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RESUMEN

La Enfermedad Celiaca (EC) es un trastorno inmunitario sistémico mediado por gluten y
prolaminas relacionadas en individuos genéticamente predispuestos (HLA DQ2/8). Para
su diagnostico (Dx) se evaluan anticuerpos (Acs) especificos, biopsia (Bx) duodenal y
manifestaciones clinicas. En 2012, las guias Europeas recomiendan validar las pruebas
utilizadas para pesquisa de EC en poblacion pediatrica y establecer el valor positivo alto
de Acs anti-Transglutaminasa tisular 2 isotipo A (IgA a-Tgt2) en relacion al valor de corte.
Si un paciente con sospecha clinica de EC presenta un valor positivo alto de IgA a-Tgt2 y

Acs anti- Endomisio (a-Em) positivo, se podria hacer Dx sin realizar Bx.

El objetivo fue evaluar la exactitud diagndstica de la prueba de IgA a-Tgt2 utilizada para
pesquisa de EC en el Laboratorio del Hospital de Nifios y determinar el valor positivo alto.
Se estudiaron 217 sujetos con sospecha de EC y a todos se les realizaron a-Em por
Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) e IgA a-Tgt2 por ELISA. Se establecio el coeficiente de
Concordancia Kappa (k) entre IgA a-Tgt2 y a-Em. Para el valor de corte de IgA a-Tgt2 se
utilizé curva ROC. El valor positivo alto de IgA a-Tgt2 fue definido como el primer valor

que brinde un valor predictivo positivo (VPP) de 100%.

Presentaron serologia negativa 144 pacientes, 69 fueron diagnosticados con EC (IgA a-
Tgt2 y a-Em positivo mas Bx con atrofia vellositaria) y 4 mostraron discordancia entre
serologia y Bx. Se obtuvo una concordancia del 96%. El valor de corte para IgA a-TGt2
por curva ROC fue de 11 UI/L. El valor positivo alto de IgA a-Tgt2 fue >65 UI/L.

La prueba utilizada para pesquisa de EC mostré elevada exactitud diagndstica (98,2%).
Nifos y adolescentes con signos y sintomas sugestivos de EC y titulo de IgA a-Tgt2 >65
UI/L tienen alta probabilidad de presentar atrofia vellositaria. En estos casos el médico

pediatra podria diagnosticar EC prescindiendo de la Bx.

Palabras claves: Enfermedad celiaca, biopsia duodenal, marcadores seroldgicos,

anticuerpos anti transglutaminasa tisular.



INTRODUCCION

La enfermedad celiaca (EC) es un trastorno inmunitario sistémico mediado por el gluten y
otras prolaminas relacionadas en individuos genéticamente predispuestos. Se caracteriza
por la presencia de una variedad de manifestaciones clinicas, anticuerpos (Acs)
especificos, haplotipos HLA-DQZ2 y/o HLA-DQS8 y enteropatia. Originalmente, se pensaba
que era una patologia rara que se presentaba en la nifiez, pero en la actualidad es
reconocida como una condicion que puede ser diagnosticada a cualquier edad (1). La
incidencia de EC en Argentina es muy alta (1:100-200) (2) y las manifestaciones clinicas
son muy variadas, observandose tanto sintomas gastrointestinales como sintomas

atipicos o extraintestinales.

Las cuatro herramientas para el diagnéstico (Dx) de EC son: la clinica, los
autoanticuerpos, la genética y la anatomia patolégica. En la biopsia (Bx) duodenal por
endoscopia alta de un paciente celiaco se observa atrofia vellositaria, hiperplasia de las
criptas y aumento de los linfocitos intraepiteliales. A pesar que la Bx sigue siendo
considerada el estandar de oro para el Dx de EC, la distribucion de la lesién intestinal es
parcheada y los hallazgos histopatolégicos de la mucosa duodenal pueden encontrarse

en otras patologias.

La clasificacion de Marsh para el informe de la anatomia patoldégica incluye todo el
espectro de lesiones histologicas que pueden presentar estos pacientes y distingue los
siguientes grados: Marsh | o enteritis linfocitica, caracterizada por un aumento en el
nuamero de linfocitos intraepiteliales (> 25%); Marsh Il, cuando ademas se asocia una
hiperplasia de las criptas; Marsh Ill, cuando a las lesiones anteriores se asocia atrofia
vellositaria que puede ser parcial (Marsh llla), subtotal o moderada (Marsh llib) o total
(Marsh llic) (3).

La determinacién de Acs anti-gliadina (AGA) fue la primera herramienta serolégica util
para el diagnéstico de EC a partir de los afios 70 (4). Actualmente, su uso no es
recomendado por su baja sensibilidad y especificidad comparada con otras pruebas
diagnosticas (5), especialmente en pacientes asintomaticos o silentes. Con la aparicién de
los péptidos deaminados de gliadina (DGP) la sensibilidad y especificidad han mejorado.
Sin embargo, la utilizacion de Acs anti DPG (a-DGP) es sugerida como una prueba
adicional, especialmente en nifios menores a 2 afos con otros Acs especificos de EC
negativos (5). Los Acs de clase IgA son los que confieren especificidad y sensibilidad; los

Acs de clase IgG se reservan para los pacientes deficientes de IgA sérica (6).



La deteccion de los Acs anti endomisio (a-Em) por inmunofluorescencia indirecta (IFI) es
considerado el método de referencia serologico (7). Se basa en la identificacion de un
patrén reticular de fluorescencia en la muscularis mucosae de la porcion distal del es6fago
de mono. A pesar de que la determinacién de los a-Em es una prueba especifica, sensible
y reproducible, tiene una serie de inconvenientes tales como: el procesamiento manual de

las muestras, la laboriosidad, la interpretacién subjetiva y el costo (8).

La identificaciéon de la enzima transglutaminasa tisular (Tgt) como el autoantigeno
principal de los a-Em ha despertado gran interés, haciendo posible la deteccion de los
Acs Tgt (a-Tgt) por la técnica de ELISA (9,10). Esta tiene la ventaja de ser cuantitativa,
estandarizable y mas econdémica que la IFl. La sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN) de a-Em y a-Tgt son similares en
poblacion pediatrica (11-13) y en la actualidad los a-Tgt son la prueba de primera linea
para la pesquisa de EC. La exactitud diagnéstica de los equipos de ELISA para la
deteccién de a-Tgt ha sido mejorada gracias al uso de Tgt recombinante humana (Tgt2)

como antigeno en lugar de los preparados de Tgt no humanos (14).

Con estos avances, la EC ha pasado de ser una rara enteropatia a ser una enfermedad
frecuente, multiorganica y con una fuerte predisposicion genética. EI Dx también ha
cambiado como resultado de la disponibilidad de ensayos que permiten detectar los a-
Tgt2. Es por ello que en el ano 2012, la Sociedad Europea de Gastroenterologia,
Hepatologia y Nutriciéon Pediatrica (ESPGHAN) establecié guias para el Dx de EC para
ninos y adolescentes. En la revisién se sugiere que toda prueba utilizada para Dx de EC
debe ser validada en poblacion pediatrica contra la técnica de referencia seroldgica, a-
Em, considerandose de confianza si presentan una concordancia mayor al 95%. También
se aconseja establecer el valor positivo alto para IgA a-Tgt2, que en determinadas
situaciones podria evitar la realizacién de la Bx (15). La deteccion de Acs especificos
debe estar acompanada del dosaje de IgA sérica. Si ésta es superior a 20 mg/dL, se

deben investigar los IgA a-Tgt2, y en caso contrario el isotipo IgG (16,17).

Se han redefinido los protocolos para el Dx estableciendo dos grandes grupos de
pacientes: sintomaticos y asintomaticos o de riesgo. En nifios y adolescentes con signos o
sintomas sugestivos de EC el marcador seroldgico para la pesquisa son los IgA a-Tgt2
(15). Los pacientes con valores altos de anticuerpos IgA a-Tgt2, segun ESPGHAN mayor
a 10 veces el valor de corte, tienen elevada probabilidad de presentar atrofia vellositaria

(Marsh 3). En estos casos, el gastroenterdlogo pediatra puede discutir con los padres y



los pacientes, la opcion de realizar otras pruebas de laboratorio (a-Em, HLA) para hacer el
Dx de EC prescindiendo de la biopsia (16). La dieta libre de gluten puede ser instaurada, y

en caso de no mejorar los sintomas debe realizarse la Bx para confirmar el Dx (18).

Cuando se trata de nifios y adolescentes asintomaticos con alto riesgo de padecer EC,
como en el caso de pacientes con Diabetes Mellitus, Sindrome de Down, Tiroiditis
Autoinmune, Sindrome de Turner, Sindrome de Williams, Deficiencia de IgA, Hepatitis
Autoinmune y familiares de primer grado, deben investigarse en primera instancia los
HLA. Si esto no es posible, se debe realizar IgA a-Tgt2, pero preferentemente no antes de
los 2 anos de edad. La presencia de Acs especificos (a-Tgt2 y a-DGP) puede ser

fluctuante en este grupo, por lo cual siempre debe realizarse la Bx duodenal (15).

OBJETIVOS

Establecer la exactitud diagndstica de IgA a-Tgt2 en la poblacién pediatrica que concurre
al Hospital de Nifos de la Santisima Trinidad y determinar el valor positivo alto para IgA a-
Tgt2.

MATERIALES Y METODOS
Pacientes

Fueron considerados para el estudio todos los pacientes que en forma consecutiva
concurrieron al Laboratorio de Inmunologia del Hospital de Nifios de la Provincia de
Coérdoba, entre abril de 2013 y octubre de 2016, derivados por el Servicio de
Gastroenterologia. Se incluyeron todos los pacientes que presentaban signos o sintomas
sugestivos de EC con solicitud de Acs especificos. Los sintomas por los cuales los
pacientes consultaron al médico gastroenterdlogo incluyeron: dolor abdominal, pérdida de
peso, diarrea, constipacion, falla de crecimiento y baja estatura. En algunos casos hubo

mas de dos manifestaciones descriptas en un mismo individuo.

Se excluyeron aquellos individuos con diagndstico previo de EC, tratamiento con dieta
libre de gluten, familiares de primer grado de pacientes con EC que no presenten signos

y sintomas de EC, pacientes con valores de IgA menor a 20 mg/dL, y pacientes



asintomaticos considerados de alto riesgo por padecer alguna enfermedad con fuerte

asociacion a EC. A todos ellos se les realiz6 IgA a-Tgt2 y a-Em.

Se seleccionaron 217 pacientes, entre 4 meses y 15 afios de edad. A los pacientes con
niveles de IgA a-Tgt2 superiores al valor del corte se les realiz6 endoscopia
gastrointestinal con Bx duodenal. Las muestras de sangre fueron obtenidas en ayunas y
los sueros conservados a —20°C hasta su procesamiento. El intervalo de dias entre la
serologia y la realizacion de la Bx vario de 1 a 5 meses. En los pacientes que tenian mas

de un valor de IgA a-Tgt2, sélo fue tenido en cuenta el mas proximo al momento de la Bx.

El Dx de EC se basé en la presencia de Acs especificos y los resultados de las Bx

gastrointestinales, utilizando la clasificacién de Marsh.

El protocolo del presente estudio fue aprobado por la Comisién Cientifica dependiente del

Comité Interdisciplinario de Capacitacién, Docencia e Investigacion del Hospital de Nifos.

Métodos

Anticuerpos IgA anti transglutaminasa tisular recombinante humana: fueron
determinados utilizando un ELISA comercial (ORGENTEC, Mainz, Alemania). El ensayo
fue realizado siguiendo las instrucciones dadas por el fabricante. Las muestras con
concentraciones superiores a 10 Ul/mL fueron consideradas positivas.

Anticuerpos IgA anti endomisio: se realizaron por IFl en improntas comerciales de
es6fago de mono (ORGENTEC, Mainz, Alemania). Los sueros fueron diluidos

previamente 1/5 en PBS pH 7,2.

Analisis Estadistico

El analisis estadistico se realiz6 con el programa Med-Calc 10.2.0.0 (Versién Demo). La
sensibilidad, especificidad, VPP, VPN y exactitud diagndstica fueron calculadas utilizando
formulas convencionales. Para determinar el punto de corte éptimo se empled una curva
ROC, se determiné el area bajo la curva (ABC) y las razones de verosimilitud positiva
(RV+) y negativa (RV-). Las variables se acompanan con sus respectivos intervalos de
confianza (IC) del 95%.

La concordancia entre a-Em e IgA a-Tgt2 se establecié utilizando el indice de

concordancia k; una concordancia excelente es definida con un coeficiente k = 0,80.



Definimos el valor positivo alto de IgA a-Tgt2 como el valor que nos brinde una

probabilidad del 100% de que el paciente tenga EC.

RESULTADOS
De los 217 pacientes estudiados, 94 (43%) fueron masculinos y 123 (57%) femeninos,

con un rango de edades entre 4 meses a 15 afos (edad media 6 afios).

Las Bx gastrointestinales fueron realizadas en pacientes con IgA a-Tgt2 positivos.
Presentaron serologia negativa 144 pacientes, 69 fueron diagnosticados con EC (IgA a-
Tgt2 y a-Em positivo mas Bx con atrofia vellositaria) y 4 mostraron discordancia entre
serologia y Bx (Tabla 1). Se encontré atrofia vellositaria grado 11l de la clasificacion Marsh
en las Bx duodenales de todos los pacientes con diagndstico de EC. Se obtuvo un indice

de concordancia k de 0,96 entre IgA a-Tgt2 y a-Em.

Tabla 1: Resultado de serologia y biopsia gastrointestinal en los pacientes

con anticuerpos positivos.

N | a-Tgt2 | a-Em | Biopsia Gastrointestinal
69 + + Patolégica
+ + Normal
2 + - Normal

El valor de corte para IgA a-Tgt2 por curva ROC fue de 11 UI/L (Sensibilidad= 100%;
Especificidad= 98,5%); el ABC fue de 0,999 (IC 95%: 0,977-1,000). Figura |. La RV+ fue
de 74 (IC: 18,7 - 293,1) y RV- de 0. La exactitud diagnéstica fue de 98,2%.



Figura I: Curva ROC para IgA a-Tgt2.

a-Tgt2
100

80

60

40

Sensibilidad

20 H

D'""...f...l...|...|...|...|
0 20 40 60 80 100

100 - Especificidad

El valor de corte fue de 11 Ul/L con un ABC de 0,999 (IC 95%: 0,977 — 1,000). La sensibilidad y
especificidad para el valor de corte fue de 100% y 98,5% respectivamente; (RV+: 74 y RV-: 0).
ABC, area bajo la curva (IC 95%).

La Tabla 2 muestra los datos acumulados de cada uno de los limites de los IgA a-Tgt2
expresados en VPP para el diagndstico de EC. A partir de esta informacion, se determina
el valor positivo alto de IgA a-Tgt2 >65 IU/L. Con este valor tenemos un 100% de

probabilidades de que el paciente sea celiaco presidiendo de la Bx.




TABLA 2: Valores Predictivos Positivos (VPP) para diferentes puntos de cortes de

IgA a-Tgt2 en 73 pacientes.

Valor de corte de IgA a-Tgt2* N° de Pacientes VPP (%)

UI/L | Multiplos del valor de corte | Pacientes con EC Pacientes sin EC

>11 1,0 69 4 97,2
>20 1,8 65 1 98,5
>30 2,7 63 1 98,4
>55 5,0 56 1 98,2
>65 5,9 55 0 100
>100 9,1 50 0 100
>200 18,2 36 0 100

*IgA a-Tgt2 es expresado en valores de Ul/L y como multiplos del valor de corte.

DISCUSION

Segun recomendaciones de las guias ESPGHAN, toda prueba utilizada para Dx de EC
debe presentar una concordancia >95% con la prueba seroldgica de referencia a-Em (15).
En nuestro caso, la prueba de IgA a-Tgt2 utilizada para pesquisa mostréo una
concordancia de 96%. Por curva ROC se establecio el valor de corte en 11 UI/L, el cual
no difiere significativamente del valor sugerido por el fabricante (10 UI/L). La técnica de
IgA a-Tgt2 utilizada en nuestro laboratorio presenta una exactitud diagndstica elevada
(98,2%). Ademas, los valores de RV indican que IgA a-Tgt2 es una prueba con gran

utilidad diagnostica.

Van Meensel et al. evaluaron la exactitud diagnostica de 10 equipos comerciales de
ELISA para la deteccién de IgA a-Tgt2 y observaron que todos mostraron un buen
rendimiento. La linealidad fue buena y la interferencia de hemoglobina, bilirrubina y
lipemia fue ausente o minima. Encontraron una alta correlacion entre los métodos de los
diferentes fabricantes, pero la concordancia fue baja. Lo que significa que el valor de IgA
a-Tgt2 no es intercambiable entre distintos equipos de ELISA. Los autores sugieren que
tanto la comunidad cientifica como el sector privado comercial deberian comprometerse a

los efectos de armonizar los distintos ensayos (19).

La Bx gastrointestinal es considerada el estandar de oro para el Dx de EC, pero con la
llegada de pruebas seroldégicas mas sensibles y especificas, esta situacion esta siendo
cuestionada ya que con Acs especificos positivos y clinica clara, la biopsia no seria

mandatoria (20,21). En una cohorte, 48 de 49 nifios con niveles de IgA a-Tgt2 superiores



a 5 veces el valor de corte tuvieron Bx con atrofia total (19). En nuestro estudio
observamos que en nifios y adolescentes con sospecha clinica de EC, un resultado de
IgA a-Tgt2 > 65 Ul/mL (>5,9 veces el valor de corte) es absolutamente predictivo de EC,
siendo este valor mas bajo que lo sugerido en las guias ESPGHAN. Dos de los cuatro
pacientes con Bx normales, tuvieron a-Em negativos, siendo los valores de IgA a-Tgt2
cercanos al valor del corte. Los dos pacientes restantes con Bx normales mostraron
positividad para a-Em, con valores de IgA a-Tgt2 elevados; es posible que estos paciente
desarrollen EC en un futuro o hayan sido falsos negativos de las Bx gastrointestinales
(22).

De los 217 pacientes estudiados, 73 resultaron con IgA a-Tgt2 positivos; el 75% de ellos
con IgA a-Tgt2 superiores al valor positivo alto obtenido. La demora entre los resultados
serologicos y la confirmacién diagndstica por Bx varié de 1 a 5 meses. Utilizando el valor
positivo alto de IgA a-Tgt2 serian evitados casi dos tercios de endoscopias, procedimiento

invasivo y costoso, y ademas el tratamiento podria ser instaurado con mayor rapidez.

Cabe destacar que 6 pacientes < 2 afios con valores de IgA a-Tgt2 mayores al valor
positivo alto, mostraron Bx confirmatorias de EC y a-Em positivo, a pesar de reportes
previos de problemas por la utilizacion de IgA a-Tgt2 como pesquisa en este grupo etario
(23).

Nuestros datos confirman, que la Bx no es requerida cuando los niveles de IgA a-Tgt2 son
superiores a 5,9 veces el valor de corte. Sin embargo, si es necesaria cuando los valores
de los IgA a-Tgt2 sean menores a este corte, para excluir el Dx de EC en pacientes con
falsos positivos serolégicos a pesar que una proporcion de ellos pueden tener una EC

potencial o desarrollarla a futuro (24).

Por otro lado, las Bx con lesiones histolégicas parcheadas son dificiles de interpretar a
pesar de que la cuantificacion de los linfocitos intraepiteliales y la inmunohistoquimica
pueden ayudar a indicar EC; siendo que la mayoria de los laboratorios no cuentan con
estas técnicas disponibles. En los casos de valores de IgA  a-Tgt2 cercanos al valor de
corte, el VPP de la prueba es de 97-98%, siendo necesaria la Bx. La importancia de este
estudio es que establece el valor de IgA a-Tgt2 que determina qué pacientes mostraran

lesiones intestinales caracteristicas de EC.

Gidrewicz et al. concluyen que la prueba de deteccion de IgA a-Tgt2 es de alta
sensibilidad para la deteccion de EC con un VPN del 99,4%.
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Ademas, demuestran que si un valor positivo de IgA a-Tgt2 es acompanado de a-Em
positivo mejora el VPP de la prueba y recomiendan evaluar el rendimiento del ensayo
antes de que un centro aplique los criterios de no realizar Bx de las guias ESPGHAN (25).
Es por ello que varios grupos han definido sus valores positivos altos (18,26), mostrando
la importancia de definir el propio valor positivo alto en la poblacion de trabajo y con el

equipo utilizado.

Otros autores comprueban que distintos equipos de ELISA para IgA a-Tgt2 tienen un
rendimiento superior a las pruebas seroldgicas que detectan a-Em y a-DGP. Con estos
datos, sugieren que no es necesario confirmar un valor de IgA a-Tgt2 positivo con a-Em.
Existen trabajos que sefalan que los a-Em reconocen otros antigenos ademas de la Tgt
(27,28). En nuestro caso, no detectamos IgA a-Tgt2 negativos con a-Em positivos; por el
contrario, el ensayo detecté dos muestras con IgA a-Tgt2 positivas con a-Em negativos.
Esto indica que los ensayos de segunda generacidn de IgA a-Tgt2 son mas sensibles que
los a-Em, ademas de ser una técnica mas objetiva. Por otro lado, realizando IgA a-Tgt2 y
a-Em obtuvimos buenos resultados, sin necesidad de hacer genotipificacion HLA, técnica
que no es factible de realizar en nuestro centro, reservando esta metodologia solo para

aquellos casos en los que la serologia y la Bx resultan no concluyentes.

CONCLUSION

El reactivo utilizado para pesquisa de EC en nuestra poblacién mostré una elevada
exactitud diagndstica. Los nifios y adolescentes con signos y sintomas sugestivos de EC
que presenten IgA a-Tgt2 > 5,9 veces el valor de corte tienen alta probabilidad de
presentar atrofia vellositaria. En estos casos el médico pediatra podria diagnosticar EC

confirmando con a-Em, sin necesidad de realizar la Bx duodenal.
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