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Suplemento

MATERIALESY METODOS

Desarrollo del ensayo inmunocromatografico para la determinacion de los anticuerpos
antitransglutaminasa

Materiales vy reactivos utilizados: Todos los reactivos quimicos empleados en la
preparacion de soluciones fueron de calidad analitica reconocida y certificada: Membrana de
nitrocelulosa CNPC-SS12-L2-P25, 15 p, 62.5 x 300 mm, 25 mm (Advance Microdevice, Pvt.
Ltd. India); material absorbente AP-080, 11 x 300 mm (Advance Microdevice, Pvt. Ltd. India);
membrana capturadora de globulos rojos WFR-1, 3 x 30 cm (Advance Microdevice, Pvt. Ltd.
India); transglutaminasa tisular (TGt) (EC 2.3 2.13) (Sigma T-5398, Lot 99H7425, EUA);
casetes plasticos de 9 mm (Advance Microdevice, Pvt. Ltd. India); sobre de aluminio plastificado
50 mm x 120 mm (Advance Microdevice, Pvt. Ltd. India); bolsa desecante de silica gel
(Advance Microdevice, Pvt. Ltd. India).

Preparacion de la cristaleria de trabajo: Se garantizo la completa limpieza y silanizacion
de la cristaleria empleada en la produccion del conjugado, para asi evitar la floculacion del
coloide. Para ello, se prepar6 una mezcla al 90% de diclorometano (CH,Cl,) (Merck, Alemania)
y 10% de trimetilclorosilano (Merck, Alemania) en un frasco &mbar. El recipiente a silanizar se
llené con esta solucion, y se mantuvo en la oscuridad durante 20 minutos a TA (20-25°C).
Transcurrido este tiempo, se recuperd la solucion, y el recipiente se enjuago6 con agua destilada.

Preparacion _de la proteina transglutaminasa: Se tomé un vial de la proteina TGt
liofilizada de cobayo (Sigma, EEUU), y se disolvi6 a una concentracion final de 1 mg/mL en un
tampon Tris-HCl 10 mmol.L”, Cloruro de calcio 5 mmol.L" (pH 7.5). La proteina se dejo
reposar durante cinco minutos a temperatura ambiente (20-25°C) hasta la completa disolucion, se
dividi6 en partes alicuotas, y se conservo a -70 °C hasta su uso. Una vez agotadas todas las partes
alicuotas preparadas, se resuspendia un nuevo vial de la proteina liofilizada y se procedia de la
forma descrita en este acapite.

Preparacion del conjugado: Para la preparacion del conjugado de TGt-oro coloidal se
utiliz6 un coloide de oro comercial con un tamano de particula de 40 nm (Gold Colloid, 40 nm,
EM.GC40, BATCH 5733. BBInternational. Reino Unido).

El pH 6ptimo de conjugacion del coloide se determind mediante el método descrito por
Beesley, con algunas modificaciones.!”” Para ello, se afiadié 1 mL de la solucion de oro coloidal
comercial (tamafio de la particula: 40 nm) a siete viales de 1.5 mL de capacidad cada uno.
Luego, a cada tubo se le ajusto el pH a valores entre 6.0 y 10.0 por adicion de 0; 2,5; 5; 7,5; 10;
12,5 y 15 uL de una disolucién de K,CO; 0.1 mol.L™"; respectivamente. El contenido de cada
vial se homogeneiz6 suavemente. Seguidamente, se le afiadi6 a cada vial 20 pL con una
concentracion saturante de TGt (20 pg/mL de coloide), y se incub6 por 20 minutos a temperatura
ambiente (20-25°C). Luego, en una placa de ELISA (Costar, EEUU) de 96 pocillos se colocaron
dos réplicas de 200 uL de cada uno de los viales a los distintos valores de pH, e inmediatamente
se procedio a realizar la prueba de floculacion al afadir a cada pocillo 20 pL de solucion acuosa
de NaCl 10%. Como control de la floculacion se utilizd un pocillo con 200 pL del coloide sin
proteina al que se le anadieron 20 pL de una disolucion acuosa de NaCl 10%. La floculacion esta
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dada por un cambio de coloracion de rosado (color natural del coloide) a azul cuando no esta
totalmente protegido. Inmediatamente, se procedié a medir la absorbancia de cada pocillo a 620
nm en un lector de placa PR-521 (Tecnosuma Internacional, La Habana, Cuba). Este paso
también se puede realizar visualmente. El pH de conjugacion es aquel donde no se produce
floculacion y su medicion se realizd mediante tiras de pH (rango de medicion: 5 — 10) (Sigma,
EEUU).

Determinacion de la cantidad minima protectora de TGt: Una vez seleccionado el pH
optimo de conjugacion del coloide, se procedio a determinar la cantidad minima protectora, que
no es mas que la menor cantidad de proteina necesaria para proteger la solucién de oro coloidal
de la floculacion en presencia de sales. Para ello, se prepararon 11 viales de 1.5 mL de capacidad
con el coloide colocado en el pH de conjugacion (previamente ajustado con K,COs3 0.1 mol/L).
Luego, se prepararon otros 11 viales de 1.5 mL con 100 puL de tampon Tris-HCI 10 mmol/L,
CaCl, 5 mmol/L, a los que se le anadieron 0; 2; 4; 6; 8; 10; 12; 14; 16; 18; y 20 ug de TGt. A su
vez, el contenido de estos viales se afiadid a los viales que contenian 1 mL del coloide al pH
escogido seglin el acapite anterior. Luego, los viales se incubaron por 20 minutos a temperatura
ambiente (20 — 25°C), para proceder acto seguido a realizar nuevamente la prueba de floculacion.
Se siguid el procedimiento descrito anteriormente para la determinacion del pH oOptimo de
conjugacion.

Escalado de la conjugacion: Se escal6 la conjugacion al volumen deseado de oro coloidal, y
se le anadio a la solucion de oro con el pH previamente ajustado (segin el acépite anterior) la
cantidad de proteina a la concentracion final que se obtuvo en la titulacion previamente descrita.
La solucién resultante se incubd por 20 minutos a temperatura ambiente (20 — 25°C) en un
recipiente previamente silanizado, con agitacion a 200 revoluciones por minuto (rpm). El
escalado se realiz6 segun la siguiente formula:

Vol.A TGt = Vol.T coloide * Vol.1 TGt * 1.1 (1)

En la formula anterior: Vol.A TGt: Volumen de TGt a 1 mg/mL necesario para estabilizar el
volumen total de coloide; Vol.T coloide: Volumen total de coloide; Vol.1 TGt: volumen de TGt a
1 mg/mL necesario para estabilizar 1 mL de coloide; y 1.1: Coeficiente a utilizar para calcular
10% de volumen extra; respectivamente.

Se procedi¢ a afiadirle al volumen total de coloide la cantidad necesaria para una dilucioén de
1:10 de la disolucion A de bloqueo. La disolucion A de bloqueo es una disolucion acuosa
compuesta por polimeros y proteinas que garantiza la estabilidad del conjugado al bloquear
posibles espacios vacios entre las moléculas de proteinas adsorbidas en la superficie de las
particulas de oro). La mezcla resultante se incubd por 10 minutos a temperatura ambiente con
agitacion a 200 rpm. Posteriormente, la mezcla se filtré a través de un filtro de celulosa de 0.2
um (Sartorious AG, Gotingen, Alemania) para eliminar la presencia de grumos. El filtrado
obtenido se centrifugd a 7257 x ¢ durante 30 minutos a 4°C en una centrifuga refrigerada
(Hitachi 20PR-52D, Japon). Finalmente, se elimind el sobrenadante mediante aspiracion, y se
midié el volumen final obtenido con una pipeta automatica (P200). El precipitado blando del
conjugado se resuspendio6 en igual volumen de una disolucion B (similar a la disolucion A, y a la
que se le anadi6 Azida de sodio 0.1% para evitar contaminaciones del conjugado); y se le
determind la absorbancia a 520 nm con un espectrofotometro (Ultrospec 2000, Pharmacia
Biotech, EEUU) mediante una dilucion 1:200 del conjugado en la disolucion B. Luego, se ajusto
la densidad optica de la suspension entre 20 y 25 DO con volimenes suficientes de la disolucion
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B. Completado este paso, se chequed nuevamente la absorbancia a 520 nm. El conjugado final se
conservo a 4°C hasta por un afio.

Preparacion del material de calibracion: La calibracion del sistema inmunocromatografico
se realizd mediante dos sistemas ELISA comerciales disefiados para la determinacion
cuantitativa de AATGt en suero y plasma: Anti-IgA: Celikey IgA; Anti-1gG: Celikey IgG (ambos
de Celikey Pharmacia & Upjohn, Freiburg, Alemania). Para ambos sistemas, segun el fabricante,
se considero la siguiente escala de interpretacion: Negativo: Niveles de I1gG o IgA < 5 U/mL;
Indeterminado: Entre 5y 8 U/mL; y Positivo: > 8 U/mL.

El calibrador del inmunoanalisis consistid en una mezcla de 3 mL de cinco sueros de
pacientes celiacos, al que se denomin6d “Control Positivo Fuerte” (CPF). Las muestras se
tomaron en dias previos a la biopsia de yeyuno, sin estar el paciente en dieta libre de gluten. El
“Control Negativo” (CN) consistiéo en 30 mL de la mezcla de 1 mL de suero de 30 individuos
aparentemente sanos proveniente de un Banco de Sangre sin antecedentes familiares de EC. Los
AATGt presentes en ambos controles se determinaron mediante los sistemas comerciales antes
mencionados. Obtenido el resultado, los controles se filtraron por una membrana de acetato de
celulosa de 0.45 pm (Sartorious AG, Gotingen, Alemania). Se realizaron partes alicuotas de 150
uL, que se conservaron a -20 °C hasta el momento del ensayo, y se utilizaron en menos de cinco
ciclos de congelacion y descongelacion.

Para establecer los otros controles, se realiz6 una curva de dilucion por duplicado del CPF en
el CN y se escogieron las diluciones 1:50, que se denomind “Control Positivo Medio” (CPM); y
1:100: el ultimo punto de la curva detectado por el sistema ELISA Celikey IgG, que se denomin6
“Control Positivo Débil” (CPD). Se debe aclarar que la presencia de AATGt en esta dilucion
1:100 result6d indeterminada por el Celikey IgA. Las diluciones escogidas respectivamente como
CPM y CPD se preparaban en el momento de su uso, y los sobrantes se desechaban a la
conclusion del ensayo. La Tabla 3 muestra los valores de las concentraciones de las clases
IgA/IgG AATGt de los controles empleados en la calibracion del sistema.

Tabla 3. Valores de las concentraciones de las clases [gA/IgG AATGt de los controles
empleados en la calibracion del sistema. Se hicieron determinaciones duplicadas de
cada control. La escala de interpretacion fue como sigue: Negativo: Niveles de IgG o
IgA < 5 U/mL; Indeterminado: Entre 5 y 8 U/mL; y Positivo: > 8 U/mL

Control AATGt IgA AATGt IgG
U/mL, media = DE U/mL, media = DE

CPF > 100 > 100

CPM 21.00+1.41 30.00 £ 4.24

CPD 8.00+2.12 13.00+0.71

CN <5 <5

Leyenda: CPF: Control Positivo Fuerte; CPM: Control Positivo Medio; CPD: Control
Positivo Débil; CN: Control Negativo; DE: Desviacion estandar.

Titulacién de la concentracion de transglutaminasa en el recubrimiento: Grupos de 20
tiras de nitrocelulosa (NC) de 4 mm de ancho se recubrieron con 0.5; 1.0; 1.5 y 2.0 ug de
TGt/tira disuelta en tampon Tris-HCl 10 mmol/L, CaCl, 5 mmol/L (pH 7.5) a una distancia
aproximada de 4 cm del borde inferior de la tira. El volumen de aplicacion fue de 1 pL.
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Adicionalmente, se aplico 1 pL de una solucion acuosa del reactivo de control (compuesto por
una disolucién acuosa de un reactivo policationico) para alcanzar una concentracion de 0.15
pg/tira a una distancia aproximada de 5 cm del borde inferior de la tira. Sobre la membrana de
captura de eritrocitos se depositd la solucion del conjugado de TGt-oro a razén de 5 pL por cada
4 mm de matriz, previa dilucién 1:2 del conjugado entre 20 y 25 DO en la disolucion C del
conjugado (disolucion acuosa compuesta por polimeros, proteinas, surfactantes, carbohidratos, y
Azida de sodio 0.1 % para garantizar la estabilidad del conjugado una vez deshidratado sobre su
soporte en la tira inmunocromatografica).

Figura 3. Escala analogo-visual para la calificacion de la condicion de recubrimiento de la tira
reactiva. Se asignaron unidades arbitrarias (UA) segun la intensidad de la sefial obtenida en la
corrida cromatografica después del ensayo del control: Sefial fuertemente visible: 3 UA; Sefial
visible: 2 UA; y Seifial débilmente visible: 1 UA; respectivamente. Se asignd el valor de 0 a la
ausencia de sefial. Tiempo de corrida: 20 minutos.

3a 20A 1U4a 0UA

AN BN e bona

B — S

CPF CPM CPD CH

Leyenda: CPF: Control Positivo Fuerte; CPM: Control Positivo Medio; CPD: Control Positivo
Débil; CN: Control Negativo. A: Linea control B: Linea especifica.

Las tiras y la matriz liberadora del conjugado se secaron por dos horas a 37°C, para proceder
luego al montaje de la matriz y el material absorbente sobre la tira. Finalmente, se evaluaron las
tiras con las diferentes concentraciones de recubrimiento. La corrida cromatografica se realizd
con 100 puL de cada uno de los controles descritos previamente: CPF, CPM, CPD y CN; por
duplicado, y en un tiempo no mayor de 20 minutos. Llegado este punto, para considerar que un
ensayo cromatografico es rapido, el tiempo de corrida no debe ser mayor de 20 minutos. (200.
Jelinek y otros, 1999). Como criterio de seleccion para la mejor condicion de recubrimiento se
establecid que apareciera una sefial facilmente visible con el CPD, asi como una ausencia de
sefial con el CN. A la sefial producida por el CPF se le asign6 un valor arbitrario de 3 unidades, 2
unidades a la observada con el CPM, y 1 unidad a la del CPD. La ausencia de sefial del CN fue
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calificado como 0. En caso de que apareciera alguna sefial perceptible con el CN también se le
asigno (arbitrariamente) el valor de 1 unidad.

Seleccion del tiempo minimo de corrida: Una vez seleccionada la mejor condicion de
recubrimiento, se prepararon 30 tiras para determinar el tiempo Optimo minimo de corrida
cromatografica. Se siguid el mismo procedimiento descrito en ocasion de la titulacion de la
concentracion de TGt en el recubrimiento. Se evaluaron tiempos de 5, 10, 15 y 20 minutos;
respectivamente. La corrida cromatografica se realizd por duplicado con 100 uL de cada uno de
los controles: CPF, CPM, CPD y CN. Como criterio de seleccion para el tiempo de corrida, se
establecio que apareciera una sefal facilmente visible con el control CPD, ademads de ausencia de
sefial con el CN en un tiempo no mayor de 20 minutos. A las sefiales producidas con los distintos
controles se le asignaron los mismos valores arbitrarios de intensidad propuestos mas arriba.

Evaluacion del ensayo inmunocromatografico para la determinacién de los anticuerpos
antitransglutaminasa

Estudio de estabilidad acelerada a 60°C: Los resultados del estudio de estabilidad
acelerada del sistema inmunocromatografico a 60°C predicen de forma fiel la estabilidad del
mismo a temperatura ambiente, en condiciones reales de explotacion.'”®

Una vez seleccionada la mejor condicion de recubrimiento de la tira, y el tiempo de corrida,
se procedio nuevamente a conformar un grupo de 100 tiras con el mismo procedimiento descrito
mas arriba. Concluidos el secado y montaje, se procedid a colocar las tiras cortadas a 4 mm de
ancho dentro de los casetes plasticos. Estos se envasaron y se sellaron dentro de sobres de
aluminio plastificado (50 mm x 120 mm) con una bolsa de silica gel como desecante. Cincuenta
tiras se sometieron a un estrés térmico de 60°C durante 9 dias, mientras que las otras 50 se
conservaron a TA (20-25°C).

Durante la conduccion del estudio de estabilidad acelerada las tiras se evaluaron diariamente,
y la corrida cromatografica se realizé por duplicado con 100 pL de cada uno de los controles
previamente preparados: CPF, CPM, CPD y CN. Como criterio de estabilidad se establecio que
apareciera en un tiempo no mayor de 20 minutos una sefal facilmente visible con el control
CPD, y ausencia de sefial con el CN. A las sefales producidas con los distintos controles se le
asignaron los mismos valores arbitrarios de intensidad propuestos mas arriba.

Como criterios adicionales de estabilidad se establecid que en todas las tiras tenia que
aparecer la sefial en la linea control del ensayo, y que, ademas, el conjugado debia desprenderse
totalmente de su matriz liberadora. Una vez concluida la corrida cromatografica, se procedio a
desarmar los casetes para inspeccionar visualmente la extension del desprendimiento del
conjugado de la matriz liberadora.

Estudio de estabilidad acelerada a 60 °C con agente protector en el recubrimiento: Con
este proposito, y siguiendo el mismo procedimiento descrito en el acapite correspondiente, se
conformo6 un primer grupo de 100 tiras sin agente protector en el recubrimiento; y un segundo
grupo también de 100 tiras con el agente protector en el recubrimiento. Se siguio el protocolo ya
descrito para la evaluacion de la estabilidad del sistema.

Estudio de estabilidad a tiempo real y a temperatura ambiente: Una vez seleccionadas
las condiciones para la operacion del sistema, luego de concluida la evaluacion de la estabilidad
acelerada, se conformaron 200 tiras con el procedimiento antes descrito, y se almacenaron a
temperatura ambiente (20 — 25°C) hasta el momento del ensayo. Las tiras se evaluaron
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mensualmente durante 15 meses. Se siguid el protocolo descrito para la evaluacion de la
estabilidad del comportamiento del sistema en las nuevas condiciones.

Determinacion de la sensbilidad y especificidad diagndsticas del sistema
inmunocromatogr afico: La sensibilidad diagnéstica del sistema se estimd después del ensayo
de muestras de suero de 50 pacientes celiacos sin tratamiento, diagnosticados segun los criterios
de la ESPGAN." Tres de ellos tenian, ademas, una deficiencia selectiva de IgA. Para la
evaluacion de la especificidad diagndstica del sistema se evaluaron muestras de 40 pacientes que
presentaban desordenes intestinales diversos, pero en los que se desecho la presencia de la EC
mediante biopsia de yeyuno.

Los sueros utilizados en esta fase del estudio, y la informacion relativa a ellos, fueron
cedidos gentilmente por los doctores José Antonio Garrote y Eduardo Arranz, ambos del
Hospital Clinico Universitario de la ciudad de Valladolid (Espaiia).**

Todas estas muestras de suero se ensayaron con un sistema ELISA comercial para los
anticuerpos AATGt IgA (Celikey IgA, Pharmacia & Upjohn, Freiburg, Alemania), y los
anticuerpos IgA contra endomisio de mono (BioSystem, Barcelona, Espafia); asi como por el
sistema inmunocromatografico desarrollado en este trabajo.

La sensibilidad y especificidad diagndsticas de estos tres sistemas en comparacion (a saber:
ELISA, inmunofluorescencia indirecta, y ensayo inmunocromatografico) se calcularon teniendo
el resultado de la biopsia de yeyuno como estandar de oro para el diagndstico de la EC.

Evaluacién del rendimiento del sistema inmunocr omatogr &fico con muestras de sangre,
suero y plasma: En esta fase del estudio, se utilizaron muestras de sangre, suero y plasma de
225 individuos. Veinticinco de ellos estaban ingresados en el Instituto de Gastroenterologia de
La Habana (Cuba) en espera de una biopsia de yeyuno confirmatoria de EC debido a la elevada
sospecha de la presencia de esta afeccion. Los 200 sujetos restantes estaban aparentemente
sanos, y se encontraban sujetos a examenes médicos de rutina a pedido de un centro laboral de la
antigua Provincia Habana.

De cada sujeto se obtuvo el correspondiente consentimiento informado, y se le rellend una
planilla con datos personales de caracter sociodemografico y de salud. Completados estos pasos,
se le extrajeron 10 mL de sangre por puncion venosa antecubital (siempre que fuera posible), y la
presencia de AATGt en 100 pL de la sangre recién colectada fue determinada por el método
inmunocromatografico desarrollado y descrito previamente.

El resto de la sangre se distribuy6 a partes iguales entre un tubo seco para la recuperacion del
suero, y otro tratado con citrato de sodio al 3.2%, para la obtencion del plasma. Los tubos fueron
centrifugados, y se realizaron alicuotas de 200 puL de suero o plasma, que se conservaron a -20°C
hasta la posterior determinacion de los AATGt.

Los resultados de la biopsia yeyunal de los 25 pacientes con sospecha de EC se obtuvieron a
posteriori. En todas las muestras se observaron cambios morfologicos de la histologia de la
mucosa intestinal que fueron compatibles con el diagnéstico de EC.

La presencia de los AATGt en las muestras de suero o plasma de los individuos
aparentemente sanos se determind mediante el sistema ELISA Celikey IgA (Pharmacia &
Upjohn, Diagnostics AB, Freiburg, Alemania). Los sujetos aparentemente sanos que resultaron
positivos para AATGt por cualquiera de los métodos seroldgicos fueron remitidos a la Consulta
ambulatoria de Gastroenterologia para la confirmacion de la presencia de la EC mediante biopsia
de yeyuno. Adicionalmente, en estos sujetos se realizd el genotipaje de las moléculas de HLA-
DQ2/DQ8, segun el protocolo descrito mas adelante.
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Repetibilidad: Imprecisién intraensayo: Para la evaluacion de la imprecision intra-ensayo
del sistema inmunocromatografico, se utilizaron las tiras del lote destinado al estudio de
estabilidad en tiempo real descrito mas arriba. La corrida cromatogréfica se realizé con cinco
réplicas de 100 pL de cada uno de los controles: CPF, CPM, CPD y CN. El analisis se realizd
por dos observadores.

Reproducibilidad: Imprecisién interensayo: Para la evaluacion de la imprecision inter-
ensayo, se utilizaron las tiras del lote destinado al estudio de estabilidad en tiempo real descrito
mas arriba. Para ello, la corrida cromatografica se realiz6 por duplicado con 100 puL de cada uno
de los controles: CPF, CPM, CPD y CN, a lo largo de cinco dias consecutivos. El andlisis se
realiz6 por dos observadores.

Imprecision interlote: Para la evaluacion de la imprecision entre-lotes, se utilizaron tiras
preparadas seglin el protocolo para el estudio de la estabilidad acelerada a 60°C. Se conformaron
de esta manera tres lotes de 50 tiras cada uno. La corrida cromatografica se realizo por duplicado
con 100 pL de cada uno de los controles: CPF, CPM, CPD y CN; con tiras de cada uno de los
lotes preparados. El andlisis se realiz6 por dos observadores.

Comparacién de métodos: El desempeifio del sistema inmunocromatografico desarrollado y
descrito en este trabajo se compar6 con los de otros sistemas disponibles para la determinacion
de AATGt. Para ello, se adquirieron cantidades suficientes de los sistemas analiticos CD1 anti-
TGt y CD1+2 anti-TGt (Operon, Espaiia).'”

Una vez atemperados los materiales a utilizar en el ensayo, el suero problema se diluy6
convenientemente, segun las especificaciones del fabricante, y empleando siempre las soluciones
tampones correspondientes: CD1 anti-TGt: 1:10; CD1+2 anti-TGt: 1:30. Las diluciones se
hicieron en viales de 1.5 mL de capacidad. Hechas las diluciones, se extrajeron de su envoltorio
las tiras a utilizar, y se introdujeron en posicion vertical en los viales de reaccion. Al sumergir las
tiras en las muestras se tuvo el cuidado de no sobrepasar la zona marcada con las flechas. Se
fijaron 10 minutos de duracion de la corrida cromatografica. El analisis se realizd por 2
observadores.

También se evalu6 si los resultados obtenidos con el sistema inmunocromatografico
concordaban con los emitidos por otro laboratorio que utilizara diferentes métodos analiticos.
Para ello, se ensayaron muestras de suero de 22 pacientes celiacos estudiados y diagnosticados
en el Hospital Clinico Universitario de Valladolid (Espaia). El diagndstico de EC incluy6 el
aspecto de la mucosa yeyunal después de biopsia, la presencia de anticuerpos AATGt IgA y/o
IgG (Celikey IgA, Celikey IgG; ambos de Pharmacia & Upjohn, Freiburg, Alemania); y la
presencia de los alelos HLA-DQ2.

El ensayo se extendié para incluir muestras de suero obtenidas de otros 22 pacientes en los
que no se pudo demostrar la presencia de AATGt. Estos pacientes se distribuyeron de la manera
siguiente: 19 familiares en primer grado de enfermos celiacos, 2 pacientes celiacos sujetos a
DLG, y un paciente atendido por una enfermedad inflamatoria intestinal .

Los sueros de los 44 sujetos utilizados en este ensayo fueron cedidos gentilmente por el Dr.
Eduardo Arranz. Las muestras de los sujetos fueron ensayadas “a ciegas” en los laboratorios del
CIGB de La Habana, y los resultados contrastados a la conclusion del andlisis.

Finalmente, se prepardé un lote de 200 tiras reactivas en la Unidad de Produccion de
Diagnosticadores del CIGB de la ciudad de Sancti Spiritus (Sancti Spiritus, Cuba); y 100 de éstas
fueron remitidas al Dr. Arranz para la realizacion in Situ de ensayos de comparacion de métodos.

* . so4
Las cinco muestras faltantes no eran utiles para el uso a su llegada.



S37 Material y Método Vol 23 No 1 (Suplemento)

Aplicacion del sistema inmunocromatografico en pacientes con trastornos
gastrointestinales de etiologia no aclarada: Con el sistema inmunocromatografico desarrollado
y descrito en este trabajo se ensayaron 637 muestras de sueros AAG-positivos que fueron
obtenidas de pacientes con trastornos gastrointestinales de etiologia no aclarada que eran
atendidos en el Instituto de Gastroenterologia de La Habana (Cuba). La edad promedio de estos
pacientes fue de 12.0 £ 10.9 afios. Los pacientes cuyas muestras resultaron AATGt-positivos
fueron localizados telefonicamente y reevaluados en la consulta ambulatoria de
Gastroenterologia para la realizacion de una biopsia yeyunal confirmatoria. Los casos de
discrepancia entre los resultados de la determinacion de los AATGt y la biopsia yeyunal fueron
resueltos mediante el tipaje de los genes HLA DQ2/DQS, segun el protocolo descrito mas
adelante, y respetando la voluntad del enfermo, expresada en la correspondiente acta de
consentimiento informado.

Aplicacion del sistema inmunocromatogréfico en pacientes infectados por Giardia
lamblia: Con el sistema inmunocromatografico desarrollado y descrito en este trabajo se
ensayaron muestras de sangre de 40 pacientes atendidos en la consulta ambulatoria de
Gastroenterologia (Edad: 37 + 13.7 afos; rango: 4 — 86 afios) debido a infeccion por Giardia
lamblia. El diagnodstico de giardiasis se establecid ante la presencia de formas adultas del
parasito en muestras de heces, y de trofozoitos en la aspiracion duodenal. Adicionalmente, se
investigo la presencia de EC mediante biopsia intestinal y determinacion de la presencia de AAG
y AATGt. La enfermedad celiaca se sospechd ante la existencia de alteraciones de apariencia de
la mucosa intestinal y la positividad de (al menos) uno de los marcadores seroldgicos. En todo
momento se respetd la voluntad del enfermo expresada mediante la correspondiente acta de
consentimiento informado.

La determinacion de la presencia de anticuerpos IgA frente a gliadina (IgA AAG) en las
muestras examinadas de sangre fue posible gracias a la gentileza de los Dres. José Antonio
Garrote y Eduardo Arranz (Hospital Clinico Universitario, Valladolid, Espafia). Para ello, se
empled el método ELISA IgA UniCAP Gliadin (Pharmacia & Upjohn, Diagnostics AB,
Freiburg, Alemania). Los IgA AATGt se determinaron, adicionalmente, mediante el sistema
ELISA Celikey IgA (Pharmacia & Upjohn, Diagnostics AB, Freiburg, Alemania).

Aplicacion del sistema inmunocromatogréafico en pacientes con Diabetes mellitus
insulino-dependiente: Mediante el sistema inmunocromatografico desarrollado y descrito en
este trabajo se ensayaron muestras de sangre de 208 pacientes (Edad: 19.0 + 9.3 afios; rango: 2 —
58 afios) diagnosticados de Diabetes mellitus insulino-dependiente (DMT1) y atendidos en el
Instituto Nacional de Endocrinologia (La Habana, Cuba). Los casos AATGt-positivos fueron
remitidos a la consulta ambulatoria de Gastroenterologia para la realizacion de una biopsia de
yeyuno confirmatoria de EC. En todo momento se respetd la voluntad del enfermo expresada
mediante la correspondiente acta de consentimiento informado.

Aplicacion del sistema inmunocromatogr afico en pacientes con Sindrome de Down y
tiroiditis autoinmune: Mediante el sistema inmunocromatografico desarrollado y descrito en
este trabajo se ensayaron muestras de suero obtenidas de 263 pacientes con sindrome de Down y
100 enfermos diagnosticados con tiroiditis autoinmune, respectivamente. Las muestras de suero
se conservaban a temperatura de congelacion en el Instituto de Gastroenterologia de La Habana
(Cuba) y el Instituto Nacional de Endocrinologia, respectivamente. El médico de cabecera del
paciente fue notificado del resultado del marcador serologico, y se le recomendo la realizacion
de una biopsia de yeyuno para la confirmacion del diagnostico de la EC en los casos AATG-
positivos.
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Adicionalmente, las muestras de suero fueron ensayadas para la presencia de AAG mediante
el método AuBIO Dot Antigliadina (Heber Biotec S.A, La Habana, Cuba). El método ofrece tiras
de poliestireno blanco opaco con ocho pocillos recubiertas con gliadina de trigo (Sigma, EEUU).
Brevemente, el suero problema se diluy6d 1:50 con tampon de lavado (PBS-Tween 20 al 0.5%),
se afiadié al pocillo correspondiente, y se incubd durante 20 minutos a temperatura ambiente.
Después de lavar los pocillos de reaccion con PBS-Tween 20 al 0.5%, se afiadio el conjugado de
proteinas A y oro coloidal, y dejo incubar por otros 10 minutos. Posteriormente, los pocillos se
lavaron con PBS-Tween 20 al 0.5%, y se les afiadi6 una solucion de iones de plata (Amersham
Rainham, Essex, Reino Unido) durante 5 minutos mas. La reaccion se terminé afiadiendo agua
destilada en exceso, y se inspecciond visualmente el color desarrollado en el pocillo. La
intensidad del color en cada pocillo fue directamente proporcional a la concentracion de AAG
presente en la muestra problema. El estuche de reactivos incluye un control positivo y otro
negativo para la clasificacion visual de las muestras problema (Garrote y otros, 1999).

Aplicacion del sistema inmunocromatografico en adultos sanos: Mediante el sistema
inmunocromatografico desarrollado y descrito en este trabajo se ensayaron las muestras de
sangre de 200 sujetos aparentemente sanos que se encontraban sujetos a exdmenes médicos de
rutina a pedido de un centro laboral de la antigua Provincia Habana, como se ha expuesto mas
arriba.

Aplicacion del sistema inmunocromatografico en nifios sanos: Mediante el sistema
inmunocromatografico desarrollado y descrito en este trabajo se ensayaron muestras de suero de
595 ninos aparentemente sanos, libres de antecedentes de voOmitos, diarreas, distension
abdominal, y retraso del crecimiento; y sin historia de familiares con EC. Los nifios provenian de
la provincia de Pinar del Rio, y tenian edades entre los tres afios cumplidos y los 3 afios 11 meses
y 29 dias. Las muestras se suero se conservaban a temperatura de congelacion en el Instituto de
Gastroenterologia de La Habana (Cuba).

Adicionalmente, se ensayd la presencia de IgA e IgG AATGt en las muestras de suero
mediante los sistemas comerciales Celikey IgA y Celikey IgG (Celikey Pharmacia & Upjohn,
Diagnostics AB, Freiburg, Alemania).

El médico de cabecera del paciente fue notificado del resultado del marcador serologico
(independientemente del método empleado), y se le recomendd la realizacion de una biopsia de
yeyuno para la confirmacion del diagnostico de la EC en los casos AATG-positivos.

Concordancia entre e sistema inmunocromatografico y la biopsia yeyunal: La
concordancia entre los resultados del sistema inmunocromatografico y la biopsia yeyunal se
estim6 con los valores obtenidos con cada proceder en 103 pacientes incluidos en los diferentes
grupos de riesgo descritos mas arriba.

Estudios familiares: Se seleccionaron 22 enfermos celiacos (Edad: 15.0 = 5.5 afios; rango:
2 — 35 anos) diagnosticados y atendidos en el Instituto de Gastroenterologia de La Habana
(Cuba) para la realizacion de estudios familiares. Cuatro de los enfermos seguian una DLG. El
diagnodstico de EC se establecié ante la concurrencia de AATGt positivos detectados por el
sistema inmunocromatografico desarrollado y descrito en este trabajo, y el aspecto de la mucosa
yeyunal calificada seglin los criterios de la ESPGAN.136

Junto con los enfermos se estudiaron 54 familiares de primer grado. Se incluyeron en el
protocolo de trabajo 60 sujetos aparentemente sanos apareados por sexo, edad y color de la piel,
para que sirvieran de controles. De todos ellos se retiraron muestras de sangre que fueron
ensayadas con el sistema inmunocromatrografico para la determinacion de los AATGt. En todo
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momento se respetd la voluntad del enfermo expresada mediante la correspondiente acta de
consentimiento informado.

Los casos AATGt-positivos fueron remitidos a la consulta ambulatoria de Gastroenterologia
para la realizacion de una biopsia de yeyuno confirmatoria de la presencia de EC.

Genotipaje HLA-DQ: La presencia de los alelos HLA DQ2/DQ8 en pacientes seleccionados
y sus familiares se determind mediante la amplificacion de restos digeridos de material genético
obtenido de globulos blancos de la sangre gracias a la reaccion en cadena de la polimerasa. Se
empled el sistema Go Taq PCR Core System |l (Promega, EEUU). Los fragmentos amplificados
fueron resueltos mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%. La tabla 4 muestra los alelos
HLA analizados en el estudio, junto con las condiciones empleadas para la amplificacion de los
fragmentos digeridos.'*

Tabla 4. Cebadores y condiciones del PCR para los alelos de HLA analizados, tal y como fue tomado
del manuscrito de Olerup y otros (1993), y citado en [180]. Se completaron 30 ciclos en cada una de las
3 fases del ensayo.

HLA-alelos Cebadores(5’-3”) [MgCl12], mM °C
HLA-DQ2
HLA-DQA1*0501 ACG GTC CCT CTG GCC AGT A 2.0 95/62/72
AGT TGG AGC GTT TAA TCA GAC
HLA-DQB1*02 GTG CGT CTT GTG AGC AGA AG 2.0 95/62/72
GCA AGG TCG TGC GGA GCT
HLA-DQS
HLA-DQA1*0301 TTC ACT CGT CAG CTG ACC AT 2.0 95/62/72
CAA ATT GCG GGT CAA ATCTTCT
HLA-DQB1*0302 GAC GGA GCG CGT GCG TTA 2.0 95/60/72
AGT ACT CGG CGT CAG GCG
Control interno
DR52 TGC CAA GTG GAG CACCCA A 2.0 95/62/72

GCA TCT TGC TCT GTG CAG AT

Leyenda: [MgCl2]: Concentracion (en mM) de Cloruro de magnesio empleada en el ensayo.
°C: Temperatura de Desnaturalizacion/Hibridacién/Extension de la reaccion en cadena de la polimerasa
para cada alelo HLA.

Procesamiento de los datos y analisis estadistico de los resultados

El procesamiento de los datos y el andlisis estadistico de los resultados se realizd con el
programa EPIDAT (version 3.1) para el analisis epidemiologico de los datos tabulados.
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La sensibilidad se estim6 del porcentaje de individuos enfermos que tienen un resultado
positivo; mientras que la especificidad se calculé como el porcentaje de individuos no enfermos
que tienen un resultado negativo:

Sensibilidad, % = Verda.d.eros Positivos . < 100 @)
(Verdaderos Positivos + Falsos Negativos)

3)

Verdaderos Negativos

Especificidad, % = x 100

(Verdaderos Negativos + Falsos Positivos)

Los estimados de sensibilidad y especificidad se expresaron como porcentajes, y se
acompanaron de los correspondientes intervalos de confianza (IC) al 95% de confiabilidad.

El grado de concordancia entre los resultados de los sistemas evaluados se determind
mediante el indice Kappa de Concordancia (K). El indice K se utiliza para determinar hasta qué
punto la concordancia observada es superior a la que cabe obtener del puro azar."™'® En caso de
acuerdo perfecto, K = 1. Si no existiera acuerdo alguno, K = 0. La Tabla 5 muestra los valores
notables del indice K.

Tabla 5. Escala de rangos posibles de valores (léase grados de
concordancia) del indice K.

Kappa Grado de acuerdo
<0.00 Sin acuerdo
>0.00-0.20 Insignificante
0.21-0.40 Discreto
0.41-0.60 Moderado
0.61 -0.80 Sustancial
0.81 -<1.00 Casi perfecto
1.00 Perfecto

Fuente: Referencia [181].

Para la evaluacion de la seguridad de las pruebas diagnosticas se tuvieron en cuenta los
valores predictivos positivo (VPP) y negativo (VPN). El VPP representa la probabilidad (la
proporcion de sujetos) de presentar realmente la enfermedad, cuando el resultado de la prueba es
positivo. Por su parte, el VPN es la probabilidad (proporcion de sujetos) de no tener la
enfermedad cuando el resultado es negativo:
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VPP = Verdaderos Positivos

4)

(Verdaderos Positivos + Falsos Positivos)

Verdaderos Negativos (5)

VPN = : :
(Verdaderos Negativos + Falsos Negativos)

La frecuencia de ocurrencia de los alelos DQ2/DQS8 del sistema HLA en los enfermos
celiacos, los familiares de primer grado de éstos, y los sujetos aparentemente sanos se estimé
mediante técnicas estadisticas basadas en tablas de contingencia 2 x 2, como el test de la
probabilidad exacta de Fisher y el test de ji-cuadrado corregido segiin Yates para valores
observados de casillas < 5. El calculo del estadigrafo del test se acompaiié de la razon de
disparidades. Para todos los casos se considerd que existian diferencias significativas si la
probabilidad de ocurrencia del resultado fuera < 0.05.

Los célculos estadisticos se realizaron con el sistema SPSS version 11.0 (SPSS Inc., Chicago,
[llinois).




