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Resumen

Introduccién: El diagnéstico precoz y seguimiento de la con-
dicién celiaca ha sido objeto de importantes cambios, y segin
la guia ESPGHAN (2012) la serologia es ahora una herramienta
fundamental. Los principales son los anticuerpos anti-gliadina IgG/
lgA, anti4ransglutaminasa IgG/IgA, anti-endomisiales (EMA), 'y
los recientemente descritos anti-péptidos deaminados de gliadina
(anti-DGPs). El propésito del estudio fue determinar la sensibilidad
y especificidad de estos marcadores en 308 individuos con y sin
patologia. Materiales y métodos: A cada individuo se le rea-
lizaron deferminaciones de: TTGG y TTGA Qual (AESKU Diagnos-
tics®, Germany), TgTG, TgTA, AAGG y AAGA por ENEASYSTEM
ll® (Byogenetix, ltalia), Neoep. IgG/A (AESKU Diagnostics®,
Germany), EMA IgG e IGA y GAF3X IgG e IgA (Euroimmun, Ger-
many®). Resultados: Los valores de sensibilidad (S) y especifi-
cidad (E) fueron: Para antilgA Celicheck: S: 44.44%, E: 97.59%;
anti-TTG Qual: S: 14.28%, E: 97.61%; anti-necepitopes IgG/
IgA: S: 54.44%, E: 91.59%; AAG IgG: S: 89.11%, E: 63.19%;
AAG IgA: S: 79.11%, E: 68.16%; anti-DGPs IgA: S: 86.67%, E:
96.21% (p<0,05). Conclusiones: Los ATgT IgG e IgA solo son
superados por los anti-DGPs. Se debe ampliar las investigaciones
para estandarizar este nuevo método de valoracién.

Palabras clave: Enfermedad celiaca, anticuerpos antigliading,
antiendomisio, antitransglutaminasa

SENSITIVITY AND SPECIFICITY OF SEROLOGICAL MAR-
KERS FOR DIAGNOSIS AND MONITORING OF CELIAC
CONDITION

Summary

Introduction: The diagnosis and management of celiac disease
has undergone significant changes, according to the ESPGHAN
guide (2012) serology is now an essential tool. The main ones
are the anti-gliadin IgG/IgA anti-transglutaminase IgG/IgA, anti-
endomysial and the recently described anti-deaminated gliadin
peptides (anti-DGPs). The purpose of the study was to determine
the sensitivity and specificity of these markers in 308 individuals
with and without pathology. Materials and Methods: Each
individual is simultaneously made the following determinations:
TTGG and TTGA Qual (AESKU Diagnostics®, Germany), TgTG,
TgTA, AAGG and AAGA ENEASYSTEM IlI® (Byogenetix, ltalia),
Neoep. IgG/A (AESKU Diagnostics®, Germany), EMA IgG, IGA
and GAF3X IgG-gA (Euroimmun, Germany®). Results: The
sensitivity (S) and specificity (Sp) were: anti-igA To Celicheck:
S: 44.44%, E: 97.59% anti-TTG Qual: S: 14.28%, E: 97.61%
anti-neoepitopes 1gG/IgA: S: 54.44%, E: 91.59%; AAG IgG:
S: 89.11%, E: 63.19%; AAG IgA: S: 79.11%, E: 68.16% IgA
anti-DGPs: S: 86.67% E: 96.21% (p<0.05). Conclusions: IgG
and IgA ATGT are surpassed only by anti-DGPs However, it is
important fo extend the research to standardize this new method
of assessment.

Key words: Celiac Disease, antigliadin antibodies, antiendomy-
sium, antitransglutaminase
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Introduccion

El desarrollo de pruebas serolégicas para la enfermedad celia-
ca (EC) ha generado una revolucién en el manejo diagnéstico
de los cuadros malabsortivos. Asi, la aparicién y estudio de los
anticuerpos anti-endomisiales (EMA, por sus siglas en inglés)' con-
dujo a una revisién de los estrictos criterios diagnésticos de la EC
en 1977, basados en los esquemas de retirada y reintroduccién
del gluten, que requerian la realizacién de minimo tres biopsias
intestinales.? Posteriormente se pasé a criterios menos agresivos
en 1990(3), siendo la Sociedad Europea de Gastroenterologia,
Hepatologia y Nutricién Pediétrica (ESPGHAN por sus siglas en
ingles) la que sugirié que el diagnéstico de la EC podia realizarse
mediante biopsia intestinal acompafada de marcadores serolégi-
cos positivos, que retornaban a la normalidad con la dieta libre
de gluten.

Los siguientes estudios en este campo permitieron el aislamiento
e identificacién del principal antigeno de los EMA, la transglu-
taminasa tisular (TgT),* lo que permitié el desarrollo de técnicas
automatizables, una generalizacién de su uso, la posibilidad de
completar los estudios epidemiolégicos que se habian iniciado
con los EMA y cambiar la concepcién sobre la epidemiologia de

la EC.

Los anticuerpos anti-gliadina (AAG) por su parte representa-
ron la primera herramienta serolégica otil en el diagnéstico, sin
embargo, se ha comprobado que no son especificos, pudiendo
estar presentes en Enfermedad de Crohn,* intolerancia al gluten
no celiaca, enfermedades no gastrointestinales e incluso en indivi-
duos sanos con una dietfa rica en gluten.®”8? En la década de los
70, la descripcién de anticuerpos EMA mostraron una eficiencia
mayor, con valores de sensibilidad y especificidad superiores al
95%.101112 En 1997, el descubrimiento de los anticuerpos anti-TgT
permitié aplicar métodos automatizados para estudiar un gran
nimero de muestras.* La aparicién de falsos positivos llevé al uso
de antigenos recombinantes humanos, lo que permitié mejorar
en gran medida la especificidad y sensibilidad, las cuales se han
reportado entre 95-99% y 89-96% respectivamente.'®

En las dltimas investigaciones se ha reportado un nuevo mar-
cador en EC, los anticuerpos contra los péptidos deaminados de
la gliadina (GDPs por sus siglas en inglés) o anticuerpos contra
los péptidos de fusién andlogos a la gliadina (GAF3X).' El fun-
damento de la técnica se basa en la hipétesis que los AAG en
EC se producirian frente al complejo gliadina-transglutaminasa y
por tanto, los anticuerpos producidos contra péptidos deaminados
resultarian més especificos de la enfermedad. Podrian preceder
en su sinfesis a los marcadores reticulinicos y parecen tener buen
comportamiento en pacientes con EC menores de 3 afios y como
prueba de monitorizacién de adherencia a la dieta libre de glu-
ten. Asi, se han propuesto como complemento a la determinacién
de TgT a fin de mejorar la especificidad y sensibilidad. '

La funcién de los marcadores serolégicos es identificar pacientes
con gran probabilidad de padecer EC por cuadro clinico suge-
rente o perfenecer a poblaciones de riesgo, en los cuales se hace
necesaria la realizacién de una biopsia intestinal para la confir-
macién de la enfermedad. Para esta funcién de cribado, diag-
néstico y seguimiento a la dieta libre de gluten, es fundamental

que estos posean una elevada sensibilidad, que permita defectar
la mayoria de los casos, asi como una alta especificidad, que
coincida con la informacién obtenida de las biopsias intestinales.
Tomando en cuenta estas consideraciones, el propésito de la pre-
sente investigacién fue determinar y comparar la sensibilidad y
especificidad de diversos marcadores utilizados en el diagnéstico
de EC en el pais, a fin de poder utilizar aquellos que aporten
mayor informacién sobre esta patologia.

Materiales y métodos

Se realizé un estudio transversal en 308 individuos de diversas
edades y provenientes de varias ciudades de Venezuela con y
sin diagnéstico clinico, histopatolégico o de laboratorio de EC.
Como requisito para participar en la investigacion, se requirié y
solicité la autorizacién escrita de cada individuo adulto y del(los)
representante(s) legal(es) de cada uno de los menores de edad y
la firma del consentimiento informado, en donde se detallaron los
objetivos, beneficios y riesgos de su participacién en el estudio.
Todos los representantes de los nifios evaluados y los adultos reci-
bieron los resultados de los exdmenes que les fueron practicados
y se explicé el diagnéstico en cada caso.

Se obtuvo 10 mlL de suero de cada individuo, mediante la
obtencién de un volumen aproximado de 24 ml de sangre total,
en tubos libres de anticoagulantes con silicén de la casa comer-
cial Becton Dickinson®. Estos fueron sometidos a centrifugacion
a 15000 r.p.m durante 15 minutos en una centrifuga electrénica
marca Thermo®.

Las muestras fueron almacenadas en congelacién a 20 °C hasta
el momento de su uso.

En cada caso se realizaron las siguientes determinaciones
siguiendo las instrucciones del fabricante en relacién al proce-
samiento de muestras, protocolos de calibracién y control: An-
ticuerpos anti-transglutaminasa de tejido IgG por el método de
Elisa (TTGG Qual) (AESKU Diagnostics®, Germany), anticuerpos
anti-ransglutaminasa de tejido IgA por el método de Elisa (TTGA
Qual) (AESKU Diagnostics®, Germany), anticuerpos anti-trans-
glutaminasa de tejido I1gG (TgTG) por el método automatizado
ENEASYSTEM lI® (Byogenetix, ltalia), anticuerpos anti-trans-
glutaminasa de tejido IgA (TgTA) por el método automatizado
ENEASYSTEM llI® (Byogenetix, ltalia), anticuerpos anti-endomi-
siales IgG (EMA IgG) por el método de inmunofluorescencia in-
directa (Euroimmun, Germany®), anticuerpos anti-endomisiales
IgA (EMA IgA) por el método de inmunofluorescencia indirecta
(Euroimmun, Germany®), anticuerpos anti-gliadina IgG (AAGG)
por el método automatizado ENEASYSTEM [lI® (Byogenetix,
ltalia), anticuerpos anti-gliadina IgA (AAGA) por el método au-
tomatizado ENEASYSTEM [lI® (Byogenetix, ltalia), anticuerpos
anti-necepitopes de la gliadina IgG/IgA (Neoep. IgG/A) por el
método de ELISA (AESKU Diagnostics®, Germany), anticuerpos
contra péptidos de fusién andlogos a la gliadina IgG (GAF3X
IgG) por el método de ELISA (Euroimmun, Germany®) y anti-
cuerpos contra péptidos de fusién andlogos a la gliadina IgA
(GAF3X IgA) por el método de ELISA (Euroimmun, Germany®). El
andlisis estadistico de los datos obtenidos se realizé utilizando los
programas computarizados Instad, SPSS y EPI INFO. Se realizé
un estudio comparativo en todos los individuos evaluados. Para
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realizar las comparaciones entre las variables se utilizé la prueba
de chi-cuadrado. A fin de establecer las comparaciones entre
la presencia de sintomas clinicos y concentraciones de los mar-
cadores serolégicos, se utilizé la prueba exacta de Fisher. Para
el estudio de muestras no independientes se utilizé el método
de McNemar. El método estadistico no paramétrico de Kruskal-
Wallis fue aplicado para verificar si existian diferencias estadis-
ticamente significativas en los casos en los cuales la distribucion
de los datos no presenté una distribucién normal.

Los resultados fueron expresados en porcentajes y valores de
significancia estadistica (p<0,05).

Resultados

Los porcentajes de sensibilidad y especificidad de cada uno de los
marcadores evaluados son mostrados en detalle en la Figura 1.

La significancia estadistica en cada uno de los casos, es deta-
llada en el Cuadro 1.

WSENSIBILIDAD {5}  MESPECIFICIDAD (E}
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Figura 1 Porcentajes de sensibilidad y especificidad de los
marcadores serolégicos para el diagnéstico y seguimiento de
la EC, en el total de la poblacién evaluada (n=308)

Cuadro 1 Significancia estadistica para cada uno de los mar-
cadores serolégicos de EC evaluados

Método evaluado Significancia estadistica

TIGG Qual X2=6,677 p=0,010 p<0,05
TTGA Qual X2=88,698 p=0,000 p<0,05
TgTG X2=101,458 p=0,001 p<0,05
TgTA X2=116,567 p=0,001 p<0,05
EMA IgG X2=163,749 p=0,002 p<0,05
EMA IgG X2=152,332 p=0,001 p<0,05
AAGG X2=144,243 p=0,000 p<0,05
AAGA X2=191,408 p=0,000 p<0,05
Neoepitopes IgG/A X2=1338,342 p=0,000 p<0,05
GAF3X IgG X2=122,2 p=0,000 p<0,05
GAF3X IgA X2=96,958 p=0,000 p<0,05

Discusiéon

En la década de los 60 se demostré que pacientes con EC gene-
raban una respuesta de anticuerpos que disminuian tras instaurar
una dieta libre de gluten, mas tarde, estos fueron descritos como
AAG.? Diversos estudios han reportado que estos se elevan en las
fases de actividad de la enfermedad de forma consecuente con
la ingesta de gluten, pero con diferencias cinéticas dependiendo
del isotipo.' Los AAG IgA disminuyen rapidamente hasta nega-
tivizarse tras la adherencia a una dieta libre de gluten, mientras
que los AAG IgG presentan una cinética més lenta, mantienen
sus niveles elevados durante més tiempo, y pueden no llegar a
negativizarse en ciertos casos.'” La edad es otro factor impor-
tante, ya que la elevacién es mayor en pacientes menores de
2 afios, disminuyendo el valor diagnéstico en nifios mayores y
adultos.'®'? Tanto los AAG IgG como los AAG IgA han repor-
tado en los diversos estudios una sensibilidad y especificidad
entre 70 y 80%.'® En nuestro estudio, los valores de sensibilidad
(S) y especificidad (E) fueron 89,11% con 63,19% para AAG
IgG, y 79,11% con 68,16% para AAG IgA. Debido a la baja
especificidad de ellos, ya que se encuentran presentes en pato-
logias distintas a la EC e incluso en individuos sanos, algunos
autores han sugerido que con la disponibilidad actual de mar-
cadores serolégicos alternativos que se han desarrollado en las
dltimas décadas, no parece justificar su uso para el diagnéstico
de EC.%°Ya en la década de los 80 y posterior al descubrimiento
de los AAG, se pusieron en evidencia en los pacientes con EC
no tratada, otras respuestas humorales cuya deteccién requiere
la utilizacién de un sustrato tisular. De ellos, el mas especifico y
sensible es el EMA, sin embargo su cinética de negativizacion
no se correlaciona con la de la recuperacion de la integridad de
la mucosa intestinal, y no es sensible a transgresiones leves de
la dieta. En nuestro estudio se obtuvo un porcentaje de S y E de
88,11% con 91,41% para el isotipo IgG, y 85,46% con 92,06%
para IgA, sugiriéndose enfonces que estos deben ser utilizados
en el diagnéstico pero no en el seguimiento de la adherencia a
la dieta libre de gluten. Otro de los principales problemas que
pudiera limitar su uso en el diagnéstico en diversos laboratorios
pUblicos y privados es técnico, puesto que la IFl requiere equipos
costosos, entrenamiento y experiencia del observador para su
interpretacion.

Los TgT IgA pueden ser mas adecuados que los EMA para mo-
nitorizar la dieta, aunque se han perfilado como alternativa los
TgT combinados en sus isotipos IgA e IgG.2"?? Los valores de S y
E obtenidos para estos marcadores en la poblacién estudiada fue
de 14,28% con 97,61% para TIGG Qual, 44,44% con 97,59%
para TTGA Qual, 81,05% con 93,21% para TgTG y 82,37% con
92,18% para TgTA, considerando que los datos obtenidos para
TgTG y TgTA son comparables a los obtenidos en otros estudios,
en ofras poblaciones. La TgT es el principal antigeno con el cual
reaccionan los EMA; sin embargo, es posible que existan otros
antigenos menores en el endomisio con capacidad para unirse
a EMA, esta posiblemente sea la razén por la cual los resulta-
dos de EMA y TgT no siempre son completamente concordantes.
Puede decirse que los EMA IgA son mas especificos y los TgT mas
sensibles, especialmente con el uso de antigeno recombinante hu-
mano. Sin embargo, ambos marcadores han demostrado una pér-
dida de sensibilidad en los casos de alteraciones parciales de la
mucosa intestinal, reportandose EMA negativos en hasta 69% de
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los casos con alteraciones parciales (Marsh llla) de adultos.? Asi
mismo, es posible encontrar positividades de estos marcadores
sin alteraciones de la mucosa o con alteraciones leves.?'??

En los dltimos afios se han descrito nuevos marcadores que
prometen mejorar la Sy E en el diagnéstico y seguimiento de la
EC, y que han sido definidos como anticuerpos contra los pépti-
dos deaminados de la gliadina (GDPs por sus siglas en inglés) o
anticuerpos contra los péptidos de fusién andlogos a la gliadina
(GAF3X)(14). Los reportes han sugerido que estos son més sensi-
bles que los EMA y tan especificos como los anti-TgT. En nuestra
investigacion resultaron ser, en conjunto, los més sensibles (90%)
y especificos (97%).

En conjunto, los resultados obtenidos en nuestra investigacién
sugieren que los marcadores serolégicos evaluados representan
pruebas altamente especificas en el diagnéstico y seguimiento de
la EC, sin embargo, estos deben necesariamente interpretarse en
conjunto con el resto de los procedimientos biomédicos y con la
biopsia intestinal, a fin de lograr un diagnéstico certero.
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