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RESUMEN

Se ostandarizé un cnsayo Inmunocnzimatico para delerminar anticuerpos IgA antigliading
(1gA-AG). Se ajustaron los distintos componentes de 1a prucha y se determind 1a presencia
de IgA-AG en 6] pacientes con enfermedad celiaca. sindrome de malabsorcion y olras
enfermedades gastrointestinales, asi como 91 donantes sanos del banco de sangrey 15 miftos
sanos, L1 51,7 % de los pacientes celiacos resultaron positivos a la determinacidn de dicho
anticucrpa, relacionado esencialmente con transgresiones de la dicta. La prucha tuvo una
sensibilidad de 81.2 % y una especificdad de 97.1 7. Se concluye que la prucha e Gnl en
€l scguimiento de pacientes cellacos y como ayuda diagndstica en la mdicacion de la biopsia

mntestinal, ademds pucde ser usada satisfactonamente como prucha de pesquisije

INTRODUCCION

Se¢ ha reportado que los anticuerpos
antighiadina cn ¢l sucro, son marcadores
confiables de la enfermedad celiaca en
fase activa del 71 al 100 % d¢ casos no
tratados."* [gualmente se ha planteadocl
predominiode la IgA o de la 1gG indis-
tintamente en cuanto al tipo de inmuno-
globulina mds representativa presentecn
¢sta respuesta de anticucrpos™?

Los anticucrpos antigliadina circu-
lantes s¢ han determinado por diferen-
tes métodos tales como el luminiscente?

* Especialista de [ Gradoe en Inmunologia.

¢l fluorescente® la difusion en agar vi-
sualizada con un sistema ihmunoenzimd-
tico,’ y mediunte un ensayo inmunoenzi-
mdtico en fase solida (ELISA)2 y este
tltimo método ¢s ¢l més utilizado dada
Sus Ventajas iéenicas,

La sensibilidad de los varios métodos
reportados varia desde 86 hasta 100 %,
aunque muchos autores sepalan que es
del 100 <2,° mientras que la especificidad
va desde 85 hasta 97 % cn algunos traba-
jos.07

Aunque algunos autores han reporta-’
do la presencia de anticuerposantigliadi-
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na un bajo porcentaje en enfermedades
inflamatorias intestinales! todos los
autores coincider ¢n plantear que la
determinacion de anticuerpos antiglia-
dina ¢s una prucba de ayuda diagndstica
y de gran utilidad en el seguimicnto de
pacientes celiacos™ y es muy itil como
prucba de pesquisaje.'”

En ¢l presente estudio s¢ realizo cl
montaje de un ELISA para determinar
anticuerpos antigliadina en suero, con €l
uso de varios grupos de pacientes con
diversas afecciones intestinales, con la
intencién de disponer de una prucha,
tanto de avuda diagndstica como de
scguimiento, de pacientes celiacos.

MATERIAL Y METODO

Se utilizaron para ¢ste estudio perso-
nas afecladas v personas sanas como
grupo control. Sc estudié la presencia de
anticuerpos antighiadina en un total de
29 pacienies de ambos SEX0s con un
promedio de 134 afos de cdad y diag-
nostico de enfermedad celiaca, de los
cuales 13 Hevaban dicta libre de gluten v
¢l resto dieta normal.

Los otros grupos de pacientes in-
cluian 14 nifos con malabsorcion intesti-
nal dec causa parasitaria esencialmenice,
los nifios con enfermedad diarreica croni-
ca, 8 pacientes con desnutricion y baju
tallay 15 nifos controles sanos. Ademds,
los controles incluyeron 91 donantes de
sangre supuecstamente sanos (adultos).

Del 1otal de pacientes celiacos, 7 Le-
nian mds de 17 anos de edad.

Se obtuvo el sucro de los pacientes v
de los controles medianle puncion veno-
sa, ¥ s¢ guardd a -20°° hasta el momento
de realizar la prucha,

En ¢l ,montaje del ELISA para
determinar anticuerpos IgA antigliading
([gA-AG) nos guiamos por un juego
diagndstico comercial de la casa succa
Pharmacia con varias modificaciones
importantes como ¢l uso de un conjuga-
do diferente, otros liempos de incubacion

v diferentes concentraciones del antige-
no para acoplar a la placa.

Se utilizd ghiading (Sigma Chemical
Co., St Louis, Missouri, USA) en una
concentracionde 2 ug/mL para recubrir
un soporte solido de polivinilo(PVC) de
fondo plano, v s¢ incubd 18 horas a
25 °C. Después de lavar 3 veces ¥ blo-
quear sitios libres con albimina de 1 %,
s¢ deposito la muestra diluida a 11000
duranie 2 horas a 25 °C.

A continuaciony después de  lavar
se deposita el conjugado foslatasa alcali-
na anti-lgA hamana diluido 1:500 duran-
te 1 hora, para anadir posteriormentecl
sustrato de la enzima un liempo igual y
leer en el espectrofordmetroa 405 nm,

Méwndo estadistico. Se realizaron por
2 méodos distintos. En ¢l primero sc
calculd la media més-menos 2 desviacio-
nes estdndares en un amplio grupo con-
trol, y fueron positivos los casos con
valores superiores a la media més 2 des-
viaciones estdndares. En ¢l otro método
se calculd un valor limite de 25 unidades
arbitrarias (UA) mediante ¢l uso de la
fdrmula:

Densidad Optica

paciente
por 10 =UA
Densidad optica

control +

positivo > 23 UA
negativo < 23 UA

Los pacicnies que resultaron positi-
s maniuvieronsu condicidn con ambas
caleulos,

RESULTADOS

El ¢nsavo inmunoenziméticorcaliza-
do sufrid una serie de variaciones ¢n
cuanto a diluciones de la muestra, de la
coneentracion del antigeno de recubri-
miento v del conjugado, ademds de pro-
barse diferentes liempos de incubacion,
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antes de quedar establecida su reproduc-
bilidad definitivamente con las condicio-
nes planteadas en material y méiodo.

Se realizd la determinacion de ant-
cuerpos [pA antighiading, en los distintos
grupos cstudiados (tabla 1), v s¢ encon-
ird que los pacientes positivos estaban
incluidos esencigimente en ¢l grupo de
pacientes ccliacos conocidos, ¢l cual
mostrd unia prevalencia del 57,1 %. El
resto de los pacientes que resultaron
positivos estdn en los grupos desnutri-
cion v baja talla y en ¢l de controles
donantes de sangre. De un 1otal de 106
controles s¢ encontraron sélo 3 positivos
(falsos positivos), lo que representa ¢l
97.1 % de especilicidad de la prucha.

En la tabla 2 s¢ mucstra que los pa-
cientes celincos bajo seguimiento que no
Hevaban una alimentaciGnadecuada para
su ¢enfermedad y por 1anto tenian una
dicta normal, presenlaron anticuerpos
IgA antigliadina positivos ¢n ¢l 812 %
(13 pacienies). Este porcentaje represen-
ta la scnsibilidad del método, dudo
que 3 pacientes diagnosticados como
poriadores de una enfermedad celiaca
resullaron nepativos 1 la determinacian
de anticucrpos (falsos negativos ), a pesar
de que sus bopsias intestinales mostra-
ron atrofias subtotiales ¢n 2 casos v una
atrofia parcial de Tas vellosidades en ¢l
tereero.

TABLA 2. Presvercsu dle aniicaerpos anttsladm on
ol seghimienie de paciomtes celfueon con divry
nerted v dica dhee de ghaten

Diets libzre Dieta

de gluten normal Total
Anticuerpos
Antigliadina
Pos:itivos 2 i} 4}
Anticuerpos
Antigliadina
Negativos i1 3 1s
Total de
pacientes
celiacos 13 16 29

* Pacientes que presentaban en sus biop-
3143 iptestinales atrofias subtotales
en 2 casos ¥y una atzofia parcial de las
vellosidades en el teccero

DISCUSION

Del wtal de controles donantes de
sangre estudiados, 3 resultaron positivos
4 anticuerpos [gA antigliadina (lgA-AG)
para ¢l 3,4 %%, a diferencia de 1o reporta-
do por Kilander A.F. et al.? donde no fue
deiectado ningiin caso positivo ¢n este
grupo, aungue debemos sefalar que el
namero de donantes realizados por esos
autores fue menor que ¢l nuesino.

FABLA L srticucepuns aniidliseling onr isitngos piapen de Jcicnts v controles

Anlicuespos
mti-gliada-

Anticuerpos
ant:-gliad:i-

N posit:ivos na negabtivos Total
Pacientes celiacos 15 1s 29
Sindrome de malabsercidn 1% 1&
EDCa = ] 10
Desmutt:c:dn ¥ baza talla 1 7 8
Controles de n:dos sanos - 15 13
Controles donmantes sanos 3 as : 11
Total i8 148 167

* Enfermedad Diarreica Crédnica.

40



Usualmente s¢ ha reportado que la
cilra de sujelos sanos que resultan positi-
vos en fa du..lt:fmm.mﬁn de [1gA-AG ¢s
alrededor del 1 4% no obstante noso-
Iros no h.lll.lnlm ningan cuso positivo,
quUiZds POF SCI ¢Sl VeZ nuesira mucsira
muy pequena. En ¢l total de pacientes
velivcos realizados se encontrd una pre-
valencia de IGA-AG de 51,7 %, dado
esencialmente por aquellos pacientescon
transgresiones de la dicta 3 quc scgin
reporta Rosenthal, E. et al.'?¢n términos
de Irecuencia de IgA-Agen y;.ncr.ll esta
ocurre entre 9 y 70 % de pacientes con
la enfermedad.

La prevalencia de dichos anticucrpos
en los demds grupos de afecciones inles-
tinales relacionadas en total, fue relativa-
mente bajo, 3.1 % pucs otros autores
encontraron valores mds clevados, 4 %7
y 1,3 %% lo que entre otras cosas podria
estar influido por los distintos métodos
utilizados en cada caso. Los pacicntes
celiacos estudiados tenian diagnostico
con biopsia intestinaly eran aiendidosen
¢l Scrvicio de Pediatria del Instituto
como promedio desde haciv 6 anos. De
los 13 pacicntes que llevaban dicta libre
de gluten, s6lo en 2 casos s¢ determina-
ron anticuerpos IgA-AG, por lo que
sospechamos en ellos transgresiones de
la dicta.

En 16 pacientes se recogio que lleva-
ban una dicta normal o casi normal con
usuales transgresiones, De ¢llos, 13 pre-

SUMMARY

SCRLATON anticucrpos positivos, mientras
que en ¢l resto (3 pacientes) no ¢ncon-
Lraron anticucrpos,v a pesar de que eran
cusos bien documentados, esto podria
explicarse por una deliciente respucs-
t de anticuerpos en esos  pacienies
0 una insuficicnte  concentracion  de
IgA-AG para que fueran detectados.
Estos 3 pacientes representan los falsos
negativos, por lo que la sensibilidad de
nuestro ensayo fue del 81,2 %,

La sensibilidadde las prucbas ELISA
reportadas  para determinar  IgA-AG
varian entre 86 v 100 %% Aunque la
sensibilidad de nuestro método no estid
alejuda de los reportados, quizds deba
revisarse ¢l diagnostico en los casos
falsos negativos encontrados.

La especificidad del método fue del
97,1 9% dada porencontrar 3 casos positi-
vOs entre los controles negativos estudia-
dos muy similar a los mejores resultados
rcpurmdm que van desde el 85 hasta ¢l
97 %.%7 por lo que se plantca que ¢l
método estandarizado es  confiable y
prictico como método de pesquisaje,
ademds es atil como ayuda diagnostica y
guia para indicar la biopsia intestinal en
pacicntes con sospechas de enfermedad
celianga, que por sus condiciones fisicas o
corta edad hacen dificil la realizacion de
dicha prucba. De igual forma se demues-
tra su utilidad ¢n el control del régimen
dictéticolibre de gluten impuestou ¢stos
pacientes.

An immunoenzymatic assay 1o determine antighadin 1gG antibodies was standardized (IgA-AG). The
diflferent components of the test were adjusted and the presence of 1zA-AG was determined in 61 paticnts
with cocliac discase, malabsorption syndrome, and other gastrointestinal discases, as well as in 91 healthy
blood donors and 15 healthy children. A 51,7 % of the patients with cochiac discase were posilive lo the
determination of such antibedy, particulirly related 10 dict violations, The test had a sensitivity of
81,2 % and specilicity of 97,1 %%, It is concluded that the test is uselul for the follow-up of patients with
cocliac disease and 5s a diagnostic aid for the indication of intestinal biopsy, besides it may be used as
screening test.

RESUME

Les autcurs ont standaridisé un e¢ssai immuno-enzymatigue pour la détermination d'anticorp IgA
antigliadine (IgA-AG). On a mis au point les divers composants de I'épreuve et on a déterminé la
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prisence 3TgA-AG cher 6] patients avee maladie coclingue, syndrome de malabsorption et d'autres
maladics gastro-imtestinales, mnsi goe chez 91 donneurs soms de Ja bangue de sang ot chiez 15 cnfants
sains. S17 O dos poticnis cocliagques ont ¢1é positils au dosage de cot anticorps, essenticllement en
rapport avec les traisgressions de la ditte, La seasibalité de Pépreuve a Gié de 81,2 % et la spéeificité
de 97,1 %, Les autvuns concluent que cette épreuve st utile dans la surveillance des sujets avee maladie

o

hague ¢1, sur le plan diagnostic, dans I'indication de la biopsic intestinale, pouvant éntre utilisées de

mamtre salnfaisanie comme épreuve Je Jépistage.
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