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La diagnosi di celiachia:
non solo anti-transglutaminasi

E.Tonutti

Immunopatologia e Allergologia, Azienda Ospedaliero-Universitaria S. Maria della Misericordia, Udine

Riassunto

La malattia celiaca € una condizione clinica, che si
manifesta in soggetti geneticamente predisposti, ca-
ratterizzata da un danno reversibile alla mucosa del
piccolo intestino causata dal glutine del frumento,
orzo e avena. I test di laboratorio di recente introdu-
zione sono mezzi diagnostici efficaci per Pidentifi-
cazione dei soggetti affetti da questa condizione.
L’articolo prende in considerazione le caratteristiche
dei metodi per la ricerca degli anticorpi anti-transglu-
taminasi, anti-endomisio e anti-gliadina proponendo
un loro razionale utilizzo; particolare attenzione vie-
ne posta ai test che permettono la identificazione
della malattia celiaca nei soggetti con deficit di IgA
e ai test per la determinazione dell’aplotipo HLA
DQ2/DQ8. Viene inoltre valutato P’utilizzo di test
di ultima generazione per la ricerca di anticorpi anti-
actina e per la identificazione degli anticorpi anti-
transglutaminasi e anti-endomisio in medium di cul-
tura da biopsia duodenale.

Summary

Diagnosis of celiac disease: not only anti-transglu-
taminase

Celiac disease is a syndrome characterized by damage of
the small intestinal mucosa caused by the gliadin fraction
of wheat, barley and rye in genetically susceptible subjects.
Serologic tests developed in the last decade provide a non
invasive tool to screen individuals at risk for the disease.
The diagnostic role of assays to identify anti-transglutami-
nase, anti-endomysium and anti-gliadin antibodies was di-
scussed. Particular attention was pointed to the IgA defi-
ciency and to the utilization of tests for the determination
of HLA DQ2/DQ8 haplotypes. Technical and diagno-
stic performances of anti-actin, anti-transglutaminase and
anti-endomysium antibody assay in culture medium from
duodenal mucosa were analyzed.
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Introduzione

I test di laboratorio sono fondamentali per I'inquadra-
mento della malattia celiaca (MC) e spesso sono in grado
di individuare soggetti celiaci con segni clinici subdoli e di
non facile interpretazione; permettono inoltre il monito-
raggio dei pazienti in dieta priva di glutine. Studi epide-
miologici eseguiti su vasta scala hanno dimostrato che solo
il 10-20% deti casi di celiachia sono identificati sulla base
dei dati clinici; negli ultimi anni le conoscenze di fisiopato-
logia e I'introduzione di nuovi matcatori hanno notevol-
mente migliorato le possibilita diagnostiche.

L'utilizzo appropriato dei test di laboratotio, sia nella
fase della richiesta che in quella interpretativa dei risultati,
permette al medico di orientarsi correttamente nella quasi
totalita dei casi di celiachia.

Anticorpi anti-transglutaminasi e anti-endomisio

La positivita degli anticorpi anti-endomisio (EMA) in
IFI su sezioni criostatiche di esofago di scimmia ¢ caratte-
rizzata dal classico pattern reticolare a nido d’ape identifi-
cabile nella muscolaris mucosae. 1’interpretazione del quadro
di fluorescenza ¢ semplice in presenza di una positivita clas-
sica ad alto titolo, ma puo non essere facile quando gli
EMA sono presenti a basso titolo o con pattern atipico.

La specificita del test EMA IgA ¢ molto elevata (~100%)
con una sensibilita oscillante tra 93 e 96%. Tuttavia, il test
puo essere, in alcuni casi, erroneamente valutato positivo o
negativo se I'esame viene interpretato da personale non
esperto’.

Nel 1997, il target antigenico degli EMA fu identificato
nell’enzima transglutaminasi (tT'G)”. La gliadina, il fattore
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dietetico incriminato nell’innesco della MC, ¢ un eccellente
substrato per la tTG che agisce deamidando 1 residui di
glutammina della gliadina e trasformandoli in acido glu-
tammico; tale modifica rende la gliadina carica negativa-
mente permettendone il legame agli antigeni HLA-DQ2/
DQ8 e di conseguenza esponendo i neopeptidi al ricono-
scimento delle cellule T. II complesso HLA-DQ/gliadi-
na/tTG induce una risposta delle cellule immunocompe-
tenti con produzione di anticorpi anti-gliadina e anti-tTG’.

Gli anti-tT'G sono autoanticorpi di classe IgA e IgG sin-
tetizzati da linfociti B presenti nella mucosa intestinale dei
soggetti con MC in dieta libera.

Gli anti-tTG IgA sono considerati marcatori specifici
per MC in quanto non si riscontrano in altre patologie. Gli
anti-tTG IgG sono presenti nel sangue e nella mucosa in-
testinale dei pazienti con MC, ma non sono specifici dal
momento che si possono riscontrare, prevalentemente a
basso titolo, anche in soggetti sani o con altre patologie.
Gli anti-tTG IgG sono impiegati come marcatore specifi-
co nei soggetti con deficit di IgA nei quali il rischio di
sviluppare MC ¢ 10-20 volte superiore alla popolazione
normale.

La presenza di anti-tTG con diversi target epitopici del-
la molecola di tTG puo spiegare il comportamento non
concordante di alcuni sieri ai test anti-tTG in ELISA ed
EMA in IFI. In alcuni casi infatti ad una positivita per anti-
tT'G IgA non corrisponde una consensuale positivita degli
EMA. Questo aspetto si osserva in molti casi di falsa po-
sitivita per anti-t TG a basso titolo (epatiti autoimmuni, cit-
rosi, parassitosi e infezioni virali), ma anche in alcuni casi di
MC. Questo dato suggerisce che il test EMA in IFI ¢ in
grado di evidenziare selettivamente anticorpi anti-tTG che
riconoscono epitopi conformazionali piu strettamente
correlati alla MC.

Studi su popolazione adulta stimano sensibilita e specifi-
cita dei test per anti-t TG IgA con antigene umano del 98.%
e 97%, mentre studi in eta pediatrica rispettivamente del
95.7% e del 99%. Per quanto riguarda anti-tTG IgG in
soggetti con deficit di IgA viene stimata una sensibilita del
90% e una specificita del 100%".

La ricerca con metodo EIA degli anticorpi anti-tTG di
classe IgA e il dosaggio delle IgA totali sieriche rappresen-
tano la prima indagine per la diagnosi di malattia celiaca.
In caso di negativita per anti-tTG IgA e normali IgA sieri-
che vi ¢ un’elevata probabilita che il paziente non sia affet-
to da MC. In caso di positivita per anti-tT'G IgA ¢ consi-
gliabile eseguire la ricerca degli EMA IgA. Qualora gli EMA
risultino positivi, la diagnosi di celiachia ¢ praticamente certa
e al paziente deve essere proposta la biopsia duodenale.

In tutti i casi di positivita degli anti-tTG IgA e negativita
degli EMA IgA ¢ utile eseguire la determinazione dell’aplo-
tipo HLA per la identificazione degli alleli DQ2 e DQS8.
Nei soggetti che risultano DQ2 e/o DQS8 positivi, ¢ con-
sigliata I’esecuzione della biopsia duodenale. B’ sconsiglia-
ta invece I'esecuzione della biopsia duodenale nei soggetti
anti-tTG IgA positivi, ma EMA IgA e HLA DQ2/DQ8
negativi.

Test rapidi per la identificazione di anticorpi anti-
transglutaminasi

Recentemente sono stati introdotti test rapidi per 'iden-
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tificazione in termini qualitativi di anti-tTG IgA e IgG.
Questi test hanno il vantaggio di poter essere utilizzati an-
che per un singolo paziente e su sangue intero. Possono
essere eseguiti in pochi minuti in “point of care” al letto
del malato o in ambulatorio medico. 1l test su sangue inte-
ro ¢ carattetizzato dal fatto che utilizza come antigene la
tT'G presente negli eritrociti del paziente stesso. Sensibilita
e specificita di questi test sono ancora da valutare; recenti
studi epidemiologici hanno dimostrato che la sensibilita di
questi test, qualora valutata “sul campo”, sembra essere
significativamente inferiore (70-75%) ai test classici di la-
boratorio. Esistono anche test rapidi su saliva caratterizzati
tuttavia da bassa sensibilita. D’altra parte gli epitopi della
tT'G identificati dagli anticorpi presenti nella saliva non sem-
brano essere gli stessi epitopi riconosciuti dagli anti-tTG
del siero.

Anticorpi anti-gliadina

Gli AGA sono anticorpi di classe IgA e IgG che, pur
presenti nel siero di soggetti con MC, non sono del tutto
specifici poiche si possono riscontrare anche in soggetti
sani o con altre patologie del tratto enterico. I test com-
merciali per la determinazione di AGA che utilizzano glia-
dina estrattiva presentano livelli di sensibilita e specificita
non elevati e producono dati estremamente diversi e diffi-
cilmente comparabili. Con la scoperta degli EMA e suc-
cessivamente degli anti-tTG il ruolo degli AGA nella dia-
gnosi sierologica della MC ¢ stato ridimensionato. La re-
cente identificazione dei siti antigenici immunodominanti
della gliadina e la conseguente messa a punto di test speci-
fici per questi epitopi, ha riproposto all’attenzione della
comunita scientifica la possibilita di un loro utilizzo in si-
tuazioni cliniche patticolari’.

Test ELISA con un coating costituito esclusivamente da
peptidi sintetici della gliadina hanno fornito infatti risultati
eccellenti sia in termini di sensibilita che specificita; recenti
lavori hanno riportato una sensibilita e specificita di questi
test rispettivamente del 94% e 92% con un odds ratio (OR)
di 191, nettamente superiore a quello ottenuto con i classi-
ci antigeni estrattivi (OR di 21).

Questi nuovi test per gli AGA possono rivestire un ruo-
lo diagnostico importante in pazienti pediatrici nei quali la
presenza di anti-tTG puo non essere ancora dimostrabile

o, per quanto riguarda la sola classe IgG, nei soggetti con
deficit di IgA.

IgA totali

I soggetti con deficit di IgA hanno un rischio relativo di
sviluppare la MC 10-20 volte superiore ai soggetti nos-
mali®. B’ percid doveroso escludere la presenza di un defi-
cit assoluto di IgA in tutti i soggetti per i quali viene richie-
sta la determinazione degli anti-tTG IgA o EMA IgA; ¢
ovvio infatti che nei soggetti celiaci con deficit di IgA i due
test sopra indicati risultano negativi mentre possono essere
positivi gli anti-tTG IgG e gli AGA IgG. Il laboratorio ha
due possibilita per identificare i soggetti con deficit di IgA:
la prima ¢ quella di dosare le IgA totali sieriche (con meto-
do nefelometrico o turbidimetrico) in tutti i pazienti con
richiesta di anti-tTG IgA; la seconda ¢ quella di utilizzare il
livello del segnale ottenuto dal test per anti-tTG IgA per
individuare i probabili soggetti con deficit di IgA (da con-
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fermare poi con il dosaggio nefelometrico); i sieti con
deficit di IgA hanno infatti un segnale ridottissimo ai test
ELISA o fluorimetrici per anti-tTG IgA.

Anticorpi anti-actina di classe IgA

La ricerca degli anticorpi anti-actina IgA sembra essere
utile non come marcatore per la diagnosi della MC, ma
come indicatore di danno istologico severo della mucosa
intestinale, in quanto, la presenza e il titolo di tali anticorpi
correlano positivamente con il grado di atrofia dei villi” .
Questi anticorpi sono evidenziabili in IFI su linee di ente-
rociti in coltura; ¢ inoltre disponibile un test ELISA quan-
titativo che permette la identificazione e la titolazione degli
anticorpi anti-actina IgA. Qualora la metodica risultasse
applicabile su scala sufficientemente ampia e i primi dati di
letteratura venissero confermati, sarebbe opportuno con-
siderare un suo posizionamento come marcatore di lesio-
ne d’organo in particolare nei soggetti anti-tTG/EMA
positivi nei quali la biopsia duodenale venga rifiutata o non
sia indicata.

Anticorpi anti-transglutaminasi e anti-emdomisio su
terreno di coltura di frammenti bioptici di mucosa
duodenale

In soggetti con forte sospetto clinico di MC e negativita
per i marcatori sierologici puo essere estremamente utile
eseguire il test di produzione in vitro di anticorpi anti-t TG
e EMA mettendo in coltura per circa 60 ore alcuni fram-
menti bioptici prelevati in corso di duodenoscopia; alcuni
lavori recenti hanno dimostrato che soggetti con quadro
istologico suggestivo per MC (prevalentemente con au-
mento dei linfociti intraepiteliali e iperplasia delle cripte)
sono in grado di produrre anti-tT'G IgA a livello intestina-
le senza una positivita del marcatore nel sangue periferico®.

Questo test deve essere utilizzando in casi selezionati e il
risultato deve essere correlato ai dati clinici, istologici e ge-
netici. Risulta inoltre evidente che un paziente al quale viene
posta diagnosi di MC sulla base di questo test dovra sot-
toporsi ad una o piu biopsie di controllo, dopo un petio-
do appropriato di dieta priva di glutine, in modo da con-
fermare la normalizzazione del quadro istologico.

Marcatori genetici

LLa MC ¢ una patologia a forte predisposizione genetica:
nei gemelli omozigoti la concordanza per la malattia ¢ del
75%, mentre i 5-10% dei familiari di primo grado ne ¢
affetto. La MC ¢ strettamente associata alla presenza del-
l'antigene HLA di classe I DQ2 e piu del 90% dei sogget-
ti celiaci esprime questo marcatore; i pochi pazienti DQ2
negativi sono DQ8 positivi’. La predisposizione genetica
legata al sistema HLLA spiega solo patzialmente il modo di
estrinsecazione di questa patologia; infatti, benché la pre-
valenza dell’antigene DQ2 nella popolazione generale eu-
ropea sia compresa tra il 20% e il 30%, solo una piccola
parte di questi individui ¢ affetta da MC. Il valore preditti-
vo positivo di DQ2, considerando una prevalenza della
malattia nella popolazione generale dell’1%, sarebbe quin-
di compreso tra il 3.0% e il 4.5%, mentre il valore predit-
tivo negativo con DQ8, sarebbe vicino al 100%. La stretta
associazione aplotipica permette tuttavia di utilizzare la
determinazione degli antigeni HLLA di classe II per scopi
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diagnostici o per la identificazione dei soggetti a rischio

La determinazione degli antigeni HLLA attraverso I'iden-
tificazione degli alleli specifici, viene oggi effettuata con
metodiche di biologia molecolare, rese disponibili da piu
fonti commerciali, con riduzione dei tempi e dei costi di
esecuzione.

Lidentificazione dell’aplotipo associato a celiachia, pro-
prio per la sua elevata diffusione nella popolazione gene-
rale, non deve essere considerato un test di conferma ma
piuttosto un esame a completamento del quadro diagno-
stico e deve essere utilizzato con le caratteristiche del mar-
catore di esclusione di malattia. I risultati degli studi sul
rischio relativo di HLA-DQ per la MC, hanno recente-
mente dimostrato che, considerando i genotipi suscettibili
diintolleranza al glutine, vi ¢ massimo rischio per i soggetti
omozigoti DQ2/DQ2 ed eterozigoti DQ2 ma che pre-
sentano un secondo allele DQB1*02, medio rischio per gli
individui DQ2/non DQ2 (DQ2 eterozigoti) e basso ti-
schio pet i non DQ2/non DQ2".

E bene infine sottolineare che, ai fini diagnostici, € suffi-
ciente richiedere al laboratorio la sola identificazione degli
alleli DQ per la determinazione degli antigeni DQ2 e DQ8
e non la mappatura completa dell’aplotipo HLLA di classe
Tell

Il referto interpretativo

L’insieme delle procedure diagnostiche per la MC, che
in molti casi vengono svolte in maniera autonoma in labo-
ratorio, porta alla produzione di dati che necessitano di un
referto interpretativo, ed in particolare in tutti quei casi in
cui 1 risultati non sono univoci. Il patologo deve fornire
indicazioni precise sui test eseguiti, sulle indagini supple-
mentari da eseguire, sulla eventuale ripetizione dei test di
laboratorio e, ove necessario deve porre I'indicazione per
la esecuzione della biopsia duodenale come approccio dia-
gnostico definitivo. Un interessante lavoro ha recentemen-
te dimostrato come la mancanza di un referto interpretati-
vo ai test di laboratorio per intolleranza al glutine porta
una percentuale molto elevata di casi ad una non-diagnosi.
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