dels macròfags 

(cèl·lules de Kupffer), que a la vegada condueixen a l’alliberació de factors pro-

inflamatoris com TNF-α, IL-1β i IL-6, i factors pro-fibrogènics, especialment TGF-β 

(Figura 2). El pas final és l’augment de producció i dipòsit de proteïnes de la MEC, que 

modificaran l’arquitectura hepàtica i la seva funció orgànica. Les cèl·lules de Kupffer 

juguen un paper fonamental, ja que en cas de resoldre’s la situació que provocava 

aquesta cadena de reaccions (per exemple, la curació del VHC) canvien el seu fenotip 

inflamatori per un altre de “resolució”, que perd l’habilitat per estimular els 

miofibroblasts. Com a conseqüència, els miofibroblasts poden regressar a cèl·lules 

estrellades novament, o morir via apoptosi, amb el que s’atura la producció excessiva 

de MEC 2.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Procés de fibrosi hepàtica: (A) Estat quiescent. (B) Activació de la cèl·lula estrellada 3 
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El procés de fibrosi és progressiu i generalment es produeix al llarg de dècades, tot i 

que algunes situacions, com la coexistència de diverses etiologies, el sexe masculí, el 

consum d’alcohol, l’esteatosi o la immunosupressió poden accelerar-ne l’evolució 4–6. 

L’acumulació progressiva de la MEC condiciona una alteració progressiva de 

l’estructura hepàtica amb la formació de ponts entre espais porta i l’aparició de nòduls 

de regeneració. Aquest estadi avançat rep el nom de cirrosi i és responsable de 

l’augment de la pressió al sistema venós portal. Els  pacients que desenvolupen cirrosi i 

hipertensió portal poden presentar descompensació clínica (ascites, encefalopatia o 

hemorràgia per varices) o carcinoma hepatocel·lular. Per tant, l’estadi de fibrosi 

hepàtica i la pressió al territori portal són les variables amb millor capacitat pronòstica 

en l’avaluació de les MCF 7,8.  

Tot i que nous tractaments dirigits a la regressió de la fibrosi estan en 

desenvolupament, a dia d’avui el tractament es basa en actuar sobre el factor causal. 

El control de la noxa i l’absència de necrosi cel·lular permetran un predomini dels 

sistemes de fibrinòlisi i remodelació de la MEC, amb l’objectiu de degradar l’excés de 

proteïnes de la MEC i la restitució de la massa hepatocitària, millorant l’estructura 

hepàtica, la pressió al territori portal i la funció hepatocel·lular. Per tant, malgrat la 

cronicitat de les MCF, l’acumulació de la MEC no és un procés constant ni previsible, ja 

que la relació entre els mecanismes de fibrogènesi i de fibrinòlisi condueixen a un 

procés molt dinàmic que pot accelerar-se segons els factors associats però també es 

pot frenar o fins i tot revertir si es controlen els factors etiològics 9. 

Per tant, l’avaluació i el seguiment de la fibrosi hepàtica són cabdals pel diagnòstic i el 

tractament dels pacients amb MCF. 
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3.2. BIÒPSIA HEPÀTICA 

3.2.1. Característiques generals 

La forma clàssica d’avaluar la fibrosi hepàtica ha estat mitjançant la realització de 

biòpsies del fetge. L’estandardització de la tècnica de biòpsia per via percutània va 

facilitar la seva realització com a mètode de referència per avaluar l’estadi de fibrosi 

durant la segona meitat del segle XX i els inicis del XXI 10. La biòpsia no només permet 

una avaluació semi quantitativa de la fibrosi, sinó també el diagnòstic histològic de les 

MCF 11, però té limitacions importants. D’una banda proporciona només informació 

sobre una petita part del parènquima hepàtic (1/50,000); per tant, en els casos on 

existeixi una distribució heterogènia de la fibrosi, pot no ser representativa 12. La 

qualitat de la mostra (mida de la biòpsia, número d’espais porta i grau de 

fragmentació) també és important. Es considera adequada una mostra no fragmentada 

d’almenys 15 mm, essent ideal si aquesta arriba a 25 mm, sobretot per a l’estadiatge 

de la fibrosi 13, i que contingui almenys 11 espais porta 14. Una altra limitació és que 

requereix de personal format per a realitzar la seva avaluació, i per tant pot existir 

variabilitat en la seva interpretació malgrat s’utilitzin classificacions estandarditzades 
15. A més, la biòpsia hepàtica és una tècnica cruenta, que implica un risc de 

complicacions poc freqüents però potencialment greus, com l’hemorràgia 16, i que 

requereix, a més, d’estada hospitalària.  

La forma més habitual d’obtenir la biòpsia hepàtica és per via percutània, guiada per 

ecografia, utilitzant una agulla Tru-cut d’almenys 16 Gauge 17. Una alternativa és la 

biòpsia hepàtica per via transjugular, que utilitza un agulla més fina de 18 Gauge a 

través de la vena jugular, amb resultats similars a la biòpsia percutània pel que fa a 

mida de la mostra i fragmentació, però que implica un nombre menor de 

complicacions, sobretot d’hemorràgia, i per aquest motiu es pot utilitzar de forma 

segura en pacients amb alteracions greus de la coagulació o ascites 18. A més, 

l’abordatge transjugular permet la mesura concomitant del gradient de pressió venosa 

hepàtica (GPVH), que és directament proporcional a la pressió del sistema venós portal 

(Figura 3), però aquesta tècnica requereix de personal i material específics no presents 

en molts hospitals. 



15 

Figura 3. Biòpsia hepàtica. Abordatge transjugular i abordatge percutani 

3.2.2. Estandardització de la biòpsia hepàtica 

La preparació de la mostra histològica amb tincions especials com el tricòmic o el 

vermell Syrius permet avaluar la fibrosi en estadis de forma semi quantitativa 19. 

Existeixen diferents classificacions segons l’etiologia. Les més utilitzades en pacients 

amb hepatitis víriques són les de Metavir 20 i Ishak 21. L’escala de Metavir, consta de 5 

estadis de fibrosi: F0, absència de fibrosi; F1, fibrosi portal; F2, fibrosi periportal; F3, 

ponts de fibrosi entre espais porta i F4, cirrosi (Figura 4).  

Figura 4. Estadis de fibrosi hepàtica segons la classificació de Metavir 20 

BIÒPSIA TRANSJUGULAR BIÒPSIA PERCUTÀNIA
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L’escala d’Ishak inclou 7 estadis i aporta més informació ja que utilitza 2 estadis de 

transició (un per fibrosi lleu-moderada i un altre en fibrosi avançada-cirrosi) (Figura 5). 

Es considera fibrosi significativa, amb necessitat de realitzar tractaments dirigits, 

aquells estadis amb fibrosi moderada o avançada (Metavir F2-4 o Ishak F3-6) i cirrosi 

com a Metavir F4 o Ishak F5-6. Les classificacions histològiques més utilitzades per les 

hepatitis víriques, pel consum d’alcohol 22 i pel FGNA 23 són molt similars pel que es 

refereix a la valoració de l’estadi de fibrosi.  

Figura 5. Comparació dels estadis de fibrosi a les classificacions d’Ishak 21 i Metavir 20 

La biòpsia requereix ser repetida al llarg del seguiment dels pacients si volem detectar 

canvis durant la història natural de la malaltia o la resposta als tractaments específics, i 

per tant no permet un seguiment longitudinal dels pacients de manera rutinària 24. 

Tanmateix, el seu valor pronòstic es veu limitat al desenvolupament de la cirrosi, sense 

informar del grau d’hipertensió portal ni del risc de descompensació clínica 17. Un cop 

el pacient ha desenvolupat cirrosi hepàtica i presenta signes d’hipertensió portal, el 

GPVH ofereix més informació que la biòpsia, ja que es correlaciona amb el 

desenvolupament de varices esofàgiques, el risc de sagnat d’aquestes, la 

descompensació clínica i el pronòstic del pacient 25, però a l’igual que la biòpsia és un 

mètode invasiu limitat a alguns centres especialitzats (Figura 6).  
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Histologia Metavir F1-F3 Metavir F4 (Cirrosi) 

GPVH (mmHg) ≤5 6-10 11-12 >12

Clínica No cirrosi Compensada Compensada Descompensada 

Símptomes No No Varices esofàgiques Ascites, encefalopatia 

Biologia Fibrogènesi Cicatriu establerta Cicatriu gruixuda i nòduls Fibra insoluble 

Figura 6. Avaluació de la cirrosi hepàtica. Avantatges del GPVH. Adaptada de Friedman i cols. 3 

Per tant, la biòpsia hepàtica, malgrat ser el mètode de referència en l’avaluació de la 

fibrosi hepàtica (“gold standard”), ha deixat d’utilitzar-se de manera rutinària en 

algunes malalties com les hepatitis víriques 26.  

17 

Histologia Metavir F1-F3 Metavir F4 (Cirrosi) 

GPVH (mmHg) ≤5 6-10 11-12 >12

Clínica No cirrosi Compensada Compensada Descompensada 

Símptomes No No Varices esofàgiques Ascites, encefalopatia 

Biologia Fibrogènesi Cicatriu establerta Cicatriu gruixuda i nòduls Fibra insoluble 

Figura 6. Avaluació de la cirrosi hepàtica. Avantatges del GPVH. Adaptada de Friedman i cols. 3 

Per tant, la biòpsia hepàtica, malgrat ser el mètode de referència en l’avaluació de la 

fibrosi hepàtica (“gold standard”), ha deixat d’utilitzar-se de manera rutinària en 

algunes malalties com les hepatitis víriques 26.  

IN
TR

O
D

U
C

C
IÓ



 

18 
 

3.3. MÈTODES NO INVASIUS D’AVALUACIÓ DE LA FIBROSI HEPÀTICA 

Aquestes limitacions de la biòpsia hepàtica han determinat durant els últims 20 anys el 

desenvolupament de diversos mètodes no invasius d’avaluació de la fibrosi 27. Aquests 

mètodes es poden classificar en “biològics”, basats en la determinació de marcadors 

serològics, o “físics”, basats en l’avaluació radiològica i elastogràfica del fetge. Aquests 

dos mètodes d’avaluació són molt diferents però cal considerar-los complementaris. 

D’una banda, els índexs serològics són paràmetres relacionats directa o indirectament 

amb la funció hepàtica i les conseqüències de la cirrosi i la hipertensió portal, i els 

marcadors biològics són marcadors directament relacionats amb el procés de 

fibrogènesi/fibrinòlisi de la MEC. D’altra banda, els mètodes radiològics clàssics es 

basen en detectar canvis en la morfologia del fetge o la melsa, i l’elastografia hepàtica 

es basa en quantificar una propietat física intrínseca dels teixits com és la rigidesa, ja 

sigui hepàtica (RH) o de la melsa 28.  
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3.4. MÈTODES SEROLÒGICS O BIOLÒGICS 

3.4.1. Característiques generals 

Durant els últims anys s’han proposat un gran nombre d’índexs i marcadors serològics 

per a l’estadiatge de la fibrosi hepàtica, la gran majoria desenvolupats en pacients amb 

HC pel VHC 29, però també en pacients amb coinfecció pel virus de la 

immunodeficiència humana (VHC-VIH), en la HC pel VHB i en el FGNA 30–32. Aquests 

índexs són fórmules matemàtiques que utilitzen diferents variables analítiques que 

s’han relacionat amb la fibrosi hepàtica, utilitzant sempre la biòpsia com a patró de 

referència per a la seva validació 33. Alguns d’ells es troben protegits per patents 

comercials 33–36, però la majoria utilitzen fórmules estandarditzades d’accés públic 37–

42. Es poden diferenciar en indirectes, quan utilitzen paràmetres analítics que 

s'obtenen de manera rutinària a la pràctica clínica habitual (transaminases, recompte 

de plaquetes, índex de protrombina, colesterol, entre d’altres), o directes, basats en 

les proteïnes implicades en la síntesi i degradació de la MEC (glicoproteïnes com àcid 

hialurònic, laminina i YKL-40; i col·làgens com procol·lagen III, col·lagen tipus IV, i 

col·lagenases i els seus inhibidors). A la Taula 1 es mostren els índexs més utilitzats.  
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Taula 1. Índexs serològics més utilitzats en pràctica clínica. Adaptada de les guies de pràctica clínica de l’EASL 28 

Índex Etiologia Components Punts de tall 

per F2 i/o F4 
AUROC 

Imbert-

Bismut 
VHC 

α2-macroglobulina, haptoglobina, 

GGT, gammaglobulina, bilirubina i 

apolipoproteïna A1 

n.d. 0.84 

Forns VHC GGT, colesterol, plaquetes i edat 
<4.2 

>6.9

0.81 

APRI VHC AST i plaquetes 
≤0.5 

>1.5

0.80 

HALT-C VHC Plaquetes, rati AST/ALT i INR 
<0.2 

≥0.5 

0.81 

ELF® VHC AH, PIIINP i TIMP-1 
<7.7 

≥11.3 

0.89 

Fibrotest® VHC 
Haptoglobina, α2-macroglobulina, 

GGT, bilirubina i apolipoproteïna A1 
>0.48 0.87 

Fibrometer® VHC 
Gènere, α2 macroglobulina, TP, GGT, 

urea, edat, plaquetes, AST i ALT 
n.d. 0.89 

Hui VHB Plaquetes, bilirubina i albúmina 
≤0.15 

>0.5

0.79 

FIB-4 
VHC - 

VIH 
Plaquetes, AST, ALT i edat <1.45 >3.25 0.76 

NFS FGNA 
IMC, diabetis mellitus, plaquetes, edat, 

albúmina i rati AST/ALT 

<-1.455 

>0.676
0.82 
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3.4.2. Criteris de qualitat 

Un dels grans avantatges dels mètodes serològics és que es poden calcular de manera 

retrospectiva utilitzant mostres de sèrum congelades, procediment habitual en centres 

hospitalaris terciaris en l’àmbit de la recerca biomèdica. Així, alguns estudis que han 

avaluat la fiabilitat diagnòstica dels mètodes serològics s’han realitzat utilitzant 

mostres congelades 43. És important remarcar, però, que l’estabilitat d’aquests 

marcadors de fibrosi després de períodes llargs de congelació no està ben establerta i 

cal confirmar-la de manera individual. D’una banda, els processos de degradació de les 

proteïnes podrien comportar pèrdua d’estabilitat durant el procés de congelació, i per 

tant observar nivells més baixos un cop analitzats després d’un emmagatzematge 

prolongat 44. A més, la temperatura més òptima de congelació no està clara. Mentre 

que alguns estudis han demostrat una correcta estabilitat de diferents biomarcadors 

preservats a -75ºC i -80ºC 45,46, altres estudis mostren una estabilitat molt variable a 

temperatures superiors 44,47. A més, nombrosos estudis han demostrat que els cicles 

de congelació i descongelació de les mostres alteren la seva estabilitat 48. Tanmateix, 

els escassos estudis que han avaluat l’estabilitat de mostres després de períodes llargs 

de congelació utilitzen majoritàriament tests d’estabilitat accelerada, com l’equació 

d’Arrhenius, una fórmula matemàtica que relaciona la cinètica d’una reacció química 

amb la velocitat a la que es produeix, per tal d’obtenir resultats en un període de 

temps més curt. Així, per calcular l’estabilitat d’una reacció, la variable temperatura cal 

que sigui constant, cosa que no sempre passa en els processos biològics 49.  

Per tant, l’avaluació de l’estabilitat d’aquests marcadors en mostres congelades és 

crucial en estudis que avaluen la progressió de la fibrosi després de períodes llargs 

d’emmagatzematge donat que la seva degradació podria induir a resultats erronis.  

3.4.3. Aplicabilitat i limitacions 

Aquests índexs són el mètode més senzill i aplicable per monitoritzar els pacients de 

forma ambulatòria, degut a la seva facilitat d’obtenció a través d’una mostra de sang i 

per tant a la seva elevada aplicabilitat, superior al 95% 50. A més, la majoria d’índexs es 

basen en mètodes ben estandarditzats, amb elevada reproductibilitat entre 

laboratoris. La facilitat d’obtenció i l’estandardització del mètode permeten avaluar els 
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resultats durant el seguiment i comparar-los entre diferents centres 51. El problema 

principal dels índexs serològics, directes o indirectes, és que utilitzen marcadors no 

específics de les MCF, donat que fins i tot el procés de fibrogènesi/fibrinòlisi es pot 

donar en altres òrgans com el cor, el pàncrees o el ronyó.  Així, es poden obtenir falsos 

positius en casos d’hepatitis aguda, malalties que cursen amb colèstasi, malalties 

inflamatòries cròniques, hematològiques, reumatològiques o processos fibròtics 

extrahepàtics 52,53.  

3.4.4. Fiabilitat diagnòstica 

En referència a l’HC pel VHC, l’any 2001, Imbert-Bismut i cols. van descriure que una 

combinació de 6 marcadors directes i indirectes (α2 macroglobulina, haptoglobina, 

gamma glutamil transpeptidasa (GGT), gammaglobulina, bilirubina i apolipoproteïna 

A1) permetia identificar pacients amb fibrosi significativa (F2-4) de forma acurada 

(sensibilitat 0.70 i valor predictiu positiu (VPP) del 92%), i permetia estalviar gairebé la 

meitat de biòpsies per indicar l’inici del tractament 33. Aquesta fórmula es va patentar 

amb el nom comercial de FibroTest®. Entre els índexs no patentats Forns i cols. 37 van 

ser els primers en utilitzar una fórmula senzilla amb marcadors indirectes (GGT, 

colesterol, plaquetes i edat), amb un valor predictiu negatiu (VPN) del 96% per 

excloure fibrosi significativa en més d’una tercera part dels pacients. Altres índexs 

utilitzats són l’APRI 42, que es basa en el quocient entre aspartat aminotransferasa 

(AST) i plaquetes, que identifica fibrosi significativa amb un VPP del 88% i descarta 

cirrosi amb un VPN del 93%; i el HALT-C 41, que inclou la xifra de plaquetes, la rati 

AST/ALT i l’INR (International Normalized Ratio), i que prediu cirrosi amb un VPP del 

86% i un VPN del 75%. Entre les fórmules patentades destaquen el FibroTest® i l’ELF® 

(Enhanced Liver Fibrosis) 54, que inclou una combinació de marcadors de síntesi i 

degradació de la MEC (àcid hialurònic, AH; propèptid amino-terminal del procol·lagen 

tipus III, PIIINP; i inhibidor tissular de metal·lo proteïnases tipus 1, TIMP-1) i que té una 

fiabilitat molt bona per identificar fibrosi significativa, amb una àrea sota la corba 

(AUROC) de 0.85.  

En el cas de la coinfecció VHC-VIH, l’índex FIB-4 30, que combina plaquetes, AST, 

alanina aminotransferasa (ALT) i edat ha demostrat una fiabilitat diagnòstica elevada 
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per identificar i excloure fibrosi avançada (Metavir F3-4 o Ishak F4-6), amb VPP i VPN 

del 65% i 90%, respectivament. Respecte a les fórmules patentades, com el FibroTest®, 

l’Hepascore® o el FibroMeter®, han mostrat bona fiabilitat classificant correctament 

fins el 62%, 68% i 71% dels pacients, respectivament 55. Però, cal tenir en compte que 

els resultats poden ser menys precisos que en pacients monoinfectats, ja que el 

nombre de falsos positius pot ser més alt degut a la trombocitopènia induïda pel VIH o 

a l’augment de bilirubina provocat pels antiretrovirals.  

En pacients amb HC pel VHB la dificultat per desenvolupar índexs és major, degut a la 

fluctuació dels nivells de transaminases, que tradueixen l’activitat necroinflamatòria, 

però sense relació directa amb l’estadi de fibrosi. Hui i cols. van dissenyar un índex 

amb variables senzilles (plaquetes, bilirubina, albúmina i l’índex de massa corporal, 

IMC), amb bona fiabilitat per descartar fibrosi significativa (VPN del 92%) 31.  

En pacients amb FGNA el “NAFLD fibrosis score” és el més utilitzat per descartar fibrosi 

avançada (AUROC de 0.88) i inclou l’IMC, la diabetis mellitus, les plaquetes, l’edat, 

l’albúmina i la rati AST/ALT), 32. En aquest cas, alguns marcadors patentats dissenyats 

per l’HC pel VHC, com l’ELF® o el FibroTest®, han mostrat resultats similars 56. 

En general, els índexs serològics tenen bona sensibilitat i especificitat per identificar o 

excloure fibrosi significativa/avançada o cirrosi, però la limitació general és la fiabilitat 

insuficient per classificar els pacients amb estadis intermedis de fibrosi 57. D’altra 

banda, donat que la fiabilitat diagnòstica dels índexs serològics directes o indirectes, 

tant patentats com no patentats, és molt similar, les guies clíniques recomanen la seva 

utilització per al seguiment dels pacients però sense fer una recomanació específica 28. 

3.4.5. Fiabilitat pronòstica 

A banda d’identificar o excloure la fibrosi, els mètodes serològics han demostrat bon 

valor predictiu per identificar esdeveniments clínics o mort relacionats amb la malaltia 

hepàtica. Ghany i cols. van demostrar, a la cohort de 1050 pacients amb HC pel VHC 

recollida per realitzar el marcador HALT-C, que la fórmula incloent la xifra de 

plaquetes, la rati AST/ALT, la bilirubina i l’albúmina permetia estratificar la probabilitat 

de descompensació als 3 anys de seguiment des d’un 2% (quan el valor era per sota del 
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percentil 50) a un 65% (quan el valor era per sobre del percentil 90) 58 (Figura 7). Un 

segon estudi dels mateixos autors i avaluant la mateixa cohort va demostrar que els 

canvis al cap de 2 anys respecte al basal (incloent a nivell basal plaquetes, rati AST/ALT 

i bilirubina; i empitjorament de les plaquetes, bilirubina i albúmina en el seguiment) 

permetia discriminar els pacients amb risc més elevat de descompensació. Així doncs, 

tan sols el 12% dels pacients amb < 150,000 plaquetes basals i < 5% de descens durant 

el seguiment van presentar descompensació clínica, comparat amb un 42% dels 

pacients amb el mateix rang de plaquetes basals però amb un descens > 15% 59. Però, 

manquen estudis que avaluïn la capacitat predictiva dels índexs serològics a llarg 

termini. 

Figura 7. Probabilitat de descompensació clínica segons el percentil basal de HALT-C 58 
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3.5. MÈTODES RADIOLÒGICS 

3.5.1. Radiologia clàssica 

L’àmplia disponibilitat de l’ecografia abdominal, i en menor mesura de la tomografia 

axial computeritzada (TAC) i la ressonància magnètica, faciliten la seva utilització en la 

pràctica clínica diària per l’avaluació dels pacients amb MCF. La visualització d’una 

superfície hepàtica nodular és el signe radiològic més fiable per detectar cirrosi, amb 

una AUROC de fins a 0.88, amb sensibilitat del 89% i especificitat del 82% 60. Altres 

signes habituals són un patró ecogràfic irregular i la hipertròfia del lòbul caudat o del 

lòbul hepàtic esquerre, signes molt específics (especificitat del 100%) però amb 

sensibilitats variables al voltant del 50%, pel que la seva visualització és infreqüent i 

depèn sempre de l’explorador. A més, el problema principal dels mètodes radiològics 

clàssics és que es veuen limitats al diagnòstic de malaltia avançada o cirrosi. De 

manera similar, la dilatació de la vena porta > 13 mm, la inversió del flux portal o la 

presència de col·laterals porto sistèmiques permeten el diagnòstic d’hipertensió portal 

amb una especificitat alta, propera al 100%, però amb sensibilitat variable. D’altra 

banda, la presència d’esplenomegàlia és el signe radiològic més sensible, però la seva 

especificitat és baixa (36%) 61. A la Taula 2 es mostra la fiabilitat diagnòstica dels 

diferents signes radiològics.  
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Taula 2. Signes radiològics de cirrosi hepàtica i hipertensió portal. Adaptada de Berzigotti i cols. 61 

3.5.2. Elastografia i mètodes elastogràfics 

L’elastografia és el principi físic que avalua l’elasticitat dels teixits. L’elasticitat és 

inversament proporcional a la rigidesa i es mesura a partir del desplaçament del teixit 

(ona de propagació) que genera una força mecànica 62. La velocitat de propagació 

d’aquesta ona és proporcional a la rigidesa del teixit (segons una fórmula coneguda o 

mòdul de Young) i es pot mesurar mitjançant ultrasons o ressonància magnètica. 

Signe Sensibilitat Especificitat 

Signes de cirrosi hepàtica 

• Superfície hepàtica nodular 55-91% 82-95%

• Lòbul esquerre / lòbul dret > 1.3 74% 100% 

• Hipertròfia del lòbul caudat 43-84% 100% 

Signes d’hipertensió portal 

• Dilatació de vena porta > 13 mm <50% 90-100%

• Reducció del flux portal < 13 cm/seg 80-88% 80-96%

• Col·laterals portosistèmiques 83% 100% 

• Esplenomegàlia > 12.5 cm 93% 36% 
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Existeixen dos tipus diferents d’ones de propagació: una longitudinal o de compressió, 

i una transversal o de cisallament. En base a això es poden diferenciar dues maneres 

de mesurar aquestes ones, i per tant dos tipus d’elastografia: elastografia qualitativa o 

de pressió i elastografia quantitativa o de cisallament 63. 

L’elastografia per ona de cisallament és la més utilitzada. El mètode elastogràfic més 

senzill que mesura l’ona de cisallament és l’elastografia de transició (ET). El 

desenvolupament de l’ET l’any 2003 va demostrar que la quantificació de la RH en 

pacients amb HC pel VHC era proporcional a l’estadi de fibrosi 64, mentre que estudis 

posteriors han demostrat que en pacients amb cirrosi el valor de RH també és 

proporcional al grau de pressió portal 65. El FibroScan® (EchosensTM, París, França) és 

l’aparell que utilitza l’ET per mesurar la RH d’una manera estandarditzada i senzilla, i 

en el moment actual és el mètode elastogràfic de referència per al diagnòstic de fibrosi 

significativa/cirrosi i pel seguiment de les diferents MCF 28 (Figura 8). L’ET utilitzant la 

sonda M mesura la RH mitjançant la propagació d’una ona vibratòria de baixa 

freqüència (50 Hz) a través del parènquima hepàtic, i el seu desplaçament (velocitat) 

és mesurat per una ona d’ultrasons; a major rigidesa del teixit, major és la velocitat de 

propagació. El mòdul de Young o mòdul d’elasticitat (E=3ρv2) permet quantificar 

l’elasticitat (E) en kilopascals (kPa) coneixent la densitat del teixit (ρ), que pel fetge es 

considera constant i propera a “1”, i la velocitat de l’ona de cisallament (v).  
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Figura 8. Aparell de FibroScan® (EchosensTM, París, França). Adaptada de www.fibroscan.com 109 

 

A banda de l’ET s’han desenvolupat altres tècniques d’avaluació elastogràfica, la 

majoria d’elles incorporades a un ecògraf convencional, i basades en la visualització i 

quantificació d’ones de cisallament 66. L’ARFI (Acute Radiation Force Impulse, Siemens 

Healthcare, Alemanya) 67 i l’ElastPQ™ (Philips, Holanda) 68 es basen en la transmissió 

d’ones d’ultrasons de curta freqüència sobre el teixit hepàtic (elastografia per 

quantificació de punts o pSWE en anglès). En l’ARFI la velocitat de l’ona de cisallament 

es mesura en metres/segon (m/s), amb l’avantatge que l’explorador pot seleccionar 

l’àrea exacta a mesurar mitjançant la visió ecogràfica. La seva taxa de mesures 

inadequades és menor que l’ET, sobretot en pacients amb ascites o obesitat 69, però 

els seus valors es veuen afectats pels mateixos factors que afecten la fiabilitat de l’ET 

(sobretot manca de dejú i nivell de transaminases) 70,71. A més, els valors s’obtenen en 

un rang molt curt (0.5-4.4 m/s), pel que els punts de tall són més estrets. Un altre 

mètode molt recent d’avaluació elastogràfica és l’ElastPQ™, que ha demostrat en 

estudis inicials una fiabilitat similar a l’ARFI i a l’ET pel diagnòstic de la fibrosi, però els 

seus valors són més baixos, i a més no estan suficientment validats 72,73.  
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Un tercer sistema d’avaluació és l’Aixplorer™ (Supersonic Imagine, França), que utilitza 

també la transmissió d’ones d’ultrasons de curta freqüència sobre el teixit hepàtic però 

en dues dimensions (amplada i profunditat) (2D-SWE), generant un “con acústic”  en 

diferents profunditats, i amb una velocitat de “refresc” de la imatge ultra ràpida que 

dóna la sensació de visualitzar la RH en temps real 74. També permet la selecció de 

l’àrea de mesura, i els resultats s’expressen tant en kPa com en m/s. La taxa de valors 

inadequats és similar a l’ET i l’ARFI 75,76, i igual que passa amb l’ElastPQ™ els estudis 

publicats fins al moment són preliminars i els seus criteris de qualitat no estan ben 

definits.  

Respecte a l’elastografia mesurada per ressonància magnètica (MR-Touch®), utilitza un 

sistema hidràulic col·locat a sobre de l’hipocondri dret per generar l’ona mecànica i un 

software per visualitzar l’ona de cisallament 77. La RH es quantifica en kPa. Aquesta 

tècnica permet una visualització de tot el fetge i una bona aplicabilitat en pacients 

obesos o amb ascites, però és una tècnica cara i que requereix el processament de les 

imatges, limitant el seu ús de manera rutinària 78. A la Taula 3 es resumeixen les 

característiques principals de les diferents tècniques elastogràfiques.  
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Tècnica Avantatges Limitacions Zona de 

mesura 

Àrea de 

mesura 

Freqüència 

de l’ona 

Elastografia de 

transició 

Ràpida, senzilla, 

tècnica millor 

definida i validada 

Limitada en pacients 

obesos o amb 

ascites, no imatge 

real del fetge 

Espai 

intercostal 

dret 

4 cm3 40-50 Hz

Elastografia per 

quantificació de 

punts (pSWE) 

Visualització directa 

del fetge, capacitat 

de mesura de la 

melsa 

Escassa validació Segment VI-

VIII del fetge 

0,5-1 cm3 100-500 Hz 

Elastografia en 

temps real (2D-

SWE) 

Visualització directa 

del fetge, capacitat 

de mesura de la 

melsa 

Escassa validació Segment VI-

VIII del fetge 

20 cm3 100-500 Hz

Elastografia per 

ressonància 

Mesura del fetge 

sencer, millor 

correlació amb la 

biòpsia, aplicable en 

pacients obesos / 

ascites 

Preu alt, disponible 

només en l’àmbit de 

la investigació 

Lòbul 

hepàtic dret 

250 cm3 - 

Taula 3. Característiques principals de les diferents tècniques elastogràfiques. Adaptada de Barr i cols. 66 

3.5.3. Elastografia de transició 

3.5.3.1. Característiques generals 

Tal com s’ha comentat, l’ET és la tècnica més avaluada i utilitzada per al diagnòstic de 

la fibrosi hepàtica. Els grans avantatges de l’ET són que és una tècnica totalment 

incruenta i indolora, ràpida en l’exploració (menys de 5 minuts), immediata en els 

resultats, i fàcil de realitzar en pacients ambulatoris. La seva fiabilitat és excel·lent per 

identificar fibrosi significativa (VPP 88%) i per descartar la presència de cirrosi o 
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hipertensió portal (VPN 97%) 79. A més, mostra una bona concordança tant intra com 

inter observador que permet repetir la prova durant el seguiment sense perdre 

fiabilitat 80.  

Per tant, l’ET és un bon mètode per identificar o excloure fibrosi significativa o cirrosi 

hepàtica. En general es considera que l’ET i els mètodes serològics són equivalents pel 

diagnòstic de fibrosi significativa 81–83, però l’ET és superior pel diagnòstic de cirrosi 
84,85. A l’igual però que aquests, no aconsegueix diferenciar els pacients amb estadis 

intermedis de fibrosi 24,86.  

3.5.3.2. Mesura de l’ET i criteris de qualitat 

L’àrea mesurada són uns 4 cm3 situats entre 25-65 mm sota la superfície de la pell, i la 

representació d’aquesta mesura és el que s’anomena elastograma. Les unitats són els 

kPa i el seu rang de detecció va de 2.5 a 75 kPa. Sempre cal realitzar l’ET en dejú 

d’almenys 2 hores, ja que la ingesta provoca un augment significatiu dels valors de RH, 

especialment en aquells pacients amb cirrosi 87,88. D’altra banda, algunes situacions 

clíniques com la insuficiència cardíaca (fetge d’estasi), les hepatitis agudes (necrosi 

hepatocel·lular), les malalties colestàsiques (congestió biliar) 89–91 i el consum agut 

d’alcohol (esteatosi i necrosi) 92 poden sobreestimar els valors de RH sense relació amb 

la fibrosi, observant-se un ràpid descens dels valors amb la resolució del problema com 

per exemple després de l’abstinència a l’alcohol 93. Uns espais intercostals molt estrets 

o la presència d’ascites no permeten l’obtenció de valors 64.  

En realitzar l’exploració, cada mesura individual dóna un valor numèric en kPa. El valor 

de RH és la mediana de 10 mesures vàlides. Cal considerar també la Rati (R) o 

percentatge de mesures vàlides sobre el total, i el rang interquartil (RIQ) que mostra la 

dispersió de les mesures entre els percentils 25 i 75 sobre la mediana. En base a les 

recomanacions del fabricant es considera que una mesura de RH és inadequada quan 

no s’aconsegueixen mesures vàlides, la R és < 60% i/o la relació RIQ/RH és > 0.3 94. 

Estudis posteriors han suggerit que la variable de major importància a l’hora d’avaluar 

un valor d’ET com a fiable és la dispersió de les determinacions (RIQ), i la no influència 

del nombre de determinacions adequades sobre el total (R) 95,96. Recentment Boursier 

i cols. han proposat uns criteris nous 97, basats en la major importància del RIQ i del 
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valor de RH, i la no rellevància de la R. Els autors van demostrar en una cohort que 

incloïa 1165 pacients amb MCF (68.5% amb HC pel VHC) que la proporció de pacients 

ben classificats només depenia del RIQ en aquells amb valors més alts de RH. Així, 

s’estableixen 3 nivells de fiabilitat: molt fiable, quan el RIQ/RH és ≤ 0.1; fiable, quan el 

RIQ/RH és ≤ 0.3 o el valor de RH és < 7.1 kPa; i no fiable, quan el RIQ/RH és > 0.3 i el 

valor de RH és > 7.1 kPa (Figura 9). Aquests criteris permeten augmentar el nombre de 

determinacions fiables (del 75.7% al 90.9%) (p <0.001) i la seva precisió diagnòstica per 

identificar F2-4 o F4 (AUROC del 0.835 o 0.913 al 0.886 o 0.970, respectivament) (p 

<0.001). Recentment aquests criteris han estat validats en una segona cohort de 226 

pacients amb MCF (83.2% de resultats fiables vs 71.6% amb els criteris clàssics), sense 

impacte d’aquest major nombre de resultats respecte a la fiabilitat diagnòstica 

(AUROCs) per identificar cirrosi o hipertensió portal clínicament significativa (HTPCS) 

(0.852 i 0.962 comparat amb 0.863 i 0.957 pels criteris nous i clàssics, p=ns) 98.  

Figura 9. Criteris de Boursier basats en la importància del valor del RIQ 97
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3.5.3.3. Aplicabilitat i limitacions 

Tal com s’ha comentat, la probabilitat d’obtenir un resultat inadequat d’ET és d’un 

20% (2.7-3.1% sense cap mesura vàlida i 11.6%-15.8% amb resultat inadequat). Per 

tant, la seva aplicabilitat és inferior a la dels marcadors serològics, tot i la utilització 

dels nous criteris de qualitat. Els factors que s’han relacionat de forma independent 

amb l’obtenció de mesures inadequades són l’obesitat del pacient (IMC > 28-30 kg/m2) 

(Figura 10) i la baixa experiència de l’explorador (< 500 exploracions) 99,100. Però, cap 

estudi previ ha demostrat que l’augment de l’experiència de l’explorador o disminuir 

l’IMC del pacient permeti augmentar la fiabilitat diagnòstica de l’ET per identificar el 

grau de fibrosi. 

Figura 10. Relació entre l’IMC del pacient i la probabilitat d’obtenir mesures inadequades d’ET 99 

Per tal de millorar l’aplicabilitat de l’ET en pacients amb obesitat, EchosensTM ha 

dissenyat una sonda (Sonda XL®, EchosensTM, París, França) amb una major penetració 

sota la superfície cutània (35-75 mm), i que ha demostrat obtenir una major nombre 

de mesures fiables que la sonda M en aquells pacients amb una distància entre la pell i 

la càpsula hepàtica o de Glisson (distància pell-càpsula, DPC) de més de 25 mm 101–103. 

A l’estudi de Myers i cols. 102 es van avaluar pacients amb IMC > 28 Kg/m2 i es va 

obtenir un valor fiable amb sonda XL en el 60% de pacients on la sonda M no l’havia 

obtingut, amb una aplicabilitat en pacients obesos del 73% comparada amb el 50% de 

Absència de valors Valors no fiables

IMC (kg/m
2
)
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la sonda M (p <0.001).  Però, la sonda XL té diverses limitacions: 1) D’una banda, el seu 

cost és elevat i limita la disponibilitat en molts centres; 2) Obté una aplicabilitat baixa 

en pacients amb obesitat mòrbida (IMC > 40 Kg/m2) 104; 3) La validació dels punts de 

tall per al diagnòstic de la fibrosi hepàtica s’han realitzat amb la sonda M 105; i 4) els 

estudis de referència han mostrat valors més baixos amb la sonda XL que els obtinguts 

amb la sonda M obligant a la cerca de nous punts de tall (Figura 11) 102 o a la utilització 

de fórmules de correcció per derivar el valor obtingut amb la sonda XL a un valor teòric 

amb la sonda M 106. D’altra banda, la sonda M mostra valors més alts en individus 

obesos sense fibrosi hepàtica 107 i en pacients amb FGNA i IMC elevat 108.  

Figura 11. Diferències entre els valors amb Sonda M i XL segons l’IMC. Adaptada de de Lédinghen i cols. 103 

D’acord amb les instruccions del fabricant, la decisió d’utilitzar la sonda M o la sonda 

XL cal fer-la en base a la DPC (inferior o superior a 25 mm, respectivament). Tanmateix, 

l’aparell de FibroScan® realitza aquesta recomanació de forma automatitzada en base 

al número de mesures no vàlides amb la sonda M i una anàlisi qualitativa de 

l’elastograma 109. D’altra banda, les guies clíniques actuals recomanen utilitzar la sonda 

XL en pacients amb IMC > 30 Kg/m2 28,103, però la relació entre IMC i DPC és moderada 

com s’ha demostrat en estudis previs en pacients obesos on la mediana de la DPC va 

ser < 25 mm, tot i que la relació entre aquestes variables no està ben definida 102,110. 

Per tant, és molt important identificar aquells pacients amb sobrepès o obesitat que es 

poden avaluar correctament amb la sonda M i aquells que en canvi requeriran la sonda 

XL. 

IMC

(Kg/m
2
)

   kPa
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Un altre factor molt important a tenir en compte és l’esteatosi hepàtica. L’obesitat és 

un problema global de salut pública. L’associació de l’obesitat amb la resistència a la 

insulina ha augmentat la incidència de síndrome metabòlica i de FGNA 111. Per tant, el 

nombre de pacients amb obesitat i malalties hepàtiques ha augmentat de forma 

important 112. Els estudis que avaluen els valors de RH en pacients amb esteatosi 

hepàtica son discordants, donat que hi ha estudis que mostren valors més alts 

independentment de l’estadi de fibrosi 113,114, i d’altres que no 115,116. Això ha fet que 

EchosensTM validés un sistema per l’avaluació no invasiva de l’esteatosi anomenat CAP 

(Controlled Attenuation Parameter). El CAP mesura el grau d’atenuació de l’ona de 

cisallament en el fetge amb greix en el mateix moment que s’obté el valor de RH. Les 

unitats que utilitza són decibels/metre (dB/m), i ha demostrat una bona correlació 

amb l’esteatosi avaluada a la biòpsia (Rho de Spearman=0.81) 117. Així, un punt de tall 

de 283 dB/m permet identificar pacients amb ≥ 10% d’esteatosi amb un VPP del 87% i 

un VPN del 64% 118. D’altra banda, dades publicades en un metanàlisi recent 

suggereixen que la seva mesura es veu afectada per la presència de FGNA, de l’IMC i 

de la diabetis, i que aquests pacients podrien requerir d’un ajust dels valors del CAP 

(restar 10 dB/m al valor de CAP en pacients amb FGNA i diabetis, i restar 4.4 dB/m per 

cada unitat per sobre dels 25 Kg/m2 d’IMC, respectivament) 119.  

3.5.3.4. Fiabilitat diagnòstica 

De forma similar al que passa amb els marcadors serològics, l’ET no permet diferenciar 

els estadis de fibrosi consecutius, i tal com passa amb la biòpsia hepàtica pot mostrar 

solapament entre estadis. Tanmateix, l’ET és un mètode molt fiable per excloure cirrosi 

hepàtica (VPN del 95%) i adequat per identificar-la (VPP del 55%) 81,82.  

Els estudis han mostrat valors al voltant de 5.5 kPa en població general sense malaltia 

hepàtica 120, i els metanàlisis suggereixen valors de 7.6 kPa i 14.6 kPa per identificar 

fibrosi significativa i cirrosi, respectivament 121,122, i valors de 18-21 kPa per predir la 

presència o absència d’hipertensió portal 123,124. Tot i això, aquests valors es veuen 

influenciats per l’etiologia de la malaltia hepàtica i els factors prèviament comentats.  

Igual que passa amb els marcadors serològics, la majoria d’estudis que han avaluat la 

fiabilitat diagnòstica de l’ET s’han realitzat en pacients amb HC pel VHC. L’estudi més 
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ampli publicat en pacients amb VHC (N=1202) mostra una fiabilitat excel·lent (VPP i 

VPN) per identificar fibrosi significativa (90.1% i 70.2%) amb un valor de 7.4 kPa i cirrosi 

(86.5% i 97%) amb un valor de 13.2 kPa, respectivament 125, mentre que els valors 

suggerits en un metanàlisi recent per identificar fibrosi significativa i cirrosi són 7.1 kPa 

i 12.5 kPa, respectivament 83. En pacients coinfectats VHC-VIH normalment s’apliquen 

els mateixos punts de tall que en pacients monoinfectats pel VHC 55.  

En l’HC pel VHB, Viganò i cols. van proposar un sistema basat en 3 punts de tall: 6.2 kPa 

per excloure fibrosi significativa, 9.4 kPa per identificar fibrosi significativa i a la vegada 

per excloure cirrosi, i 13.1 kPa per identificar cirrosi, tots ells amb sensibilitat i 

especificitat > 90% i bona fiabilitat diagnòstica 126.  

En el cas del FGNA, valors de 7.9 kPa i 10.3 kPa permeten identificar pacients amb risc 

elevat de tenir fibrosi avançada i cirrosi, respectivament 115.  

3.5.3.5. Fiabilitat pronòstica 

L’ET ha demostrat una capacitat pronòstica excel·lent per predir esdeveniments clínics 

o mortalitat en pacients amb HC pel VHC. Un valor d’ET < 9.5 kPa mostra un risc de

mortalitat als 5 anys inferior al 5%, mentre que un valor d’ET > 40 kPa confereix una

probabilitat propera al 50% 127 (Figura 12).

Figura 12. Mortalitat estratificada segons el valor basal d’ET en pacients amb VHC 127 
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De manera similar, en pacients coinfectats, un valor d’ET > 40 kPa permet diferenciar 

aquells pacients amb alta probabilitat de descompensació clínica als 4 anys. Així, la 

probabilitat de mantenir-se lliure de descompensació en una cohort de 239 pacients va 

ser del 97%, 93% i 81% o del 80%, 74% i 63% a 1, 2 i 3 anys en pacients amb un valor 

d’ET inferior o superior a 40 kPa, respectivament (p<0.001) 128.  

En pacients amb HC pel VHB, en un estudi recent en una cohort amb alta prevalença 

d’antigen e positiu (HBeAg), en tractament antiviral amb entecavir, un valor de 12 kPa 

permet diferenciar aquells pacients amb risc de descompensació clínica (2% vs 16% als 

2 anys) 129.  
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4. HIPÒTESI 

L’aplicabilitat i la fiabilitat diagnòstica dels mètodes no invasius d’avaluació de la fibrosi 

hepàtica (serològics i elastogràfics) es poden veure afectades per factors relacionats 

amb la tècnica utilitzada, la qualitat de les mesures i les característiques del pacient. 
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5. OBJECTIUS 

1. Avaluar la fiabilitat diagnòstica de l’ELF® per identificar fibrosi significativa en 

mostres de sèrum congelades durant 25 anys de pacients amb HC pel VHC. 

2. Avaluar l’aplicabilitat i la fiabilitat diagnòstica d’una segona avaluació d’ET realitzada 

per personal experimentat (> 500 exploracions) en aquells pacients amb un primer 

resultat inadequat. 

3. Avaluar l’aplicabilitat i la fiabilitat diagnòstica de la sonda M i la sonda XL d’ET en 

una cohort de pacients amb sobrepès i obesitat (IMC ≥ 28 Kg/m2).  
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6. MATERIAL I MÈTODES 

6.1. PRIMER ESTUDI 

6.1.1 Disseny de l’estudi 

Estudi retrospectiu per valorar l'estabilitat de marcadors directes de fibrosi (PIIINP, 

TIMP-1, AH) i l’ELF en mostres criopreservades, mitjançant la comparació dels resultats 

en períodes de temps de 5 anys per diferenciar pacients amb fibrosi lleu (Metavir F0-1) 

vs. significativa (Metavir F2-4).  

La precisió diagnòstica va ser definida com la capacitat per identificar pacients amb 

fibrosi significativa (Metavir F2-4). La interpretació de l’estadi de fibrosi hepàtica es va 

realitzar segons els valors de referència publicats per l’ELF com: ELF < 7.7, no fibrosi (o 

lleu); ELF 7.7-9.8, fibrosi moderada; ELF > 9.8: fibrosi avançada; ELF ≥ 11.3: cirrosi 130.  

El seguiment dels pacients inclosos es va realitzar utilitzant dades de la història clínica 

electrònica. La presència de cirrosi es va definir com l'aparició d'una de les següents 

variables durant el seguiment: trombocitopènia (plaquetes < 130x109) amb 

esplenomegàlia (melsa > 13 cm) durant almenys 6 mesos sense cap altra etiologia; 

alteració de l’arquitectura hepàtica a l'ecografia abdominal; presència de signes 

endoscòpics d’hipertensió portal (varices esofàgiques o gastropatia) a la gastroscòpia; 

o Metavir F4 en aquells pacients amb una segona biòpsia hepàtica. Els esdeveniments 

clínics es van definir com el desenvolupament de descompensació clínica (ascites, 

encefalopatia hepàtica, peritonitis bacteriana espontània o sagnat relacionat amb 

hipertensió portal), carcinoma hepatocel·lular o mort de causa hepàtica durant el 

seguiment.  

6.1.2 Sèrums i biòpsies hepàtiques 

Es van considerar per a l'estudi mostres de sèrum criopreservades de 1990 a 2014, i 

biòpsies hepàtiques aparellades de pacients infectats pel VHC. Totes les mostres de 

sèrum van ser extretes amb el pacient en dejú i centrifugades a 3000 rpm abans de ser 

conservades a -30ºC dins de la col·lecció privada pròpia (C.0000956) a l'IMIM (Institut 

Hospital del Mar d'Investigacions Mèdiques). Totes les mostres de sèrum havien estat 
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identificades amb un número i tabulades en una base de dades amb un codi d'accés 

per garantir la confidencialitat del pacient. El protocol d'estudi va ser aprovat pel 

Comitè d’Ètica de la nostra Institució (Comitè Ètic d'Investigació Clínica (CEIC) - Parc de 

Salut Mar), amb número de referència 2015/6161/I, de conformitat amb les directrius 

ètiques de la Declaració de 1975 de Hèlsinki.  

Les mostres van ser seleccionades d'acord amb la data de recollida. Es van considerar 

períodes de cinc anys (1990-94, 1995-99, 2000-2004 2005-2009 i 2010-2014), i es van 

seleccionar 50 mostres a l'atzar de cada període, amb l'excepció del primer període 

(1990-94), on només es van seleccionar 25 mostres degut a la baixa disponibilitat de 

biòpsies hepàtiques. Es van excloure aquelles mostres de sèrum que s'havien sotmès a 

un cicle de descongelat, aquelles recollides després de 24 mesos des de la data de la 

biòpsia  hepàtica, i aquelles amb una biòpsia hepàtica fragmentada o amb menys de 6 

espais porta o menys de 10 mm de longitud. Un únic patòleg expert, “cec” a la resta de 

dades, va revisar totes les biòpsies i va classificar la fibrosi hepàtica d'acord amb la 

classificació de METAVIR.  

6.1.3 Anàlisi bioquímica de les mostres congelades 

Les mostres de sèrum congelades es van transportar utilitzant gel sec, i el procés de 

descongelació es va dur a terme al “Laboratori de Referència de Catalunya S.A, 

Barcelona”. Els 3 marcadors directes que componen l’ELF (AH, PIIINP i TIMP-1) van ser 

analitzats per assajos heterogenis de quimio-luminescència utilitzant partícules 

paramagnètiques i parells d'anticossos monoclonals per capturar i quantificar PIIINP i 

TIMP1, o proteïna d'unió a AH (HABP) per a l'anàlisi d’AH. Els coeficients de variació 

estandarditzats al llarg de tot el rang analític no van excedir el 7.4% per l’AH, el 6.5% 

pel PIIINP i el 7.3% pel TIMP-1. Els rangs de detecció van ser: 1.6-1.000 ng/ml per l’AH, 

0.5-150 ng/ml pel PIIINP i 3.5-1300 ng/ml pel TIMP-1. L’ELF fou generat 

automàticament amb un analitzador immuno-químic (XP i CP SIEMENS ADVIA 

CENTAUR, Siemens Healthcare Diagnostics) utilitzant l'equació proporcionada pel 

fabricant:  

ELF = (2494 + 0.846 ln [AH ng/ml] + 0.735 ln [PIIINP ng/ml] + 0.391 ln [TIMP-1 ng/ml]) 
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6.2. SEGON ESTUDI 

6.2.1. Disseny de l’estudi 2 

Estudi de cohorts, prospectiu, per avaluar l’aplicabilitat de l’ET en pacients amb una 

primera determinació inadequada, després d’una segona avaluació per exploradors 

experts i una tercera avaluació amb la sonda XL. L’objectiu secundari va ser avaluar la 

milloria en la fiabilitat diagnòstica entre exploradors entrenats i experts per identificar 

fibrosi significativa. 

Des del març de 2011 a l’abril de 2012 es van incloure tots els pacients (n=868) amb 

MCF, avaluats a la nostra unitat amb ET (n=924). En aquells pacients amb més d’una 

determinació d’ET només es va incloure la primera. Es van avaluar les taxes 

d’exploracions adequades amb la sonda M per part d’exploradors entrenats (LSM1) i 

l’increment després d'una segona avaluació (LSM2) per exploradors experts. En aquells 

pacients amb LSM2 inadequat es va realitzar una tercera exploració amb la sonda XL 

(LSMXL), per part d’exploradors experts. 

Les exploracions d’ET amb la sonda M o la sonda XL van ser realitzades per 3 

exploradors diferents (R.F., M.P. i J.A.C.). Es va definir l’experiència de l’explorador 

segons el nombre d’ET realitzades prèviament: exploradors entrenats (50-500 

exploracions) i exploradors experts (més de 500 exploracions). 

Atès que els estudis anteriors havien demostrat una excel·lent reproductibilitat entre 

exploradors utilitzant la mateixa sonda M 80, només es van re-avaluar aquells pacients 

amb una primera exploració inadequada. Els criteris d'exclusió van ser: trasplantament 

de fetge, cirurgia hepàtica, ascites o embaràs.  

L’objectiu secundari de l’estudi va ser avaluar la milloria en la fiabilitat diagnòstica 

entre exploradors entrenats (LSM1) i experts (LSM2) per identificar fibrosi significativa 

en aquells pacients amb biòpsia hepàtica o cirrosi clínica (n=334, 38%).  

El protocol d'estudi va ser aprovat pel Comitè d’Ètica de la nostra Institució (Comitè 

Ètic d'Investigació Clínica (CEIC) - Parc de Salut Mar), de conformitat amb les directrius 
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ètiques de la Declaració de 1975 d’Hèlsinki. Tots els pacients van donar el seu 

consentiment informat per escrit. L'estudi es va registrar a http://clinicaltrials.gov 

(NCT01900808).  

6.2.2. Determinació de la RH (comú per estudi 2 i 3) 

Es van considerar els criteris de qualitat del fabricant del FibroScan® 502 (FibroScan®, 

EchosensTM, París, França). Totes les exploracions es van realitzar en condicions de 

dejú 87. Els resultats d’ET es van expressar com la mediana de totes les mesures de RH 

vàlides. Es va considerar un resultat fiable quan incloïa almenys 10 mesures vàlides 

amb una taxa d'èxit ≥ 60% i una RIQ/RH ≤ 30%; i no fiable quan no es van obtenir 

valors o la R era < 60% i/o el RIQ/RH > 30%. En el tercer estudi es van utilitzar els 

criteris de Boursier et al, per tal d’augmentar el nombre d’exploracions fiables 97: molt 

fiable (RIQ/RH ≤ 0.1); fiable (RIQ/RH ≤ 0.3 o > 0.3 amb RH < 7.1 kPa); i no fiable 

(RIQ/RH > 0.3 amb RH ≥ 7.1 kPa). 

6.2.3. Biòpsies hepàtiques (comú per estudi 2 i 3) 

Les biòpsies hepàtiques es van realitzar per via percutània mitjançant Tru-Cut de 14 

Gauge. Les mostres es van processar al Departament de Patologia i es van tenyir amb 

hematoxilina-eosina i tri-cròmic de Masson. Un únic patòleg, “cec” a les dades 

clíniques, va classificar la fibrosi hepàtica. En l’estudi 2 es va utilitzar la classificació 

d’Ishak, mentre que en l’estudi 3 es va utilitzar la de METAVIR en pacients amb 

hepatitis víriques i la classificació de NAS (NAFLD activity score) en pacients amb FGNA 
23. Els pacients amb biòpsies de menys de 15 mm i/o ≤ 6 tractes portals o realitzades 

més de 12 mesos abans de l’ET van ser exclosos. 

6.2.4. Variables clíniques i DPC (comú per estudi 2 i 3) 

Les característiques dels pacients van ser recollides a través de la història clínica 

electrònica, incloent dades de laboratori, demogràfiques, etiològiques, 

antropomètriques i bioquímiques. El perímetre abdominal (PA) es va mesurar a la línia 

mitja de la circumferència abdominal i el perímetre toràcic (PT) a la línia mitja esternal. 

La síndrome metabòlica es va definir d'acord amb les directrius de l’American Heart 

Association and National Heart, Lung and Blood Institute 131. La DPC es va mesurar 
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utilitzant un ecògraf portàtil (DMMA-380; WELLD Ultrasound Scanner, Shenzhen, 

Xina).  

 

6.3. TERCER ESTUDI 

6.3.1. Disseny de l’estudi 3 

Estudi de cohorts, prospectiu, per avaluar l’aplicabilitat i la utilitat de la sonda M i la 

sonda XL per determinar la rigidesa hepàtica en una cohort de pacients amb sobrepès 

/ obesitat (IMC ≥ 28 Kg/m2). L’objectiu secundari va ser avaluar la fiabilitat diagnòstica 

de la sonda M i XL per detectar fibrosi en pacients amb sobrepès / obesitat i biòpsia 

hepàtica.  

Totes les mesures d’ET van ser realitzades per un sol explorador (R.F.) amb elevada 

experiència (> 5000 exploracions prèvies).  

Des del maig de 2013 fins al març de 2015 es van avaluar de manera prospectiva tots 

els pacients amb MCF i IMC ≥ 28 kg/m2 a qui es realitzés una ET. Els criteris d'exclusió 

van ser: trasplantament de fetge, cirurgia hepàtica, ascites o embaràs. De maig a 

desembre de 2013 els pacients van ser avaluats amb la sonda M, i aquells amb un 

resultat no fiable van ser re-avaluats amb la sonda XL. Per tal d'avaluar la correlació de 

les sondes M i XL, des de gener de 2014 fins al març de 2015 es va realitzar l’avaluació 

de tots els pacients amb les dues sondes.  

El protocol d'estudi va ser aprovat pel Comitè d’Ètica de la nostra Institució (Comitè 

Ètic d'Investigació Clínica (CEIC) - Parc de Salut Mar), número de referència 

(2015/6283/I), de conformitat amb les directrius ètiques de la Declaració de 1975 

d'Hèlsinki. Tots els pacients van donar el seu consentiment informat per escrit. 
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Abstract

Introduction & Aims

Cryopreservation of serum samples is a standard procedure for biomedical research in ter-

tiary centers. However, studies evaluating the long-term biological stability of direct liver

fibrosis markers using cryopreserved samples are scarce.

Methods

We compared the stability of hyaluronic acid (HA), tissue inhibitor of metalloproteinases

(TIMP-1) and amino-terminal propeptide of type III procollagen (PIIINP) in 225 frozen serum

samples of HCV-infected patients with a paired liver biopsy for up to 25 years (1990–2014).

Moreover, we assessed the diagnostic accuracy (AUROC) of the Enhanced Liver Fibrosis

(ELF®) score to identify significant fibrosis (F2-4) and its predictive capacity to identify clini-

cal events during follow-up.

Results

Seventy-six patients (39,8%) had mild fibrosis (F0-1) and 115 (60,2%) significant fibrosis

(F2-4). HA, PIIINP and TIMP-1 values remained stable during the period from 1995 to 2014

while those of 1990–94 were slightly higher. We did not find significant differences in the

median ELF® values during the 20-year period from 1995–2014 in patients with mild (from

8,4 to 8,7) and significant fibrosis (from 9,9 to 10,9) (p = ns between periods and fibrosis

stages). The AUROCs of ELF® to identify significant fibrosis were high in all the periods

(from 0,85 to 0,91). The ELF® score showed a good predictive capability to identify clinical

events during follow-up.
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Conclusions

The biological stability of direct serummarkers (HA, PIIINP and TIMP-1) using HCV-infected

samples cryopreserved for 20 years is good. Therefore, the diagnostic accuracy of the

ELF® score to identify significant fibrosis and clinical events during follow-up is very high.

Introduction

Non-invasive methods involving serummarkers or radiological techniques are an essential

diagnostic tool to assess liver fibrosis during patient’s follow-up [1] In patients with chronic

hepatitis C virus (HCV) infection, significant fibrosis (F2-4) requires the need to start antiviral

therapy [2]. Although transient elastography has shown high applicability when performed by

experienced operators using the most adequate probe [3], serummarkers have the highest

applicability. Indirect serum markers are widely used in clinical practice for monitoring

patients during follow-up. Moreover, serummarkers have demonstrated a good correlation

with liver fibrosis stage [4], showing a high diagnostic accuracy to predict histological progres-

sion and clinical outcomes [5].

During the last 15 years many fibrosis markers showing good precision to identify or to

exclude significant (F2-4) or advanced fibrosis (F3-4) or cirrhosis (F4) have been proposed.

Direct serummarkers are proteins involved directly in the synthesis or degradation of hepatic

extracellular matrix [6]. Hyaluronic acid (HA) is a glycosaminoglycan produced by hepatic

stellate cells involved in fibrogenesis; Amino-terminal propeptide of type-III-procollagen

(PIIINP) is a marker of inflammation and early fibrogenesis, and tissue inhibitor of metallo-

proteinase type-1 (TIMP-1) inhibits matrix metalloproteinase, thereby worsening fibrogenesis.

The Enhanced Liver Fibrosis (ELF1) score is a panel combining these three direct markers

(HA, TIMP-1 and PIIINP) that have demonstrated a good correlation with liver fibrosis stage

[7–9]. The serum samples used to calculate these markers are often cryopreserved for biomedi-

cal research in tertiary centers. However, biomarkers may potentially lose stability due to pro-

tein degradation during the storing procedure, which may lead to the observation of lower

levels when analyzed after several years [10]. This is crucial in studies evaluating fibrosis pro-

gression. Moreover, the recommended storage temperature remains unclear.

Frozen serum samples have demonstrated good stability to identify different biochemical

parameters when preserved at -30˚C to -80˚C [11, 12]. Indeed, storage at -25˚C produces a

large variation in the stability of different serum components, and is thus considered an

unsuitable temperature [13]. Therefore, the stability of serum biomarkers cryopreserved in

long-term storage remains controversial. The scarce studies that have evaluated the long-term

stability of proteins used tests analyzing accelerated stability, such as the Arrenhius equation

[10], to obtain results in a short period of time. Another variable to take into account before

analyzing cryopreserved serums is the number of freezing/thawing cycles the samples

undergo since freezing/thawing can modify the stability of high molecular weight proteins

and polysaccharides.

Thus, the primary aim of our study was to determine the reliability of serum samples of

HCV-infected patients cryopreserved over a long period of time to assess significant fibrosis

using HA, PIIINP, TIMP-1 and the Enhanced Liver Fibrosis (ELF1) score. The secondary aim

of our study was to confirm the diagnostic accuracy of the ELF1 score to identify clinical

events during a follow-up of 25 years.

Cryopreserved Serums to Assess Liver Fibrosis
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events during a follow-up of 25 years.
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Patients and Methods

Serum samples & liver biopsies

Serum samples and paired liver biopsies of HCV-infected patients cryopreserved from 1990 to

2014 were considered for the study. All the serum samples had been extracted in fasting conditions

and centrifuged at 3000 rpm before preservation at -30˚C. Serum samples were part of our private

collection (C.0000956) of the IMIM (Hospital del MarMedical Research Institute). The serum

samples were identified with a number, and all the data were collected and tabulated in a database

with an access code to ensure patient confidentiality. The study protocol was approved by the Ethi-

cal Committee of our institution “Comitè Ètic d’Investigació Clı́nica (CEIC)- Parc de Salut Mar”,

study reference 2015/6161/I, in accordance with the ethical guidelines of the 1975 Declaration of

Helsinki. Patients enrolled from 1990 toMay 2006 gave oral informed consent for the use of

serum samples in biomedical research, and it was collected in clinical history and electronic medi-

cal records. Those enrolled fromMay 2006 to 2014 provided written informed consent.

The samples were selected according to the date of collection. We considered 5-year periods

(1990–94, 1995–99, 2000–2004, 2005–2009 and 2010–2014). Fifty samples were randomly selected

from each period with the exception of the first period from which only 25 samples were selected

due to the low availability of liver biopsies. The serum samples excluded were: those which had

undergone a thawed cycle, those collected later than 24 months after the date of liver biopsy, and

those with a fragmented liver biopsy or with less than 6 portal tracts or 10 mm in length.

A single blinded expert pathologist (M.G) revised all the biopsies and scored liver fibrosis

stage according to the Metavir classification [14].

Biochemical analysis

Frozen serum samples were transported in frozen conditions using dry ice, and the thawing pro-

cess was performed in the “Laboratori de Referència de Catalunya S.A, Barcelona”. The ELF1

score is a panel combining three direct markers (HA, TIMP-1 and PIIINP) [9]. These three

markers were analysed by heterogeneous chemiluminescent sandwich-type immunoassays using

paramagnetic particles and pairs of monoclonal antibodies with acridinium ester labels and

FITC respectively, to capture and quantify PIIINP and TIMP1, or HA binding protein (HABP)

for HA analysis. Automatic XP and CP analysers were used to analyse quality reagents, calibra-

tors and control materials manufactured and marketed, by Siemens Healthcare Diagnostics and

Siemens ADVIA CENTAUR. Total standardized variation coefficients (intra- and interserial)

along the entire analytical range did not exceed 7,4% for HA, 6,5% for PIIINP, and 7,3% for

TIMP1. The detection ranges were: 1,6–1000 ng/mL for HA, 0,5–150 ng/mL for PIIINP and 3,5–

1300 ng/mL for TIMP1. ELF1 was automatically generated with an immunochemical analyser

(XP and CP SIEMENS ADVIA CENTAUR) using the equation provided by the manufacturer

(2,494 + Index 0,846 ln [HA ng/mL] + 0,735 ln [PIIINP ng/mL] + 0,391 ln [TIMP1 ng/mL]).

Bilirubin, alanine aminotransferase (ALT), hemoglobin (Hb), albumin, platelets and inter-

national normalized ratio (INR) values, as well as validated indices to assess liver fibrosis [the

AST to platelet ratio index (APRI) [15], Forns index [16] and FIB-4 [17]] were calculated using

data from fresh blood samples and that obtained from electronic medical records according to

previously published formulas, and in all cases from blood analysis within ± 3 months from the

date of biopsy.

Study design and end points

The stability of the cryopreserved samples was assessed by comparing the fibrosis markers

in different periods and in patients with mild (F0-1) and significant fibrosis (F2-4). The
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Conclusions

The biological stability of direct serummarkers (HA, PIIINP and TIMP-1) using HCV-infected

samples cryopreserved for 20 years is good. Therefore, the diagnostic accuracy of the

ELF® score to identify significant fibrosis and clinical events during follow-up is very high.

Introduction

Non-invasive methods involving serummarkers or radiological techniques are an essential

diagnostic tool to assess liver fibrosis during patient’s follow-up [1] In patients with chronic

hepatitis C virus (HCV) infection, significant fibrosis (F2-4) requires the need to start antiviral

therapy [2]. Although transient elastography has shown high applicability when performed by

experienced operators using the most adequate probe [3], serummarkers have the highest

applicability. Indirect serum markers are widely used in clinical practice for monitoring

patients during follow-up. Moreover, serummarkers have demonstrated a good correlation

with liver fibrosis stage [4], showing a high diagnostic accuracy to predict histological progres-

sion and clinical outcomes [5].

During the last 15 years many fibrosis markers showing good precision to identify or to

exclude significant (F2-4) or advanced fibrosis (F3-4) or cirrhosis (F4) have been proposed.

Direct serummarkers are proteins involved directly in the synthesis or degradation of hepatic

extracellular matrix [6]. Hyaluronic acid (HA) is a glycosaminoglycan produced by hepatic

stellate cells involved in fibrogenesis; Amino-terminal propeptide of type-III-procollagen

(PIIINP) is a marker of inflammation and early fibrogenesis, and tissue inhibitor of metallo-

proteinase type-1 (TIMP-1) inhibits matrix metalloproteinase, thereby worsening fibrogenesis.

The Enhanced Liver Fibrosis (ELF1) score is a panel combining these three direct markers

(HA, TIMP-1 and PIIINP) that have demonstrated a good correlation with liver fibrosis stage

[7–9]. The serum samples used to calculate these markers are often cryopreserved for biomedi-

cal research in tertiary centers. However, biomarkers may potentially lose stability due to pro-

tein degradation during the storing procedure, which may lead to the observation of lower

levels when analyzed after several years [10]. This is crucial in studies evaluating fibrosis pro-

gression. Moreover, the recommended storage temperature remains unclear.

Frozen serum samples have demonstrated good stability to identify different biochemical

parameters when preserved at -30˚C to -80˚C [11, 12]. Indeed, storage at -25˚C produces a

large variation in the stability of different serum components, and is thus considered an

unsuitable temperature [13]. Therefore, the stability of serum biomarkers cryopreserved in

long-term storage remains controversial. The scarce studies that have evaluated the long-term

stability of proteins used tests analyzing accelerated stability, such as the Arrenhius equation

[10], to obtain results in a short period of time. Another variable to take into account before

analyzing cryopreserved serums is the number of freezing/thawing cycles the samples

undergo since freezing/thawing can modify the stability of high molecular weight proteins

and polysaccharides.

Thus, the primary aim of our study was to determine the reliability of serum samples of

HCV-infected patients cryopreserved over a long period of time to assess significant fibrosis

using HA, PIIINP, TIMP-1 and the Enhanced Liver Fibrosis (ELF1) score. The secondary aim

of our study was to confirm the diagnostic accuracy of the ELF1 score to identify clinical

events during a follow-up of 25 years.

Cryopreserved Serums to Assess Liver Fibrosis

PLOSONE | DOI:10.1371/journal.pone.0164883 December 16, 2016 2 / 11

Competing Interests: The authors have declared

that no competing interests exist.

Abbreviations: HCV, hepatitis C virus; HA,

hyaluronic acid; PIIINP, amino-terminal propeptide

of type III procollagen; TIMP-1, tissue inhibitor of

metalloproteinases; ELF, enhanced liver fibrosis;

HABP, hyaluronic acid binding protein; ALT, alanine

aminotransferase; Hb, hemoglobin; INR,

International Normalized Ratio; APRI, AST to

platelet ratio index; AUROC, Area Under the

Receiver Operator Curve; PPV, Positive Predictive

Value; NPV, Negative Predictive Value; Se,

Sensitivity; Sp, Specificity; LR, Likelihood Ratio;

SVR, sustained virological response; NRs, non-

responders.

ϱϴ

Conclusions

The biological stability of direct serummarkers (HA, PIIINP and TIMP-1) using HCV-infected

samples cryopreserved for 20 years is good. Therefore, the diagnostic accuracy of the

ELF® score to identify significant fibrosis and clinical events during follow-up is very high.

Introduction

Non-invasive methods involving serummarkers or radiological techniques are an essential

diagnostic tool to assess liver fibrosis during patient’s follow-up [1] In patients with chronic

hepatitis C virus (HCV) infection, significant fibrosis (F2-4) requires the need to start antiviral

therapy [2]. Although transient elastography has shown high applicability when performed by

experienced operators using the most adequate probe [3], serummarkers have the highest

applicability. Indirect serum markers are widely used in clinical practice for monitoring

patients during follow-up. Moreover, serummarkers have demonstrated a good correlation

with liver fibrosis stage [4], showing a high diagnostic accuracy to predict histological progres-

sion and clinical outcomes [5].

During the last 15 years many fibrosis markers showing good precision to identify or to

exclude significant (F2-4) or advanced fibrosis (F3-4) or cirrhosis (F4) have been proposed.

Direct serummarkers are proteins involved directly in the synthesis or degradation of hepatic

extracellular matrix [6]. Hyaluronic acid (HA) is a glycosaminoglycan produced by hepatic

stellate cells involved in fibrogenesis; Amino-terminal propeptide of type-III-procollagen

(PIIINP) is a marker of inflammation and early fibrogenesis, and tissue inhibitor of metallo-

proteinase type-1 (TIMP-1) inhibits matrix metalloproteinase, thereby worsening fibrogenesis.

The Enhanced Liver Fibrosis (ELF1) score is a panel combining these three direct markers

(HA, TIMP-1 and PIIINP) that have demonstrated a good correlation with liver fibrosis stage

[7–9]. The serum samples used to calculate these markers are often cryopreserved for biomedi-

cal research in tertiary centers. However, biomarkers may potentially lose stability due to pro-

tein degradation during the storing procedure, which may lead to the observation of lower

levels when analyzed after several years [10]. This is crucial in studies evaluating fibrosis pro-

gression. Moreover, the recommended storage temperature remains unclear.

Frozen serum samples have demonstrated good stability to identify different biochemical

parameters when preserved at -30˚C to -80˚C [11, 12]. Indeed, storage at -25˚C produces a

large variation in the stability of different serum components, and is thus considered an

unsuitable temperature [13]. Therefore, the stability of serum biomarkers cryopreserved in

long-term storage remains controversial. The scarce studies that have evaluated the long-term

stability of proteins used tests analyzing accelerated stability, such as the Arrenhius equation

[10], to obtain results in a short period of time. Another variable to take into account before

analyzing cryopreserved serums is the number of freezing/thawing cycles the samples

undergo since freezing/thawing can modify the stability of high molecular weight proteins

and polysaccharides.

Thus, the primary aim of our study was to determine the reliability of serum samples of

HCV-infected patients cryopreserved over a long period of time to assess significant fibrosis

using HA, PIIINP, TIMP-1 and the Enhanced Liver Fibrosis (ELF1) score. The secondary aim

of our study was to confirm the diagnostic accuracy of the ELF1 score to identify clinical

events during a follow-up of 25 years.

Cryopreserved Serums to Assess Liver Fibrosis

PLOSONE | DOI:10.1371/journal.pone.0164883 December 16, 2016 2 / 11

Competing Interests: The authors have declared

that no competing interests exist.

Abbreviations: HCV, hepatitis C virus; HA,

hyaluronic acid; PIIINP, amino-terminal propeptide

of type III procollagen; TIMP-1, tissue inhibitor of

metalloproteinases; ELF, enhanced liver fibrosis;

HABP, hyaluronic acid binding protein; ALT, alanine

aminotransferase; Hb, hemoglobin; INR,

International Normalized Ratio; APRI, AST to

platelet ratio index; AUROC, Area Under the

Receiver Operator Curve; PPV, Positive Predictive

Value; NPV, Negative Predictive Value; Se,

Sensitivity; Sp, Specificity; LR, Likelihood Ratio;

SVR, sustained virological response; NRs, non-

responders.

ϱϵ

Patients and Methods

Serum samples & liver biopsies

Serum samples and paired liver biopsies of HCV-infected patients cryopreserved from 1990 to

2014 were considered for the study. All the serum samples had been extracted in fasting conditions

and centrifuged at 3000 rpm before preservation at -30˚C. Serum samples were part of our private

collection (C.0000956) of the IMIM (Hospital del MarMedical Research Institute). The serum

samples were identified with a number, and all the data were collected and tabulated in a database

with an access code to ensure patient confidentiality. The study protocol was approved by the Ethi-

cal Committee of our institution “Comitè Ètic d’Investigació Clı́nica (CEIC)- Parc de Salut Mar”,

study reference 2015/6161/I, in accordance with the ethical guidelines of the 1975 Declaration of

Helsinki. Patients enrolled from 1990 toMay 2006 gave oral informed consent for the use of

serum samples in biomedical research, and it was collected in clinical history and electronic medi-

cal records. Those enrolled fromMay 2006 to 2014 provided written informed consent.

The samples were selected according to the date of collection. We considered 5-year periods

(1990–94, 1995–99, 2000–2004, 2005–2009 and 2010–2014). Fifty samples were randomly selected

from each period with the exception of the first period from which only 25 samples were selected

due to the low availability of liver biopsies. The serum samples excluded were: those which had

undergone a thawed cycle, those collected later than 24 months after the date of liver biopsy, and

those with a fragmented liver biopsy or with less than 6 portal tracts or 10 mm in length.

A single blinded expert pathologist (M.G) revised all the biopsies and scored liver fibrosis

stage according to the Metavir classification [14].

Biochemical analysis

Frozen serum samples were transported in frozen conditions using dry ice, and the thawing pro-

cess was performed in the “Laboratori de Referència de Catalunya S.A, Barcelona”. The ELF1

score is a panel combining three direct markers (HA, TIMP-1 and PIIINP) [9]. These three

markers were analysed by heterogeneous chemiluminescent sandwich-type immunoassays using

paramagnetic particles and pairs of monoclonal antibodies with acridinium ester labels and

FITC respectively, to capture and quantify PIIINP and TIMP1, or HA binding protein (HABP)

for HA analysis. Automatic XP and CP analysers were used to analyse quality reagents, calibra-

tors and control materials manufactured and marketed, by Siemens Healthcare Diagnostics and

Siemens ADVIA CENTAUR. Total standardized variation coefficients (intra- and interserial)

along the entire analytical range did not exceed 7,4% for HA, 6,5% for PIIINP, and 7,3% for

TIMP1. The detection ranges were: 1,6–1000 ng/mL for HA, 0,5–150 ng/mL for PIIINP and 3,5–

1300 ng/mL for TIMP1. ELF1 was automatically generated with an immunochemical analyser

(XP and CP SIEMENS ADVIA CENTAUR) using the equation provided by the manufacturer

(2,494 + Index 0,846 ln [HA ng/mL] + 0,735 ln [PIIINP ng/mL] + 0,391 ln [TIMP1 ng/mL]).

Bilirubin, alanine aminotransferase (ALT), hemoglobin (Hb), albumin, platelets and inter-

national normalized ratio (INR) values, as well as validated indices to assess liver fibrosis [the

AST to platelet ratio index (APRI) [15], Forns index [16] and FIB-4 [17]] were calculated using

data from fresh blood samples and that obtained from electronic medical records according to

previously published formulas, and in all cases from blood analysis within ± 3 months from the

date of biopsy.

Study design and end points

The stability of the cryopreserved samples was assessed by comparing the fibrosis markers
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interpretation of the liver fibrosis stage was performed based on previously published values

according to the manufacturer’s recommendations: ELF<7,7: no fibrosis (or mild); ELF�7,7

to<9,8: moderate fibrosis; ELF�9,8: severe fibrosis. A new cutoff of ELF�11,3 has recently

been described to discriminate cirrhosis [8], and was also analysed. Diagnostic accuracy was

defined as the capacity to identify significant fibrosis (METAVIR F2-4).

Follow-up of the patients included was performed using data from electronic medical rec-

ords. Cirrhosis during follow-up was diagnosed with the appearance of one of the following:

thrombocytopenia< 130.000 and splenomegaly during at least 6 months with no other etiol-

ogy; altered liver structures on abdominal ultrasound; the presence of oesophageal varices

or portal hypertensive gastropathy on upper endoscopy; or METAVIR F4 on histological eval-

uation. Clinical events during follow-up were defined as clinical decompensation (ascites,

hepatic encephalopathy, spontaneous bacterial peritonitis or portal hypertension-related

bleeding), hepatocellular carcinoma or liver-related death.

Statistical analysis

The sample size to evaluate differences between the diagnostic accuracy of indirect serum

markers was estimated on statistical assumptions based on previous data [4, 15, 16, 17]; 186

patients were necessary to achieve significant differences between the AUROCs with an alpha

risk of 0,05, a beta risk of 0,10 and a 10% missing rate of data, assuming a correlation with the

positive and negative groups of 0,70. Quantitative variables are expressed as medians (range).

Differences between qualitative variables were assessed with the Fisher exact test and quantita-

tive variables were analyzed with a non-parametric test (Mann-Whitney or Kruskal-Wallis for

independent samples) in the different study periods and stages of fibrosis. The diagnostic accu-

racy of ELF1, Forns Index, APRI and FIB-4 to identify significant fibrosis in different periods

was assessed with the Area Under the Receiver Operator Curve (AUROC) and their previously

validated cutoffs according to sensitivity (S), specificity (Sp), positive predictive value (PPV),

negative predictive value (NPV) and likelihood ratio (LR). Comparison between ELF1 and
indirect fibrosis markers (Forns, APRI and FIB-4) was performed to show non-inferiority of
ELF1. The predictive capacity of ELF1 for previously published cutoffs [8] to identify clinical

events during follow-up was calculated using Kaplan-Meier curves. Differences in the baseline

characteristics between patients with or without clinical events during follow-up were evalu-

ated by univariate analysis. Variables showing a p value< 0.05 were included in a multivariate

forward stepwise logistic regression analysis to identify the independent predictors of clinical

events during follow-up. Comparisons between AUROCs were made using the method of

Hanley and McNeil [18] and calculated with MedCalc1 v12.5.0 (MedCalc Software, Maria-

kerke, Belgium). The remaining statistical analyses were performed with SPSS1 19.0 (SPSS

Inc., Chicago IL). All data necessary to reproduce the results of this study have been provided

within the manuscript and supporting information files (S1 Database).

Results

Baseline characteristics of the patients included

Two hundred and twenty-five samples fromHCV-infected patients were considered for the study

(50 samples from five-year periods between 1995 and 2014, and 25 samples from the 1990–94

period). Seven (3,1%) samples were excluded because of the low-quality of liver biopsy and 27

(12%) for having more than 2 years between serum collection and liver biopsy. Thus, 191 samples

were finally included. The baseline characteristics of the patients are summarized in Table 1.

Patients were divided according to the presence or absence of significant fibrosis, consider-

ing the importance of this classification in clinical practice. Seventy-six patients (n = 76,
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39,8%) had mild fibrosis (METAVIR F0-1) and 115 (60,2%) significant fibrosis (METAVIR

F2-4). Patients with significant fibrosis were older, had lower albumin levels and platelet

counts, and higher bilirubin, ALT, and INR values and fibrosis markers compared to those

with mild fibrosis (p< 0,05 all). We did not find significant differences in the proportion of

patients for each fibrosis stage (F0-4) in the different periods (Table 2).

Bio-stability of direct fibrosis markers and the ELF® score during long
periods

The median values of the serum biomarkers (HA, PIIINP, TIMP-1) and the ELF1 score

according to the fibrosis stage in each 5-year time period are depicted in Table 3. Among

patients with mild fibrosis (n = 76, 39,8%) the median HA (from 20,2 to 24,4), PIIINP (from

6,1 to 7,5) and TIMP-1 values (from 182,1 to 215,1) were stable in the periods from 1995 to

2014 (all p = ns). Moreover, the median values of the ELF1 score were nearly equal (from 8,4

to 8,7) in 1995–2014 periods (p = ns). The median HA and TIMP-1 values in the first period

studied (1990–94) were similar, with only PIIINP (13,9) differing (p = 0,009). However, the

ELF1 score remained stable in the first period (9,6; p = ns).

Among patients with significant fibrosis (n = 115, 60,2%) the median HA (from 73,5 to

135,6), PIIINP (from 9,9 to 11,9), and TIMP-1 values (from 285,9 to 356,8) and ELF1 (from

Table 1. Characteristics according to fibrosis stage in HCV-infected patients (N = 191).

METAVIR 0–1 (Mild fibrosis) (n = 76, 39,8%) METAVIR 2–4 (Significant fibrosis) (n = 115, 60,2%) p

Age (years) 40,5 (18,1–67,2) 47,7 (23,5–73,1) <0,001
Gender (male, %) 47 (61,8) 80 (69,6) ns

Bilirubin (mg/dL) 0,7 (0,1–2) 0,8 (0,3–2,2) 0,024

ALT (IU) 56 (15–845) 115 (13–553) <0,001
Albumin (g/dL) 4,4 (3,5–5,1) 4,3 (3–5) 0,002

Platelets (109) 222 (71–373) 165 (48–385) <0,001
INR 1,01 (0,82–1,25) 1,04 (0,9–1,65) <0,001
Hb (g/dl) 14,8 (10,7–18) 14,9 (10,2–17,7) ns

ELF® score 8,5 (7,2–12,1) 10,3 (8–14,1) <0,001
Forns index 3,8 (-0,2–9) 6,5 (2,1–11,4) <0,001
APRI 0,5 (0,2–12) 1,3 (0,2–6,6) <0,001
FIB-4 0,97 (0,3–13,1) 2,4 (0,6–16,8) <0,001
Length of LB (mm) 20 (13–40) 16 (10–34) <0,001

HCV, hepatitis C virus; ALT, alanine aminotransferase; INR, International Normalized Ratio; Hb, hemoglobin; ELF, Enhanced Liver Fibrosis; APRI, AST to

platelet ratio index; LB, liver biopsy

doi:10.1371/journal.pone.0164883.t001

Table 2. Distribution of HCV-infected patients in every single fibrosis stage (N = 191).

PERIOD N (%) METAVIR N
(%)

1990–94 (n = 18,
9,4%)

1995–99 (n = 37,
19,4%)

2000–04 (n = 44,
23%)

2005–09 (n = 45,
23,6%)

2010–14 (n = 47,
24,6%)

p

F0 (n = 36, 18,8%) 1 (5,6) 8 (21,6) 9 (20,5) 8 (17,8) 10 (21,3) ns

F1 (n = 40, 20,9%) 4 (22,2) 8 (21,6) 8 (18,2) 10 (22,2) 10 (21,3) ns

F2 (n = 43, 22,5%) 4 (22,2) 10 (27) 8 (18,2) 10 (22,2) 11 (23,4) ns

F3 (n = 34, 17,8%) 4 (22,2) 5 (13,5) 10 (22,7) 10 (22,2) 5 (10,6) ns

F4 (n = 38, 19,9%) 5 (27,8) 6 (16,2) 9 (20,5) 7 (15,6) 11 (23,4) ns

doi:10.1371/journal.pone.0164883.t002
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interpretation of the liver fibrosis stage was performed based on previously published values

according to the manufacturer’s recommendations: ELF<7,7: no fibrosis (or mild); ELF�7,7

to<9,8: moderate fibrosis; ELF�9,8: severe fibrosis. A new cutoff of ELF�11,3 has recently

been described to discriminate cirrhosis [8], and was also analysed. Diagnostic accuracy was

defined as the capacity to identify significant fibrosis (METAVIR F2-4).

Follow-up of the patients included was performed using data from electronic medical rec-

ords. Cirrhosis during follow-up was diagnosed with the appearance of one of the following:

thrombocytopenia< 130.000 and splenomegaly during at least 6 months with no other etiol-

ogy; altered liver structures on abdominal ultrasound; the presence of oesophageal varices

or portal hypertensive gastropathy on upper endoscopy; or METAVIR F4 on histological eval-

uation. Clinical events during follow-up were defined as clinical decompensation (ascites,

hepatic encephalopathy, spontaneous bacterial peritonitis or portal hypertension-related

bleeding), hepatocellular carcinoma or liver-related death.

Statistical analysis

The sample size to evaluate differences between the diagnostic accuracy of indirect serum

markers was estimated on statistical assumptions based on previous data [4, 15, 16, 17]; 186

patients were necessary to achieve significant differences between the AUROCs with an alpha

risk of 0,05, a beta risk of 0,10 and a 10% missing rate of data, assuming a correlation with the

positive and negative groups of 0,70. Quantitative variables are expressed as medians (range).

Differences between qualitative variables were assessed with the Fisher exact test and quantita-

tive variables were analyzed with a non-parametric test (Mann-Whitney or Kruskal-Wallis for

independent samples) in the different study periods and stages of fibrosis. The diagnostic accu-

racy of ELF1, Forns Index, APRI and FIB-4 to identify significant fibrosis in different periods

was assessed with the Area Under the Receiver Operator Curve (AUROC) and their previously

validated cutoffs according to sensitivity (S), specificity (Sp), positive predictive value (PPV),

negative predictive value (NPV) and likelihood ratio (LR). Comparison between ELF1 and
indirect fibrosis markers (Forns, APRI and FIB-4) was performed to show non-inferiority of
ELF1. The predictive capacity of ELF1 for previously published cutoffs [8] to identify clinical

events during follow-up was calculated using Kaplan-Meier curves. Differences in the baseline

characteristics between patients with or without clinical events during follow-up were evalu-

ated by univariate analysis. Variables showing a p value< 0.05 were included in a multivariate

forward stepwise logistic regression analysis to identify the independent predictors of clinical

events during follow-up. Comparisons between AUROCs were made using the method of

Hanley and McNeil [18] and calculated with MedCalc1 v12.5.0 (MedCalc Software, Maria-

kerke, Belgium). The remaining statistical analyses were performed with SPSS1 19.0 (SPSS

Inc., Chicago IL). All data necessary to reproduce the results of this study have been provided

within the manuscript and supporting information files (S1 Database).

Results

Baseline characteristics of the patients included

Two hundred and twenty-five samples fromHCV-infected patients were considered for the study

(50 samples from five-year periods between 1995 and 2014, and 25 samples from the 1990–94

period). Seven (3,1%) samples were excluded because of the low-quality of liver biopsy and 27

(12%) for having more than 2 years between serum collection and liver biopsy. Thus, 191 samples

were finally included. The baseline characteristics of the patients are summarized in Table 1.

Patients were divided according to the presence or absence of significant fibrosis, consider-

ing the importance of this classification in clinical practice. Seventy-six patients (n = 76,
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period). Seven (3,1%) samples were excluded because of the low-quality of liver biopsy and 27
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39,8%) had mild fibrosis (METAVIR F0-1) and 115 (60,2%) significant fibrosis (METAVIR

F2-4). Patients with significant fibrosis were older, had lower albumin levels and platelet

counts, and higher bilirubin, ALT, and INR values and fibrosis markers compared to those

with mild fibrosis (p< 0,05 all). We did not find significant differences in the proportion of

patients for each fibrosis stage (F0-4) in the different periods (Table 2).

Bio-stability of direct fibrosis markers and the ELF® score during long
periods

The median values of the serum biomarkers (HA, PIIINP, TIMP-1) and the ELF1 score

according to the fibrosis stage in each 5-year time period are depicted in Table 3. Among

patients with mild fibrosis (n = 76, 39,8%) the median HA (from 20,2 to 24,4), PIIINP (from

6,1 to 7,5) and TIMP-1 values (from 182,1 to 215,1) were stable in the periods from 1995 to

2014 (all p = ns). Moreover, the median values of the ELF1 score were nearly equal (from 8,4

to 8,7) in 1995–2014 periods (p = ns). The median HA and TIMP-1 values in the first period

studied (1990–94) were similar, with only PIIINP (13,9) differing (p = 0,009). However, the

ELF1 score remained stable in the first period (9,6; p = ns).

Among patients with significant fibrosis (n = 115, 60,2%) the median HA (from 73,5 to

135,6), PIIINP (from 9,9 to 11,9), and TIMP-1 values (from 285,9 to 356,8) and ELF1 (from

Table 1. Characteristics according to fibrosis stage in HCV-infected patients (N = 191).

METAVIR 0–1 (Mild fibrosis) (n = 76, 39,8%) METAVIR 2–4 (Significant fibrosis) (n = 115, 60,2%) p

Age (years) 40,5 (18,1–67,2) 47,7 (23,5–73,1) <0,001
Gender (male, %) 47 (61,8) 80 (69,6) ns

Bilirubin (mg/dL) 0,7 (0,1–2) 0,8 (0,3–2,2) 0,024

ALT (IU) 56 (15–845) 115 (13–553) <0,001
Albumin (g/dL) 4,4 (3,5–5,1) 4,3 (3–5) 0,002

Platelets (109) 222 (71–373) 165 (48–385) <0,001
INR 1,01 (0,82–1,25) 1,04 (0,9–1,65) <0,001
Hb (g/dl) 14,8 (10,7–18) 14,9 (10,2–17,7) ns

ELF® score 8,5 (7,2–12,1) 10,3 (8–14,1) <0,001
Forns index 3,8 (-0,2–9) 6,5 (2,1–11,4) <0,001
APRI 0,5 (0,2–12) 1,3 (0,2–6,6) <0,001
FIB-4 0,97 (0,3–13,1) 2,4 (0,6–16,8) <0,001
Length of LB (mm) 20 (13–40) 16 (10–34) <0,001

HCV, hepatitis C virus; ALT, alanine aminotransferase; INR, International Normalized Ratio; Hb, hemoglobin; ELF, Enhanced Liver Fibrosis; APRI, AST to

platelet ratio index; LB, liver biopsy

doi:10.1371/journal.pone.0164883.t001

Table 2. Distribution of HCV-infected patients in every single fibrosis stage (N = 191).

PERIOD N (%) METAVIR N
(%)

1990–94 (n = 18,
9,4%)

1995–99 (n = 37,
19,4%)

2000–04 (n = 44,
23%)

2005–09 (n = 45,
23,6%)

2010–14 (n = 47,
24,6%)

p

F0 (n = 36, 18,8%) 1 (5,6) 8 (21,6) 9 (20,5) 8 (17,8) 10 (21,3) ns

F1 (n = 40, 20,9%) 4 (22,2) 8 (21,6) 8 (18,2) 10 (22,2) 10 (21,3) ns

F2 (n = 43, 22,5%) 4 (22,2) 10 (27) 8 (18,2) 10 (22,2) 11 (23,4) ns

F3 (n = 34, 17,8%) 4 (22,2) 5 (13,5) 10 (22,7) 10 (22,2) 5 (10,6) ns

F4 (n = 38, 19,9%) 5 (27,8) 6 (16,2) 9 (20,5) 7 (15,6) 11 (23,4) ns

doi:10.1371/journal.pone.0164883.t002
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doi:10.1371/journal.pone.0164883.t001

Table 2. Distribution of HCV-infected patients in every single fibrosis stage (N = 191).

PERIOD N (%) METAVIR N
(%)

1990–94 (n = 18,
9,4%)

1995–99 (n = 37,
19,4%)

2000–04 (n = 44,
23%)

2005–09 (n = 45,
23,6%)

2010–14 (n = 47,
24,6%)

p

F0 (n = 36, 18,8%) 1 (5,6) 8 (21,6) 9 (20,5) 8 (17,8) 10 (21,3) ns

F1 (n = 40, 20,9%) 4 (22,2) 8 (21,6) 8 (18,2) 10 (22,2) 10 (21,3) ns

F2 (n = 43, 22,5%) 4 (22,2) 10 (27) 8 (18,2) 10 (22,2) 11 (23,4) ns

F3 (n = 34, 17,8%) 4 (22,2) 5 (13,5) 10 (22,7) 10 (22,2) 5 (10,6) ns

F4 (n = 38, 19,9%) 5 (27,8) 6 (16,2) 9 (20,5) 7 (15,6) 11 (23,4) ns

doi:10.1371/journal.pone.0164883.t002
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9,9 to 10,9) were stable from 1995 to 2014 (p = ns all). Samples from the first period (1990–94)

showed higher median HA (356,8; p = 0,047), PIIINP (13,3; p = 0,041) and TIMP-1 values

(370; p = 0,054), and ELF1 (11,7; p = 0,027).

Diagnostic accuracy of ELF® to identify significant fibrosis (F2-4) using
cryopreserved serum samples

We calculated the AUROC of the ELF1 score to identify significant fibrosis (METAVIR F2-4)

in cryopreserved serums. Including all the study periods (n = 191) the AUROC to identify

significant fibrosis was 0,868 (Fig 1). No significant differences were observed between the

AUROCs (95% CI) of indirect serum markers in any period of time (Table 4). Moreover, on

comparing the AUROCs of the ELF1 score among the different periods no significant differ-

ences were found ranging from 0,853 to 0,911 (p = ns). The AUROCs of the Forns Index,

APRI and FIB-4 including all the periods were 0,852, 0,845 and 0,858, respectively (Fig 1). On

the other hand, the AUROCs of the Forns Index for the different periods ranged from 0,786 to

0,883, being from 0,769 to 0,887 for the APRI; and from 0,805 to 0,906 for FIB-4.

Using the previously validated cutoffs of ELF1 score, we found a good diagnostic accuracy

of frozen serum samples to identify significant fibrosis with a positive predictive value (PPV)

of 84% and specificity (Sp) of 80,3% similar to FIB-4 calculated with fresh blood samples (87%

and 82,9%, respectively) (p = ns in both cases) (Table 5). In contrast, Forns Index showed

good negative predictive value (NPV) and sensitivity (Se) (78,3% and 88,7%) similar to APRI

(75,5% and 88,7%, respectively) (p = ns in both cases).

Predictive capacity of the ELF® score to identify clinical events during
follow-up

One hundred and seventy patients (n = 170, 89%) received HCV-antiviral treatment during

follow-up. Among the treated patients, 104 (61,2%) achieved sustained virological response

(SVR) and 66 (38,8%) were non-responders (NRs). On multivariate analysis, only SVR [OR =

0,06 (0,01–0,33), p = 0,002] was related to the absence of clinical events. Only 2 patients with

SVR presented a clinical event during follow-up, with both patients developing hepatocellular

carcinoma and having a high ELF1 score� 11,3 (Fig 2).

Table 3. Serummarkers (HA, PIIINP, TIMP-1) and ELF® values according to fibrosis stage in each 5-year time period.

1990–94 (n = 18,
9,4%)

1995–99 (n = 37,
19,4%)

2000–04 (n = 44,
23%)

2005–09 (n = 45,
23,6%)

2010–14 (n = 47,
24,6%)

p1 p2

Mild Fibrosis (F0-1) (n = 76,
39,8%)

N = 5 N = 16 N = 17 N = 18 N = 20

HA 43,1 (31,7–128,2) 24,4 (8–535,5) 21,5 (8,3–300,1) 20,2 (7,6–258,6) 23,6 (10,5–106,3) ns ns

PIIINP 13,9 (9,9–20,2) 7,5 (4,1–15,2) 6,1 (3,7–21,8) 6,5 (4,2–10,3) 6,6 (4,1–11,8) 0,009 ns

TIMP-1 190,6 (159,3–
296,8)

212,4 (83,8–339,3) 215,1 (96,6–
389,9)

184,7 (64,6–277,1) 182,1 (63,5–349,9) ns ns

ELF 9,6 (9,2–11) 8,7 (7,2–12,1) 8,5 (7,4–11,9) 8,4 (7,2–10,5) 8,5 (7,5–10,2) ns ns

Significant Fibrosis (F2-4)
(n = 115, 60,2%)

N = 13 N = 21 N = 27 N = 27 N = 27

HA 356,8 (31,7–
2179,6)

83,2 (26,3–895,4) 84,2 (14,8–979,7) 73,5 (15,3–1066,6) 135,6 (26,5–780) 0,047 ns

PIIINP 13,3 (10–44,2) 10,2 (4,2–29,5) 11,9 (4,6–25,7) 9,9 (5,7–32,7) 11,2 (4,7–30,1) 0,041 ns

TIMP-1 370 (213,7–869,3) 285,9(109,2–408,9) 356,8 (198,6–
550,1)

290,4 (127,9–
624,9)

353,2 (123,6–
484,9)

0,054 ns

ELF 11,7 (9,2–14,1) 10,1 (8,6–13) 10,3 (8–13,1) 9,9 (8,5–12,8) 10,9 (8,6–12,6) 0,027 ns

doi:10.1371/journal.pone.0164883.t003
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0,06 (0,01–0,33), p = 0,002] was related to the absence of clinical events. Only 2 patients with
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HA 356,8 (31,7–
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As SVR was the only variable related with the development of clinical events, we divided

the cohort into patients with or without SVR. Among NRs and non-treated patients (n = 87),

22 (25,3%) developed at least one clinical event during a median follow-up of 6,2 years. On

multivariate analysis, the ELF1 score [OR = 2,31 (1,39–3,85), p = 0.001] and FIB-4 [OR = 2,09

(1,46–2,98), p = 0,001] were the only variables independently related to the probability of

developing a clinical event during follow-up. According to the previously published cutoffs

(8), only 3,2% (n = 1/31) patients with a low ELF1 score< 9.7 (n = 31, 35,6%) presented clini-

cal events while 17,2% (n = 5/29) of the patients with intermediate ELF1 scores 9,8–11,2

(n = 29, 33,3%) presented events, and nearly 3 out of 4 cases (73,7%, n = 16/27) with a high

ELF1 score�11,3 (n = 27, 31%) developed clinical events. Moreover, the event-free survival

Fig 1. Diagnostic accuracy (AUROCs) of indirect (Forns, APRI, FIB-4) and direct (ELF) scores to identify significant fibrosis (F2-4).

doi:10.1371/journal.pone.0164883.g001

Table 4. Diagnostic accuracy (AUROCs, 95%CI) of indirect (Forns, APRI, FIB-4) and direct (ELF) scores (N = 191) to identify significant fibrosis in
each 5-year time period.

AUROCs n (%) ELF® FORNS FIB-4 APRI p

1990–94 18 (9,4) 0,854 (0,676–1) 0,815 (0,574–1) 0,831 (0,529–1) 0,769 (0,424–1) ns

1995–99 37 (19,4) 0,869 (0,739–0,999) 0,786 (0,636–0,935) 0,863 (0,744–0,982) 0,887 (0,773–1) ns

2000–04 44 (23) 0,866 (0,740–0,992) 0,882 (0,785–0,980) 0,906 (0,814–0,998) 0,869 (0,760–0,979) ns

2005–09 45 (23,6) 0,853 (0,739–0,967) 0,842 (0,722–0,962) 0,805 (0,672–0,940) 0,800 (0,660–0,940) ns

2010–14 47 (24,6) 0,911 (0,831–0,992) 0,883 (0,781–0,986) 0,822 (0,705–0,939) 0,819 (0,696–0,941) ns

doi:10.1371/journal.pone.0164883.t004
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9,9 to 10,9) were stable from 1995 to 2014 (p = ns all). Samples from the first period (1990–94)

showed higher median HA (356,8; p = 0,047), PIIINP (13,3; p = 0,041) and TIMP-1 values

(370; p = 0,054), and ELF1 (11,7; p = 0,027).

Diagnostic accuracy of ELF® to identify significant fibrosis (F2-4) using
cryopreserved serum samples

We calculated the AUROC of the ELF1 score to identify significant fibrosis (METAVIR F2-4)

in cryopreserved serums. Including all the study periods (n = 191) the AUROC to identify

significant fibrosis was 0,868 (Fig 1). No significant differences were observed between the

AUROCs (95% CI) of indirect serum markers in any period of time (Table 4). Moreover, on

comparing the AUROCs of the ELF1 score among the different periods no significant differ-

ences were found ranging from 0,853 to 0,911 (p = ns). The AUROCs of the Forns Index,

APRI and FIB-4 including all the periods were 0,852, 0,845 and 0,858, respectively (Fig 1). On

the other hand, the AUROCs of the Forns Index for the different periods ranged from 0,786 to

0,883, being from 0,769 to 0,887 for the APRI; and from 0,805 to 0,906 for FIB-4.

Using the previously validated cutoffs of ELF1 score, we found a good diagnostic accuracy

of frozen serum samples to identify significant fibrosis with a positive predictive value (PPV)

of 84% and specificity (Sp) of 80,3% similar to FIB-4 calculated with fresh blood samples (87%

and 82,9%, respectively) (p = ns in both cases) (Table 5). In contrast, Forns Index showed

good negative predictive value (NPV) and sensitivity (Se) (78,3% and 88,7%) similar to APRI

(75,5% and 88,7%, respectively) (p = ns in both cases).
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One hundred and seventy patients (n = 170, 89%) received HCV-antiviral treatment during
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(SVR) and 66 (38,8%) were non-responders (NRs). On multivariate analysis, only SVR [OR =

0,06 (0,01–0,33), p = 0,002] was related to the absence of clinical events. Only 2 patients with

SVR presented a clinical event during follow-up, with both patients developing hepatocellular

carcinoma and having a high ELF1 score� 11,3 (Fig 2).
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PIIINP 13,3 (10–44,2) 10,2 (4,2–29,5) 11,9 (4,6–25,7) 9,9 (5,7–32,7) 11,2 (4,7–30,1) 0,041 ns
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As SVR was the only variable related with the development of clinical events, we divided

the cohort into patients with or without SVR. Among NRs and non-treated patients (n = 87),

22 (25,3%) developed at least one clinical event during a median follow-up of 6,2 years. On

multivariate analysis, the ELF1 score [OR = 2,31 (1,39–3,85), p = 0.001] and FIB-4 [OR = 2,09

(1,46–2,98), p = 0,001] were the only variables independently related to the probability of

developing a clinical event during follow-up. According to the previously published cutoffs

(8), only 3,2% (n = 1/31) patients with a low ELF1 score< 9.7 (n = 31, 35,6%) presented clini-

cal events while 17,2% (n = 5/29) of the patients with intermediate ELF1 scores 9,8–11,2

(n = 29, 33,3%) presented events, and nearly 3 out of 4 cases (73,7%, n = 16/27) with a high

ELF1 score�11,3 (n = 27, 31%) developed clinical events. Moreover, the event-free survival

Fig 1. Diagnostic accuracy (AUROCs) of indirect (Forns, APRI, FIB-4) and direct (ELF) scores to identify significant fibrosis (F2-4).

doi:10.1371/journal.pone.0164883.g001

Table 4. Diagnostic accuracy (AUROCs, 95%CI) of indirect (Forns, APRI, FIB-4) and direct (ELF) scores (N = 191) to identify significant fibrosis in
each 5-year time period.

AUROCs n (%) ELF® FORNS FIB-4 APRI p

1990–94 18 (9,4) 0,854 (0,676–1) 0,815 (0,574–1) 0,831 (0,529–1) 0,769 (0,424–1) ns

1995–99 37 (19,4) 0,869 (0,739–0,999) 0,786 (0,636–0,935) 0,863 (0,744–0,982) 0,887 (0,773–1) ns

2000–04 44 (23) 0,866 (0,740–0,992) 0,882 (0,785–0,980) 0,906 (0,814–0,998) 0,869 (0,760–0,979) ns

2005–09 45 (23,6) 0,853 (0,739–0,967) 0,842 (0,722–0,962) 0,805 (0,672–0,940) 0,800 (0,660–0,940) ns

2010–14 47 (24,6) 0,911 (0,831–0,992) 0,883 (0,781–0,986) 0,822 (0,705–0,939) 0,819 (0,696–0,941) ns

doi:10.1371/journal.pone.0164883.t004
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rate at 10 and 20-years of follow-up was 100% and 95% in patients with ELF1 scores< 9,7,

95% and 30% in patients with intermediate ELF1 (9,8–11,2), and 30% and 20% in those with

high ELF1 scores� 11,3 (Log Rank: p<0,001) (Fig 2).

Discussion

To our knowledge this is the first study to describe the stability of direct fibrosis markers (HA,

PIIINP and TIMP-1) in samples cryopreserved for more than 20 years. Moreover, we found

Table 5. Diagnostic accuracy (PPV, NPV, Se, Sp) of indirect (Forns, APRI, FIB-4) and direct (ELF) scores (N = 191) to identify significant fibrosis
according to their previously validated cutoffs.

Validated cutoffs to identify F2-4 n (%) F0-1 76 (39,8) F2-4 115 (60,2) PPV NPV Se Sp LR+

ELF� 9,8 [8]94 (49,2) 15 (16) 79 (84) 84 62,9 68,7 80,3 3,5

Forns� 4,2[16]131 (68,6) 29 (22,1) 102 (77,9) 77,9 78,3 88,7 61,8 2,3

FIB-4� 1,45[17]100 (52,4) 13 (13) 87 (87) 87 69,2 75,6 82,9 4,4

APRI� 0,5[15]138 (72,3) 36 (26,1) 102 (73,9) 73,9 75,5 88,7 52,6 1,9

PPV, Positive Predictive Value; NPV, Negative Predictive Value; Se, Sensitivity; Sp, Specificity; LR+, Positive Likelihood Ratio

doi:10.1371/journal.pone.0164883.t005

Fig 2. Predictive capacity of the ELF® score to identify clinical events during follow-up usingcryopreserved samples according to HCV-antiviral
treatment response (n = 191).Data of number of events (E) and patients at risk (R) in every 3 years time period.

doi:10.1371/journal.pone.0164883.g002
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that the diagnostic accuracy and predictive capacity of these cryopreserved samples remained

unaltered following long-term storage. This is especially important for reference centers

assessing fibrosis progression using retrospective samples.

In the present study we selected frozen samples from our biobank according to the date of

cryopreservation rather than using an accelerated stability test [10] in order to evaluate the

bio-stability of serummarkers stored for up to 25 years. The median values of HA, PIIINP and

TIMP-1 in patients with mild fibrosis remained highly stable over a period of 20 years. More-

over, HA, PIIINP and TIMP-1 values were higher in patients with significant fibrosis accord-

ing to fibrosis stage. However, we observed increased HA and PIIINP values in the first period

(1990–1994), while TIMP-1 values and the ELF1 score remained stable. Since a lack of stabil-

ity during cryopreservation leads to sample degradation and decreased values [10], the differ-

ences in the first period are probably due to the low number of samples included. A larger

number of samples is therefore necessary to make solid conclusions regarding stability after 20

years of cryopreservation. Importantly, the diagnostic accuracy of the ELF1 score was high

(AUROC = 0,868), without differences in identifying significant fibrosis among the different

periods, with AUROCs ranging from 0,853 to 0,911. Moreover, we did not find significant

differences when compared ELF1 with indirect serum markers (Forns, FIB-4 and APRI)

obtained from electronical medical records and calculated from fresh blood samples. Thus, a

high diagnostic accuracy was observed, thereby confirming the stability of the biomarkers ana-

lysed (HA, PIIINP and TIMP-1) in frozen serum samples stored for up to 25 years.

Our secondary aim was to assess the predictive capacity of the ELF1 score using cryopre-

served samples to identify patients at risk of developing clinical events during follow-up. The

ELF1 score and FIB-4 were the only independent variables related to the probability of devel-

oping clinical events in NRs and non-treated patients. In our study, patients with a low ELF1

score< 9,7 showed no risk of developing clinical decompensation and the event-free rate was

nearly 100% at 10 and 20 years of follow-up. However, intermediate values of the ELF1 score

(9,8–11,2) showed high event-free rates during the first 10–15 years, but an acceleration of

liver disease progression after this period. On the other hand, the low number of patients at

risk, especially after 6–9 years of follow-up, limits solid decision making. These findings should

be confirmed in prospective studies including a larger number of patients. Importantly,

patients with a high ELF1 score�11,3 presented a high proportion of clinical events even dur-

ing the first 5 years of follow-up. These results confirm the need for antiviral treatment in

patients with ELF1 values> 9,7 and urgent treatment and close monitoring in those with an

ELF1 score� 11,3. Moreover, 2 out of 10 (20%) patients with SVR and an ELF1 score� 11,3

developed hepatocellular carcinoma, thereby demonstrating the need for follow-up despite

achieving SVR.

In conclusion, our study shows that analysis of high molecular weight substances such as

direct fibrosis markers in frozen serum samples remain stable for at least 20 years. Moreover,

the ELF1 score showed very good diagnostic accuracy to identify significant fibrosis in cryo-

preserved samples, being similar to or even better than the other indirect markers [15, 16, 17]

analyzed in fresh samples. Finally, the predictive capacity of the ELF1 score to identify patients

at risk of progression of liver disease is very high, being useful to recommend treatment initia-

tion or close monitoring in HCV-infected patients.

Supporting Information

S1 Database. Database.Minimal necessary data to reproduce the study results.

(XLSX)
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95% and 30% in patients with intermediate ELF1 (9,8–11,2), and 30% and 20% in those with

high ELF1 scores� 11,3 (Log Rank: p<0,001) (Fig 2).

Discussion

To our knowledge this is the first study to describe the stability of direct fibrosis markers (HA,

PIIINP and TIMP-1) in samples cryopreserved for more than 20 years. Moreover, we found

Table 5. Diagnostic accuracy (PPV, NPV, Se, Sp) of indirect (Forns, APRI, FIB-4) and direct (ELF) scores (N = 191) to identify significant fibrosis
according to their previously validated cutoffs.

Validated cutoffs to identify F2-4 n (%) F0-1 76 (39,8) F2-4 115 (60,2) PPV NPV Se Sp LR+

ELF� 9,8 [8]94 (49,2) 15 (16) 79 (84) 84 62,9 68,7 80,3 3,5

Forns� 4,2[16]131 (68,6) 29 (22,1) 102 (77,9) 77,9 78,3 88,7 61,8 2,3
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Fig 2. Predictive capacity of the ELF® score to identify clinical events during follow-up usingcryopreserved samples according to HCV-antiviral
treatment response (n = 191).Data of number of events (E) and patients at risk (R) in every 3 years time period.
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that the diagnostic accuracy and predictive capacity of these cryopreserved samples remained

unaltered following long-term storage. This is especially important for reference centers

assessing fibrosis progression using retrospective samples.

In the present study we selected frozen samples from our biobank according to the date of

cryopreservation rather than using an accelerated stability test [10] in order to evaluate the

bio-stability of serummarkers stored for up to 25 years. The median values of HA, PIIINP and

TIMP-1 in patients with mild fibrosis remained highly stable over a period of 20 years. More-

over, HA, PIIINP and TIMP-1 values were higher in patients with significant fibrosis accord-

ing to fibrosis stage. However, we observed increased HA and PIIINP values in the first period

(1990–1994), while TIMP-1 values and the ELF1 score remained stable. Since a lack of stabil-

ity during cryopreservation leads to sample degradation and decreased values [10], the differ-

ences in the first period are probably due to the low number of samples included. A larger

number of samples is therefore necessary to make solid conclusions regarding stability after 20

years of cryopreservation. Importantly, the diagnostic accuracy of the ELF1 score was high

(AUROC = 0,868), without differences in identifying significant fibrosis among the different

periods, with AUROCs ranging from 0,853 to 0,911. Moreover, we did not find significant

differences when compared ELF1 with indirect serum markers (Forns, FIB-4 and APRI)

obtained from electronical medical records and calculated from fresh blood samples. Thus, a

high diagnostic accuracy was observed, thereby confirming the stability of the biomarkers ana-

lysed (HA, PIIINP and TIMP-1) in frozen serum samples stored for up to 25 years.

Our secondary aim was to assess the predictive capacity of the ELF1 score using cryopre-

served samples to identify patients at risk of developing clinical events during follow-up. The

ELF1 score and FIB-4 were the only independent variables related to the probability of devel-

oping clinical events in NRs and non-treated patients. In our study, patients with a low ELF1

score< 9,7 showed no risk of developing clinical decompensation and the event-free rate was

nearly 100% at 10 and 20 years of follow-up. However, intermediate values of the ELF1 score

(9,8–11,2) showed high event-free rates during the first 10–15 years, but an acceleration of

liver disease progression after this period. On the other hand, the low number of patients at

risk, especially after 6–9 years of follow-up, limits solid decision making. These findings should

be confirmed in prospective studies including a larger number of patients. Importantly,

patients with a high ELF1 score�11,3 presented a high proportion of clinical events even dur-

ing the first 5 years of follow-up. These results confirm the need for antiviral treatment in

patients with ELF1 values> 9,7 and urgent treatment and close monitoring in those with an

ELF1 score� 11,3. Moreover, 2 out of 10 (20%) patients with SVR and an ELF1 score� 11,3

developed hepatocellular carcinoma, thereby demonstrating the need for follow-up despite

achieving SVR.

In conclusion, our study shows that analysis of high molecular weight substances such as

direct fibrosis markers in frozen serum samples remain stable for at least 20 years. Moreover,

the ELF1 score showed very good diagnostic accuracy to identify significant fibrosis in cryo-

preserved samples, being similar to or even better than the other indirect markers [15, 16, 17]

analyzed in fresh samples. Finally, the predictive capacity of the ELF1 score to identify patients

at risk of progression of liver disease is very high, being useful to recommend treatment initia-

tion or close monitoring in HCV-infected patients.
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ences in the first period are probably due to the low number of samples included. A larger

number of samples is therefore necessary to make solid conclusions regarding stability after 20

years of cryopreservation. Importantly, the diagnostic accuracy of the ELF1 score was high
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risk, especially after 6–9 years of follow-up, limits solid decision making. These findings should
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patients with a high ELF1 score�11,3 presented a high proportion of clinical events even dur-

ing the first 5 years of follow-up. These results confirm the need for antiviral treatment in

patients with ELF1 values> 9,7 and urgent treatment and close monitoring in those with an

ELF1 score� 11,3. Moreover, 2 out of 10 (20%) patients with SVR and an ELF1 score� 11,3

developed hepatocellular carcinoma, thereby demonstrating the need for follow-up despite
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In conclusion, our study shows that analysis of high molecular weight substances such as
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the ELF1 score showed very good diagnostic accuracy to identify significant fibrosis in cryo-
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that the diagnostic accuracy and predictive capacity of these cryopreserved samples remained

unaltered following long-term storage. This is especially important for reference centers

assessing fibrosis progression using retrospective samples.

In the present study we selected frozen samples from our biobank according to the date of

cryopreservation rather than using an accelerated stability test [10] in order to evaluate the

bio-stability of serummarkers stored for up to 25 years. The median values of HA, PIIINP and
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ity during cryopreservation leads to sample degradation and decreased values [10], the differ-
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years of cryopreservation. Importantly, the diagnostic accuracy of the ELF1 score was high

(AUROC = 0,868), without differences in identifying significant fibrosis among the different

periods, with AUROCs ranging from 0,853 to 0,911. Moreover, we did not find significant

differences when compared ELF1 with indirect serum markers (Forns, FIB-4 and APRI)

obtained from electronical medical records and calculated from fresh blood samples. Thus, a

high diagnostic accuracy was observed, thereby confirming the stability of the biomarkers ana-

lysed (HA, PIIINP and TIMP-1) in frozen serum samples stored for up to 25 years.

Our secondary aim was to assess the predictive capacity of the ELF1 score using cryopre-

served samples to identify patients at risk of developing clinical events during follow-up. The

ELF1 score and FIB-4 were the only independent variables related to the probability of devel-

oping clinical events in NRs and non-treated patients. In our study, patients with a low ELF1

score< 9,7 showed no risk of developing clinical decompensation and the event-free rate was

nearly 100% at 10 and 20 years of follow-up. However, intermediate values of the ELF1 score

(9,8–11,2) showed high event-free rates during the first 10–15 years, but an acceleration of

liver disease progression after this period. On the other hand, the low number of patients at

risk, especially after 6–9 years of follow-up, limits solid decision making. These findings should

be confirmed in prospective studies including a larger number of patients. Importantly,

patients with a high ELF1 score�11,3 presented a high proportion of clinical events even dur-

ing the first 5 years of follow-up. These results confirm the need for antiviral treatment in

patients with ELF1 values> 9,7 and urgent treatment and close monitoring in those with an

ELF1 score� 11,3. Moreover, 2 out of 10 (20%) patients with SVR and an ELF1 score� 11,3

developed hepatocellular carcinoma, thereby demonstrating the need for follow-up despite

achieving SVR.

In conclusion, our study shows that analysis of high molecular weight substances such as

direct fibrosis markers in frozen serum samples remain stable for at least 20 years. Moreover,

the ELF1 score showed very good diagnostic accuracy to identify significant fibrosis in cryo-

preserved samples, being similar to or even better than the other indirect markers [15, 16, 17]

analyzed in fresh samples. Finally, the predictive capacity of the ELF1 score to identify patients

at risk of progression of liver disease is very high, being useful to recommend treatment initia-

tion or close monitoring in HCV-infected patients.
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rate at 10 and 20-years of follow-up was 100% and 95% in patients with ELF1 scores< 9,7,

95% and 30% in patients with intermediate ELF1 (9,8–11,2), and 30% and 20% in those with

high ELF1 scores� 11,3 (Log Rank: p<0,001) (Fig 2).

Discussion

To our knowledge this is the first study to describe the stability of direct fibrosis markers (HA,

PIIINP and TIMP-1) in samples cryopreserved for more than 20 years. Moreover, we found

Table 5. Diagnostic accuracy (PPV, NPV, Se, Sp) of indirect (Forns, APRI, FIB-4) and direct (ELF) scores (N = 191) to identify significant fibrosis
according to their previously validated cutoffs.

Validated cutoffs to identify F2-4 n (%) F0-1 76 (39,8) F2-4 115 (60,2) PPV NPV Se Sp LR+

ELF� 9,8 [8]94 (49,2) 15 (16) 79 (84) 84 62,9 68,7 80,3 3,5

Forns� 4,2[16]131 (68,6) 29 (22,1) 102 (77,9) 77,9 78,3 88,7 61,8 2,3

FIB-4� 1,45[17]100 (52,4) 13 (13) 87 (87) 87 69,2 75,6 82,9 4,4

APRI� 0,5[15]138 (72,3) 36 (26,1) 102 (73,9) 73,9 75,5 88,7 52,6 1,9

PPV, Positive Predictive Value; NPV, Negative Predictive Value; Se, Sensitivity; Sp, Specificity; LR+, Positive Likelihood Ratio

doi:10.1371/journal.pone.0164883.t005

Fig 2. Predictive capacity of the ELF® score to identify clinical events during follow-up usingcryopreserved samples according to HCV-antiviral
treatment response (n = 191).Data of number of events (E) and patients at risk (R) in every 3 years time period.

doi:10.1371/journal.pone.0164883.g002
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that the diagnostic accuracy and predictive capacity of these cryopreserved samples remained

unaltered following long-term storage. This is especially important for reference centers

assessing fibrosis progression using retrospective samples.

In the present study we selected frozen samples from our biobank according to the date of

cryopreservation rather than using an accelerated stability test [10] in order to evaluate the

bio-stability of serummarkers stored for up to 25 years. The median values of HA, PIIINP and

TIMP-1 in patients with mild fibrosis remained highly stable over a period of 20 years. More-

over, HA, PIIINP and TIMP-1 values were higher in patients with significant fibrosis accord-

ing to fibrosis stage. However, we observed increased HA and PIIINP values in the first period

(1990–1994), while TIMP-1 values and the ELF1 score remained stable. Since a lack of stabil-

ity during cryopreservation leads to sample degradation and decreased values [10], the differ-

ences in the first period are probably due to the low number of samples included. A larger

number of samples is therefore necessary to make solid conclusions regarding stability after 20

years of cryopreservation. Importantly, the diagnostic accuracy of the ELF1 score was high

(AUROC = 0,868), without differences in identifying significant fibrosis among the different

periods, with AUROCs ranging from 0,853 to 0,911. Moreover, we did not find significant

differences when compared ELF1 with indirect serum markers (Forns, FIB-4 and APRI)
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high diagnostic accuracy was observed, thereby confirming the stability of the biomarkers ana-
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Our secondary aim was to assess the predictive capacity of the ELF1 score using cryopre-

served samples to identify patients at risk of developing clinical events during follow-up. The

ELF1 score and FIB-4 were the only independent variables related to the probability of devel-

oping clinical events in NRs and non-treated patients. In our study, patients with a low ELF1

score< 9,7 showed no risk of developing clinical decompensation and the event-free rate was

nearly 100% at 10 and 20 years of follow-up. However, intermediate values of the ELF1 score

(9,8–11,2) showed high event-free rates during the first 10–15 years, but an acceleration of

liver disease progression after this period. On the other hand, the low number of patients at

risk, especially after 6–9 years of follow-up, limits solid decision making. These findings should

be confirmed in prospective studies including a larger number of patients. Importantly,

patients with a high ELF1 score�11,3 presented a high proportion of clinical events even dur-

ing the first 5 years of follow-up. These results confirm the need for antiviral treatment in

patients with ELF1 values> 9,7 and urgent treatment and close monitoring in those with an

ELF1 score� 11,3. Moreover, 2 out of 10 (20%) patients with SVR and an ELF1 score� 11,3

developed hepatocellular carcinoma, thereby demonstrating the need for follow-up despite

achieving SVR.

In conclusion, our study shows that analysis of high molecular weight substances such as

direct fibrosis markers in frozen serum samples remain stable for at least 20 years. Moreover,

the ELF1 score showed very good diagnostic accuracy to identify significant fibrosis in cryo-

preserved samples, being similar to or even better than the other indirect markers [15, 16, 17]

analyzed in fresh samples. Finally, the predictive capacity of the ELF1 score to identify patients

at risk of progression of liver disease is very high, being useful to recommend treatment initia-

tion or close monitoring in HCV-infected patients.

Supporting Information

S1 Database. Database.Minimal necessary data to reproduce the study results.

(XLSX)

Cryopreserved Serums to Assess Liver Fibrosis

PLOSONE | DOI:10.1371/journal.pone.0164883 December 16, 2016 9 / 11

ϲϰ
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FIB-4� 1,45[17]100 (52,4) 13 (13) 87 (87) 87 69,2 75,6 82,9 4,4

APRI� 0,5[15]138 (72,3) 36 (26,1) 102 (73,9) 73,9 75,5 88,7 52,6 1,9

PPV, Positive Predictive Value; NPV, Negative Predictive Value; Se, Sensitivity; Sp, Specificity; LR+, Positive Likelihood Ratio

doi:10.1371/journal.pone.0164883.t005

Fig 2. Predictive capacity of the ELF® score to identify clinical events during follow-up usingcryopreserved samples according to HCV-antiviral
treatment response (n = 191).Data of number of events (E) and patients at risk (R) in every 3 years time period.

doi:10.1371/journal.pone.0164883.g002
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over, HA, PIIINP and TIMP-1 values were higher in patients with significant fibrosis accord-

ing to fibrosis stage. However, we observed increased HA and PIIINP values in the first period

(1990–1994), while TIMP-1 values and the ELF1 score remained stable. Since a lack of stabil-

ity during cryopreservation leads to sample degradation and decreased values [10], the differ-

ences in the first period are probably due to the low number of samples included. A larger

number of samples is therefore necessary to make solid conclusions regarding stability after 20

years of cryopreservation. Importantly, the diagnostic accuracy of the ELF1 score was high

(AUROC = 0,868), without differences in identifying significant fibrosis among the different

periods, with AUROCs ranging from 0,853 to 0,911. Moreover, we did not find significant

differences when compared ELF1 with indirect serum markers (Forns, FIB-4 and APRI)

obtained from electronical medical records and calculated from fresh blood samples. Thus, a

high diagnostic accuracy was observed, thereby confirming the stability of the biomarkers ana-
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score< 9,7 showed no risk of developing clinical decompensation and the event-free rate was

nearly 100% at 10 and 20 years of follow-up. However, intermediate values of the ELF1 score

(9,8–11,2) showed high event-free rates during the first 10–15 years, but an acceleration of

liver disease progression after this period. On the other hand, the low number of patients at

risk, especially after 6–9 years of follow-up, limits solid decision making. These findings should

be confirmed in prospective studies including a larger number of patients. Importantly,

patients with a high ELF1 score�11,3 presented a high proportion of clinical events even dur-

ing the first 5 years of follow-up. These results confirm the need for antiviral treatment in

patients with ELF1 values> 9,7 and urgent treatment and close monitoring in those with an

ELF1 score� 11,3. Moreover, 2 out of 10 (20%) patients with SVR and an ELF1 score� 11,3

developed hepatocellular carcinoma, thereby demonstrating the need for follow-up despite

achieving SVR.

In conclusion, our study shows that analysis of high molecular weight substances such as

direct fibrosis markers in frozen serum samples remain stable for at least 20 years. Moreover,

the ELF1 score showed very good diagnostic accuracy to identify significant fibrosis in cryo-

preserved samples, being similar to or even better than the other indirect markers [15, 16, 17]

analyzed in fresh samples. Finally, the predictive capacity of the ELF1 score to identify patients

at risk of progression of liver disease is very high, being useful to recommend treatment initia-

tion or close monitoring in HCV-infected patients.
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score< 9,7 showed no risk of developing clinical decompensation and the event-free rate was

nearly 100% at 10 and 20 years of follow-up. However, intermediate values of the ELF1 score

(9,8–11,2) showed high event-free rates during the first 10–15 years, but an acceleration of

liver disease progression after this period. On the other hand, the low number of patients at

risk, especially after 6–9 years of follow-up, limits solid decision making. These findings should

be confirmed in prospective studies including a larger number of patients. Importantly,

patients with a high ELF1 score�11,3 presented a high proportion of clinical events even dur-

ing the first 5 years of follow-up. These results confirm the need for antiviral treatment in

patients with ELF1 values> 9,7 and urgent treatment and close monitoring in those with an

ELF1 score� 11,3. Moreover, 2 out of 10 (20%) patients with SVR and an ELF1 score� 11,3

developed hepatocellular carcinoma, thereby demonstrating the need for follow-up despite

achieving SVR.

In conclusion, our study shows that analysis of high molecular weight substances such as

direct fibrosis markers in frozen serum samples remain stable for at least 20 years. Moreover,

the ELF1 score showed very good diagnostic accuracy to identify significant fibrosis in cryo-

preserved samples, being similar to or even better than the other indirect markers [15, 16, 17]
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(AUROC = 0,868), without differences in identifying significant fibrosis among the different

periods, with AUROCs ranging from 0,853 to 0,911. Moreover, we did not find significant

differences when compared ELF1 with indirect serum markers (Forns, FIB-4 and APRI)

obtained from electronical medical records and calculated from fresh blood samples. Thus, a

high diagnostic accuracy was observed, thereby confirming the stability of the biomarkers ana-

lysed (HA, PIIINP and TIMP-1) in frozen serum samples stored for up to 25 years.
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served samples to identify patients at risk of developing clinical events during follow-up. The

ELF1 score and FIB-4 were the only independent variables related to the probability of devel-

oping clinical events in NRs and non-treated patients. In our study, patients with a low ELF1

score< 9,7 showed no risk of developing clinical decompensation and the event-free rate was

nearly 100% at 10 and 20 years of follow-up. However, intermediate values of the ELF1 score

(9,8–11,2) showed high event-free rates during the first 10–15 years, but an acceleration of

liver disease progression after this period. On the other hand, the low number of patients at

risk, especially after 6–9 years of follow-up, limits solid decision making. These findings should

be confirmed in prospective studies including a larger number of patients. Importantly,

patients with a high ELF1 score�11,3 presented a high proportion of clinical events even dur-

ing the first 5 years of follow-up. These results confirm the need for antiviral treatment in

patients with ELF1 values> 9,7 and urgent treatment and close monitoring in those with an

ELF1 score� 11,3. Moreover, 2 out of 10 (20%) patients with SVR and an ELF1 score� 11,3

developed hepatocellular carcinoma, thereby demonstrating the need for follow-up despite

achieving SVR.

In conclusion, our study shows that analysis of high molecular weight substances such as

direct fibrosis markers in frozen serum samples remain stable for at least 20 years. Moreover,

the ELF1 score showed very good diagnostic accuracy to identify significant fibrosis in cryo-

preserved samples, being similar to or even better than the other indirect markers [15, 16, 17]

analyzed in fresh samples. Finally, the predictive capacity of the ELF1 score to identify patients

at risk of progression of liver disease is very high, being useful to recommend treatment initia-

tion or close monitoring in HCV-infected patients.
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SUMMARY. Transient elastography (TE) is the reference

method to obtain liver stiffness measurements (LSM), but

no results are obtained in 3.1% and unreliable in 15.8%.

We assessed the applicability and diagnostic accuracy of

TE re-evaluation using M and XL probes. From March

2011 to April 2012 868 LSM were performed with the M

probe by trained operators (50–500 studies) (LSM1). Mea-

surements were categorized as inadequate (no values or

ratio <60% and/or IQR/LSM >30%) or adequate. Inade-

quate LSM1 were re-evaluated by experienced operators

(>500 explorations) (LSM2) and inadequate LSM2 using

XL probe (LSMXL). Inadequate LSM1 were obtained in 187

(21.5%) patients, IQR/LSM >30% in 97 (51%), ratio <60%
in 24 (13%) and TE failed to obtain a measurement in 67

(36%). LSM2 achieved adequate registers in 123 (70%) of

175 registers previously considered as inadequate. Inde-

pendent variables (OR, 95%CI) related to inadequate LSM1

were body mass index (1.11, 1.04–1.18), abdominal cir-

cumference (1.03, 1.01–1.06) and age (1.03, 1.01–1.04)

and to inadequate LSM2 were skin-capsule distance (1.21,

1.09–1.34) and abdominal circumference (1.05, 1.01–

1.10). The diagnostic accuracy (AUROC) to identify signifi-

cant fibrosis improved from 0.89 (LSM1) to 0.91 (LSM2)

(P = 0.046) in 334 patients with liver biopsy or clinically

significant portal hypertension. A third evaluation (LSMXL)

obtained adequate registers in 41 (93%) of 44 patients

with inadequate LSM2. Operator experience increases the

applicability and diagnostic accuracy of TE. The XL probe

may be recommended for patients with inadequate values

obtained by experienced operators using the M probe.

http://clinicaltrials.gov (NCT01900808).

Keywords: fibrosis, liver, noninvasive, stiffness.

BACKGROUND

During the last decade noninvasive methods, serum mark-

ers and radiological techniques, have gained popularity to

assess liver fibrosis [1]. Serum markers are widely used in

clinical practice due to their high applicability, allowing

frequent monitoring of patients during follow-up. However,

commercial patents protect some of them limiting their

universal use. Moreover, specific situations may affect liver

parameters and produce false positives decreasing their

reliability [2]. Liver stiffness measurement (LSM) by tran-

sient elastography (TE) [3] has been validated to assess

fibrosis in different chronic liver diseases (CLD), including

chronic hepatitis C (CHC) and B (CHB) [4] and liver trans-

plant patients [5]. The speed and ease of use of LSM have

led to its wide use for the assessment of liver fibrosis in

CLD in several countries.

According to the manufacturer’s instructions, LSM may

be considered reliable when 10 valid measurements are

obtained, with a success rate of ≥60% and an interquartile

range/median LSM (IQR/M ≤ 30%) [6,7]. When these

definitions are applied to clinical practice around one of five

patients obtain unreliable LSM [8]. This low applicability is

Abbreviations: 95% CI, 95% confidence interval; ALT, alanine

aminotransferase; AUROC, area under the receiver operator char-

acteristic; BMI, body mass index; CHB, chronic hepatitis B; CHC,

chronic hepatitis C; CLD, chronic liver diseases; HCV, hepatitis C

virus; IF, Ishak fibrosis; IPI, Ishak portal inflammation; IQR/LSM,

interquartile range/stiffness; ITD, intention to diagnose; LSM, liver

stiffness measurement; AC, abdominal circumference; OR, odds

ratio; SCD, skin-capsule distance; TE, transient elastography.
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the major limitation of TE. Unreliable LSM is independently

associated with a high body mass index (BMI >30 kg/m2).

Thus, a new probe – XL probe – has recently been designed

for obese people showing good feasibility and accuracy in

patients with previous failure or unreliable LSM with the M

probe [9,10]. Operator experience is another principal factor

that may influence the applicability of LSM [8]. Three recent

studies have shown the relevance of the IQR/M rate to dis-

criminate liver fibrosis stage [11–13]. Lucidarme et al. [11]

showed that fibrosis stage and IQR/M, but not the success

rate of valid LSM, were independent predictors of discrep-

ancy between median LSM and fibrosis stages. Myers

et al. [12] found that the IQR/M, BMI, and low fibrosis stages

were independent predictors of discrepancy between the

median LSM and liver biopsy, with no influence of the num-

ber of valid LSM. A more recent study performed by Boursier

et al. [13] proposed a new reliability criteria based on the

IQR/M and median LSM without considering the number of

valid measurements or the success rate. These new criteria

showed a better diagnostic accuracy to identify fibrosis stage.

However, no other studies have validated these results, and

the relation between applicability and reliability is contro-

versial. Moreover, no studies have demonstrated yet that

operator experience provides better diagnostic accuracy to

identify fibrosis stage.

Therefore, the aim of our study was to assess the appli-

cability of TE in CLD patients with inadequate LSM, after a

second evaluation by trained operators and a third one

with the XL probe. The secondary aim was to evaluate the

diagnostic reliability to identify significant fibrosis in

patients with liver biopsy.

PATIENTS AND METHODS

Patients

From March 2011 to April 2012 we included all patients

(n = 868) with a CLD evaluated with TE (n = 924) in our

liver unit. Only the first LSM was included in those with

more than one TE. The study protocol was approved by the

Ethical Committee of our institution in accordance with the

ethical guidelines of the 1975 Declaration of Helsinki. All

patients provided written informed consent.

Liver stiffness measurements and definitions

The study conditions were those recommended by the

manufacturer of TE (FibroScan� 502; Echosens, Paris,

France) [3] with the objective to obtain at least 10 valid

measurements. Three different operators (R.F., M.P. and

J.A.C.) performed TE with the M or XL probe. Explorer

experience was categorized according to the number of TE.

Trained operators were considered as those with moderate

experience (50–500 LSM) and experienced operators

performed more than 500 TE studies.

The results of TE were expressed as the median of all

valid measurements. According to the usual definition,

LSM was considered reliable when it included at least 10

valid measurements with a success rate ≥60% and an

interquartile range/median LSM (IQR/M) ≤30%. LSM was

categorized as inadequate when no values were obtained

or the ratio was <60% and/or an IQR/LSM >30% was

obtained. LSM was performed in fasting conditions [14].

We evaluated the adequate rates of the M probe (LSM1) by

trained operators and increment of adequate measure-

ments after a second evaluation (LSM2) by experienced

operators. A third exploration was performed with the XL

probe (LSMXL) in patients with inadequate LSM2 (Fig. 1).

Clinical variables and liver biopsies

Characteristics of the patients were collected using the

clinical history and electronic medical records. Laboratory

tests were scheduled at baseline and every 6 months. The

skin-capsule distance (SCD) was measured in 90% of

re-evaluated patients (n = 175) using a portable ultra-

sound (WED-380; WELLD Ultrasound Scanner, Nanshan

District, Shenzhen, China) and was performed at the same

time as the LSM2 in 31% of patients.

We included 288 (33.1%) patients with a percutaneous

liver biopsy performed using a 14-gauge Tru-Cut needle.

Samples were processed at the Pathology Department and

stained with haematoxylin–eosin and Masson’s trichromic.

A single expert pathologist blinded to the clinical data and

TE values scored liver fibrosis and portal inflammation

according to the Ishak fibrosis (IF) and Ishak portal inflam-

mation (IPI) [15]. Significant fibrosis was defined as the

presence of fibrous expansion of most portal areas (IF = 3),

marked bridging (IF = 4), occasional nodules (IF = 5) or

cirrhosis (IF = 6). Significant portal inflammation was

defined as moderate portal inflammation in some (IPI = 2)

or all (IPI = 3) portal areas or marked portal inflammation

(IPI = 4). Steatosis was scored according to the Kleiner

et al. [16] classification. Forty-six (5.3%) additional patients

with clinical cirrhosis were included. Clinical cirrhosis was

considered when patients showed one of the following cri-

teria: (i) clinical decompensation such as hepatic encepha-

lopathy, (ii) endoscopic signs of portal hypertension

(oesophageal varices or gastropathy); (iii) and patients with

a platelet count <100 109/l and radiological signs of portal

hypertension (spleen diameter > 13 cm and/or portal

vein > 13 mm and/or minimal ascites). All coauthors had

access to the study data and reviewed and approved the

final manuscript.

Study design and End Points

We performed a prospective cohort study to assess the

applicability of TE in patients with an inadequate LSM after

a second evaluation by experienced operators and a third

© 2014 John Wiley & Sons Ltd
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the major limitation of TE. Unreliable LSM is independently

associated with a high body mass index (BMI >30 kg/m2).

Thus, a new probe – XL probe – has recently been designed

for obese people showing good feasibility and accuracy in

patients with previous failure or unreliable LSM with the M

probe [9,10]. Operator experience is another principal factor

that may influence the applicability of LSM [8]. Three recent

studies have shown the relevance of the IQR/M rate to dis-

criminate liver fibrosis stage [11–13]. Lucidarme et al. [11]

showed that fibrosis stage and IQR/M, but not the success

rate of valid LSM, were independent predictors of discrep-

ancy between median LSM and fibrosis stages. Myers

et al. [12] found that the IQR/M, BMI, and low fibrosis stages

were independent predictors of discrepancy between the

median LSM and liver biopsy, with no influence of the num-

ber of valid LSM. A more recent study performed by Boursier

et al. [13] proposed a new reliability criteria based on the

IQR/M and median LSM without considering the number of

valid measurements or the success rate. These new criteria

showed a better diagnostic accuracy to identify fibrosis stage.

However, no other studies have validated these results, and

the relation between applicability and reliability is contro-

versial. Moreover, no studies have demonstrated yet that

operator experience provides better diagnostic accuracy to

identify fibrosis stage.

Therefore, the aim of our study was to assess the appli-

cability of TE in CLD patients with inadequate LSM, after a

second evaluation by trained operators and a third one

with the XL probe. The secondary aim was to evaluate the

diagnostic reliability to identify significant fibrosis in

patients with liver biopsy.
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Patients

From March 2011 to April 2012 we included all patients

(n = 868) with a CLD evaluated with TE (n = 924) in our

liver unit. Only the first LSM was included in those with

more than one TE. The study protocol was approved by the

Ethical Committee of our institution in accordance with the

ethical guidelines of the 1975 Declaration of Helsinki. All

patients provided written informed consent.

Liver stiffness measurements and definitions

The study conditions were those recommended by the

manufacturer of TE (FibroScan� 502; Echosens, Paris,

France) [3] with the objective to obtain at least 10 valid

measurements. Three different operators (R.F., M.P. and

J.A.C.) performed TE with the M or XL probe. Explorer

experience was categorized according to the number of TE.

Trained operators were considered as those with moderate

experience (50–500 LSM) and experienced operators

performed more than 500 TE studies.
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valid measurements. According to the usual definition,

LSM was considered reliable when it included at least 10

valid measurements with a success rate ≥60% and an

interquartile range/median LSM (IQR/M) ≤30%. LSM was

categorized as inadequate when no values were obtained

or the ratio was <60% and/or an IQR/LSM >30% was

obtained. LSM was performed in fasting conditions [14].

We evaluated the adequate rates of the M probe (LSM1) by

trained operators and increment of adequate measure-

ments after a second evaluation (LSM2) by experienced
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Clinical variables and liver biopsies

Characteristics of the patients were collected using the

clinical history and electronic medical records. Laboratory

tests were scheduled at baseline and every 6 months. The

skin-capsule distance (SCD) was measured in 90% of

re-evaluated patients (n = 175) using a portable ultra-

sound (WED-380; WELLD Ultrasound Scanner, Nanshan

District, Shenzhen, China) and was performed at the same

time as the LSM2 in 31% of patients.

We included 288 (33.1%) patients with a percutaneous

liver biopsy performed using a 14-gauge Tru-Cut needle.

Samples were processed at the Pathology Department and

stained with haematoxylin–eosin and Masson’s trichromic.

A single expert pathologist blinded to the clinical data and

TE values scored liver fibrosis and portal inflammation

according to the Ishak fibrosis (IF) and Ishak portal inflam-

mation (IPI) [15]. Significant fibrosis was defined as the

presence of fibrous expansion of most portal areas (IF = 3),

marked bridging (IF = 4), occasional nodules (IF = 5) or

cirrhosis (IF = 6). Significant portal inflammation was

defined as moderate portal inflammation in some (IPI = 2)

or all (IPI = 3) portal areas or marked portal inflammation

(IPI = 4). Steatosis was scored according to the Kleiner

et al. [16] classification. Forty-six (5.3%) additional patients

with clinical cirrhosis were included. Clinical cirrhosis was

considered when patients showed one of the following cri-

teria: (i) clinical decompensation such as hepatic encepha-

lopathy, (ii) endoscopic signs of portal hypertension

(oesophageal varices or gastropathy); (iii) and patients with

a platelet count <100 109/l and radiological signs of portal

hypertension (spleen diameter > 13 cm and/or portal

vein > 13 mm and/or minimal ascites). All coauthors had

access to the study data and reviewed and approved the

final manuscript.

Study design and End Points

We performed a prospective cohort study to assess the

applicability of TE in patients with an inadequate LSM after

a second evaluation by experienced operators and a third

© 2014 John Wiley & Sons Ltd

2 J. A. Carri�on et al.
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8. DISCUSSIÓ GENERAL

Les importants limitacions de la biòpsia hepàtica han promogut l’avaluació de 

marcadors no invasius, tant serològics com radiològics, per identificar els pacients amb 

fibrosi hepàtica. Un dels principals avantatges dels marcadors serològics és la facilitat 

per emmagatzemar mostres de sèrum congelades per la seva utilització en recerca 

biomèdica, però la seva estabilitat a llarg termini no ha estat ben avaluada. D’altra 

banda, l’ET ha suposat un canvi molt significatiu en l’avaluació dels pacients amb MCF, 

permetent una avaluació no invasiva, senzilla i amb una fiabilitat diagnòstica molt 

bona, però la seva aplicabilitat depèn de l’experiència de l’explorador i del grau 

d’obesitat del pacient. 

El primer estudi de la tesi ha demostrat l'estabilitat de marcadors directes de fibrosi 

(AH, PIIINP i TIMP-1) en mostres criopreservades durant més de 20 anys segons la seva 

fiabilitat diagnòstica per identificar pacients amb fibrosi significativa, en lloc d'utilitzar 

un mètode d'estabilitat accelerada 49. L’estudi ha demostrat que la fiabilitat 

diagnòstica i la capacitat predictiva de l’ELF en mostres criopreservades van romandre 

inalterades després de períodes llargs de congelació. En aquest estudi els valors d’AH, 

PIIINP i TIMP-1 en pacients amb fibrosi lleu es van mantenir molt estables durant un 

període de 20 anys. A més, els valors d’AH, PIIINP i TIMP-1 van ser més alts en pacients 

amb fibrosi significativa d'acord amb l’estadi de fibrosi. És important destacar que la 

fiabilitat diagnòstica de l’ELF va ser alta (AUROC=0.868), sense diferències en la 

identificació de fibrosi significativa entre els diferents períodes, amb AUROCs que van 

ser des de 0.853 a 0.911.  

Respecte als valors d’AH i PIIINP elevats observats en el primer període (1990-1994), 

amb valors estables de TIMP-1 i ELF, es podrien deure al nombre limitat de mostres 

incloses en aquest període, donat que una falta d'estabilitat durant la criopreservació 

hagués implicat una major degradació i per tant la disminució dels valors 44. Per tant, 

l’estudi no pot demostrar de manera sòlida una estabilitat de les mostres més enllà 

dels 20 anys de criopreservació. 
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L’objectiu secundari del primer estudi va ser avaluar la capacitat predictiva de l’ELF per 

identificar pacients en risc de desenvolupar esdeveniments clínics durant el seguiment 

utilitzant mostres criopreservades. Per fer-ho, es va dividir la cohort entre pacients 

curats (RVS) o no curats (NRs) del VHC, considerant la importància capital que té la 

resposta viral sostinguda en l’evolució d’aquests pacients 132. En pacients NRs, aquells 

amb un ELF < 9.8 no van mostrar risc de descompensació clínica i la proporció 

d'esdeveniments adversos va del 0% i 5% als 10 i 20 anys de seguiment. En canvi, els 

pacients amb valors intermedis d’ELF (9.8-11.2) no van presentar esdeveniments 

durant els primers 10-15 anys, però posteriorment s’observà una acceleració de la 

progressió de la malaltia hepàtica, tot i que el nombre de pacients va ser limitat 

(proporció d’esdeveniments clínics del 5% i 70% als 10 i 20 anys, respectivament). 

D’altra banda, els pacients amb ELF ≥ 11.3 van presentar una alta proporció 

d'esdeveniments clínics, fins i tot durant els primers 5 anys de seguiment (70% i 80% 

als 10 i 20 anys, respectivament). Aquests resultats confirmen la necessitat de 

tractament antiviral en pacients amb valors ELF ≥ 9.8 i tractament urgent i una 

estreta vigilància en aquells amb ELF ≥ 11.3. D’altra banda, en pacients amb RVS, 2 dels 

10 (20%) pacients que presentaven un ELF ≥ 11.3 van desenvolupar carcinoma 

hepatocel·lular, reforçant les recomanacions de les guies internacionals sobre la 

necessitat de seguiment d’aquests pacients tot i assolir la curació del VHC 133.  

El segon estudi d’aquesta tesi va demostrar la importància de la re-avaluació d’ET, 

especialment en aquells pacients amb factors de risc (edat > 58 anys, IMC > 28 Kg/m2 i 

PA > 98 cm) per obtenir un resultat inadequat amb la sonda M (LSM1), ja que una 

segona avaluació per exploradors experts (LSM2) no només va mostrar una milloria 

significativa de l’aplicabilitat, assolint un major nombre de resultats adequats, sinó 

també una fiabilitat diagnòstica millor, identificant un major nombre de pacients amb 

fibrosi significativa segons la biòpsia.  

Les variables associades a l'obesitat (major IMC i major PA) i les relacionades amb 

malaltia hepàtica avançada (major edat, menors nivells d'albúmina i valors d’ET més 

alts) es van relacionar amb la probabilitat d’obtenir un resultat inadequat amb la sonda 

M realitzada per exploradors entrenats (< 500 exploracions). A més, es va observar una 
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proporció creixent de variables relacionades amb l'obesitat entre aquells pacients amb 

una LSM1 adequada o aquells amb RIQ/RH > 30% en comparació amb aquells amb una 

Rati < 60% o sense valors. Els individus amb un RIQ/RH > 30% presentaven 

característiques basals similars a aquells amb una LSM1 adequada (IMC > 28 Kg/m2 en 

23% i PA > 98 en 22% dels casos), i aquells amb una Rati < 60% foren similars als 

pacients sense valors (IMC > 28 Kg/m2 en 79% i PA > 98 en 80% dels casos) (p<0.001 en 

ambdós casos). Per tant, la re-avaluació amb la sonda M (LSM2) per exploradors 

experts dels pacients amb un RIQ/RH > 30% va aconseguir un 92% de valors adequats. 

Així, aquest segon estudi va demostrar la importància de l'experiència de l’explorador 

més que les pròpies característiques dels pacients en aquest subgrup, sense requerir 

per tant l'ús de la sonda XL. En aquesta línia, els criteris de fiabilitat de l’ET, basats en la 

importància del RIQ, han quedat redefinits 97.  

D’altra banda, tant una DPC com un PA elevats es van relacionar de forma 

independent amb l’obtenció d’un resultat  inadequat per part d’exploradors experts en 

els pacients amb un primer resultat inadequat (LSM2). Això posa de manifest la 

necessitat de considerar la utilització de la sonda XL (veure conclusions del tercer 

estudi) en pacients amb obesitat. Donada la importància de la DPC per identificar els 

pacients en risc d'obtenir un resultat inadequat per part d’exploradors experts amb la 

sonda M, es van analitzar les variables antropomètriques relacionades de forma 

independent, que foren el PA i l’IMC. 

Tot i l'associació directa entre la DPC i l’obtenció de mesures inadequades, el segon 

estudi de la tesi no va aconseguir demostrar que l'ús d'una ecografia abdominal 

portàtil per guiar la sonda M en pacients obesos obtingués una major aplicabilitat, 

però el nombre limitat de pacients avaluats i la milloria de l'experiència de l'operador 

durant el seguiment no permeten treure conclusions sòlides. D'altra banda, ja vam 

descriure que el 52.4% dels pacients amb un PA > 98 cm tenien una DPC < 25 mm, 

suggerint que un subgrup de pacients obesos es podia avaluar amb la sonda M.  

El tercer estudi de la tesi ha demostrat que, malgrat avaluar una cohort de pacients 

amb sobrepès i obesitat (64.3% amb IMC > 30 Kg/m2 i mediana de PA de 107 cm) la 
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proporció de pacients amb DPC > 25 mm va ser molt baixa, de tant sols el 13.6%. 

Aquest estudi ha demostrat una aplicabilitat molt alta de la sonda M en una cohort 

àmplia de pacients amb sobrepès i obesitat. Per tant, la sonda XL no és necessària en la 

immensa majoria dels pacients amb sobrepès i obesitat grau I (IMC < 35 kg/m2) si 

l'avaluació és realitzada per un explorador expert, en contra del que es recomana a les 

guies clíniques actuals, i que pot comportar infraestimació del grau de fibrosi 28,102.  

L’estudi va demostrar que si es pot determinar la DPC mitjançant un ecògraf, la sonda 

M és aplicable en el 89.2% dels pacients amb obesitat grau II-III quan la DPC és < 25 

mm. Pel contrari, quan la DPC és > 25 mm l’aplicabilitat de la sonda M disminueix a

menys del 50%, i per tant el seu ús no és recomanable 102. Així, donat que la mesura de

la DPC no es realitza de manera rutinària en pràctica clínica, en el tercer estudi vam

desenvolupar un arbre de decisió senzill utilitzant els resultats de dos variables

antropomètriques (l’IMC i el PA) que permet identificar els pacients amb DPC < 25 mm,

i per tant candidats a ser avaluats amb la sonda M. Aquest arbre de decisió va

demostrar que la sonda M és aplicable a gairebé el 95% dels pacients amb sobrepès i

obesitat grau I (IMC ≤ 35 kg/m2 i PA ≤ 117 cm), que són el 75% dels pacients amb IMC ≥

28 kg/m2 del nostre estudi. A més, la sonda M va demostrar una fiabilitat diagnòstica

alta per identificar esteatosi (AUROC 0.76), fibrosi significativa (AUROC 0.89) i cirrosi

(AUROC 0.96) en aquest grup de pacients. D’altra banda, la sonda XL va demostrar una

aplicabilitat excel·lent en pacients amb IMC ≥ 28 kg/m2, amb una taxa de resultats

inadequats de només el 2% malgrat el 64.3% eren obesos (IMC ≥ 30 kg/m2) i 18.8%

grau II-III (IMC ≥ 35 kg/m2). Per tant, la sonda XL s'ha d'utilitzar en pacients amb

obesitat grau II-III (IMC ≥ 35 kg/m2) o en aquells amb PA molt alt (> 117 cm).

L'alta aplicabilitat de la sonda M en pacient amb sobrepès i obesitat grau I descrita en 

aquest treball és similar a la descrita anteriorment en la població general 99 i és millor 

que la descrita en altres estudis amb població similar 102,106,134, probablement degut a 

la gran experiència adquirida a la nostra unitat. En aquesta línia, cal remarcar que es va 

assolir un valor molt fiable (RIQ/RH ≤ 0.10) segons els nous criteris de fiabilitat en més 

de la meitat dels pacients del tercer estudi (n=499, 51.8%) malgrat ser una cohort de 

pacients amb alta prevalença d’obesitat.  
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Estudis previs han demostrat que els valors d’ET amb la sonda XL són més baixos que 

amb la sonda M, i que per tant cal validar nous punts de tall en les diferents malalties 

hepàtiques 104 o utilitzar fórmules de correcció 106. D’altra banda, un IMC > 30 kg/m2 

s'ha associat recentment amb valors més alts de RH amb la sonda M en pacients amb 

NAFLD independentment de l'estadi de fibrosi 108. Però, el nostre estudi ha demostrat 

que en pacients amb obesitat grau II-III (IMC > 35 kg/m2) o en aquells amb PA molt alt 

(> 117 cm) els valors d’ET amb la sonda XL van ser similars als dels pacients amb un 

IMC ≤ 35 Kg/m2 i PA ≤ 117 cm avaluats amb la sonda M un cop aparellats per nivells de 

fibrosi, esteatosi i ALT, confirmant la necessitat de l’avaluació amb sonda XL d’aquests 

pacients. Per tant, la correcció dels valors amb la sonda XL en pacients amb un IMC > 

35 kg/m2 podria sobreestimar l'estadi de fibrosi. D'altra banda, la major taxa de DPC > 

25 mm en pacients amb IMC ≥ 35 kg/m2 suggereix que l'avaluació amb la sonda XL 

aporta valors més reals en pacients amb obesitat grau II-III. No obstant això, el nombre 

baix de pacients inclosos amb biòpsia hepàtica no permet conclusions sòlides respecte 

a la fiabilitat diagnòstica amb la sonda XL, pel que seran necessaris estudis prospectius 

comparats amb biòpsia hepàtica per confirmar aquestes dades. Una altra limitació és 

la inclusió de pacients amb diferents etiologies de malaltia hepàtica, amb prevalences 

diferents de fibrosi i esteatosi, però tot i això la majoria dels pacients inclosos tenien 

hepatitis vírica o FGNA, pel que la gran població de l'estudi pot homogeneïtzar 

els resultats.
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9. CONCLUSIONS

1. L’ELF mostra una bona precisió diagnòstica per identificar fibrosi significativa en

mostres criopreservades durant almenys 20 anys. Això confirma que els marcadors

directes de fibrosi (PIIINP, TIMP-1 i AH) es mantenen estables en mostres

congelades.

2. La capacitat predictiva de l’ELF per identificar pacients amb risc de progressió de la

malaltia hepàtica és bona, i per tant és útil per recomanar l'inici del tractament

antiviral o la necessitat de vigilància en pacients infectats pel VHC.

3. La re-avaluació per exploradors experts (> 500 exploracions) permet augmentar la

taxa d’exploracions adequades d’ET.

4. La re-avaluació per exploradors experts (> 500 exploracions) permet augmentar la

fiabilitat diagnòstica per identificar pacients amb fibrosi significativa.

5. L’obtenció de mesures inadequades per part d’exploradors experts està

relacionada amb l’obesitat (IMC i PA), i sobretot amb una DPC > 25 mm.

6. L’aplicabilitat de la sonda M en pacients amb obesitat grau I (IMC ≤ 35 Kg/m2) i PA

≤ 117 cm arriba al 95%.

7. La fiabilitat diagnòstica per identificar esteatosi, fibrosi significativa o cirrosi de la

sonda M és molt bona en pacients amb obesitat grau I (IMC ≤ 35 Kg/m2) i PA ≤ 117

cm.

8. L’aplicabilitat de la sonda XL en pacients amb obesitat grau II-III (IMC > 35 Kg/m2)

arriba al 98%.

9. Els valors de la sonda XL en pacients amb obesitat grau II-III (IMC > 35 Kg/m2) i/o

PA > 117 cm són similars als obtinguts amb la sonda M en pacients amb obesitat

grau I (IMC ≤ 35 Kg/m2) i PA ≤ 117 cm, però calen estudis amb un número major

de biòpsies per comparar la fiabilitat diagnòstica d’ambdues sondes.
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