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Presentacion

La presente Tesis Doctoral surgidé para tratar de responder a la
pregunta clinica, surgida de mi asistencia clinica diaria como médico
pediatra en el Centro de Salud de Maracena: éiqué prevalencia de
enfermedad celiaca silente o subclinica existe en nuestra area en nifios
pequefios? ¢podemos detectarla de alguna manera facil, accesible y
barata? En nuestra poblacién existen escasos estudios que puedan
responder a esa pregunta.

Ciertamente, a nivel mundial estd cada vez mas aceptado que la
mayor parte de los casos de celiaquia no son aparentes clinicamente. Era
esperable que en nuestro medio ocurriese algo similar, si bien es cierto que
los resultados de prevalencia han superado las expectativas. Los resultados
de esta Tesis Doctoral permiten concluir que la celiaquia silente en nuestro
medio presenta una incidencia al menos tan elevada, si no superior, a la
descrita por trabajos previos de grupos con gran experiencia clinica.
Ademas, el estudio de validez del sistema de diagndstico rapido mediante
tiras reactivas capilares se muestra como una prueba de screening fiable,
con elevado valor predictivo negativo aplicado en poblacion
aparentemente sana.

Este trabajo, publicado en Pediatric Research en Septiembre de
2015, es la culminacién de un proyecto iniciado hace 6 afos, y cuya
finalidad ultima es mejorar la atencidn clinica de los nifios con enfermedad
celiaca. Con esta humilde pero valiosa contribucién confio que, al menos
en nuestro medio, la deteccién de enfermedad celiaca oculta sea mas
factible, para instaurar un tratamiento eficaz en estos nifios, y de esa
manera mejorar su calidad de vida y evitar posibles complicaciones. Este es
el objetivo ultimo de cualquier médico, tanto en su faceta asistencial como
investigadora.

Dra Maria Vega Almazan Fernandez de Bobadilla.
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Resumen

Introduccion: La enfermedad celiaca es una enteropatia inmunomediada
causada por la permanente sensibilidad al gluten en individuos
genéticamente susceptibles que puede reconocerse a cualquier edad y que
afecta a multiples 6rganos y sistemas. Por su elevada prevalencia y por su
variables formas clinicas es buena candidata al cribado poblacional.

Objetivos: Los objetivos del presente estudio son estudiar la prevalencia
oculta de enfermedad celiaca en poblacion infantil de 2 a 4 afios de edad y el
andlisis de la validez diagndstica de dispositivos inmunocromatogréficos
para la medicién de autoanticuerpos como técnica de screening de
enfermedad celiaca.

Métodos: Se incluyeron 198 nifios de 2-4 afios de edad. Se les aplicd un
protocolo consistente en entrevista clinica, estudio antropométrico,
determinacion de antigliadina y antitransglutaminasa IgA e IgG mediante
dispositivo inmunocromatografico visual y mediante enzimoinmunoensayo,
anticuerpos antiendomisio por inmunofluorescencia, hemograma y
bioquimica completa y pardmetros nutricionales.

Resultados: La prevalencia de enfermedad celiaca en nuestra poblacion,
segun el test serolégico para la deteccion de anticuerpos IgA antiendomisio
y antitransglutaminasa y posterior confirmacion histolégica fue del 3,03 %.
El dispositivo CD2WB mostré una alta sensibilidad (100 %) y valor
predictivo negativo (1) en la deteccidn de enfermedad celiaca oculta.

Conclusiones: La prevalencia de EC silente encontrada en nuestra
poblacion de nifios de 2 a 4 afios de edad fue superior a la descrita en otros
trabajos. El dispositivo inmunocromatografico visual CD2WB mostré una
elevada sensibilidad, concluyendo su excelente perfil como técnica de
screening para la enfermedad celiaca oculta.
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| INTRODUCCION

1.1 Concepto, patogenia y clinica de la enfermedad celiaca

La enfermedad celiaca (EC) es un trastorno sistémico de base inmunologica
causado por la ingesta de gluten y otras proteinas similares, y que acontece en
sujetos genéticamente predispuestos. Se caracteriza por una combinacion variable
de elevacion de titulos de autoanticuerpos especificos de EC, enteropatia
inflamatoria con diversos grados de severidad, y un amplio abanico de sintomas y
signos clinicos tanto digestivos como a nivel sistémico’. Aunque hay referencias
muy antiguas describiendo el espectro clinico de la EC, la primera descripcion
completa de la enfermedad se realiz6 en 1888 por Samuel Gee, siendo
posteriormente un pediatra holandés, William Dicke el que asocié la EC con la
ingesta de gluten. ? Sin embargo, no fue hasta 1956, cuando el desarrollo de la
biopsia de yeyuno permitié la aproximacién a la EC tal y como la conocemos hoy,
como una entidad que provoca tipicas alteraciones a nivel de las microvellosidades
intestinales del intestino delgado® Con el tiempo, se tomé conciencia de que la EC
no afecta exclusivamente al tubo digestivo, ya que en realidad puede producir
nUMerosos signos y sintomas extraintestinales como dermatitis herpetiforme, aftas

orales, retraso del desarrollo, asi como complicaciones cardiovasculares y malignas.

Segin Polanco, “la EC consiste en una intolerancia permanente a la
gliadina y proteinas afines que estan presentes en ciertos cereales (trigo, avena,
cebada y quizés centeno), que cursa con atrofia severa de la mucosa del intestino
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delgado superior, cuya consecuencia es un defecto de utilizacion de nutrientes
(principios inmediatos, sales y vitaminas) a nivel del tracto digestivo, cuya
repercusion clinica y funcional va a estar en dependencia de la edad y situacion

fisiopatoldgica del paciente™.

Actualmente, se sabe que en la EC confluyen tres factores que
contribuyen a su etiopatogenia: factores ambientales, inmunoldgicos y

genéticos. Ninguno por si solo es capaz de desencadenar la lesion.

a) Triggers/Inmunidad:

Las proteinas del endosperma del trigo constituyen una mezcla compleja y
fueron clasificadas por Osborne en cuatro fracciones de acuerdo a su solubilidad.
En agua, las albuminas, en soluciones salinas, las globulinas, en solventes
alcohdlicos las gliadinas y solo solubles en condiciones mas enérgicas, las
gluteninas®. El anélisis de la gliadina ha identificado mas de 100 componentes que
pueden agruparse en cuatro grupos principales, como: (w5, wl,2, alfa/beta,
gammagliadinas). La visién actual de la patogenia involucra dos clases de péptidos
toxicos: aquellos capaces de generar una alteracion muy rapida en la mucosa por
mecanismos inflamatorios y de la respuesta innata, y otros que inducen la respuesta

adaptativa >°.
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b) Sustrato genético

Los factores genéticos son una causa predisponente de enfermedad celiaca,
debido a la agregacion familiar con la que se presenta y a la concordancia de hasta
un 85 % en gemelos monocigotos. El riesgo relativo en familiares de primer grado
es muy elevado cuando se compara con la poblacién control'®. La pérdida de
tolerancia al gluten que es el eje fundamental que define la EC no se produce en
todas las personas. Se necesita de una susceptibilidad individual para que se
produzca la pérdida de tolerancia. Esta susceptibilidad est4 asociada en un 95% de
los casos a los haplotipos DR3-DQ2, DR5/7-DQ2 y menos frecuentemente al DR4-
DQ8 (5%) del sistema HLA de clase Il. La mayoria de los pacientes (96-100%)
presentan una variante DQ2 (alelos DQA1*05/DQB1*02) y otros una variante de
DQ8 (DQA1*03/DQB1*0302) frente solamente al 20-30 % de la poblacion sana.
La asociacion entre los HLA (COELIAC1 localizado en el cromosoma 6p21) vy la
EC es muy fuerte comparada con otras enfermedades asociadas a HLA™ y confiere
hasta un 40 % del riesgo total. Sin embargo se estima que el efecto genético
atribuible al HLA es del 53%. Mas del 90% de los pacientes expresan el

heterodimero HLA-DQ?2 codificado por los alelos DQA1*05 y DQB1*02

Sin embargo, el DQ2 esta presente en un tercio de la poblacién que ademas
tiene efecto cuantitativo pues el individuo homocigoto para DQ2 tiene 5 veces mas

riesgo de EC; por lo que el HLA es sélo un elemento mas en la patogenia de la EC,
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condicion necesaria pero no suficiente para desarrollar la enfermedad. EI mapeo

genético completo permitira conocer la relacién causal con enfermedad celiaca 2%,

c¢) Cofactores ambientales

Cammarota y colaboradores concluyeron que el interferon alfa podia activar
la EC en personas predispuestas’®. Las infecciones intestinales aumentan
transitoriamente la permeabilidad intestinal que liberaria transglutaminasa.
Clasicamente, las infecciones virales se han relacionado con la patogénesis de las
enfermedades autoinmunes a través de una serie de mecanismos propuestos de
interaccion virus-enfermedad autoinmune. La infeccion del huésped y la interaccion
entre la respuesta inmune y el propio virus proporciona un sustrato que hace al
huésped y sus drganos potencialmente vulnerables a padecer inmunopatologia.
Aunqgue no se ha demostrado un vinculo directo entre ningun virus o antigeno viral
y la EC, las infecciones por Rotavirus parece que aumentan el riesgo de aparicion
de EC en personas susceptibles®>*® habiéndose demostrado una elevada presencia
de anticuaerpos frente a la glicoproteina capsular VP7 del rotavirus en pacientes
con diabetes mellitus tipo 1 y EC. Asimismo, la homologia de algunos péptidos de
la gliadina con determinantes antigénicos de Candida albicans podria influir en la

patogenia de la EC intestinal y de la dermatitis herpetiforme®®.

Parece que las hormonas sexuales también tienen un papel relevante en el

desarrollo de EC. El reciente estudio de Roma et al de 2009 encuentra una relacion

16



2:1 de sexo femenino sobre masculino en los pacientes celiacos, en concordancia
con estudios previos®. Otro factor a considerar es la introduccién del gluten en
pequefias cantidades durante la lactancia materna, pues parece ser un factor
protector para el desarrollo de la enfermedad®. Por dltimo, Depaolo et al
publicaron en 2011 que la presencia de IL-15 y acido retinoico son estimulantes de
la respuesta inmunoinflamatoria, y que por el contrario el suplemento de Vitamina
C en la EC inhibe la produccién de IL-15 por lo que se anula la cascada

inflamatoria®®?3,

m Clinica de la enfermedad celiaca

Como ya se ha referido con anterioridad, La EC es mas frecuente en
mujeres que en hombres, con una relacién 2:1. Los picos de edad de mayor

incidencia de la enfermedad son entre 1-3 afios y entre 30-50 afios.

El trabajo de Garampazzi y cols. nos muestra como durante el
periodo 1987-1990 el porcentaje de diagnosticos de EC con presentaciones
tipicas era del 75 % frente a un 25 % de presentaciones atipicas; sin
embargo durante el periododécadas 2001-2006 se observé una inversion con

un 45 % de presentaciones tipicas y un 55 % de atipicas®*°. (Figura 1)

17



Figura 1: Evolucion del diagnéstico de EC a lo largo de las dltimas
décadas, conun predominio actual de las formas no clésicas o
atipicas.
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a) Forma clasica: predomina la sintomatologia gastrointestinal junto
a palidez, cabello ralo, aftas de repeticion, estacionamiento de la curva
ponderal, disminucién del tono postural y alteracion del caracter con

irritabilidad, lo que se conoce como “habito celiaco™

. En este caso el patron
clinico malabsortivo puede traducirse en déficit de hierro, folatos
hipoproteinemia, déficit de vitamina B12, vitamina D, hipocalcemia, y

elevacion de transaminasas. Acontece entre los 6 y 24 meses de edad.

Presentan serologia positiva y en la biopsia atrofia vellositaria.
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b) Forma atipica: Se manifiesta en nifios de mayor edad. La anemia
es un hallazgo frecuente en estos pacientes y se encuentra en un 12-69 % de
los nuevos diagnosticos, siendo de origen ferropénico en un 46 % de los
casos de EC subclinica® y en menor porcentaje anemia por déficit de
vitamina B12. La dermatitis herpetiforme se considera una variante de la EC

y responde a la eliminacion del gluten de la dieta®’.

c) Forma silente: No hay manifestaciones clinicas pero si serologia
positiva y lesiones tipicas de EC en la mucosa del Intestino delgado. El
diagnostico suele ser casual o fruto de estrategias de screening poblacional o
de familiares de riesgo. El estudio de 2002 de Cilleruelo refleja una

prevalencia de EC oculta o silente de 1/281%

, 'y confirmando el conocido
término de “iceberg celiaco” acufiado por Richard F.A. Logan, expresion

gréfica de la alta prevalencia oculta de EC (figura 2).

d) Forma latente: es aquélla en la que tomando una dieta libre, no
hay sintomas evidentes ni tampoco atrofia vellositaria. Puede ocurrir en los
casos diagnosticados en la infancia que siguieron dieta sin gluten un tiempo
y posteriormente interrumpieron la dieta, o bien casos con serologia positiva

e histologia normal.

e) Forma potencial: término acufiado por Ferguson, para aquellos

pacientes que no tienen y nunca han tenido una biopsia intestinal patologica
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pero presentan anomalias inmunoldgicas similares a las encontradas en la
enfermedad celiaca. Pueden tener una predisposicion genética a padecer la

enfermedad, pero no tienen ningun dato real ni clinico ni anatomopatoldgico

para realizar el diagndstico.

f) EC refractaria: cuando la atrofia vellositaria persiste tras 12

meses de dieta sin gluten o hay clinica grave. Presentan clinica consistente

en diarrea, dolor abdominal, sangrado digestivo, malabsorciéon y anemia

Puede mejorar con nutricion enteral y tratamiento inmunosupresor?°.

Figura 2: Representacién esquematica del iceberg celiaco: ndtese la alta prevalencia de EC

sin evidentes manifestaciones clinicas, pero con potencial dafio histolégico en las
30
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I.11 Epidemiologia de la enfermedad celiaca

Hace 20 afios la EC era considerada una enfermedad poco frecuente,
que afectaba fundamentalmente a nifios de origen caucasiano, y que se manifestaba
con un cuadro de malabsorcion intestinal durante los primeros afios de la vida. En la
actualidad, la EC es un proceso frecuente, de distribucién mundial, que afecta tanto
a nifios como a adultos y que puede manifestarse con formas clinicas atipicas o
silentes. El condicionamiento genético y ambiental de la EC hace que la
distribucion de la enfermedad varie de unas regiones a otras, siendo descrita como
enfermedad rara en EEUU y en paises asiaticos y con prevalencia elevada en zonas
del Sahara (5,6 %)%, probablemente debido a una distribucién especial de los
HLA en esta poblacion, secundario a los altos niveles de consanguinidad y la

ingesta elevada de gluten.

Los primeros datos sobre prevalencia de EC datan de estudios en poblacion
general. Hacia los afios 1950 y 1960 se realizaron los primeros estudios
epidemioldgicos, basados exclusivamente en la presencia de sintomas y signos
gastrointestinales; en dichos trabajos se demostré una prevalencia entre 1/4000 y
1/8000, realizados principalmente en Reino Unido y Escocia®. Més adelante, la
disponibilidad de nuevos tests diagnoésticos como la serologia y la biopsia yeyunal
hicieron aumentar la deteccion de casos de EC, alcanzando sobre los afios 70 una

prevalencia de alrededor de 1/450 en estudios de Irlanda, Escocia y Suiza® .
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Mas recientemente, hace unos 20 afios en lItalia se comenzo el estudio
epidemioldgico de forma mas aproximada a lo que ahora conocemos, con las
pruebas seroldgicas como referente., y encontrandose que la prevalencia de EC era
muy superior a lo que hasta entonces se habia pensado. En una muestra de 17.201
estudiantes italianos se realizo screening seroldgico, y se encontré una prevalencia
(incluyendo casos conocidos de EC) de 5,44 por 1000 o 1:184 sujetos con una ratio
de casos diagnosticados/no diagnosticados de 1:7%". Se ha descrito una prevalencia
en poblacion escolar finlandesa e italiana de 1:99 y 1:106 respectivamente. Datos
similare1:87 y 1:105 se han encontrado en la poblacién estadounidense®*“. La
enfermedad es menos frecuente en la poblacién hispanoamericana y se piensa que
es rara en Africa central y Este de Asia. La variabilidad de los datos entre paises no
es sorprendente, dado que la distribucion genética de HLADQ2 y DQ8 y el

consumo de trigo muestran una diversidad mundial *°’ (figura 3 y tabla 3).

m Prevalencia de EC en Europa:

La prevalencia de EC en Europa ha sufrido un cambio. En los afios 1950s y
1960s la mayoria de paises presentaban cifras no superiores a 1/4000 6 1/5000. El
diagnostico se basaba solamente en la sintomatologia clinica y casi todos
presentaban la forma clasica con sindrome malabsortivo. Posteriormente con el
retraso de la introduccion del gluten a los 6-9 meses de vida en la dieta segun

normativa de la ESPGHAN en el afio 1980, se asistid a una disminuciéon de las
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formas clasicas a favor de las atipicas, retrasandose el diagndstico a la edad

preescolar, incluso a los adultos, disminuyendo a su vez la prevalencia.

Figura 3: Representacion esquematica de la gran variabilidad a lo largo y abcho del mundo en la
prevalencia de HLA DQ2 + y el consumo de trigo (adaptado de E. Lionetti et al, )

Frecuencia de HLA DQ2:
[ 14.2%

. 283%

Frecuencia de consumo de trigo /
[ 21 glpersonaldia

. 292 gl/personaldia
' 564 g/personaldia

23



De media la prevalencia de EC en Europa es de un 1% con amplia variacion
entre paises: 2 % en Finlandia, 1,2 % en lItalia, 0,9 % en Irlanda del Norte, 0,3 % en
Alemania. Son paises con alta ingesta de trigo y de frecuencia de HLA lo que

sugiere un vector genético y ambiental combinado®*343%:,

En la actualidad, con la generalizacion de los tests seroldgicos practicados
en pacientes con sospecha de EC por presentar sintomas atipicos, poblacion general
y poblacién con riesgo de padecer la enfermedad, se ha asistido a un dramatico

aumento de la prevalencia alcanzando cifras de 1/130 a 1/300 habitantes.

En los Gltimos 30 afios se han llevado a cabo en Europa diversos estudios
con el fin de establecer la frecuencia de EC. En una revision sistematica de 38
estudios realizada en 2005 sobre la prevalencia de EC en paises del Oeste europeo
se concluy6 que la prevalencia era cercana al 1% y en los grupos de riesgo como
Diabetes Mellitus 1 3-6 %, familiares de primer grado 20 %, 10 -15 % en anemias

ferropénicas y 1-3 % en osteoporosis>®.

Hasta hace algunos afios se pensaba que la EC era rara en Dinamarca con
una incidencia estimada por sintomas clinicos de 1/10.000 y en cambio en su pais
vecino, Suecia en el que se intentd aumentar el consumo de gluten durante la
infancia y promover la lactancia materna, era mas frecuente (1/500) y parece
deberse a que en Dinamarca sélo se recogian los sintomas clésicos de EC **®!. La

tabla 1 muestra la prevalencia de EC en diferentes paises europeos
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Pais Autor Poblacion de estudio Prevalencia
Finlandia Maki*® Nifios 1:99
Suecia Iwarsson® Adultos 1:189
Holanda Csizmadia® Nifios 1:198
Rostami® Adultos 1:330
Italia Catassi> Nifios 1:184
Volta® Adultos 1:205
EE.UU Fassano™ Poblacion general 1:133
Argentina Gémez> Adultos 1:167
Sahara Catassi® Nifios 1:18
Israel Shamir® Adultos 1:157
Iran Shahbazkhani®’ Adultos 1:166
Australia Howell* Adultos 1:251

Tabla 1: Prevalencia de EC en paises europeos

B Prevalencia de EC en Espania

En nuestro pais existen escasos estudios epidemiolégicos, pero las

cifras son comparables con el resto de Europa. Un resumen de los estudios

puede verse en la tabla 2.

Poblacion

Diagnostico clinico

Diagndstico por screening

Vizcaya
Asturias
Madrid

Madrid

1/2151%

1/389%°
1/220%

1/370™

Tabla 2: Prevalencia de EC en Espafia en diferentes trabajos
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B Prevalencia de EC en América y Oceania:

Cifras variables de prevalencia de EC se han comunicado en relacion con
EEUU (0,7%)"°, Australia (0,4 %)** y Nueva Zelanda (1,1 %)"*. Entre donantes de
sangre brasilefio se ha constatado una prevalencia de la enfermedad de 1:6817%".
Gomez y cols encontraron en Argentina cifras de prevalencia de 1:167 en 2000

adultos™.

B Prevalencia de EC en Africa

La prevalencia mas alta registrada en poblacion africana es en el oeste del
Séhara®. En una muestra de 990 nifios saharauis se encontré una prevalencia del
5,6%, debida fundamentalmente al condicionamiento genético por la alta
consanguinidad existente y el elevado consumo de gluten de la zona. También esta
aumentando la prevalencia en el norte de Africa: 0,5 % en Egipto®’, 0,8% en libia*

y 0,6 % en Tlnez™.

B Prevalencia de EC en Asia

La EC es frecuente en Oriente Medio (0,8% Iran,” 0,6 % en Turquia’®’’

con
una prevalencia serolégica en Israel’® del 1,1 %. En un estudio realizado en
donantes de sangre de la India se encontrd una prevalencia de seropositividad del

0,56 % (1:179)"°. Con mas de 1,3 billones de personas, China es la nacién mas
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poblada de la Tierra y la segunda por superficie terrestre. Ambos factores causantes
de EC- consumo de gluten (en particular en la zona norte del pais) y genotipos HLA
predisponentes (con una menor prevalencia que paises occidentales)- estan
presentes de forma difusa en toda la geografia. No hay estudios epidemoldgicos que

cuantifiquen el impacto de la EC en China.*

B |ncremento reciente de la prevalencia de EC

La prevalencia de EC estd aumentando en el mundo occidental , lo que parece estar
relacionado con la cantidad y calidad del gluten ingerido, las pautas de alimentacion
infantil, la colonizacion de la microbiota intestinal y las infecciones intestinales. En
el estudio PREVENT® se observé que la introduccién que la introduccién de
pequefia cantidades de gluten entre las 16 y 24 semanas de edad no reduce el riesgo
de EC a los 3 afios de edad en nifios de alto riesgo y el estudio CELIPREV®"#
mostrd que ni la introduccion tardia del gluten ni la lactancia materna modifican el
riesgo de EC entre los lactantes en riesgo, aunque la posterior introduccion del
gluten se asocia a un inicio retrasado de la enfermedad. Un genotipo HLA de alto
riesgo fue un importante predictor de la enfermedad. Tanto la introduccion tardia
del gluten mayores de 6 meses como la precoz en menores de 4 meses aumenta el

riesgo de EC. Por tanto se extraen como conclusiones de estos estudios que la edad
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de introduccidn del gluten en alto riesgo no influye en el desarrollo de EC y que no
hay evidencia de que la duracion de la lactancia materna afecte al riesgo de padecer

EC en la vida.

I.111 Diagnostico de enfermedad celiaca

L.111.1 Test seroldgicos. Marcadores de la enfermedad
En la actualidad disponemos de métodos para el screening de la EC

que poseen gran sensibilidad y especificidad, no son invasivos Yy
relativamente econdmicos. Un resumen del valor diagnéstico de estos tests

puede apreciarse en la tabla 3%.

Tabla 3: Resumen de la validez diagndstica de los tests seroldgicos en EC.

Test Sensibilidad Especificidad VPP VPN
AGGl1 57-100 42-98 20-95 41-88
AGA?2 53-100 65-100 28-100 65-100
AEA3 75-98 96-100 98-100 80-95
ATGt4 90,2 95 - -
ATGt5 98,5 98 - -
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1.- Anticuerpos antigliadina 1gG. 2. Anticuerpos antigliadina IgA. 3.
Anticuerpos antiendomisio IgA. 4. Anticuerpos antitransglutaminasa
IgA sustrato de cerdo. 5. Anticuerpos antitransglutaminasa IgA
sustrato humano.

a) Anticuerpos antigliadina (AG)

Son anticuerpos dirigidos contra las distintas subfracciones de la
gliadina Indican sensibilizacion al gluten, pero no necesariamente
enteropatia. Son bastantes sensibles, pero no especificos, dando falsos
positivos en otras enfermedades gastrointestinales y en enfermedades de
carcter inmune .Se elevan en las fases activas de la enfermedad de una
manera paralela a la ingesta de gluten. Se determinan mediante técnica de

ELISA.

Anticuerpos de clase 1gG (AGG). Son de mayor sensibilidad, pero
muy poco especificos (gran cantidad de falsos positivos). Utiles en el 3% de

los pacientes celiacos que presentan déficit de 1gA%®84.

Anticuerpos de clase IgA (AGA). Son mas especificos, y se
correlacionan mejor con la presencia de enteropatia. Los valores de
sensibilidad y especificidad varian mucho dependiendo del sustrato
empleado, pero en general estan en casi todas las series entre el 75-95% de
sensibilidad y entre el 85-98 % de especificidad. Estos disminuyen
rapidamente tras la retirada del gluten hasta hacerse negativos, mientras que

los de clase IgG presentan una cinética mas lenta de negativizacion. Su
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valor diagnostico disminuye en nifios mayores y adultos. El control de la
dieta sin gluten y la falta de sensibilidad a los antiendomisio por debajo de
los dos afios son las Unicas razones para mantener el uso de estos
marcadores. Su normalizacion se alcanza a los 3-6 meses de la dieta sin

gluten.

b) Anticuerpos antiendomisio (AAE)

Emplean como sustrato la sustancia intermiofibrilar del musculo liso
(endomisio). Se determinan por inmunofluorescencia indirecta usando como
soporte cortes de porcién distal de es6fago de mono o de cordon umbilical
humano. Se describen como un patrén reticular de fluorescencia en la
muscularis mucosae del es6fago o en el musculo liso perivascular y fibrilar
en la gelatina de Wharton del cordon. La sensibilidad varia con la edad, asi
son menos sensibles que los AGA en menores de dos afios y adolescentes y
similar o superior a los mismos en los otros grupos de edad. Se relacionan
bastante estrechamente con la lesién anatomopatoldgica, por ello su
sensibilidad es menor en pacientes con lesion intestinal menos grave,
existiendo un riesgo real de infradiagnéstico en pacientes con lesion

moderada.
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) Anticuerpos antitransglutaminasa (ATGt)

Identificado como autoantigeno del endomisio, reacciona contra la
transglutaminasa tisular, parte crucial en la patogenia de la enfermedad.
Inicialmente se utiliz6 el higado de cobaya como fuente de antigeno,
apareciendo falsos positivos en diversas enfermedades, principalmente en
hepatopatias. Con el uso de antigenos humanos (de eritrocitos o
recombinantes), la especificidad mejord considerablemente, pero aun asi
siguen apareciendo falsos positivos en cirrosis biliar primaria, hepatitis
cronica por virus C, artritis reumatoide, psoriasis o enfermedad de Crohn.
Recientes estudios han determinado que son el mismo anticuerpo que los
AAE pero con distinto sustrato. Se utilizan con mayor frecuencia los IgA, la
ventaja mayor que tienen con respecto a los anticuerpos antiendomisio tipo
IgA (AEA) es que tienen mayor especificidad (superior al 95%) con una
gran sensibilidad (alrededor del 95%). La cinética de negativizacion de los
antitransglutaminasa se correlaciona con la de la recuperacion de la
integridad de la mucosa intestinal y no son sensibles a transgresiones leves,
es por ello que se convierten en uno de los mejores marcadores para el

seguimiento de la dieta sin gluten®®,
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I.111.2 Confirmacidén diagnostica de Enfermedad celiaca.

Criterios ESPGHAN 1970: Los criterios clasicos (ESPGHAN,
1970)¥ precisaban tres biopsias seriadas para la confirmacion definitiva de
la enfermedad. Ante la sospecha clinica con dieta libre se realizaba la
primera biopsia. La segunda biopsia se llevaba a cabo tras un periodo
variable de dieta sin gluten (dos afios) y nunca antes de los 6 afios de edad y
deberia haber normalizacion histoldgica. En éstos criterios se incluia la
realizacion de una tercera biopsia para comprobar si existia recaida
histoldgica tras realizar el paciente dieta libre durante un periodo variable

(entre 6 meses y 2 afos).

Criterios ESPGHAN 1990: Se exigia una primera biopsia al igual
que en criterios previos. La segunda biopsia s6lo se realizaria en aquellos
pacientes que estuvieran asintomaticos al realizar la primera biopsia, 0
cuando la respuesta clinica tras la retirada del gluten de la dieta hubiese sido
dudosa. La tercera biopsia se dejaria para cuando existiesen dudas en el
diagnostico inicial, comunidades con alta incidencia de enteropatias,
pacientes menores de dos afios al diagndstico (por los falsos positivos con
las enfermedades anteriormente dichas) y adolescentes que quisieran

abandonar la dieta®.
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Criterios ESPGHAN 2012: En Enero de 2012 se publicaron los
nuevos criterios diagndsticos de enfermedad celiaca elaborados en base a la
opinidn de expertos (proceso Delphi). En esta nueva revision, el objetivo es

clasificar a los enfermos en dos grupos diagnosticos:

1.- Grupo de pacientes sintomaticos

2.- Grupo de pacientes asintomaticos

Sélo se realizard segunda biopsia si hay duda sobre el diagndstico
con la precauciéon de hacerla después de los 5 afios y antes del estiron

puberal®.

La guia ofrece la opcién de evitar las biopsias en casos especificos
con sintomas sugestivos de enfermedad celiaca sin aumentar el riesgo de
falsos diagnosticos, pero para ello se requieren unos requisitos como son la
alta calidad de los test especificos para EC, la titulacion de los niveles de
anticuerpos especificos al menos 10 veces el valor normal, el tipaje HLA
DQ2/DQ8 de predisposicion genética y dar una informacidén completa a los
padres/paciente sobre el procedimiento a seguir.

En la practica, el resultado de la serologia determina la conducta que

se ha de seguir, y deben considerarse las siguientes consideraciones:
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a) la sensibilidad de la serologia es muy elevada, especialmente en
personas con lesiones histologicas avanzada (atrofia vellositaria).

Por lo tanto ante la presencia de sintomas muy sugestivos con
serologia francamente positiva y susceptibilidad genética demostrada,
podria retirarse el gluten de la dieta sin necesidad de realizar una biopsia
intestinal. La respuesta clinica favorable permitiria confirmar el diagnostico.

b) En los restantes casos (siempre gque existan dudas diagnosticas) la
biopsia intestinal sigue constituyendo el criterio diagnostico definitivo.

c) La serologia negativa no permite excluir con seguridad el
padecimiento de la enfermedad, particularmente en pacientes con lesiones
histoldgicas poco avanzadas ( Marsh 1y 2). El hecho de presentar lesiones
histoldgicas poco relevantes no excluye que el paciente presente signos y
sintomas de enfermedad clinicamente evidentes. Por este motivo, ante
sintomas sospechosos con serologia negativa debe considerarse proseguir su

evaluacion.

Diagnostico histoldgico

La biopsia intestinal ha constituido hasta la fecha la prueba “gold estandar«
para el diagnostico de enfermedad celiaca pero deben obtenerse al menos 4

biopsias, una de bulbo y 3 de entre segunda y tercera porciones de duodeno distal.
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La clasificacién més aceptada para la lesion intestinal es la clasificacion Marsh®

que divide la progresion histol6gica en 4 grados:

Marsh 0: se considera que la mucosa es normal (se observan al menos 4

vellosidades normales “en dedo de guante” seguidas en fila en el mismo corte

Marsh 1: lesion infiltrativa. Se trata de una mucosa con arquitectura normal con
incremento de LIE. Puede descubrirse en casos de celiaca potencial o en enfermos
celiacos diagnosticados que siguen dieta libre de gluten de forma irregular o cuando

no se encuentra en remision completa.

Marsh 2: lesion hiperplasica. Presenta arquitectura vellositara normal con
incremento de LIE e hiperplasia criptica. Puede evidenciarse en pacientes con

Dermatitis herpetiforme.

Marsh 3: lesion destructiva. Son lesiones diagnosticas de enfermedad celiaca. Se
divide en 3 grupos segln el grado de atrofia. Tipo 3a: atrofia vellositaria leve
.Tipo3b: atrofia vellositaria marcada. Tipo 3c: atrofia vellositaria total, mucosa

plana

Marsh 4: lesion hipoplésica. °
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I.IV Estado actual del uso de la tecnologia POCT en el abordaje del
diagnostico de EC:

El creciente desarrollo de las pruebas a la cabecera del paciente o analisis a
la cabecera del paciente (ACP), también conocidas como POCT (por sus siglas en
inglés, Points Of Care Testing) ha incidido en la implementacion de nuevas pruebas
de determinacion de biomarcadores, Utiles en el diagndstico y seguimiento de
ciertas patologias (como el anélisis con hemoglobinébmetros y coagulometros

portatiles, etc.).

También ha supuesto el perfeccionamiento de los ACP previamente
disponibles, en términos de control de calidad, practicabilidad y facilidad de uso. La
tecnologia POCT sustituye o complementa, con posibles ventajas, a alguna de las
prestaciones de los laboratorios centrales o de urgencias. Puede constituir también
una importante alternativa a la descentralizacion de dichos laboratorios. Esta
vertebracion puede ser de especial ayuda en la asistencia de enfermedades de gran
calado, en cuanto a frecuencia y/o coste sanitario. Tal podria ser el caso de la EC,
cuya prevalencia y el impacto de sus posibles reagudizaciones pueden inducir al
planteamiento de los sistemas POCT como un recurso util en el manejo ambulatorio
del paciente celiaco. Dicho planteamiento cobraria mas consistencia si atendemos a

las crecientes propuestas de cribado poblacional de dicha enfermedad®.

Estudios recientes han identificado la transglutaminasa tisular (tTg) como

principal autoantigeno en las estructuras endomisiales.; en consecuencia, el ELISA
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para tTG ha pasado a ser la técnica mas universalmente aceptada para la deteccion
sistematica de la EC. Sin embargo los métodos ELISA requieren laboratorios bien
equipados y un personal preparado Yy de ahi el encontrar pruebas mas baratas,
faciles y rapidas que puedan realizarse a la cabecera del enfermo. En los Gltimos
afios se han desarrollado nuevos métodos inmunocromatograficos para la deteccion
sistematica de EC, basados en hr- tTG, la tira reactiva de AtTGA para anticuerpos
inmunoglobulinas Ig A/G/M contra tTG y la tira reactiva AtTGA/AGA de

anticuerpos IgA para tTG y para gliadinas.

Recientes avances han elaborado tests de diagndéstico rapido que permiten la
determinacion de anticuerpos antitransgutaminasa en suero o en sangre total capilar.
En el trabajo de Baldas y cols, incluyeron 114 pacientes celiacos confirmados
histoldgicamente, 120 controles sanos, 20 familiares de primer grado y 75 controles
enfermos (EC no tratada). En todos ellos se estudiaron anticuerpos
antitransglutaminasa IgA e 1gG en dispositivos rédpidos de sangre total
comparandolo con ELISA, encontrdndose resultados positivos en todos los

pacientes celiacos y negatividad de los test en todos los controles®.

Los primeros trabajos referidos a dispositivos rapidos como el de Raivio y
cols encuentran concordancia con ELISA del 92 % con una especificidad cercana al
100% y sensibilidad del 91 %%. La sensibilidad de estos dispositivos aumenta en la
poblacién infantil respecto a la adulta como lo reflejan los trabajos de Ferré—

Lopez™ en la determinacion de IgA/lgG anti TG y antigliadina en pacientes
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celiacos no tratados con atrofia vellositaria subtotal. Los autores concluyeron que
son técnicas extremadamente sensibles (100%) y razonablemente especificas
(96%) pero que se necesitan mas estudios para confirmar su eficacia.Se propuso
como un gran avance en el diagnostico de EC, permitiendo un diagnoéstico rapido
(en 30 minutos), barato, que no necesita personal experimentado y de elevada
sensibilidad y especificidad. Se convertiria en un sistema de deteccion aplicable al

screening ambulatorio de EC *7.

Se ha propuesto la realizacion de estos dispositivos en aquellos pacientes
con ELISA negativos para anti TG y se ha planteado la posibilidad de test rapidos
en saliva y heces aunque aun no estan disponibles para su uso en nifios. En los

estudios de Korponay-Szab6®*%°

se realizd un screening de EC en 2690 nifios
hangaros de 6 afios de edad mediante la determinacion de IgA tTG mediante tira
reactiva de sangre capilar (Biocard coeliac disease test Kit Ani Biotech Qy)
encontrando un valor predictivo positivo del 100% y una sensibilidad algo més
baja, cercana al 80%.Esta menor sensibilidad parece ser debida a la inexperiencia

del personal en la realizacién de la prueba, ya que la sensibilidad ascendia a un 96

% cuando lo realizaba personal cualificado y entrenado en la lectura de la prueba.

En el estudio de 2007 de Demirceken'® se determiné la prevalencia de EC
en 1000 nifios turcos aparentemente sanos de 2 a 18 afios usando anticuerpos
antitransglutaminasa y antigliadina mediante sistema visual inmunocromatografico

con estudio posterior de anticuerpos antiendomisio y antitransglutaminasa IgA e
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IgG. Todos los sujetos que dieron positivos al test fueron positivos también en la
determinacion de anticuerpos antiendomisio por técnica ELISA. El diagndstico de
EC se confirm6 en 9 de los 10 casos con estudio serologico positivo con una
prevalencia estimada de 1:11 (0,9%) , lo que puede concluirse una buena

correlacion con ELISA.

Existen comercializados dispositivos mas recientes para determinacion de
anticerpos antigliadina de péptidos deaminados, aplicados en el estudio de
Benkebil'®* en 112 pacientes de 1,8 a 79,2 afios de edad con sintomas sugerentes de
EC, en familiares de primer grado y en pacientes celiacos con dieta libre de gluten.
Este dispositivo rapido sintomax (blodd drop Augurix SA, Bio Ark, Monthey,
switzerland ®) se muestra como excelente herramienta de screeening para
poblacion de alto riesgo encontrandose una sensibilidad diagndstica del 78,9 % y
especificidad del 95,7 %. Otra aplicacion Util de estos dispositivos es en la
monitorizacién de la dieta sin gluten en enfermos celiacos diagnosticados, para el
seguimiento adecuado de la dieta. Asi lo muestran los estudios de Kotze en 2009 y
de Zanchi en 2013 con resultados comparables a ELISA, detectando el 100 % de las
trasgresiones dietéticas.'>'% La concordancia tan elevada con ELISA de hasta un
96,5 % permite incluirlo como test de cabecera en centros de atencion primaria de

paises en desarrollo que no disponen de factibilidad en las técnicas ELISA',
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Dispositivos rapidos comercializados

1.- Operon stick®: s6lo existe en la actualidad un estudio publicado con el uso de

los dispositivos de esta casa comercial y se trata de un estudio espafiol del afio 2007
en el que se aplicaron los dispositivos AtTGA para IgG e IgA e IgA para
antigliadina y AtTGA en poblacidn celiaca sin tratar comparado con grupo control
sano, encontrandose una sensibilidad del 94,5 % y especificidad del 98,6 % para el
dispositivo combinado. El stick combinado de antigliadina y antitrasglutaminasa
mostrd una eficiencia del 95,1 %y no precisaba de la determinacion de niveles de

IgA previos.

2.- El dispositivo Biocard celiac disease® tiene el mismo sistema pero s6lo mide
anticuerpos antitransglutaminasa IgA y no puede usarse en caso de déficit de IgA.
Muestra una sensibilidad del 97,4 %y 96,9 % de especificidad. El procedimiento de

analisis y la sistematica de lectura es la misma.

3.- Sintomax"™" (blodd drop Augurix SA, Bio Ark, Monthey, switzerland): es una

prueba diagndstica rapida de flujo lateral para el centro de asistencia médica. Se
recomienda el uso de 25 pl de sangre capilar obtenida por pinchazo en el dedo, o 20
pl de suero o plasma (EDTA de heparinado). Detecta con precision los anticuerpos
IgA e IgG contra los péptidos deaminados de gliadina (PGDs). Benkebil demostrd

la alta sensibilidad (78,9%) y especificidad (95,7%) de este dispositivo
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constituyéndose como excelente arma de screening en poblacién de alto riesgo.*™

105
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Il JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La deteccion precoz de la enfermedad celiaca (EC) es un reto para todos los
profesionales de la medicina, y en especial de la Pediatria. Muchos casos quedan
sin diagnosticar debido a la presencia de sintomas atipicos de la enfermedad y al
escaso conocimiento que existe sobre la misma entre los profesionales de atencion
primaria. Segun el modelo epidemioldgico establecido para la EC, conocido como
el modelo iceberg, por cada caso de EC diagnosticada quedarian de 5 a 10 casos sin

diagnosticar . Estudios espafioles cifran 1 por cada 3,5 22%:,

Epidemioldgicamente, el conocimiento de la enfermedad celiaca ha
cambiado en los dltimos 15 afios, considerandose hoy como un problema de salud
mundial. Hace una década la prevalencia de intolerancia al gluten no superaba los
1/1000 en Europa'® y se consideraba una entidad infrecuente en Estados Unidos,
sur de América y en paises en desarrollo. Sin embargo gracias a la realizacion de
screening poblacionales en los ultimos afios tenemos datos de prevalencia de 1/200

en Europa y con similares cifras en Estados Unidos. %1

La EC cumple las recomendaciones de la OMS publicadas en 1968 por Wilson y
Jungner para poder aplicar un programa de cribado poblacional y que se describen a

continuacion:

- La EC es un importante problema de salud para la que existen criterios

diagndsticos aceptados.
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- Los tests de screening serologicos son accesibles, aceptados, sensibles y
especificos.

- El procedimiento de cribado es coste-efectivo favorable.

- Existe desconocimiento de la historia natural de la enfermedad incluida
la evolucion desde formas latentes a formas clinicas e histologicamente
evidentes pero con una fase latente o temprana identificable.

- La EC tiene un tratamiento aceptado y disponible y existen predictores
de respuesta al tratamiento.

Desde la primera descripcion de la forma de presentacion clinica de la EC,
varios investigadores han descrito en las Gltimas décadas una disminucion de la
triada clasica celiaca: retraso del crecimiento, diarrea y distensién abdominal ™2,
La prevalencia de un cuadro clinico diferenciado y la de la ausencia de sintomas

esta aumentando y el diagnéstico puede retrasarse''*. Este cambio conceptual se ha

basado en:

El desarrollo de métodos serolégicos sensibles y especificos que han permitido
seleccionar a sujetos con alta probabilidad de padecer la enfermedad.

El conocimiento de las distintas formas clinicas extradigestivas de presentacion de
la enfermedad, asi como los diferentes patrones histolégicos de la enteropatia
dentro del espectro de sensibilidad al gluten.

El conocimiento de una serie de condiciones en los cuales el riesgo de padecer la

EC es mas elevado (procesos asociados 0 grupos de riesgo).
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Es por tanto que la elevada prevalencia de la enfermedad y la morbilidad asociada

son datos que van a favor de intentar obtener un diagndstico precoz.

Para la deteccion precoz de EC oculta la mayoria de los trabajos se basan en la
determinacion de pruebas seroldgicas, anticuerpos antitransglutaminasa vy
antiendomisio con confirmacion posterior por biopsia intestinal. Esta dltima sigue
siendo la prueba “gold estandar” en el diagnostico de EC pero obviamente no

puede ser aplicado de forma rutinaria a la poblacion sana por su caracter invasivo.

Por otra parte el creciente desarrollo de las pruebas a la cabecera del paciente o
analisis a la cabecera del paciente (ACP), también conocidas como POCT (por sus
siglas en inglés, Points of care testing) ha incidido en la implementacién de nuevas
pruebas de determinacién de biomarcadores,Utiles en el diagnostico y seguimiento
de ciertas patologias, como el anélisis con hemoglobindmetros y coagulémetros

portatiles etc.

La tecnologia POCT sustituye o complementa, con posibles ventajas, a
alguna de las prestaciones de los laboratorios centrales y puede constituir una
importante alternativa a la descentralizacion de dichos laboratorios, lo que podria
ser de gran ayuda en la asistencia de enfermedades de gran calado, en cuanto a
frecuencia y/o coste sanitario tal y como podria ser el caso de la EC. Estas técnicas
podrian convertirse en un recurso Util en el manejo ambulatorio y para cribado

poblacional de la misma®%1%*,
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Recientes avances han elaborado tests de diagnostico rapido que permiten la

determinacion de anticuerpos antitransgutaminasa en suero o en sangre total capilar.

Los argumentos a favor de un cribado poblacional en la EC incluyen la
presentacion de la enfermedad cada vez mas frecuente en su forma extradigestiva y
la prevencion de complicaciones, sobre todo la osteoporosis y el exceso de
mortalidad respecto a la poblacién de referencia secundario a linfomas y
neoplasias. El estudio de 1999 realizado en Reino Unido en atencion primaria
sugiere que el cribado de EC en pacientes de riesgo (sintomaticos ,familiares de
primer grado y portadores de enfermedades de riesgo de EC) esté justificado y es

una estrategia coste-efectiva**® .

OBJETIVOS

1.- Estudiar la prevalencia oculta de EC en nifios entre 2 y 4 afios de edad
pertenecientes a una misma Zona Bésica de Salud (Maracena, correspondiente al

Distrito Metropolitano de Granada).

2.- Analizar la validez como prueba diagnostica de un método de screening basado
en la deteccidon por inmunocromatografia en sangre capilar de anticuerpos de EC en

poblacién sana (dispositivo POCT Operén SA ©)
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3.- Comparacion del sistema previo con la deteccion estandar de anticuerpos en

suero mediante la técnica ELISA.

4.- Como objetivos secundarios se encuentran:

4.1- Estudiar las caracteristicas sociales y demograficas de la poblacion de

estudio

4.2- Realizar estudio nutricional de los integrantes del estudio mediante
entrevista, estudio antropométrico, encuesta nutricional y consejo nutricional por

parte de una especialista en Nutricion y de los pediatras correspondientes
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I1l. MATERIALY METODOS

111.1 Poblacion:

La poblacion diana a la que pretendemos extrapolar nuestros
resultados es a toda poblacion infantil de edades comprendidas entre
los 2 y 4 afos. La poblacién de estudio estuvo integrada por nifios
con edades comprendidas entre los 2 y 4 afios de edad del area
metropolitana de Maracena, selecciondndose mediante muestreo
aleatorio un total de 252 sujetos elegibles (tamafio muestral
calculado para una prevalencia estimada de EC de 1 % y con un 30
% de seguridad).

Criterios de Inclusion:

Edad comprendida entre 2 y 4 afios de edad en el

momento de su inclusion en el estudio

= Adscripcion a la Unidad de Gestion Clinica de
Maracena como centro de referencia sanitario

= Estar asintoméatico en el momento de inicio del
estudio

» Firma del consentimiento informado por parte de

los padres y/o tutores

- Criterios de exclusion:
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= Diagnostico de enfermedad celiaca en el momento
de la inclusion
= Negativa a firmar el consentimiento informado

= Incompleta obtencion de los datos analiticos

Figura 4: Algoritmo de inclusién de pacientes. Finalmente fueron
excluidos 59 nifios del estudio debido a la negativa de extraccion
analitica

Fase preseleccion
311 nifios

Aceptaciony firmadel
consentimiento
informado

44
No

Si ’ Exclusion
267 4

Aplicacion del protocolo > 15
No

i ’
252

Aplicacién completa tests
celiaquia POCTyELISA

n=198
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111.2 Fase de reclutamiento

El primer nifio se incluyo en el estudio con fecha 14 de mayo de 2009,
y el ultimo el 12 de abril de 2012, por lo que el finalmente el periodo de
reclutamiento ha sido de 3 afios, aunque con una fase intermedia de casi un
afio, en la que se tuvo que suspender el ingreso de nifios en el estudio.
Durante este periodo se preseleccionaron 311 nifios aparentemente sanos, de
ambos sexos y con edades comprendidas entre los 2 y 4 afios, como se

observa en la figura 4.

111.3 Recogida de variables

De manera ambulatoria, cada paciente era citado con su
representante o tutor mediante contacto telefonico para la recogida de
variables clinicas, medicion antropométrica y andlisis mediante sistema
POCT. La recogida de variables clinicas fue realizada por la pediatra
encargada de reclutar a los sujetos para el estudio y para las mediciones

antropométricas se utiliz6 un sistema Calliper HOLTAIN LTD (Crymych,

UK)®. La hoja clinica de recogida de datos puede verse en ANEXO I.

En una segunda visita el equipo de enfermeria extraia la muestra de
sangre tras la firma del consentimiento informado y se procedia a la

determinacion analitica que incluia hemograma, bioquimica, parametros
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nutricionales y anticuerpos de enfermedad celiaca, ATG IgA e IgG, EMA y
antigliadina en sangre completa mediante el uso de ELISA Celikey de

acuerdo a las instrucciones del fabricante (ver tabla 4 y apartado siguiente).

Tabla 4: Determinaciones analiticas realizadas en nuestro estudio

HEMOGRAMA Hemoglobina (g/dL)

VCM (fL)

CHCM (g(dL)

Leucocitos y formula (x 1000/ pL)
Plaquetas (x 1000/ uL)

BIOQUIMICA Glucosa (mg/dL)
Urea(mg/dL) (mg/dL)
Creatinina (mg/dL)

Acido Urico (mg/dL)

Sodio (mmol/L)

Potasio (mmol/L)

Calcio (mg/dL)

Ferritina (ng/mL)

Proteinas totales (g/100mL)
GOT (Uh)

GPT (U/l)

Albumina (g/dL)
Prealblmina (mg/dL)
Transferrina (mg/dL)

PCR (mg/dL)

AUTOANTICUERPOS Antigliadina IgA e 1gG (ELISA)
Antitransglutaminasa IgA e 1gG (ELISA)

Antiendomisio (IFI)

SISTEMA POCT CD1WB
CD2WB

En la tercera visita, nuevamente con la pediatra se procedia a la

informacion de resultados y actuaciones médicas correspondientes. En caso
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de positividad de resultados en ambas determinaciones se derivaba al sujeto

a la consulta de Gastroenterologia Infantil de referencia (figura 5).

Figura 5: Esquema de trabajo seguido para la atencion de los sujetos incluidos en el estudio.

o «y/ o

17 Visita: Pediatra (MVAFB)——® 2° Visita: Enfermeria/ 3% Visita: Pediatra (MVAFB)
Aceptacion y firma del Nutricionista - Recogida de resultados
Consentimiento informado - Analitica general - Diagnostico EC
Valoracion clinica - Autoanticuerpos i
POCT - Encuesta dietética y EC

valoracion nutricional . No
e—
Seguimiento Si
ambulatorio
(MVAFB) &
©—0
Traslado a

Gastroenterologia
Infantil

111.4 Métodos diagndsticos

111.4.1: Inmunocromatografia

La prueba de inmunocromatografia empleada en el estudio ha sido
. . , ® o .
cedida por el laboratorio Operéon SA~ (Zaragoza, Espafia) y consiste en la

determinacion de marcadores inmunes serolégicos en la sangre capilar del
paciente. Se trata de dos dispositivos denominados CD1WB y CD2WB que se

describen a continuacion:

a) SIMPLE CD1WB: Simple CD1WB es un test inmunocromatografico

disefiado para deteccion en sangre humana de anticuerpos dirigidos
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b)

contra transglutaminasa, principal autoantigeno reconocido por los
anticuerpos antiendomisiales. Simple CD1WB detecta anticuerpos
IgA/IgG/IgM dirigidos contra transglutaminasa tisular humana. Su uso
estd especialmente indicado para pacientes pediatricos (hasta 16 afos).
Se considera negativo si solo aparece una linea transversal azul en la
zona central del dispositivo de reaccién alineada con la letra_“C”
marcada en la carcasa. En caso de ser positivo, ademas de la linea azul
de control aparecera una linea transversal rosa/roja en la zona central
del dispositivo de reaccion alineada con las letra “T” marcada en la
carcasa. La intensidad de esta coloracion serda variable segun la
concentracion presente de anticuerpos.

SIMPLE CD2WB: Simple CD2WB es un test inmunocromatogréafico
disefiado para deteccion en sangre humana de anticuerpos dirigidos
contra transglutaminasa, principal autoantigeno reconocido por los
anticuerpos antiendomisiales, y contra gliadinas. Simple CD2WB
detecta anticuerpos de tipo IgA dirigidos contra transglutaminasa tisular
humana y contra gliadinas de trigo. Su uso esta especialmente indicado
para pacientes pediatricos (hasta 16 afios). Se considera negativo si sélo
aparece una linea transversal azul en la zona central del dispositivo de
reaccion alineada con la letra_“C” marcada en la carcasa. En caso de ser

positivo, ademas de la linea azul de control aparecerd una linea
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transversal rosa/roja en la zona central del dispositivo de reaccion

alineada con las letras “T1” y T2” marcadas en la carcasa. La

intensidad de esta coloracion serd variable segin la concentracion

presente de anticuerpos.

111.4.2: Deteccién de autoanticuerpos

a)

b)

Anticuerpos antigliadina: Realizados mediante la técnica de

fluoroenzimainmunoensayo con los Kit UNICAP Gliadin ®,

UNICAP Specific 1gG ® y UNICAP Specific IgA ®. Se expresa

como como titulacion segun diluciones, considerado como
positivo a partir de 1/20. Se realizaron los de tipo IgA
rutinariamente y los 1gG cuando existian niveles bajos de IgA
sérica total.

Anticuerpos antiendomisio. Realizados mediante técnica (IFI),

sobre sustrato de mono, utilizando el kit de Biosystem (AEA)
Variable cuantitativa expresados como titulacion segun

diluciones, considerado positivo a partir de 1/5.

Anticuerpos antitransglutaminasa: realizados mediante ELISA

con el kit CELIKEY de Pharmacia Diagnostics ©. Se trata de

una variable cuantitativa considerando positiva a partir de 1/5.
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111.4.3: Biopsia intestinal:

Se realizd de forma dirigida en nifios con positividad para los
anticuerpos antitransglutaminasa y antiendomisio, por un equipo de pediatras
de la Unidad de Gastoenterologia Infantil del Hospital Terciario de referencia.
Se tomaron de las segunda y tercera porcion duodenal, asi como del bulbo,

tomando un minimo de cuatro muestras por caso.

I11.5 Analisis estadistico

El estudio estadistico se realizd con el programa estadistico SPSS 17.0
(Chicago, USA)®. Para el estudio de prevalencia oculta se utilizaron medidas
descriptivas para el estudio de una proporcion calculando un intervalo de
confianza al 95 %. En el estudio de las caracteristicas clinicas, analiticas y
antropométricas de los sujetos con EC se emplearon medidas descriptivas de
tendencia central (media y mediana) y de dispersion (desviacion tipica),
mientras que para la comparacién de dichas medidas con las presentes en grupo

de sujetos no celiacos se utilizé el test de la t de Student y test exacto de Fisher.

Para el estudio de la validez de la nueva prueba diagndstica de
inmunocromatografia se realizo un disefio transversal utilizando como gold-
standard la determinacion de anticuerpos antitransglutaminasa vy

antiendomisio. Se calculd la proporcion de verdaderos y falsos positivos y
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negativos, deduciendo de ahi los valores predictivos positivo y negativo y la

sensibilidad y especificidad del nuevo test.

111.6 Cronograma

La figura 6 muestra el cronograma seguido para llevar a cabo este trabajo.

Figura 6: Cronograma para el desarrollo del estudio.

Fases del estudio Trimestre/aino

1/2009 2/2009 3-4 /2009 1-2/2011 3/2009 4/2011 1-2/2012 3/2012 | 4/2013-14

Busqueda bibliografica

Recogida e _

Anadlisis estadistico

Redaccion de trabajos y
publicacion

57



58



V.  RESULTADOS

En total, 252 nifios de edades comprendidas entre 2 y 3 afios en el
momento de inclusion en el estudio fueron reclutados para el analisis entre
Mayo de 2009 y Abril de 2012. Las caracteristicas basales demogréficas,
clinicas y sociales de la muestra inicial de 252 sujetos que firmaron el
consentimiento informado se muestran en la tabla 5. Datos suplementarios
basales sociodemograficos, antropométricos, analiticos, asi como un estudio
detallado de la validez diagnostica de la prueba capilar se encuentran en

ANEXO II.
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Tabla 5: Caracteristicas sociodemograficas y clinicas de la muestra (%) en varones y

mujeres
Varones Mujeres Total
(n=131) (n=121) (n=252)

Sexo 52 48 100
Edad (meses)* 324+84 | 321+93 32,2+8,8
Rango de edad (meses)** 15 - 59 13- 60 13- 60

SINTOMAS DIGESTIVOS
Anorexia 32,3 31,7 32
Dolor abdominal 16,2 22,5 19,2
Vomitos 14,6 17,5 16
Diarrea 12,3 8,3 10,4
Pérdida de peso 13,1 16,7 14,8
Retraso pondero-estatural 20,8 19,2 20
Distension abdominal 17,7 15,8 16,8
Aspecto de heces

NOIMAIES ....vveveiiteccteet e 60,0 52,5 56,4

Blandas,pastosas 0 1iquidas ..........c.cceevrvrerrrieneen, 6,1 8,3 7,2

DUIES oottt se e 14,6 16,7 15,6

EStrefimiento .......eeeeevveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneeeeenans 16,2 17,5 16,8

AEINANCIA ... 3,1 50 4,0
Intolerancia a la lactosa (sintomatologia clinica) 3,1 2,5 2,8
Aftas orales 19,2 17,5 18,4
Anemia 10 472 7,2
Transtornos neurolégicos 15,4 9,2 12,4
Infecciones recurrentes 32,1 26,7 29,5

ANTECEDENTES FAMILIARES
Enfermedad celiaca y/o enfermedades autoinmunes 3,8 9,9 6,8
Diabetes 40,8 43,3 31,2
Enfermedades tiroideas 26,9 35,8 42

e Media+DE

e ** | a gran mayoria de los nifios con edades comprendidas entre mas de 2 y

menos de 4 afios
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Tabla 6: Caracteristicas antropométricas de la poblacion de estudio.

Percentiles Varones Mujeres Total
(n=131) (n=121) (n=252)

Peso para la talla 57,50 + 28,07 57,60 £ 29,19 57,5+ 28,6
Peso para la edad 53,24 + 28,66 55,49 + 28,21 54,3+ 28,4
Talla para la edad 45,84 + 29,37 47,00 + 29,03 46,4 £ 29,1
IMC para la edad 58,31 + 28,49 58,90 + 29,46 58,6 + 28,9
Perimetro cefélico para 59,35 + 34,43 57,03 + 34,22 58,2 £ 34,3
la edad

Perimetro braquial para 50,80 £ 31,80 53,74 £ 32,11 52,1+31,9
la edad

Pliegue tricipital para la 77,12 + 24,88 76,92 + 24,45 77,0+ 24,6
edad

Pliegue subescapular 66,20 + 32,79 64,41 + 27,21 65,3 £ 30,1

para la edad

IMC: indice de Masa Corporal.

Para establecer la similitud de la poblacion estudiada con la

poblacion general realizamos una valoracion antropométrica y nutricional

global de los 252 sujetos incluidos inicialmente en el estudio.

Los

resultados obtenidos ponen de manifiesto que todos los percentiles medios

obtenidos son estadisticamente iguales o superiores al percentil 50 (P>0,05,




tabla 6). Tampoco se han observado diferencias significativas en funcion
del sexo (P>0,05). La valoracion antropomeétrica por z-score esta tambiéen
realizada en base a los datos de la OMS, para lo cual se ha utilizado el

mismo programa anterior (WHO Anthro v.3.2.2.)

En este caso, a los valores extremos si que les corresponden z-score
también extremos (tanto positivos como negativos), por lo que los valores
medios de z-score reflejarian mejor los resultados globales del estudio

antropomeétrico.

De los 252 nifios iniciales se excluyeron 54 que no completaron
definitivamente el protocolo del estudio al no extraerse la muestra de sangre
para el estudio de los autoanticuerpos. Las caracteristicas sociodemograficas
de este subgrupo no diferian de la muestra final de 198 nifios incluidos en el

estudio.

V.1 Estudio de prevalencia de Enfermedad Celiaca

La figura 7 muestra el diagrama de flujo obtenido en la inclusién de
nifios en el estudio. De los 198 nifios finalmente analizados tanto con los
dispositivos POCT como con la deteccion de autoanticuerpos por el método
ELISA o IFI, el test para deteccion capilar de autoanticuerpos fue positivo

en 27 de ellos para al menos una de las tiras. Tal y como se aprecia en la
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figura 4, en 6 de estos nifios el diagndstico serolégico de EC fue positivo,
mientras que en 19 de ellos el test seroldgico para los anticuerpos IgA

antiendomisio no confirmd la presencia de EC.

252 ninos elegibles

No completan protocolo (n=54)

198 ninos analizados

l l

Positivo en algun test capilar Negativo en test capilar
(n=27) (n=171)
]
Serologia positiva Serologia negativa Serologia positiva Serologia negativa
(n=6) (n=19) (n=0) (n=171)

Figura 7: Diagrama de flujo del estudio

Entre los nifios en los que el test rapido fue negativo, la deteccion de
anticuerpos mediante ELISA e inmunofluorescencia indirecta descart6 al

presencia de EC en todos ellos.

De los 6 nifilos con positividad para los autoanticuerpos
antitransglutaminasa y antiendomisio, todos fueron sometidos a biopsia
intestinal para confirmar la presencia de EC. En 5 casos (83,3%) la biopsia

confirmd la enfermedad, observandose en el estudio histolégico un grado 3
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de la clasificacion de Marsh, mientras que en uno de los casos el estudio
histolégico mostr6 una mucosa duodenal sin signos de atrofia vellositaria,
con hiperplasia de criptas leve y con un contaje de linfocitos intraepiteliales
< 30/100. Este caso es compatible con un grado 1 de la clasificacion de
Marsh, lo cual en un sujeto asintomatico no permite un diagnostico
definitivo de EC, e inicialmente seria considerado un falso positivo del test
serologico; la determinacion del HLA de este paciente fue positiva para
DQ2/DQ8, por lo que en base a los ultimos criterios de la ESPGHAN se le
consideraria diagnostico de EC, si bien los datos serolégicos y los cambios
minimos en la biopsia sugieren que presenta una EC con menor

expresividad clinica.

La prevalencia de EC en nuestra poblacion, segin el test
serolégico para la deteccion de anticuerpos IgA antiendomisio y

antitransglutaminasa, fue del 3% (IC 95 % 1,4-64,4%)

La edad media del grupo de pacientes con EC (n= 6) fue de 36,1
+ 10,1 meses. La mitad de ellos eran varones (50 %). Todos estaban
inicialmente asintomaticos, aunque uno de los casos, tras el inicio del
estudio, comenzo con diarrea. En la tabla 7 se exponen las caracteristicas de
los 6 pacientes identificados como celiacos inicialmente con la serologia y

los hallazgos histoldgicos que confirmaron el diagnostico.
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Tabla 7: Resultados analiticos en los 6 pacientes celiacos

Edad Sexo CD1wB CD2WB | AGA-IgA | AGA-IgG | TGt-IgA | EMA-IgA Biopsia
(meses)
Caso 1l 24 mujer - +/- 13 7.2 16 + Marsh
3b

Caso 2 36 varon - + 69 55 91 + Marsh 3 ¢
Caso 3 50 varon + ++ >200 211 >200 + Marsh 3 ¢
Caso 4 25 mujer - ++ >200 475 >200 + Marsh 3 b
Caso 5 41 varén - +/- 2,2 4,8 14 + Marsh 3c
Caso 6 41 mujer - + 53 13 57 + Marsh |

AGA-IgA: Antigliadina IgA; AGA-IgG: antigliadina IgG; TGt-IgA: antitransglutaminasa IgA; EMA-IgA:
antiendomisio IgA

La biopsia fue confirmatoria del diagndstico en 5 de los casos (figura 8).
Todos ellos habian mostrado positividad clara en las tiras reactivas
utilizadas para screening y tests seroldgicos para AGA y EMA IgA
positivos, por lo que la sensibilidad de ambos tests para nuestra muestra de
celiacos fue del 100 %. En la mayoria de los casos la biopsia intestinal
mostr6 cambios compatibles con EC al evidenciarse un grado igual o
superior a Marsh 2. En uno de ellos el diagndstico final seroldgico fue
compatible con el de dermatitis herpetiforme asociado a EC (figura 9),
presentando positividad tanto en las tiras reactivas, como en las

determinaciones seroldgicas. Este nifio desarrollé unas lesiones pruriginosas
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en nuca, espalda y miembros inferiores, si bien no habia mostrado clinica

digestiva alguna.

Figura 8. panel A: biopsia del caso 2 tefiida con hematoxilina-eosina donde se aprecia pérdida total
de vellosidades. Panel B: detalle a mayor aumento de la pérdida de vellosidades

Las caracteristicas clinicas de la poblacién de nifios con EC (n=6)
se muestran en la tabla 8. Respecto a la sintomatologia digestiva es de
destacar que no existen diferencias significativas respecto a la poblacion que
no presentaba EC, presentando porcentajes muy similares en la frecuencia
de dolor abdominal, vomitos o anorexia, entre otros. Estos datos no son
comparables estadisticamente debido a la diferencia en el tamafio de ambas
muestras, pero se observa una clara tendencia a la no significacion
estadistica para la presencia de clinica digestiva, lo que apoya el concepto

de EC “oculta”.
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Figura 9: caso 5, correspondiente a un varon de 41 meses diagnosticado de

dermatitis herpetiforme mediante inmunofluorescencia indirecta. En los paneles A 'y B se

aprecian acantocitos IgA positivos en sustrato de es6fago de mono.
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Tabla 8: Caracteristicas clinicas de la poblacion con EC

DATOS CLINICOS n=6
Anorexia (%) 2 (33,3)
Dolor abdominal (%) 2 (33,3)
Vomitos (%) 1 (16,6)
Diarrea (%) 0
Pérdida de peso (%) 2 (33,3)
Heces pastosas o liquidas 0
Intolerancia a la lactosa 0
Retraso pondero-estatural (%) 1(16,6)
Aftas (%) 2 (33,3)
Infecciones frecuentes (%) 3 (50 %)
Trastornos neuroldgicos (%) 1 (16,6 %)

ANTECEDENTES FAMILIARES
Enfermedad Celiaca (%) 1 (16,6 %)
Enfermedad tiroidea (%) 2(3323)
Diabetes Mellitus (%) 3 (50 %)

De la misma manera, la prevalencia de antecedentes familiares positivos
para enfermedades relacionadas con la EC como la disfuncion tiroidea o la
diabetes mellitus fue muy similar entre la pequefia muestra con EC y el resto
de sujetos. Asi, la prevalencia antecedentes familiares de EC, disfuncion

tiroidea y diabetes mellitus fue ligeramente superior en los 6 nifios con EC
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(ver tabla 8) respecto a los nifios sin EC, sin que se encontrasen diferencias

estadisticamente significativas.

Las caracteristicas analiticas y antropométricas de la poblacién con
EC se muestran en la tabla 9. Los niveles de glucemia, creatinina, urea y el
ionograma bésico no diferian respecto a aquéllos encontrados en la
poblacion no celiaca. Sin embargo, una serie de pardmetros si mostraron
diferencias estadisticamente significativas y se describen a continuacion. El
valor de colesterol total fue significativamente inferior en la poblacion
respecto a los nifios no celiacas; la magnitud de esta diferencia fue de casi
30 puntos (en mg/100mL). Igualmente el valor de prealbimina, un
importante marcador de estado nutricional, fue inferior de forma
estadisticamente significativa (valor p=0,04), siendo ésta de 14,3 mg/dL en
los celiacos y de 17,4 mg/dL en los no celiacos. Los valores de
hemoglobina, calcio y transaminasas no mostraron diferencias significativas
si bien los valores encontrados tendian hacia un menor valor de los primeros
en los pacientes celiacos mientras que las transaminasas eran ligeramente
superiores que en poblacién no celiaca. Un valor interesante y que no fue
diferente de forma estadisticamente significativa debido a la diferencia en
las varianzas entre ambos grupos fue la ferritina; en poblacion celiaca el
valor medio de ferritina fue de 67,6 + 52 ng/dL, mientras que los sujetos no

celiacos fue de 37,6 + 26,1 ng/dL. Es de destacar el amplio rango entre
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sujetos celiacos, en los que el valor minimo de ferritina fue de 2 ng/dL y el
mayor 128 ng/dL, por lo que esta medicion estd muy influida por el pequefio

tamafio muestral de la poblacién con EC.

La valoracion del estado nutricional mediante pliegues cutaneos esta
descrito en la tabla 9. Los valores de percentil de peso y talla para la edad se
encontraban dentro de rango normal para las edades de los sujetos con y EC
y no mostraron diferencias estadisticamente significativas respecto a los 192
sujetos catalogados como no celiacos. El percentil de talla para la edad en
los pacientes con EC fue de 34,9 = 24,9, mientras que en poblacién no
celiaca la media fue de 46 ,7 £ 24,9; este resultado, si bien no fue
estadisticamente significativo debido probablemente a la diferencia en el
tamafno de ambas muestras es sugerente de una mayor prevalencia de talla
baja en pacientes con EC oculta. De forma estrechamente relacionada con lo
anterior destaca una diferencia significativa en el percentil percentil de peso
para la talla, siendo superior en los pacientes con EC (63,3 + 13,1 vs 57,3 +
28,7, valor p = 0,02). Este resultado muestra una probable afectacion

subclinica del desarrollo pondero-estatural en los sujetos celiacos.
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Tabla 9: Determinaciones analiticas en los 6 pacientes celiacos

DATOS ANTROPOMETRICOS n=6
Peso (Kg) 144+25
Talla (cm) 94,3 7,7
IMC (Kg/cm?) 16,1+ 0,4
Perimetro abdominal (cm) 49927
Perimetro braquial (cm) 16+£12
Perimetro cefalico (cm) 497+21
Pliegue cutaneo Subescapular (mm) 52+11
Pliegue cutaneo tricipital (mm) 95+0,7
Pliegue cutaneo bicipital (mm) 55+1
Percetil de peso para la edad 57,3+28,7
Percentil de talla para la edad 34,9 +249

VARIABLES ANALITICAS

Glucosa (mg/100mL) 76,8 +4,3
Urea (mg/100mL) 251 +45
Creatinina (mg/100mL) 0,3+0,06
Acido Urico (mg/100mL) 36+ 04
Colesterol total (mg/100mL) 135,6 +9,7
Triglicéridos (mg/100mL) 72+37
Calcio (mg/dL) 9,7+0,3
Fosforo (mg/100mL) 5,1+0,3
Sodio (mEg/L) 1395+1,7
Potasio (mEq/L) 48+0,3
Ferritina (ng/mL) 67,6 £52,6
Proteinas totales (g/100mL) 6,9+°0.2
GOT (U/) 42,1+115
GPT (U/) 27,6 £19,3
Albdmina (g/dL) 42+03
Prealbdmina (mg/dL) 143+28
Transferrina (mg/dL) 303,6 + 31,5
PCR (mg/dL) 08+11
Hemoglobina (g/dL) 118+21
Leucocitos (x10%/mm®) 81+28
VCM (fL) 76171
CHM (g/dL) 24,3+3,7
CHCM (g/dL) 319+27

IMC: indice de Masa Corporal; VCM: Volumen Corpuscular Medio; CHM: Concentracion

Hemoglobinica Media; CHCM: Concentracién Hemoglobinica corpuscular Media.
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IV.2: Andlisis de la validez diagnostica de un nuevo sistema POCT para

el diagnostico de la enfermedad celiaca

La aplicacion conjunta de ambos tests diagnosticos (sistema de tiras
reactivas “POCT”) y tests serologicos para el estudio de la validez de las
primeras como test diagnostico de cribado se complet6 en 198 sujetos de la
muestra, a los cudles se referirdn nuestros resultados. Un analisis global de

los resultados de los tests puede apreciarse en la tabla 10.

Tal y como se aprecia en la figura 7, 27 sujetos participantes en el
estudio mostraron positividad en algunas de las tiras reactivas empleadas en
el estudio: de estos, todos fueron positivos para la tira CD2WB excepto uno
que solo mostrd positividad débil para la tira CD1IWB y finalmente no se
confirmd que sufriese una EC. En los 172 sujetos restantes ambas tiras
reactivas fueron negativas. De estos 172 ninguno mostro positividad en los
tests seroldgicos y no fue confirmado ningun caso de EC. Esto arroja una
sensibilidad del 100 % para el uso conjunto de ambas tiras reactivas, asi

como para el uso unicamente de la tira CD2WB.
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Figura 10: Representacion esquematica de la distribucion de resultados en los casos para cada una de las
tiras reactivas. A: Casos positivos , representando en verde los falsos positivos y en azul los
verdaderos positivos. B: casos negativos, representando en verde los verdaderos negativos y
en azul los falsos negativos. Nétese que la proporcion de falsos negativos en muy baja con
ambos dispositivos.
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Tabla 10: Resultados del analisis con sistema POCT vy tests
serologicos en la muestra de 198 sujetos incluidos
definitivamente en el estudio.

CDiwB n=198
Negativo (%) «.evevuenene 98,5
Positivo (%) ...ceveeneee 15
CD2wB
Negativo (%) «..ocvuenne 86,9
Positivo (%) ...evenneee 13,1

Ac Anti-Gliadina IgA

Negativo (%) «..ocvuenne 93,9
Dudoso (%) «..eoveeenenee 15
Positivo (%) ...evenneee 4,5

Ac Anti-Gliadina 19G

Negativo (%) «..ocvuenene 90,4
Dudoso (%) «..eeeenenes 1,5
Positivo (%) «ceeeveeeenne 8,1

Ac Anti-Transglutaminasa IgA

Negativo (%) «..ocvuenene 96

Positivo (%) «.eeoveeernne 4

Ac Anti-Endomisio IgA

Negativo (%) ....c.ce.... 96,5

Positivo (%) «.eeoveeernne 35
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La figura 10 representa de modo esquematico la distribucion de los
casos que fueron positivos en las tiras reactivas. En ella se aprecia como de
los tres casos en los que la tira CD1WB fue positiva tan s6lo en una ocasion
se confirmo que finalmente fue un caso de EC. Para la tira CD2WB ocurre
algo similar: de los 27 casos inicialmente positivos tan solo 6 fueron
finalmente EC. De aqui se deduce que el valor predictivo positivo de ambos
tests es limitado para el diagndstico de EC en nuestra poblacion de baja

prevalencia de EC (3 %).

Sin embargo, el estudio de los casos con negatividad para el test
capilar muestra unos resultados diferentes en cuanto a sensibilidad y valor
predictivo negativo. Esto puede observarse en la figura 7. El valor
predictivo negativo de ambos tests es alto, es decir, la probabilidad de ser
finalmente celiaco cuando un test capilar ha sido negativo es muy baja.
Estos datos deben interpretarse con cautela ya que, si bien en el caso de la
tira CD2WB tanto la sensibilidad como el valor predictivo negativo fueron
del 100 %, no es asi el caso de la tira CD1WB, en los que el valor predictivo
negativo del test es del 97,4 % debido en gran parte a la baja prevalencia de
EC en nuestra poblaciéon analizada mas que al propio valor en si del test,

cuya sensibilidad es tan solo del 16,6 %. Los resultados que muestran el
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porcentaje de verdaderos positivos y negativos, falsos positivos y negativos,

sensibilidad y especificidad se exponen en las tabla 11y 12.

Tabla 11: Proporcién de resultados positivos y negativos en cada una de los sticks

utilizados
CDW1B (n) CD2WB (n)
Falsos Positivos 2 21
Verdaderos Positivos 1 6
Falsos Negativos 5 0
Verdaderos Negativos 190 172

Tabla 12: Valores de sensibilidad, especificidad y valores predictivos en cada una de las
tiras reactivas

CDwi1B Ccbh2wB

Sensibilidad (VP/VP+FN) 16,66% 100,00%
Especificidad (VN/VN+FP) 98,96% 89,11%
Valor predictivo positivo (VP/VP+FP) 0,33 0,22
Valor predictivo negativo (VN/VN+FN) 0,98 1
Razo6n verosimilitud positiva 8 9,09

(sensibilidad/1-especificidad)
Razon versosimilitud negativa 0,85 0

(1-sensibilidad/especificidad)
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V  DISCUSION

A pesar de que la EC es la enfermedad clinica de origen genético
maés frecuente de la Medicina Interna, existen cominmente largos periodos
de tiempo entre el inicio de los sintomas y el diagnostico, motivando esto
una subestimacion de la prevalencia de la misma. El diagnostico tardio o la
ausencia del mismo se encuentran relacionados con una continuidad de la
enfermedad y complicaciones a largo plazo como osteoporosis, riesgo de
fractura aumentado, embarazos desfavorables, riesgo de malignidad
intestinal, pubertad retrasada, retraso de crecimiento y problemas
dentales™®. Es por esta razén que la deteccién temprana y el tratamiento
oportuno precoz revisten fundamental importancia para evitar

complicaciones.

El impacto de la EC en el &rea Mediterranea se ha estimado en
términos de morbilidad y mortalidad , considerandose que para el afio 2020
habra 5 millones de casos de EC en el mundo (1 millén de nifios celiacos)
con un incremento de un 11 % respecto a 2010, lo que supone un coste
afiadido de 387 millones de euros en los proximos 10 afios. La media de
afios en realizar el diagnostico de EC es de 2 afios en nifios y de 6 afios en
adultos, lo que supone un retraso diagnostico y un aumento de la
morbilidad por déficits nutricionales, aparicion de enfermedades

autoinmunes asociadas, etc.
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La EC es un problema sanitario de primera magnitud y puede
considerarse una de las enfermedades autoinmunitarias de base genética mas
frecuentes del mundo occidental con una prevalencia entre 1:100 y 1:250.
Debido a esto y a las comorbilidades que asocia a corto y largo plazo como
la osteoporosis y los procesos malignos intestinales, la EC se presenta
como buena candidata para realizacion de cribado poblacional segin los
criterios de la OMS. EI cribado de dicha enfermedad se considera una
actividad recomendable como politica de salud publica al tratarse de una
enfermedad frecuente, con métodos diagndsticos sensibles y especificos y
que dispone de un tratamiento dietético eficaz. No se discute el beneficio del
cribado poblacional en grupos de riesgo como son la diabetes mellitus tipo
1, sindrome de Down, el sindrome de Turner y Williams, la tiroiditis de
Hashimoto, el lupus eritematoso sistémico, anemia ferropénica de causa no
conocida, artritis reumatoide, la infertilidad o abortos de repeticion y la

osteopenia de origen incierto.

La forma clésica de la enfermedad es cada vez menos frecuente y
predominan las formas extradigestivas. La imagen del iceberg celiaco
(figura 2) ilustra adecuadamente no solo la dificultad intrinseca de
identificacion de los pacientes celiacos (que presentan atrofia vellositaria)
sino también de los pacientes con sensibilidad al gluten que incluye todo el

espectro de la lesion, incluida la enteritis linfocitica y que en base a los
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criterios actuales también deberian seguir una dieta sin gluten. Sin embargo
hay muchas dudas sobre la evolucidn clinica de las formas silentes y
latentes de EC, y de como influiria en ellas la dieta sin gluten o como
afectaria a la calidad de vida de pacientes asintomaticos someterlos a la

dieta restrictiva.

Disponemos de estudios de cribado serologico, tanto en poblacion
general como en grupos de alto riesgo, y gracias a ellos podemos conocer
las cifras de prevalencia en unos y otros, pero no contamos con un estudio
de cohortes, prospectivo, en el que se haya realizado cribado poblacional,
aleatoriamente, en sujetos sin presentacion clinica habitual, para
posteriormente someterlos a seguimiento y evaluar el verdadero efecto de la
restriccion del gluten en la dieta. No podemos comparar las poblaciones de
EC diagnosticadas mediante cribado que seguramente tendran formas
clinicas menores de las poblaciones sintomaticas con formas méas graves. Si
parece estar claro el beneficio del cribado en sujetos asintomaticos y para las
mujeres en edad fértil. En un estudio sueco de cohortes se compararon 2078
mujeres con EC , cuyo diagndstico se habia realizado cuatro afios antes del
parto, con otro grupo similar cuyo cribado se realiz6 con posterioridad al
nacimiento. En este ultimo grupo hubo una mayor tasa de cesareas, recién

nacidos de bajo peso y pesos placentarios menores?.
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El cribado no so6lo detectaria aquellos enfermos “silentes” sino
también los pacientes celiacos atipicos que tan dificiles son de diagnosticar
por su presentacion clinica inespecifica, asi como a todos los grupos de
riesgo de EC. Existen trabajos en contra de la realizacién de un cribado
poblacional de EC por la posible baja adherencia a la dieta sin gluten al
tratarse de sujetos “asintomaticos™?, aunque recientemente un estudio
finlandés muestra unos niveles de adherencia a la dieta similares en uno y
otro grupo e incluso el grupo de cribado tenia mejores puntuaciones en
escala de salud mental que la poblacion general y fueron comparables en

otros aspectos de salud*?

. Al igual que en este trabajo finlandés, en nuestro
estudio, ninguno de los 6 sujetos identificados como celiacos mostré un
patron clinico de EC clasica, y su aceptacion de la dieta sin gluten fue
adecuada. Serd necesario un seguimiento a largo plazo para evaluar los
efectos que la deteccion precoz tendra en la aparicién de complicaciones
tipicas de EC como la pérdida de densidad mineral 6sea, los procesos
malignos intestinales etc. No obstante, estos datos apoyan que la
implantacion de la dieta sin gluten a temprana edad favorece su adherencia
por las circunstancias especiales de la edad infantil (falta de autonomia en la
preparacion de alimentos, desconocimiento de algunos alimentos, etc). En

este sentido, Kurppa y cols en un estudio prospectivo randomizado

demostraba la evidencia de que una dieta libre de gluten esta asociada a una
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mejoria histologica, serologico y clinica atun siendo “pacientes silentes” que
en realidad estan acostumbrados a un pobre estado de salud con el que

convivian'?,

La mejor estrategia diagndstica de EC hasta la fecha para la
deteccion de estos casos es la determinacién de antitransglutaminasa tisular
por ser el marcador mas especifico. La determinacion de estos marcadores
requiere de muestra de suero y laboratorios bien equipados siendo
demasiados caros para paises con pocos recursos, como algunos en el area
mediterrdnea donde la prevalencia de la EC es aun mayor. De ahi surge la
necesidad de creacion de dispositivos rapidos a la cabecera del paciente
conocidos como dispositivos POCT (point of care testing), debiendo ser
una prioridad la implantacion de los mismos en &reas de pocos recursos.
Aln son pocos los trabajos que han evaluado el uso de dispositivos a la
cabecera del enfermo en la deteccion precoz de EC silente. Son necesarios
mas estudios al respecto en poblaciones de distintas edades infantiles para

conocer su verdadera utilidad en el screening de EC.

Los primeros estudios en validar los dispositivos POCT datan del
afio 2007 por Korponay-Szabé y cols *%. En este caso, a diferencia de
nuestro estudio, se utilizo el dispositivo Biocard en 3518 nifios hungaros de
6 afios de edad, encontrandose una prevalencia de 1,4 % con una

sensibilidad para el test rapido del 78 % y un 100% de especificidad. La
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técnica en este caso fue realizada por varios observadores dentro del
personal de enfermeria, a diferencia de nuestro estudio, cuya medicion se
realizd por el mismo observador, con una mayor reproducibilidad esperable.
En nuestro trabajo se analiza una nueva técnica para deteccion de
anticuerpos especificos de EC mediante un dispositivo visual basado en la
inmunocromatografia (CD1WB y CD2WB de la casa comercial Operén ®).
Esta técnica utiliza muestra de sangre capilar permitiendo un diagndstico
rapido y de forma sencilla de la enfermedad a la cabecera del paciente, por
lo que se deduce su valor en centros de atencion primaria. Sélo existe otro
estudio publicado-también espafiol- del afio 2007 multicéntrico, que utilizé
los dispositivos CD1IWB y CD2WB de la casa comercial Operon ®, en
sujetos enfermos no tratados y controles sanos, con buenos resultados de
precision diagnéstica;*® sin embargo, el nuestro es el Gnico estudio espafiol
de screening en EC silente detectada por dicho método.  Los estudios
publicados con dispositivos POCT son en su mayoria realizados con el
dispositivo  Biocard celiac test, que detecta exclusivamente
antitransglutaminasa IgA con la consecuente pérdida de los casos
deficitarios de IgA ( hasta 1/10 celiacos tienen déficit de IgA), que
precisaria confirmacion con marcadores especificos de la 1gG. Este
dispositivo alcanza una sensibilidad del 91 %y especificidad del 98 % como

se indica en el estudio de Raivio realizado en pacientes celiacos no

82



tratados®. Mas recientemente, como refleja el estudio de Mooney*** se ha
disefiado un dispositivo rapido de screening de EC que detecta anticuerpos
frente a PGDs e IGA total, marcador serologico muy especifico de EC,
denominado Sintomax®. Las gliadinas (proteinas del gluten) son antigenos
al inicio de la cascada autoinmune en la enfermedad celiaca. En pacientes
con celiaquia activa, las gliadinas nativas son enzimaticamente deaminadas
por la transglutaminasa tisular (tTG), produciendo marcadores serologicos
altamente especificos. Simtomax® detecta con precision los anticuerpos IgA
e IgG contra los PGDs. Benkebil demostro la alta sensibilidad (78,9%) y
especificidad (95,7%) de este dispositivo constituyéndose como excelente

arma de screening en poblacion de alto riesgo.'%*

La elevada sensibilidad que hemos demostrado para el dispositivo
CD2WB nos permite definirlo como un excelente método de screening
aplicable en poblacién sana, y facilitando la identificacion de la mayoria de
los pacientes. Esto conllevdé una menor especificidad, lo que genero
diagndstico de falsos positivos que deberian ser sometidos a estudio
mediante los tests habituales méas especificos como los tests seroldgicos vy,
en caso de confirmarse la positividad, la biopsia intestinal. Dado que la
prevalencia global de EC en nuestra poblacion fue del 3 % es esperable que
a pesar de una razonable especificidad para la tira CD2WB (89,1 %) el valor

predictivo positivo sea bajo (0,22) y por ello sea necesaria la mencionada
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confirmacion con tests mas especificos. Segun nuestros datos el presentar un
test CD2WB positivo haria aumentar del 3% la probabilidad de tener la EC
al 22% (Razon de verosimilitud positiva 9); y si el test es negativo la
probabilidad de ser celiaco practicamente se reduce a 0 (Razon de
verosimilitud negativa 0).

Es muy interesante el hecho de que nuestra poblacién de estudio
fueron sujetos asintomaticos que segun los criterios diagndsticos vigentes de
EC no se diagnosticarian, y fue gracias a la nueva técnica de screening
estudiada por lo que se alcanzd el diagndstico y se inicid el tratamiento con
dieta sin gluten. En estudios previos analizaron este mismo dispositivo
(Operdn ®) u otros similares (Biocard®) en sujetos con EC,*%% sospecha
clinica o familiares directos de pacientes con EC, es decir, con una mayor
prevalencia de EC; en todos ellos el valor predictivo positivo del test fue
muy superior al encontrado en nuestro estudio, manteniendo una
sensibilidad cercana al 100 %. Sin embargo, nuestro estudio es el primero
que demuestra el valor real de este dispositivo como técnica de screening
de EC en sujetos asintomaticos y aparentemente sanos.

Los dispositivos POCT son rapidos, no presentan complejidad
técnica y tienen bajo coste (el precio aproximado es de 1 euro por muestra).
Ademas poseen una ventaja adicional respecto a otros dispositivos

estudiados previamente, y es que no precisa de la medicion de IgA sérica,
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pudiendo ser aplicable a los pacientes con déficit de IgA, tan frecuente en
poblacién pediatrica menor de 3 afios de edad. Puede ser realizado

facilmente por el pediatra 0 medico de cabecera

El estudio de prevalencia de nuestra poblacién aparentemente
sana y realizado mediante screening inmunocromtografico y seroldgico
concluye la presencia de EC silente en una proporcion de 1:33, cifra muy
superior a la descrita en estudios previos (media europea de 1%) y superior
a la esperada. Si tenemos en cuenta la edad de la poblacion de estudio, 2 a 4
afios de edad, y la ausencia de sintomas iniciales en la cohorte incluida, la
elevada prevalencia cobra mayor relevancia. Hasta ahora la cifra mas
elevada descrita en poblacion sana asintomatica fue en el estudio espafiol de
Garcia Novo, con una prevalencia de 1:220 en donantes de sangre y soélo
observandose superior en los estudios de Maki et al en Finlandia de 1:98 y
de Catassi en poblacion saharaui de 1:18 (ver tabla 1). Nuestra muestra de
pacientes celiacos es pequefia, por lo que no pueden extraerse conclusiones
fiables acerca de su estado clinico, analitico y nutricional. No obstante, los
resultados observados sugieren cierta tendencia de los sujetos con EC a
presentar marcadores bioquimicos precoces de desnutricion como el menor

valor detectado en la prealbumina o el calcio, que tedricamente, y a falta de
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un seguimiento clinico y analitico, mejorarian tras la retirada del gluten de

la dieta.
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VI CONCLUSIONES

La prevalencia de EC silente encontrada en nuestra poblacion de nifios
de 2 a 4 afios de edad fue superior a la descrita en otros trabajos. Las
caracteristicas clinicas, analiticas y nutricionales de los pacientes celiacos y

sujetos no celiacos fueron similares.

La sensibilidad y valor predictivo negativo en nuestra poblacion del
dispositivo inmunocromatografico CD2WB fue del 100 % y de 1
respectivamente. La sensibilidad del dispositivo CD1WB fue del 16,6 %.
Como conclusién final, el dispositivo CD2WB presentd una excelente
validez diagnostica como prueba de screening para la deteccion de EC

silente.
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Estudio de Prevalencia de Enfermedad celiaca en el distrito de Maracena

Hoja de recogida de datos:

1.- Datos administrativos:

Nombre y Apellidos

NHC Sexo
Edad
Fecha de Nacimiento Distrito Teléfono

2.- Datos clinicos:
o Alimentacién con lactancia materna Siti Not
e Edad de introduccion del gluten
e Enfermedades previas
e Sintomas digestivos

Anorexia Si No[l Dolor abdominal Si7 Noo Vémitos
Sitl  NotJ

Diarrea Si: No Pérdida de peso Siii Noi Distension
abdominal sit No&

Aspecto de heces Fallo de medro Si NorJ
Intolerancia a lactosa Sil  NotJ

Aftas orales Si© Noo Infecciones recurrentes Sio Noo
Anemia Sio NolJ Trastornos neurolégicos Sio Noll

Antecedentes familiares de Enfermedad celiaca y/o enfermedades
autoinmunes
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3.- Valoracion nutricional

Peso (p) Talla (p) Perimetro braquial
Indice nutricional

IMC

4.- Datos de laboratorio

Tira reactiva antigliadina

Tira reactiva antitransglutaminasa
ELISA

Hemograma

Bioquimica
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1. Tamaino muestral

Tabla 1. Seleccion de la muestra (n)

Fase de preseleccion e informacion 311

Aceptacion voluntaria a participar en el estudio 267 (85,8 % seleccionados)
Abandono antes del inicio del protocolo 15 (5,6 % aceptantes)
Muestra inicial (n total) 252 (94,4% aceptantes)
Evaluacion especifica TCA (submuestra) 30
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En la tabla 2 se recogen los datos correspondientes a las variables

globales incluidas en cada seccidn, sin prejuicio de que pueda faltar

aisladamente algin dato o datos (por €j. glucosa o hemograma en una

determinada analitica, etc.).

Seccion Varones Mujeres Total
n=131 n=121 n=252
51,8 % 48,2% 100%
Datos sociodemograficos 131 (51,8) 121 (48,2) 252 (100)
Datos clinicos 130 (51,6) 121(48) 251 (99,6)
Antropometria 131 (52) 121 (48) 252 (100)
POCT enfermedad celiaca 129 (51,2) 119 (47,2) 248 (98,4)
Estudio analitico enfermedad celiaca 107 (46,4) 97 (38,5) 214 (84,9)
Estudio analitico enfermedad celiaca + POCT 103 (40,9) 96 (38,1) 199 (79,0)
Estudio analitico general 105 (41,7) 96 (38,1) 201 (79,8)
Habitos alimentarios (basico o completo) 131 (52) 119(47,2) 250 (99,2)
Valoracion ingesta dietética 93 (37,00 91(36,1) 184 (73,1)
Evaluacion especifica TCA (submuestra) 14 (46,7) 16 (53,3) 30 (100)

Tabla 2. Tamarfio muestral definitivo por secciones (n, %o muestra

inicial )
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2. Caracteristicas sociodemograficas y clinicas

Tabla 3. Caracteristicas sociodemograficas y clinicas (% sujetos)

Varones | Mujeres Total
(h=131) (n=121) (n=252)
Sexo 52 48 100
Edad (meses)* 32,4 + 32,1+ 32,2 £
8,4 9,3 8,8
Rango de edad (meses)** 15-59 13- 60 13- 60
SINTOMAS DIGESTIVOS
Anorexia 32,3 31,7 32
Dolor abdominal 16,2 22,5 19,2
Vémitos 14,6 17,5 16
Diarrea 12,3 8,3 10,4
Pérdida de peso 13,1 16,7 14,8
Retraso pondero-estatural 20,8 19,2 20
Distensi6n abdominal 17,7 15,8 16,8
Aspecto de heces
| 60,0 52,5 56,4
NOFMAIES ....cccerrmrrrenrssmrssnrssan s s s e ssnsssansssnnsssmnsssns 6,1 8,3 72
Blandas,pastosas o liquidas .....cccccerrrrmmmrennnnnnnnnnns 14,6 16,7 15,6
16,2 17,5 16,8
DUFAS .iviinemmnnnnnnnnnnnsnssssssssssssssssnssssssssnnssnsnnnssssssnnas 3,1 5,0 4,0
EstreRimiento .....cccccuummmemssimmmemssssmmnsssssmnnenssssanssns
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XL =T 3y T 1 3 Lol - T

Intolerancia a la lactosa (sintomatologia clinica) 3,1 2,5 2,8
Aftas orales 19,2 17,5 18,4
Anemia 10 4,2 7,2
Transtornos neuroldgicos 15,4 9,2 12,4
Infecciones recurrentes 32,1 26,7 29,5
ANTECEDENTES FAMILIARES
Enfermedad celiaca y/o enfermedades autoinmunes 3,8 9,9 6,8
Diabetes 40,8 43,3 31,2
Enfermedades tiroideas 26,9 35,8 42

* Media + DE

** La gran mayoria de los nifios con edades comprendidas entre mas de 2 y menos de 4

anos
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3. Estudio antropomeétrico

Tabla 4. Caracteristicas antropomeétricas basicas (media + DE)

Varones (n=131) Mujeres (n=121)
Peso (P, kg) 14,10 + 2,44 13,71 £ 2,73
Talla (T, cm) 93,37 £ 6,78 92,00 £ 7,39
IMC (IMC, kg/m?2) 16,16 + 1,58 15,99 £+ 1,65
Perimetro cefalico (PC, cm) 49,75 = 2,71 48,26 + 3,01*
Perimetro abdominal (PA, cm) 49,40 + 3,95 48,29 + 5,14
Perimetro braquial (PB, cm) 15,19 £ 1,17 15,84 + 8,33
Pliegue cutaneo tricipital (PCT, mm) 10,12 £ 2,37 10,58 + 2,37
Pliegue cutaneo bicipital (PCB, mm) 6,46 + 2,18 6,31 £ 1,55
Pliegue subescapular (PCSE, mm) 7,32 £ 2,20 7,42 £ 2,23

La valoracidon antropométrica por percentiles (Tabla 5) esta
realizada en base a los datos de la OMS, para lo cual se ha utilizado el
programa WHO Anthro v.3.2.2.

Cuando el percentil que corresponderia a un determinado valor
supera el tedrico de 100, dicho programa lo interpreta como valor no
disponible, por lo que en nuestros resultados apareceria como valor
faltante. Es decir, con este programa se infravalorarian los resultados

medios en percentiles.
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Tabla 5. Valoracion antropométrica con percentiles (media 1+ DE)

Percentiles Varones Mujeres Total
(n=131) (n=121) (n=252)

Peso para la talla 57,50 + 28,07 57,60 + 29,19 57,5 £ 28,6
Peso para la edad 53,24 + 28,66 55,49 + 28,21 54,3 + 28,4
Talla para la edad 45,84 = 29,37 47,00 = 29,03 46,4 £ 29,1
IMC para la edad 58,31 + 28,49 58,90 + 29,46 58,6 + 28,9
Perimetro cefalico 59,35 + 34,43 57,03 + 34,22 58,2 + 34,3
para la edad

Perimetro braquial 50,80 + 31,80 53,74 + 32,11 52,1 £ 31,9
para la edad

Pliegue tricipital 77,12 + 24,88 76,92 + 24,45 77,0 £ 24,6
para la edad

Pliegue subescapular 66,20 £+ 32,79 64,41 + 27,21 65,3 =+ 30,1

para la edad

*Diferencias significativas segun sexo (P< 0,05)

Los resultados obtenidos tras la aplicacion del test de la t* Student

ponen de manifiesto que todos los percentiles medios obtenidos son

estadisticamente iguales o superiores al percentil 50 (P>0,05). Tampoco

se han observado difrencias significativas en funcién del sexo (P>0,05).

La valoracion antropométrica por z-score (Tabla 6) esta también

realizada en base a los datos de la OMS, para lo cual se ha utilizado el

mismo programa anterior (WHO Anthro v.3.2.2.)
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En este caso, a los valores extremos si que les corresponden z-score
también extremos (tanto positivos como negativos), por lo que los valores
medios de z-score reflejan mejor los resultados globales del estudio

antropométrico.

Tabla 6. Valoracion antropomeétrica con Z-score (media + DE)

Z-score Varones Mujeres Total
(n=131) (n=121) (n=252)

Peso para la talla 0,29 + 1,07 0,33+ 1,16 0,31 +1,11
Peso para la edad 0,10 £ 1,02 0,18 £ 1,15 0,14 £ 1,08
Talla para la edad -0,14 £ 1,10 -0,24 £ 1,78 -0,19 £ 1,47
IMC para la edad 0,87 + 6,57 0,36 + 1,18 0,63 + 4,78
Perimetro cefalico 0,54 + 1,68 -0,45 + 5,52 0,06 + 4,04
para la edad

Perimetro braquial -0,42 £ 1,66 -0,40 £+ 2,07 -0,41 £ 1,86
para la edad

Pliegue tricipital 1,07 £ 1,03 1,04 + 1,00 1,06 £ 1,01
para la edad

Pliegue subescapular 0,68 + 1,40 0,61 +1,11 0,64 + 1,26
para la edad

*Diferencias significativas segun sexo (P< 0,05)

Los resultados obtenidos tras la aplicacion del test de la t” Student
sefalan que el z-score medio del perimetro braquial es estadisticamente

inferior a cero  (P<0,05), lo que demuestra valores por debajo de la
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media. No se han observado dichas diferencias para los restantes valores

de z score, ni tampoco en funcidn del sexo (P>0,05).

4. Cribado enfermedad celiaca (EC) mediante POCT

Tabla 7. Diagnostico enfermedad celiaca: Test POCT (% sujetos)

Varones Mujeres Total
(n=129) (n=119) (n=248)
CD1iwB
Negativo ......cooreeunsees 97,7 99,2 98,4
[0 117 [+ X o J 0,8 0,8 0,8
Positivo ....ccovrmanrannnns 1,6 0 0,8
Ch2wB
Negativo ....cccevevvissnns 83,6 88,2 85,8
Dudoso .....ccurrmnnnnnnns 11,7 7,6 9,7
PosSitivo .......covvrrnnnnees 4,7 4,2 4,5

Nota. Resultados referidos a todos los casos en que se realizd este test
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Varones Mujeres Total
(n=107) (n=97) (n =214)
Ac Anti-Gliadina IgA
Negativo .......ceeunneenn 94,3 93,8 94
[0 11T [ 1Yo Y — 1,9 1 1,5
PoSitivo ...ccvreiieeinnnnins 3,8 5,2 4,5
Ac Anti-Gliadina IgG
Negativo ......ccvveenens 90,5 90,7 90,6
DUdoOSO ...orrensrnnnsnnnnns 1,9 1 1,5
POSItiVO ...oovreeeninnnnnns 7,6 8,2 7,9
Ac Anti-Transglutaminasa IgA
Negativo ....cc.ormeurnennn 96,3 95,8 96,1
POSItIVO ..vveunnreesnnnnnns 3,7 4,2 3,9
Ac Anti-Transglutaminasa IgG
Negativo ....ccccrmeuirennn 53,8 57,3 55,4
No procede ......c.ceeees 46,2 42,7 44,6
Positivo ... ..ieeeeeeannn 0 0 0
Ac Anti-Endomisio IgA
Negativo ....cccormmuineann 97,2 95,8 96,5
POSItiVO ..uovrreensssnnnnnns 2,8 4,2 3,5
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5. Test analiticos para diagnostico EC
Tabla 8. Anticuerpos enfermedad celiaca (% sujetos)

Nota. Resultados referidos a todos los casos en que se realizo este test

En la tabla 9 se presentan conjuntamente los resultados de las
tablas 7 y 8, pero refiriéndonos exclusivamente a aquellos casos en los que
se realizaron tanto los test POCT como los test analiticos clasicos (n= 198).
Y en la tabal 10 se recogen detallladamente los resultados completos del

estudio de enfermedad ceiaca para cada uno de los casos.

Tabla 9. Estudio analitico completo enfermedad celiaca

Varones Mujeres Total
(n=103) (n=95) (n=198)
CD1WB
Negativo .....ceervnnssnns 97,1 100 98,5
DUdOSO ...corereeeressnnnns 1 0 0,5
POSItiVO ..cvuvereraransenes 1,9 0 1
CD2WB
Negativo ....ccccevveennnns 84,3 87,2 85,8
DUdOSO ...oversersnrsaniaes 9,8 7,4 8,6
POSItIVO .vuvveeunrmnsinnnns 5,9 53 5,6
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Varones Mujeres Total
(n=103) (n=96) (n=199)

Ac Anti-Gliadina IgA

Negativo ....cccevevvinnns 94,2 93,8 93,9

Dudoso .....ccorrmnrnnins 1,9 1 1,5

Positivo ....covvmunnnrnnne 3,9 5,2 4,5
Ac Anti-Gliadina IgG

Negativo ........cccurrnees 90,3 90,6 90,4

Dudoso ..........ceevunes 1,9 1 1,5

Positivo ....ccovrennnennnns 7,8 8,3 8,1
Ac Anti-Transglutaminasa IgA

Negativo ....cccceeeeeenees 96,1 95,8 96

Positivo ...ccccvemurrnninans 3,9 4,2 4
Ac Anti-Transglutaminasa IgG

Negativo ....ccerrrrrsssnns 52 57,3 54,3

No procede .......ususnes 48 42,7 45,7

Positivo .... ..ouiieeeeens 0 0 0
Ac Anti-Endomisio IgA

Negativo .......ccvveeine 97,1 95,8 96,5

Positivo ....ccuveeinnannanns 2,9 4,2 3,5
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Cason® CD1WB CD2WB | Ac Anti- Ac Anti- Ac Anti- Ac Anti- | Ac Anti-
Gliadin IgA Gliadin IgG TG IgA TG IgG  endomisi
o IgA

1 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
2 + Neg Neg Neg Neg Neg Neg
4 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
5 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
6 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
8 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
9 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
11 Neg B Neg Neg Neg Neg Neg
12 Neg Neg Neg Neg Neg Neg -
17 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
18 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
19 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
25 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
26 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
27 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
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28 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
30 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
33 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
34 Neg + Neg Neg Neg Neg Neg
36 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
37 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
39 Neg + Neg Neg Neg Neg Neg
42 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
43 Neg Neg + Neg Neg Neg Neg
44 + + Neg 16 Neg Neg Neg
46 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
47 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
48 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
50 Neg + --- --- --- --- ---
51 Neg + Neg Neg Neg Neg Neg
52 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
53 Neg Neg Neg Neg Neg --- Neg
54 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
55 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
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56 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
57 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
58 Neg + Neg Neg Neg Neg Neg
61 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
62 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
63 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
64 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
66 Neg Neg Neg neg Neg Neg Neg
68 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
69 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
70 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
71 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
72 Neg Neg Neg 17 Neg Neg Neg
74 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
75 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
77 Neg Neg Neg 17 Neg Neg Neg
78 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
79 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
80 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
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81 Neg Neg + Neg Neg Neg Neg
87 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
88 Neg Neg Neg + Neg NP Neg
89 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
90 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
92 Neg Neg Neg t Neg Neg Neg
94 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
96 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
97 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
99 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
100 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
103 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
104 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
105 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
106 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
107 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
108 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
109 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
110 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
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112 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
115 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
116 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
117 Neg B Neg Neg Neg Neg Neg
118 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
122 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
123 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
124 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
125 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
127 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
128 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
129 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
131 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
132 Neg + 13 18 16 NP +

135 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
136 Neg ae Neg Neg Neg NP Neg
139 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
140 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
143 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
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145 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
146 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
147 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
148 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
149 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
150 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
151 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
152 Neg Neg Neg + Neg Neg Neg
153 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
154 Neg ae Neg Neg Neg Neg Neg
158 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
160 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
161 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
162 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
163 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
164 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
165 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
167 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
169 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
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170 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
171 Neg + 84 86 Neg Neg Neg
172 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
174 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
175 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
176 Neg Neg 13 Neg 26 NP +

177 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
178 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
179 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
180 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
181 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
182 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
183 Neg + 41 29 Neg NP Neg
184 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
185 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
186 Neg ++ >200 475 >200 NP +

187 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
188 Neg + Neg Neg Neg NP Neg
189 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
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190 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
191 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
193 Neg T Neg 31 Neg NP Neg
194 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
195 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
196 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
197 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
199 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
200 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
201 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
202 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
204 Neg Neg 11 Neg Neg NP Neg
205 Neg Neg 46 20 Neg NP Neg
207 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
208 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
209 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
210 Neg Neg a1 Neg Neg NP Neg
211 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
212 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
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213 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
214 Neg Neg Neg 12 Neg NP Neg
215 Neg + 69 55 91 NP +

216 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
217 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
218 Neg + Neg Neg 11 Neg Neg
219 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
220 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
222 Neg Neg Neg 11 Neg Neg Neg
223 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
224 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
225 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
226 + ++ >200 211 >200 NP +

227 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
228 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
229 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
230 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
231 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
232 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
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233 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
234 Neg Neg Neg 11 Neg Neg Neg
236 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
237 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
238 Neg ae Neg Neg Neg Neg Neg
239 Neg + Neg 13 57 NP +

240 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
241 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
242 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
243 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
244 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
245 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
246 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
247 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
248 Neg + Neg 15 Neg NP Neg
249 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
250 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
251 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
252 Neg + Neg Neg Neg NP Neg
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253 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
255 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
256 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
257 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
258 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
260 Neg + Neg Neg 14 NP +

261 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
262 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
263 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg
264 Neg ae Neg Neg Neg NP Neg
265 Neg + Neg Neg Neg NP Neg
266 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
267 Neg Neg Neg Neg Neg NP Neg

Tabla 10. Resultados detallados estudio de enfermedad celiaca

Como estudio preliminar, para el calculo de sensibilidad vy
especificidad de los test POCT se ha utilizado como referencia el resultado
analitico de la determinacion de endomisio. Los datos considerados para

dichos calculos se resumen en la tabla 11:
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Tabla 11. Resumen casos enfermedad celiaca (POCT frente a

endomisio)
CDW1B (n) CD2WB (n)
Falsos Positivos (FP) 1 17
Verdaderos Positivos 1 7
(VP)
Falsos Negativos (FN) 5 0
Verdaderos Negativos 191 174
(VN)
Los resultados obtenidos se sefialan en la tabla 12:
Tabla 12. Test POCT frente a endomisio: caracteristicas analiticas
CDW1B CD2WB
Sensibilidad (VP/VP+FN) 16,70% 100,00%
Especificidad (VN/VN+FP) 99,50% 91,10%
Valor predictivo positivo (VP/VP+FP) 0,5 0,29
Valor predictivo negativo (VN/VN+FN) 0,97 1
Razon verosimilitud positiva 33,2 11,23
(sensibilidad/1-especificidad)
Razon versosimilitud negativa 0,84 0
(1-sensibilidad/especificidad)
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6. Estudio analitico general

Tabla 13. Estudio analitico general : Hemograma (Media + DE)

Varones Mujeres Total

(n=105) (n=96) (n=201)
Leucocitos (x10~3/mmc) 9,1+2,6 94+2,8 9327
Hematies (x10"6/mmc) 4,95 £+ 0,60 4,85 £ 0,44 4,90 £+ 0,53

Hemoglobina (g/dl)

12,62 + 1,42

12,67 + 1,10

12,64 £ 1,28

Hematocrito (%)

37,53 £ 2,89

37,56 £+ 2,98

37,54 £ 2,93

VCM (fl) 72,90 + 15,79 74,86 + 13,86 73,84 £ 14,89
HCM (pg) 26,96 + 7,56 26,81 £ 5,32 26,89 £ 6,57
CHCM (g/dI) 33,75 £ 1,62 33,73 £ 1,26 33,74 £ 1,45
Plaquetas (x10”3/pl) 320 £ 97 341 £ 94 330 £ 96
% neutrofilos 37,8 £13,0 38,8 £ 12,7 38,3 +12,8
% linfocitos 48,0 + 14,8 50,3 £ 13,6 49,1 + 14,2
% monocitos 7,7 £6,3 6,724 7,248
% eosinofilos 3,626 2,7 £2,3* 3,1+25
% basofilos 04+0,2 04+0,2 0,4+0,2

*Diferencias significativas segin sexo (P< 0,05)
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Tabla 14. Estudio analitico : Bioquimica general (Media + DE)

Varones Mujeres Total
(n=) (n=) (n=)
Glucosa (mg/dl) 77,7 £9,8 76,2 £ 9,0 77 £ 9,4
Urea (mg/dl) 27,8 £5,9 279+7,1 27,8 £6,5
Creatinina (mg/dl) 0,31 £ 0,05 0,30 = 0,06 0,30 = 0,06
Acido drico (mg/dI) 3,66 £ 0,76 3,54 £ 0,76 3,60 = 0,76

Colesterol (mg/dl)

159,7 + 29,7

167,3 + 30,5

163,4 + 30,2

HDL-colesterol (mg/dl) 50,6 £ 12,1 46,7 = 13,0* 48,7 £ 12,7
LDL-colesterol (mg/dl) 91,8 +£ 24,7 101,3 + 23,1%* 96,4 + 24,4
Triglicéridos (mg/dl) 69,3 + 29,7 84,4 + 44 4% 76,7 £ 41,1
Bilirrubina total (mg/dl) 0,31 £0,13 0,29 £ 0,15 0,30 £ 0,14
GOT (UI/1) 35,4+ 8,6 38,4 £ 10,2 36,9 £ 9,5
GPT (UI/I) 18,2 £ 11,3 20,1 £ 16,4 19,1 + 14,0
GGT (UI/I) 96 + 3,3 94 + 3,5 95+34

Fosfatasa alcalina (UI/I)

269,9 £ 299,5

227,7 £103,2

249 6 + 227,9

Calcio (mg/dl) 9,99 + 0,45 10,00 = 0,40 9,99 + 0,42
Fésforo (mg/dl) 5,03 £ 0,44 5,19 £ 0,47* 5,10 + 0,46
Sodio (meq/I) 1383+ 2,4 139,0 £+ 2,4* 138,6 + 2,4
Potasio (meq/I) 4,81 +£0,43 4,74 £ 0,35 4,78 £ 0,39
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Proteinas totales (g/dl)

6,82 £ 0,42

6,92 + 0,41

6,87 + 0,41

Albumina (g/dl)
Prealbumina (mg/dl)

Ferritina (ng/ml)

4,50 £ 0,33
17,39 + 3,63

34,6 + 23,9

4,54 + 0,28
17,36 + 4,50

42,8 + 30,4*

4,52 £ 0,31
17,38 + 4,05

38,6 + 27,5

Transferrina (mg/dl)

PCR (mg/dl)

302,3 £ 40,3

0,52 £ 1,35

295,5 + 34,9

0,41 £ 0,82

299,2 +£ 37,9

0,47 £ 1,14

IgA (mg/dl)

<50: 21,9 %

<50: 25,3 %

resto: 87,4 + 34,0 resto: 91,8 + 35,6

<50: 23,4 %
resto: 89,3 +
33,3

*Diferencias significativas segun sexo (P< 0,05
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BACKGROUND: Our aim is to study the prevalence of sub-
clinical celiac disease (CD) and analyze the diagnostic yield of a
new rapid test in children aged 2-4.

METHODS: We carried out a cross-sectional study in a sample
population of children aged 2-4 from the same metropolitan
area. We recruited apparently healthy subjects, and collected
clinical, anthropometric, analytical, and serological variables.
We also tested for anti-gliadin IgA and anti-transglutaminase
IgG and IgA using a rapid immunochromatographic test
CD1WB and CD2WB (Operon, Zaragoza, Spain).

RESULTS: One hundred and ninety-eight children were
recruited, signed the informed consent form, and completed
the protocol (mean age 32.3+9.2 mo, 53% males). CD prev-
alence according to the serological tests was 3% (Cl 95%,
1.4-6.4%). Biopsies were used to confirm the diagnosis in all
suspected cases. The sensitivity and negative predictive value
of the CD2WB immunochromatographic test strip were 100%
and 1, respectively. The sensitivity of CDTWB was 16.6% and its
specificity was high (89.1%).

CONCLUSION: The prevalence of subclinical CD in the sam-
ple group of 2-4-y old was higher than that found by other
authors. The CD2WB immunochromatographic test strip is an
excellent diagnostic screening tool with high sensitivity and
negative predictive value.

Celiac disease (CD) is a world immune-mediated disorder
caused by a reaction to the gliadins in the gluten in many
common foodstufs. It affects those with a genetic predisposi-
tion to the disease and is the most prevalent cause of diges-
tive malabsorption in the developed world. CD symptoms can
range from very severe to subclinical. It is estimated that for
every diagnosed case of CD there are five undetected cases.
The estimated global prevalence of CD is between 1 in 100 and
1 in 250, although few specific data about our study population
of 2-4-y olds are available (1-4).

Early detection of CD is a challenge for all pediatricians.
Current diagnostic methods include serological tests to
detect autoantibodies and histological tests following upper

gastrointestinal endoscopy and biopsy of the intestinal villi,
although both methods are invasive in certain degree (5). The
high estimated prevalence of subclinical CD in apparently
healthy children means that a noninvasive screening method
is required. The results of previous studies using a rapid visual
immunochromatographic bedsite test (point-of-care testing)
have been promising (6-13).

Our aim is to study the prevalence of subclinical CD in chil-
dren aged 2-4living in the same Healthcare District (Maracena,
in the metropolitan district of Granada, Spain), and to assess
the validity of an immunochromatographic screening method
that detects CD antibodies in the capillary blood of apparently
healthy subjects (Operon).

RESULTS

Two hundred and fifty-two children aged between 2 and 4
at the time of recruitment were included in the study group
between May 2009 and April 2012. The final sample size
was n = 198 children (average age 32.3+9.2 mo, 53% male).
All of these children completed the study protocol. The
group’s clinical and sociodemographic variables are shown
in Table 1.

Anthropometric and nutritional variables for the 198 sub-
jects were collected to establish how similar the study group
was to the general population. All the average percentiles cal-
culated were similar to those of the general population.

Prevalence of CD
Figure 1a is a flow diagram showing the process by which
children were included in the study. Of the 198 children tested
using the point-of-care test and the auto-antibody test using
EliA (Enzyme immunoassay, Phadia, Uppsala, Sweden) or sec-
ondary immunofluorescence, 27 tested positive with at least
one of the capillary blood test strips. In six of those cases, the
serological test was also positive and the diagnosis was con-
firmed with a biopsy. In 21 cases, the serological tests did not
confirm the CD diagnosis.

Of the six children with a positive anti-transglutaminase
and anti-endomysial antibody test, in five cases (83.3%) the
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Table 1. Sample group sociodemographic and clinical variables
Total (n=198)

Male (%) 53

32.3+9.2(13-60)

Age (months)

Digestive symptoms

Anorexia (%) 3238
Abdominal pain (%) 214
Vomiting (%) 16.9
Diarrhea (%) 1.4
Weight loss (%) 16.4
Failure to thrive (%) 184
Abdominal distension (%) 18.4
Stools
Normal (%) 58.2
Soft (%) 55
Liquid (%) 2
Hard (%) 15.9
Constipation (%) 139
Alternating (%) 4.5
Lactose intolerance (clinical symptoms) (%) 25
Mouth sores (%) 19.4
Anemia (%) 85
Neurological disorders (%) 13.9
Recurrent infections (%) 31.2

Family history

CD and/or autoimmune diseases (%) 74
Diabetes (%) 31.8
Thyroid disease (%) 423
Anthropometric data
Weight-for-height percentile 58.8+27.7
Weight-for-age percentile 54.7+27.6
Height-for-age percentile 46.3+284
BMI-for-age percentile 59.8+28.3
Head circumference-for-age percentile 59.0+33.8
Arm circumference-for-age percentile 52.7+31.8
Triceps skinfold-for-age percentile 77.0+£24.1
Subscapular skinfold-for-age percentile 65.6+29.7

biopsy confirmed CD with a Marsh score of 3 (Figure 2a).
In one case, the biopsy revealed no signs of villus atrophy in
the duodenal mucosa, with raised intraepithelial lymphocytes
(>30) and crypt hyperplasia consistent with a Marsh score of 2.
In another case, the patient tested positive with the test strips
and the serological test results were consistent with dermati-
tis herpetiformis associated with CD (Figure 2b). During the
diagnostic procedure, this child developed a pruritic rash on
the back, buttocks, and elbows but had experienced no diges-
tive symptoms.

2 Pediatric RESEARCH

Based on the results of the serological tests for anti-transglu-
taminase and anti-endomysial IgA antibodies and the biopsies,
the prevalence of CD in the sample group was 3% (CI 95%,
1.4-6.4%, Figure 1b).

The average age of patients with CD (n = 6) was 36.1+10.1
mo. Half of them were male. All were initially asymptomatic.
Table 2 shows the variables for the six patients initially diag-
nosed with CD based on the serological tests and whose diag-
noses were later confirmed histologically.

The clinical and sociodemographic variables and family
history of the children with CD were no different to those of
the 192 healthy subjects (P > 0.05). There were no significant
differences in the digestive symptoms of the group with CD
and the group without, with very similar percentages for the
frequency of abdominal pain, vomiting, and anorexia, among
others.

The analytical and anthropometric variables for the patients
with and without CD are shown in Table 3. The blood glu-
cose, creatinine, urea, and electrolyte results were not differ-
ent between the two groups. However, the total cholesterol and
albumin levels were lower in the group with CD (statistically
significant, P < 0.05). The weight and height-for-age percen-
tiles were within the normal range according to the percentile
charts used (11), with no statistically significant differences
between the six patients with CD and the 192 without. The
height-for-age percentile comparison was not statistically sig-
nificant, but the data suggest that patients with subclinical CD
are more likely to be shorter than average.

Analysis of the Diagnostic Validity of the Point-of-Care Test
(Operon)

As Figure 1c,d shows, 27 of the subjects tested positive for CD
with at least one of the test strips used. Of these, all tested posi-
tive with the CD2WB strip except 1, who had a weak positive
result with the CDIWB strip and was eventually confirmed not
to have CD. All of the remaining 171 subjects tested negative
with both test strips. None of these 171 patients tested positive
with the serological tests and there was no confirmed case of
CD. The sensitivity of CD2WB alone and both strips together
is therefore 100%.

Figure 1c shows the distribution of cases with positive
results with the test strips. Of the three subjects who tested
positive with CD1WB, only one was later confirmed to have
CD. Similarly, of the 27 initially positive tests with CD2WB,
only 6 were later confirmed to be CD. The positive predictive
value of both tests for diagnosing CD was therefore limited in
this study population where CD prevalence was low (3%).

However, the analysis of cases with negative capillary blood
test results revealed interesting findings in terms of the sen-
sitivity and negative predictive value of the strips. These are
shown in Figure 1d. The negative predictive value of both test
strips is high; in other words, the likelihood of a patient having
CD when the capillary test is negative is very low. The percent-
ages of true positives and negatives, false positives and nega-
tives, sensitivity, and specificity are shown in Table 4.

Copyright © 2015 International Pediatric Research Foundation, Inc.
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Figure 1. Results. (a) Flow chart of study. (b) Prevalence of subclinical celiac disease (CD) of 3%. (c) Diagnostic validity of CD1WB and CD2WB test strips in
positive cases. (d) Diagnostic validity of CD1WB and CD2WB test strips in negative cases. Note the very low proportion of false negatives for both strips.
Cases with CD are represented in black in panels b-d, and healthy children are represented in gray.

DISCUSSION

CD is a large-scale health problem and could be considered
one of the most frequent genetic autoimmune diseases in the
Western world. CD’s high prevalence, its associated comor-
bidities in the short and long term, and the fact that an effec-
tive treatment is available mean that the disease is a good
candidate for a screening program (4,14). Screening would
not only detect “subclinical” CD patients but also atypical
patients who are difficult to diagnose because of their non-
specific symptoms (15-17). Despite this, previous studies
have argued against screening for CD because “asymptom-
atic” patients may not adhere to a gluten-free diet (18). We
have assessed a new technique for detecting subclinical CD
by testing for specific antibodies using a visual immunochro-
matographic test kit. The kit tests capillary blood, providing
a quick and simple diagnosis at the point of care, making
it suitable for use in primary care centers (19,20). Point-of-
care tests are quick to use, inexpensive, and not technically
complex. They also offer a further advantage over other tests
studied previously, in that serum IgA does not need to be
measured, and the test can therefore be used in patients with
an IgA deficiency, a frequent condition in patients under 3 y
of age. The test can be performed easily by pediatricians or
general practitioners.

Copyright © 2015 International Pediatric Research Foundation, Inc.

The high sensitivity of the CD2WB test found here allows us
to conclude that it is an excellent screening method, guarantee-
ing detection of CD in all patients. However, the data should be
interpreted carefully, as although the sensitivity and negative
predictive value of the CD2WB test strip were both 100%, the
negative predictive value of the CDIWB strip was 97.4%. This
is due more to the low prevalence of CD in the population ana-
lyzed than to the value of the test itself, which had a sensitivity
of just 16.6%. As the overall prevalence of CD in the sample
group was 3%, the positive predictive value could be expected
to be low (0.22), and more specific tests would be required in
order to confirm the diagnosis. According to the data collected
here, if a patient tests positive with the CD2WB strip, their
likelihood of having CD increases from 3 to 22% (likelihood
ratio positive 9); if the patient tests negative, their likelihood
of having CD does not change (likelihood ratio negative 0.8).

It is very interesting that the study population consisted of
asymptomatic subjects who would never have been tested for
CD basing on their clinical symptoms. They were only diag-
nosed and a gluten-free diet prescribed at an early stage of the
disease thanks to the new screening method studied. Previous
studies have assessed the same kit (Operon) or other similar
methods (Biocard, ANI Biotech, Finland) in subjects with
CD, suspected CD or with close family members with CD, i.e.,

Pediatric RESEARCH 3
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Figure 2. Diagnosis of CD in two cases (a) Case 2 biopsy with hematoxylin and eosin stain showing villus atrophy (10x magnification in both panels). (b)
Case 5, a 41-mo-old male diagnosed with dermatitis herpetiformis using secondary immunofluorescence; note IgA acanthocytes on monkey oesophagus

substrate (40x magnification on the left panel, and 20x on the right panel).

Table 2. Test results for the six patients diagnosed with CD (cut-off value for IgA and IgG tTG and AGA 10U/ml, and for EMA-IgA, using monkey

distal esophagus substrate, a cut-off value 1/5 dilution)

Age (months) Sex CD1WB CDb2wB AGA-IgA AGA-IgG tTG-IlgA EMA-IgA Biopsy
Case 1 24 Female - + 13 7.2 16 + Marsh 3b
Case 2 36 Male - + 69 55 91 + Marsh 3¢
Case 3 50 Male + ++ >200 211 >200 + Marsh 3c
Case 4 25 Female - ++ >200 475 >200 + Marsh 3b
Case5 41 Male - 2.2 4.8 14 + Marsh 3c
Case6 41 Female - + 53 13 57 + Marsh 2

groups with a higher prevalence of CD. In all of those stud-
ies the positive predictive value of the test was much higher
than the value found here, and the sensitivity results were also
close to 100%. However, our study supports previous evidence
to demonstrate the real value of this test kit as a CD screening
method in asymptomatic subjects (12).

The prevalence of CD in our study group of apparently
healthy patients suggests that 1 in 33 people have subclinical
CD. This is much higher than the prevalences found in previ-
ous studies, and higher than expected. This high prevalence
is even more significant given the age of the study population
(2-4y) and the lack of initial symptoms in the cohort. To date,
the highest prevalence in a healthy, asymptomatic Spanish
population was found by Garcia Novo (1 in 220), and higher
prevalences have only been found by Maki ef al. in Finland

4 Pediatric RESEARCH

(1 in 98), and in studies in a Saharawi population (1 in 18)
(1-4,21-26). The sample group of patients with CD here was
small, so it is impossible to draw reliable conclusions about
their clinical, analytical, or nutritional status. However, the
results suggest that CD patients tend to have early biochemi-
cal markers of malnutrition, such as low albumin levels and
smaller subscapular skinfolds.

Conclusion
The prevalence of subclinical CD found in the sample group
of children aged 2-4 was higher than the prevalences found in
previous studies. The clinical, analytical, and nutritional vari-
ables for patients with and without CD were similar.

The sensitivity and negative predictive value of the CD2WB
immunochromatographic test strips in the sample group were

Copyright © 2015 International Pediatric Research Foundation, Inc.
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Table 3. Analytical and anthropometric variables of patients with
and without CD

(@b) No CD

Variables (n=6) (n=192)  Pvalue

Anthropometric data (mean + SD)
Weight (kg) 140423 144255 NS
Height (cm) 943+7.7 92.8+6.84 NS
BMI (kg/cm?) 16.0+0.5 16.2+1.61 NS
Abdominal girth (cm) 49.7+24  419+44 NS
Arm circumference (cm) 158+£1.03 15.7+6.58 NS
Head circumference (cm) 49.4+1.8 49.2+29 NS
Triceps skinfold (mm) 9.1+1.3 104+2.3 NS
Biceps skinfold (mm) 53+1.0 6.4+1.9 NS
Weight-for-age percentile 49.5+21.9 55+27.8 NS
Height-for-age percentile 349+249 46.7+285 NS

Analytical variables
Glucose (mg/100 ml) 76.8+4.3 77.2+9.5 NS
Urea (mg/100 ml) 25.1+45 28+6.5 NS
Creatinine (mg/100 ml) 0.3+£0.06 0.3+0.05 NS
Uric acid (mg/100 ml) 3.6+04 3.6+0.7 NS
Total cholesterol (mg/100 ml) 1356+9.8 163.8+30.2 0.02
Triglycerides (mg/100 ml) 72+37.0 77+41.7 NS
Calcium (mg/dl) 9.7+0.3 9.9+0.4 NS
Phosphorus (mg/100 ml) 51£03 51+03 NS
Sodium (mEq/I) 1395+1.7 138.6+24 NS
Potassium (mEq/I) 48+0.3 47+04 NS
Ferritin (ng/ml) 67.6+52.6 37.9%26.2 0.01
Total protein (g/100 ml) 6.9+0.2 6.8+0.4 NS
AST (IU) 421115 36.7+94 NS
ALT (IU) 276+193 188%139 NS
Albumin (g/dl) 42+03 45+0.3 0.02
Prealbumin (mg/dl) 143+28 17.5+4.1 NS
Transferrin (mg/dl) 303.6+31.5 299+385 NS
CRP (mg/dl) 08+1.1 05+1.15 NS
Hemoglobin (g/dl) 11.8+2.1 126+1.2 NS
Leukocytes (x10*/mm?) 8.1+2.8 93+2.7 NS
MCV (fl) 76.1+7.1 74+145 NS
MCH (g/dl) 243+3.7 27+6.7 NS
MCHC (g/dl) 319427  338%14 NS

ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate aminotransferase; CD, celiac disease;
MCV, mean corpuscular volume; MCH, mean corpuscular hemoglobin; MCHC, mean
corpuscular hemoglobin concentration; NS, not significant.

100% and 1, respectively. The sensitivity of the CD1WB test strip
was 16.6%. In conclusion, the CD2WB test strip provides excel-
lent diagnostic validity as a screening test to detect subclinical CD.

METHODS

Children between 2 and 4 y of age from the same Healthcare District
(Maracena, Granada) were recruited into a prospective cohort
between May 2009 and April 2012. Two hundred and fifty-two

Copyright © 2015 International Pediatric Research Foundation, Inc.

Table 4. Test strip sensitivity, specificity, and predictive values

CD1WB CD2wB
Sensitivity (TP/TP+FN) 16.6% 100%
Specificity (TN/TN+FP) 98.9% 89.1%
Positive predictive value (TP/TP+FP) 0.33 0.22
Negative predictive value (TN/TN+FN) 0.98 1
Likelihood ratio positive (LR+) 8 9.09
(sensitivity/1-specificity)
Likelihood ratio negative (LR-) 0.85 0

(1-sensitivity/specificity)

FN, false negative; FP, false positive; LR, likelihood ratio; TN, true negative; TP, true
positive.

subjects were selected using a computer-generated random sequence.
Informed consent forms were signed by the parents or guardians of
198 of the subjects, who were therefore recruited. The inclusion crite-
ria required an absence of symptoms suggestive of CD at the time of
recruitment; so, patients with suspected CD or a confirmed diagnosis
were excluded. Patients with minor, sporadic symptoms, and in no
case suggestive of CD were not excluded. This study was approved
by the Granada (Spain) Healthcare District’s Ethics Committee and
Virgen de las Nieves Universitary Hospital Ethics Committee, and an
informed consent form was signed by the subject’s parents or guard-
ians in all participants.

Data Collection

All of the patients underwent a clinical examination and their clini-
cal, anthropometric, and nutritional variables were collected. During
the same appointment, rapid test kids manufactured by Operon
were used to detect immune markers in the subjects’ capillary blood
serum. These kits consist of the following two test strips: (i) SIMPLE-
CDIWB: detects antibodies (IgA/IgG/IgM) against human tissue
transglutaminase. (ii) SIMPLE-CD2WB: detects IgA-type antibod-
ies against human tissue transglutaminase and antibodies against
gliadins.

Whatever the results of those rapid tests, the following data were
then collected for all subjects: complete blood count, blood chem-
istry, nutritional variables, and growth scores (including weight,
height, arm circumference, and subscapular, triceps, and biceps skin-
fold measurements). Serological tests for CD antibodies were also
performed: anti-tissue transglutaminase IgA and IgG (tTG IgA and
tTG IgG) and deamidated gliadin peptide (DGP-IgA and IgG), using
EliA Celikey (IgA kit Phadia, Uppsala, Sweden), and anti-endomysial
antibodies (EMA-IgA) using secondary immunofluorescence, in
accordance with the manufacturer guidelines (Thermo Scientific,
Phadia for TTG with a cut-off value for IgA and IgG 0-10 U/ml and
DiaMedix, (Miami, FL) for antiendomysial antibodies (EMA) using
monkey distal esophagus substrate with a cut-off value 1/5 dilution).

In cases where CD was thought highly likely, an upper gastroin-
testinal endoscopy was performed and biopsies taken for histological
analysis, including bulb biopsies from the duodenum.

Statistical Analysis

The statistical analysis was carried out using SPSS 17.0 (Chicago). In
order to study the prevalence of subclinical CD, descriptive measures
were used calculating a CI of 95%. The clinical, analytical, and anthro-
pometric variables of subjects with CD were analyzed by calculating
central tendency (mean and median) and dispersion (SD). These
measures were compared with those of the group without CD using
the Student’s t-test and Fisher’s exact test. The level of significance was
setat P <0.05.

In order to assess the validity of the new immunochromatographic
diagnostic test, a cross-sectional analysis was carried out using the
detection of anti-transglutaminase and anti-endomysial antibodies
as the gold standard. The proportions of true and false positives and
negatives were calculated. These were then used to calculate the posi-
tive and negative predictive values and specificity of the new test.
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