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RESUMEN

Introduccion: la diabetes mellitus autoinmune (DMA) y la en-
fermedad celiaca (EC) son enfermedades cronicas, poligénicas
y multifactoriales vinculadas con la disfuncién del sistema inmu-
ne. Dado que es frecuente que un mismo paciente presente
ambas patologias, la deteccién simultanea de los marcadores
de autoinmunidad de DMA y EC seria una estrategia racional
para mejorar el diagndstico.

Objetivos: desarrollar un inmunoensayo basado en citometria de
flujo (FIoOCMIA multiplex) para la deteccién simultanea y discrimi-
nativa de marcadores de DMA (GADA e IA-2A) y de EC (tTgA).
Materiales y métodos: las muestras analizadas consistieron en
sueros provenientes de 35 individuos controles normales y 21
pacientes con diabetes mellitus tipo 1 (DM1). Se emple6 un mo-
delo de “doble paratope” incubando los sueros con una mezcla
de microesferas de diferente fluorescencia interna, cada una
adsorbida con un autoantigeno: TrxGAD, TrxIA-2 0 H-tTg, y una
mezcla de dichos autoantigenos biotinilados. Los inmunocom-
plejos se detectaron con estreptavidina-ficoeritrina y se adquirid
en un citémetro de flujo.

Resultados: FIoCMIA multiplex detecté GADA en el 76,2%
de los pacientes e IA-2A en el 52,38% (sensibilidad analitica:
88,24 y 56,25% respectivamente,y especificidad: 85,71%) y
tTgA en el 42,86% (sensibilidad analitica: 50,0%, y especifici-
dad: 80,0%). Estos resultados se contrastaron con el ensayo
de union de radioligando para GADA e IA-2A y se detectaron
80,95y 76,19% de los sueros respectivamente (especificidad:
100%), y con un ELISA para tTgA se detect6 un 38,1% (espe-
cificidad: 97.1%).

Conclusiones: FloCMIA multiplex permitié detectar y discrimi-
nar GADA, I1A-2A y/o tTgA, -en un Unico acto analitico- en sueros
de pacientes con DMA y/o EC. El novedoso inmunoensayo de-
sarrollado simplifica el screening de la poblacion a gran escala.

Palabras clave: diabetes mellitus autoinmune; enfermedad celia-
ca; autoanticuerpos; inmunoensayo multiplex.
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ABSTRACT

Introduction: autoimmune diabetes mellitus (ADM) and celiac
disease (CD) are chronic, polygenic and multifactorial diseases
associated with immune system dysfunction. As it is frequent
that a patient presents both pathologies, the simultaneous de-
tection of autoimmunity markers of ADM and CD would be a
rational strategy to improve the diagnosis.

Objectives: to develop an immunoassay based on Flow Cyto-
metry (FloCMIA multiplex) for the simultaneous and discrimi-
native detection of markers for ADM (GADA and IA-2A) and
CD (tTgA).

Materials and methods: thirty five serum samples of control
individuals and 21 type 1 diabetes mellitus (T1DM) patients
were assayed. A “double bridge” model was used for the as-
say, incubating the serum samples with a mixture of micros-
pheres containing different amount of internal fluorescence,
each one adsorbed with an autoantigen: TrxGAD, TrxIA-2 or
HtTg, and a mixture of the same biotinilated autoantigens.
The immunocomplexes were detected using streptavidin-
phycoerytrin and then acquired in a flow cytometer.

Results: FloCMIA multiplex detected GADA in 76.2% of the
patients; 1A-2A in 52.38% (analytical sensitivity: 88.24% and
56.25% respectively, and specificity: 85.71%) and tTgA in
42.86% (analytical sensitivity: 50.0%, and specificity: 80.0%).
These results were compared with the radioligand binding as-
say for GADA and IA-2A, detecting 80.95% and 76.19% of the
serum samples respectively (100% specificity), and with an ELI-
SA for tTgA detecting 38.1% (971 % specificity).

Conclusions: FloCMIA multiplex allowed detecting and discri-
minating GADA, IA-2A and/or tTgA, -in a single assay- in serum
samples of ADM and/or CD. The novel developed immunoas-
say simplifies the screening of the large scale population.

Key words: autoimmune diabetes mellitus; celiac disease; au-
toantibodies, multiplex immunoassay.
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INTRODUCCION

La diabetes mellitus autoinmune (DMA) y la
enfermedad celiaca (EC) son patologias poligéni-
cas y multifactoriales vinculadas con una disfun-
cion del sistema inmune.

La diabetes mellitus (DM) constituye un grupo
heterogéneo de patologias, las cuales conducen
a una elevacion de la glucosa en sangre. La DM
afecta a 189 millones de personas en el mundo
y se calcula que en el ano 2020 habra 324 millo-
nes de afectados, lo que implica un aumento del
72% vy la convierte en una pandemia. En América
Latina viven 10.400.000 individuos diabéticos y se
calcula que en 2020 habra un aumento del 88%,
es decir, 20 millones de afectados.

Las estadisticas en Argentina muestran que
aproximadamente un 7% de la poblacién tiene
diabetes, aunque la prevalencia se eleva a un 20%
en aquellas personas mayores de 60 anos. Es de-
cir, en una poblacion de 40 millones hay 2.800.000
enfermos, de los cuales el 90% padece DM tipo
2 (DM2) y el 10% restante DM tipo 1 (DM1). Ade-
mas existe un serio problema en la salud publica
nacional dado que se estima que el 50% de los
afectados ignora que padece la enfermedad. Si
bien se distinguen dos tipos principales de DM,
en algunos casos es dificil diferenciar entre las
dos variantes principales de la enfermedad’.

De esta manera se han propuesto nuevas cate-
gorias, entre ellas, la diabetes autoinmune latente
del adulto (conocida como LADA por su sigla en
inglés) para identificar un subgrupo de pacientes
adultos que posee autoinmunidad e inicialmente
no requiere insulina pero puede requerirla poco
tiempo después del diagnostico?. Aunque la

DM1 fue considerada una enfermedad pediatrica,
aproximadamente una cuarta parte de las perso-
nas afectadas es diagnosticada en la edad adul-
ta. Asimismo la tasa de DM2 se ha intensificado
exponencialmente en ninos desde principios de
1990 debido a la epidemia mundial de obesidad.
El aumento simultdneo en la incidencia de DM
y DM2 originé un considerable solapamiento en
las poblaciones de pacientes y generé un cam-
bio de paradigma para estas enfermedades otro-
ra facilmente distinguibles. Aunque los sintomas
agudos, y a veces letales, de la diabetes pueden
controlarse, sus complicaciones tardias exhiben
alta morbilidad y reducen significativamente las
expectativas de vida.

El diagnéstico preciso de los distintos tipos de
DM permite la implementacion del tratamiento
adecuado en forma oportuna. De este modo es
posible retrasar la aparicién de las complicaciones
cronicas de la enfermedad al impactar fuertemen-
te en los beneficios para el paciente, asi como en
la reduccion de los costos sociales de la DM. La
deteccion de los autoanticuerpos (marcadores) in-
volucrados en la DMA es importante para favorecer
el diagnéstico precoz de las distintas formas de dia-
betes con componente autoinmune. Los principa-
les marcadores de DMA son los autoanticuerpos
anti-insulina o proinsulina (IAA/PAA), autoanticuer
pos anti-glutamato decarboxilasa (GADA), autoan-
ticuerpos anti-proteina tirosina fosfatasa asociada a
insulinoma 2 (IA-2A) y autoanticuerpos anti-trans-
portador de zinc 8 (ZnT8A).

Por otra parte, la EC es una enteropatia desen-
cadenada por la ingesta de gluten en individuos
genéticamente susceptibles (alelos HLA-DQ2 y/o
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DQ@8), en quienes se produce un sindrome de ma-
labsorcion alimentaria que perdura a lo largo de
toda su vida. La prevalencia en Europa y América
del Norte es de aproximadamente 1:100%4; sin em-
bargo, la mayoria de los pacientes es subdiagnos-
ticado o diagnosticado con significativo retraso. Si
bien el diagnéstico definitivo de la EC se realiza
mediante el estudio histopatolégico en biopsias
de yeyuno obtenidas antes y después de iniciado
el tratamiento con dietas libre de gluten, se tra-
ta de un procedimiento quirdrgico que genera un
gran estrés en el paciente y no siempre se eviden-
cian alteraciones histopatolégicas concluyentes.
En este sentido, los test serolégicos para la de-
teccién de ciertos anticuerpos representan una al-
ternativa Util para el diagnéstico y seguimiento de
pacientes celiacos. La indicacién de dieta libre de
gluten es un tratamiento eficaz, y el diagnéstico
precoz mediante la deteccion de autoanticuerpos
anti-transglutaminasa tisular (tTgA) ha sido amplia-
mente recomendado®.

El subdiagndstico y/o el diagnéstico impreciso
de estas patologias representan una pesada carga

socioecondmica; ademas no existen en nuestro
pais desarrollos locales de kits para el diagndstico
y seguimiento en DMA y EC, por lo cual el siste-
ma de salud depende de la importaciéon de insu-
mos lo que incrementa sustancialmente el costo
de las determinaciones.

Dado que la DMA y la EC comparten alelos de
susceptibilidad genética HLA de clase Il y no HLA,
y se presentan en simultaneidad en un 10% de los
pacientes®, la Asociaciéon Americana de Diabetes
(ADA) recomienda el screening de rutina para la
EC en los pacientes con reciente diagnéstico de
DM1”. De esta manera, el screening combinado
para DM1 y EC seria un apareamiento racional in-
teresante para mejorar y optimizar el diagnéstico
de estas patologias relacionadas. Asimismo, los
ensayos de prevenciéon de DM1 estan en marcha
y probablemente se expandirdn a multiples inter
venciones posibles. Sin embargo, el screening
masivo de los sujetos elegibles aun es un cuello
de botella laborioso, por lo cual una estrategia de
deteccion simultanea para marcadores de ambas
patologias resulta sumamente interesante.
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Figura 1: Representacion esquematica del diseno experimental del FloCMIA multiplex para GADA, |1A-2A y tTgA.
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OBJETIVOS

El objetivo del presente trabajo fue desarrollar
un inmunoensayo basado en citometria de flujo
para la deteccion simultanea (en un Unico anali-
sis) y discriminativa de dos de los principales mar
cadores de autoinmunidad involucrados en DMA
(GADA e IA-2A) y el mas prevalente en EC (tTgA).
Las metodologias analiticas basadas en el uso de
etiquetas fluorescentes representan herramien-
tas de alta sensibilidad y versatilidad para el es-
tudio de los autoanticuerpos GADA, I1A-2A y tTgA.
En este sentido, el empleo de microesferas de di-
ferente tamano y/o fluorescencia interna que pue-
den discriminarse facilmente en el citobmetro de
flujo, adsorbidas con cada uno de los autoantige-
nos recombinantes, es una herramienta analitica
interesante para el estudio simultdneo de estos
marcadores en colecciones de sueros de pacien-
tes con DMA/EC.

MATERIALESY METODOS
Serotecas empleadas

Las muestras de sangre se recolectaron de in-
dividuos luego de un ayuno de 8 h y el suero co-
rrespondiente se almacend a -200 C hasta su eva-
luacion. Se emplearon las siguientes serotecas:

e |ndividuos controles normales provenientes
de donantes de sangre sanos sin historia personal
o familiar de enfermedades autoinmunes (SHN,
n=3b), provistos por el Servicio de Hemoterapia
del Hospital de Clinicas “José de San Martin’, UBA
(Programa con aprobacién de los Comités de Inves-
tigacion y Docencia, y de Etica del mismo Hospital).
Dichos sueros se utilizaron para determinar el cut-off
en cada uno de los ensayos.

e Pacientes argentinos infanto juveniles con re-
ciente diagnoéstico de DM1, diagnosticados segun
el criterio de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) (n=21)8, provenientes de un programa local
establecido con el Servicio de Nutricion del Hospi-
tal Nacional de Pediatria R. Gutiérrez (Buenos Ai-
res, Argentina). Dicho programa cuenta con la par
ticipacion de 15 centros de salud ubicados en la
Ciudad Auténoma de Buenos Aires, Gran Buenos
Aires y el interior del pais. El programa conté con
la aprobacién del Comité de Etica de dicho hos-
pital. Las muestras ingresaron al Servicio desde
mayo de 2013 hasta marzo de 2015, e incluy6 un
grupo de 14 mujeres y 7 varones. La edad media
al diagnostico fue de 10+4 anos vy el rango etario
1-16 anos.

e Pacientes argentinos con reciente diagnostico
de celiaquia. Se emplearon tres sueros de pacien-
tes adultos con reciente diagnéstico de enferme-
dad celfaca como controles positivos del ensayo.

Para la optimizacion del Flow Cytometric Mi-
crospherbased Immunoassay (FIoOCMIA multiplex)
se seleccionaron sueros con distintas combinacio-
nes de positividad para cada uno de los anticuerpos
evaluados (GADA/IA-2AKTQA: +/+/+; +/+]-, +/-/+;
oS+, A A+ A+ Y ).

Determinacion de marcadores para DMA
y EC por los métodos de referencia
o consenso internacional

Los marcadores de DMA, GADA e |A-2A se de-
terminaron empleando los ensayos de uniéon de
radioligando de referencia (RBA)®™°.

El marcador para EC tTgA se determind con un
kit de ELISA comercial (ORG540-Orgentec Diag-
nostika GmbH), considerado el método de con-
senso internacional.

FloCMIA para la deteccion simultanea de
GADA, IA-2A y tTgA o FloCMIA multiplex
Expresion, purificacion y biotinilacion de las protei-
nas recombinantes TrxGAD, TrxIA-2ic y HtTg

Las protefnas recombinantes GAD e IA-2ic se
expresaron en E. coli como proteinas de fusion con
tiorredoxina (TrxGAD y TrxIA-2ic, respectivamente) y
se purificaron por cromatografia de afinidad siguien-
do el protocolo previamente descripto' 2. La resina
se baso en un soporte de agarosa modificado cova-
lentemente con oOxido de fenilarsina que permitié la
unién de proteinas que contenian residuos de ditiol
vecinos, tal como la Trx™. Las preparaciones tipicas
de TrxGAD y TrxIA-2ic proporcionaron =10mg de pro-
teina recombinante por litro de cultivo.

La proteina recombinante tTg se expresd en E.
coli fusionada con 6 histidinas (H,tTg). Luego de la
lisis de las bacterias, la fraccion intracelular soluble re-
sultante se aplicé a una columna de 1,5 cm x 5,0 cm
de Sepharose-FF cargada con iones niquel, previa-
mente equilibrada en buffer NaH,PO, 50 mM, pH 78,
NaCl 0,3 M (buffer 1) con el agregado de imidazol 20 mM.
Luego de 1 h de incubacién a 4 °C en agitacion, la
fraccién no retenida se eluyd y la columna se lavé
dos veces con 2 ml de buffer 1 con el agregado de
imidazol 20 mM vy tres veces con 2 ml de buffer 1
con el agregado de imidazol 80 mM. Las proteinas
unidas fueron eluidas con 5 volumenes de buffer
de elucion (NaH,PO, 50 mM, pH 78, NaCl 0,3 M,
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imidazol 200 mM). La preparacion tipica de H-tTg
proporcion6 =10 mg de proteina recombinante por
litro de cultivo.

Dos mililitros de cada proteina recombinan-
te purificada por afinidad se sometieron a inter
cambio de buffer a buffer fosfato salino isotonico
(PBS: KH,PO, 1,5 mM, Na,HPO, 8,1 mM, NaCl
140 mM, KCI 2,7 mM, pH 74) utilizando una co-
lumna de desalinizacién ZEBA (Pierce Biotechno-
logy, Rockford, IL, EE.UU.), de acuerdo con las ins-
trucciones del fabricante. Las proteinas en PBS se
incubaron durante 2 h a 0°C con 0,32 mg de sulfo-
NHS-biotina (Pierce Biotechnology, Rockford, IL,
EE.UU.) y se retird la biotina libre con una nueva
columna de desalinizacion ZEBA.

Protocolo de adsorcion pasiva

Este protocolo se realizd siguiendo las instruc-
ciones del fabricante con modificaciones menores.
La adsorcion de cada autoantigeno recombinante
se efectud por separado sobre distintas microes-
feras, cada una conteniendo diferente intensidad
de fluorescencia interna teniendo en cuenta las si-
guientes condiciones: 100 ug de una preparacion
purificada de TrxGAD por cada 100 cm? de microes-
feras (5 pL de suspension de microesferas de 4 pm
5% P/V -poblacién 6-, Spherotech, Inc., Lake Forest,
IL, EE.UU.), 60 pg de una preparacion purificada de
TrxIA-2ic por cada 100 cm? de microesferas (5 pL
de suspension de microesferas de 4 um 5% P/NV
-poblacién 2-) y 60 pg de una preparacion purificada
de H,tTg por cada 100 cm? de microesferas (5 pL
de suspension de microesferas de 4 pm 5% PNV
-poblacién 4-).

Se emplearon alicuotas de cada una de las pro-
tefnas almacenadas con aprotinina 0,1% P/V, en
un volumen final de 100 pL en bufferisoténico sa-
lino (BIS) (NaH,PO, 2,3 mM, Na,HPO, 14,2 mM,
NaCl 140 mM, KCI 3,8 mM, pH 74). Luego de una
incubacién durante toda la noche a 4°C en agitacion, las
preparaciones se centrifugaron a 10.000 rpm durante
10 min a 4°C y los sobrenadantes se descartaron.
Para bloquear los sitios libres sobre la microesfe-
ra, los pellets se resuspendieron con 200 uL de
una solucién de seroalbumina bovina (BSA) 0,5%
P/V en PBS vy se incubaron durante 1 h a tempe-
ratura ambiente en agitacion. Las preparaciones
se centrifugaron de nuevo a 10.000 rpm durante
10 min a 4°C; el sobrenadante se desechd vy el
pellet se lavd con 400 uL de PBS. Finalmente se
anadieron 200 pL de PBS (resultando en 1x10° mi-

croesferas -TrxGAD o TrxIA-2ic o H6-tTg /ulL) y las
suspensiones se almacenaron a 4°C hasta su uso.

Protocolo de FIoCMIA multiplex para la detec-
cion simultanea y discriminativa de GADA, IA-2A
y tTgA

Excepto cuando se indica de otro modo, to-
das las etapas de lavado se realizaron con 200 pL
de PBS-Tween 20 0,05% V/V en el Multiscreen
HTS vacuum manifold, y las diluciones de los re-
activos se prepararon utilizando BSA 0,5% P/V,
Tween 20 0,05% V/V en PBS y se agregaron 50 uL
de volumen de reactivos por pocillo en cada incu-
bacion. Veinte microlitros de suero humano puro
se mezclaron con 15 pL de una suspension que
contenia una mezcla de microesferas-TrxGAD
(1x10% microesferas/uL), microesferas-TrxIA-2ic
(1x10° microesferas/uL) y microesferas HtTg
(1x10% microesferas/ul) y 20 pyL de una mezcla
conteniendo 1,15 ng de TrxGAD-biotina, 2,75 ng
de TrxlA-2ic-biotina y 2,50 ng de HtTg-biotina.
La incubacion se realizd6 durante toda la noche
a 4°C en agitaciéon. Luego la mezcla reactiva se
transfiri6 a una placa de filtracion Multiscreen
HTS-HV de 96 pocillos humedecida con PBS.
Posteriormente se realizaron cinco lavados con
PBS. La deteccion de los anticuerpos GADA,
[A-2A y tTgA unidos requirié de una incubacion
de 1 h a temperatura ambiente con 50,00 ng de
estreptavidina-ficoeritrina (PE) (Affimetrixe Bios-
cience, San Diego, CA, EE.UU.) para la deteccién
simultdnea de las moléculas de TrxGAD biotina,
TrxIA-2ic-biotina y HtTg-biotina unidas. Des-
pués de este paso, la placa se lavd cuatro veces,
maés una etapa final de lavado con 200 pL de PBS
y las microesferas se resuspendieron con otros
200 uL de PBS. Se realizo la transferencia de la
suspension a tubos de Rohren y se adquirié en
un citometro de flujo PAS Il PARTEC. Las mues-
tras se analizaron utilizando el software Cyflogic,
se identificé la poblacion de microesferas por
gating en un dot plot de forward scatter (FSC)
vs side scatter (SSC). Las diferentes poblaciones
de las microesferas se discriminaron de acuer-
do a la intensidad de la fluorescencia interna de
cada una en el canal FL4 (Figura 2), y luego las
senales de fluorescencia correspondientes a la
emision de la ficoeritrina -debidas a la formacién
del inmunocomplejo- se midieron en el canal FL2
y se informaron como media geométrica de la
intensidad de fluorescencia (GeoM).
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Los resultados se expresaron como SDs:

SDs = (GeoMm - Geo/\/lc)
DE,

Donde GeoMm es la GeoM media de las
muestras por duplicado, GeoMc es la GeoM me-
dia de los sueros de individuos controles norma-
les y DEc su desvio estandar. Se consideraron
como muestras GADA, IA-2A o tTgA positivas
cuando SDs>2,5.

FL4

FSC

44
w

FL4

Figura 2: A) Dot plot de intensidad de fluorescencia en el canal FL4 vs forward scatter (FSC). Se realizaron gates sobre cada
una de las poblaciones de microesferas (*: poblacion 6 -GAD-; t: poblacidn 4 -tTg- y : poblacién 2 -1A-2).
B) Histograma del numero de eventos vs intensidad de fluorescencia en el canal FL4 donde puede observarse

cada poblacion de microesferas.

Analisis estadistico

La distribuciéon normal de los datos se anali-
z6 mediante el test de normalidad Omnibus de
D’Agostino & Pearson. Se realizd el test de Rout
con el fin de eliminar los valores outlier dentro de
la poblacion de individuos control normalmente
distribuidos. La seleccion de valores 6ptimos de
cut-off se basoé en curvas construidas trazando la
especificidad y la sensibilidad calculadas de cada
protocolo frente a los valores de corte correspon-
dientes. La significacion estadistica se evalué me-
diante test paramétricos: test t de Student para
muestras no pareadas con correccion de Welch.
El coeficiente de Spearman (r)) se calcul6 para
evaluar la correlacion entre ensayos. El grado de
concordancia entre ensayos se evalué mediante
el célculo del indice Kappa. Un indice Kappa entre
0,01-0,20 es indicativo de un acuerdo pobre; 0,21-
0,40 acuerdo leve; 0,41-0,60 acuerdo moderado;
0,61-0,80 acuerdo bueno; 0,81-1,00 acuerdo casi
perfecto o perfecto™'®. Los célculos se realiza-

ron con GraphPad Prism versiéon 6.01 para Win-
dows (GraphPad Software, San Diego California,
EE.UU., www.graphpad.com). Se consideré esta-
disticamente significativo un valor de p<0,05.

RESULTADOS
Deteccion de GADA, IA-2A y tTgA
por los métodos de referencia o
consenso internacional

Mediante la determinacién de GADA por el
método de referencia, de los 21 sueros de pacien-
tes con DM1, 17 resultaron positivos para la pre-
sencia de dicho marcador (80,95%) empleando
un cut-off de SDs>3,0 (Figura 3 A). Los niveles de
autoanticuerpos se caracterizaron por presentar
una SDs mediana=16,62 y un rango de senales
de 0,43 a 57,67 (Tabla 1). Por otro lado, al analizar
la presencia de IA-2A en este mismo grupo, 16
muestras resultaron positivas para dicho marca-
dor (76,19%) empleando un cut-off de SDs>3,0
(Figura 3 B). Los parametros observados para
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este ensayo incluyeron una SDs mediana=12,84
y un rango de senales de -1,55 a 36,47 (Tabla1).
Por otra parte empleando el kit comercial para la
determinaciéon de tTgA, de los 21 sueros de pa-
cientes con DM1, ocho muestras resultaron posi-
tivas para la presencia de dicho marcador (38,1 %)
empleando un cut-off de SDs>3,0 (Figura 3 C).
Los niveles de autoanticuerpos exhibieron una
SDs mediana=16,02 y un rango de sehales de
-0,066 a 101,7 (Tabla 1). De esta forma se estable-
cieron seis grupos experimentales con diferentes
combinaciones de positividad para los distintos
autoanticuerpos estudiados (GADA/IA-2A/tTgA):
+/+/+ (n=4); +/-/- (n=2); -/+/- (n=3); +/+/- (n=8),
+/-/+(n=3); -/+/+ (n=1) (Figura 4), los cuales se
sometieron posteriormente al analisis por el mé-
todo FIoCMIA multiplex.

Elanalisis en paralelo de 35 sueros de individuos
controles normales confirmé una especificidad del
100% para GADA e IA-2A, y 97.1% para tTgA.

Cabe aclarar que las tres muestras utilizadas
como controles positivos para la enfermedad ce-
llaca resultaron positivas para tTgA empleando el
kit de ELISA comercial.

Deteccion de GADA, IA-2A y tTgA
por FloCMIA multiplex

Empleando el ensayo FloCMIA multiplex (Fi-
gura 5 A), de los 21 sueros de pacientes con
DM1, 16 resultaron positivos para GADA (76,2%)
empleando un cut-off de SDs>2,5. Los niveles
de autoanticuerpos presentaron una SDs media-
na=14,45 y un rango de senales de -1,24 a 12792
(Tabla 2). La sensibilidad analitica fue del 88,24 %,
mientras que el analisis en paralelo de 35 sueros
de individuos controles normales determind una
especificidad del 85,71%, con la eliminacion de
cinco muestras con senales outlier para el célculo
del cut-off. Por otro lado, al analizar la presencia
de IA-2A en este mismo grupo (Figura 5 B), 11
muestras resultaron positivas para dicho marca-
dor (562,38%) empleando un cut-off de SDs>2,5.
Los parametros observados para este ensayo in-
cluyeron una SDs mediana=3,64, un rango de se-
nales de -0,94 a 36,85 y una sensibilidad analitica
del 56,25% (Tabla 2). El analisis en paralelo de 35
sueros de individuos controles normales confirmo
una especificidad del 85,71% con la eliminaciéon
de cinco muestras con senales outlier para el cal-
culo del cut-off.

En relacion al marcador de EC tTgA, el ensayo

de FIoCMIA multiplex mostré que de los 21 pa-
cientes con DM1, nueve resultaron positivos para
la presencia de dicho marcador (42,86 %) emplean-
do un cut-off de SDs>2,5. Los niveles de autoan-
ticuerpos exhibieron una SDs mediana=1,53 y un
rango de senales de -2,29 a 10755 (Tabla 2). La
sensibilidad analitica fue del 50%, mientras que
el andlisis en paralelo de 35 sueros de individuos
controles normales determind una especificidad
del 80,0% con la eliminacion de siete muestras
con senales outlier para el calculo del cut-off. De
los tres sueros de pacientes con enfermedad ce-
lfaca utilizados como controles positivos, dos re-
sultaron positivos empleando el método de FloC-
MIA multiplex.

Resultados integrados
y analisis de correlacion

El diagrama de Venn (Figura 6 A) ilustra los
resultados integrados para la determinacion de
GADA por RBA y FIoCMIA multiplex. Del anélisis
de las 21 muestras de pacientes con DM1, 15
fueron positivas por ambos métodos (71,43%),
mientras que tres resultaron negativas por am-
bos ensayos (14,29%). El RBA fue capaz de de-
tectar como positivas dos muestras que el disefio
multiplex de FIoOCMIA no pudo establecer como
positivas, sin embargo se destaca que el método
FloCMIA fue capaz de determinar la presencia del
marcador en un suero que el RBA no pudo. Lue-
go del anélisis de los resultados integrados de la
determinacion de IA-2A por RBA y FIoCMIA mul-
tiplex en las 21 muestras de pacientes con DM1,
se observé que nueve sueros fueron positivos por
los dos métodos (42,9%), mientras que otros tres
resultaron negativos por ambos (14,29%) (Figura
6 B). El RBA fue capaz de detectar como positivas
a siete muestras que el diseno multiplex de FloC-
MIA no pudo establecer como positivas. Cabe
destacar que el método de FlIoCMIA detectd dos
muestras como positivas que el RBA no logrd vi-
sualizar como positivas. A pesar de las diferencias
en los principios fisicoquimicos de las técnicas
RBA y FlIoCMIA utilizadas para la determinacién
de GADA e IA-2A, se observo alguna correlacion
entre los ensayos para cada uno de los marcado-
res; coeficiente de Spearman: r, GADA=0,4859
(p<0,0001) y r_ IA-2A=0,3233 (p<0,0151). Asimis-
mo el valor del indice Kappa fue de 0,683 para
GADA y 0,387 para IA-2A, representando un grado
de concordancia bueno y leve entre los métodos
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Figura 3: Distribucion de las senales obtenidas por RBA
para GADA (A) e 1A-2A (B) y un kit de ELISA co-
mercial para tTgA (C), realizados en 21 sueros de
pacientes con DM1 y en 35 SHN. Los resultados
se expresaron como score de desvio estandar
(SDs). Los tres circulos negros (®) que se observan
corresponden a pacientes deficientes en IgA, SDs
informado corresponde a anticuerpos del isotipo
IgG anti-tTg. En todos los gréaficos la linea puntea-
da indica el cut-off del ensayo (cut-off=3,0) y la
linea continua las medianas para cada poblacion.

respectivamente. Es asi que la correlacion entre
métodos para determinar GADA e |A-2A es real y
no por muestreo azaroso.

Por otra parte, para el marcador tTgA tanto el
kit de ELISA comercial como el FIoCMIA multi-
plexlograron detectar como positivos a cuatro pa-
cientes con reciente diagnéstico de DM1 (19%).
Sin embargo hubo ocho sueros (38%) que fueron
negativos para ambos (Figura 6 C). Es interesante
destacar que, a pesar que el ELISA logré eviden-
ciar como positivas cuatro muestras que FloCMIA
multiplex no pudo, este nuevo inmunoensayo lo-
gro detectar la presencia del marcador de EC en
cinco muestras (24%) informadas como negati-
vas por el método de consenso internacional.
De esta manera el valor del indice Kappa fue de
0,211, el cual es indicativo de un grado de concor
dancia leve entre ensayos.

GADA 1A-2A

tTgA

Figura 4: Diagrama de Venn de los resultados obtenidos
para la determinaciéon de GADA e IA-2A por RBA 'y
tTgA por ELISA sobre una poblacién de 21 pacien-
tes infanto juveniles con reciente diagndstico de
DM1. En este diagrama se establecen seis grupos
experimentales segun la presencia (+) o ausencia
(-) del marcador correspondiente. Los sueros
negativos para los tres marcadores corresponden
a los 35 SHN ensayados.
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Figura 6: Diagramas de Venn de los resultados integrados
para la determinacion de GADA (A), IA-2A (B) y
tTgA (C) realizados por RBA (GADA e IA-2A) o por
ELISA (tTg) y FloCMIA multiplex empleando 21
sueros de pacientes infanto juveniles con reciente
diagnostico de DM1.

**n<0,01 estadisticamente significativo.

Figura 5: Distribucion de las senales obtenidas empleando
el FIoCMIA multiplex para GADA (A), I1A-2A (B) y
tTgA (C), realizado en 21 sueros de pacientes con
DM1 y en 35 SHN. Los resultados se expresaron
como score de desvio estandar (SDs). En todos
los casos la linea punteada indica el cut-off del
ensayo (cut-off=2,5). En el gréafico C se observan
tres circulos grises (®) que corresponden a los
controles positivos del ensayo.

GADA

1A-2A

tTgA

Figura 7: Diagrama de Venn de los resultados integrados
para la determinacién de GADA, IA-2A y/o tTgA
en 21 sueros de pacientes infanto juveniles con
reciente diagnostico de DM1, realizado por el
método FloCMIA multiplex.
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Inmunoensayo RBA ELISA
Autoanticuerpo GADA 1A-2A tTgA
Mediana (SDs) 16,62 12,84 16,02
Rango (SDs) 0,43-57,67 -1,55 - 36,47 -0,07-101,70
Especificidad (%) 100 100 97,10

2Porcentaje de pacientes diabéticos detectados como positivos para GADA e IA-2A por RBA, y para tTgA por el kit de ELISA (n=21).
b| a especificidad se calculé como 100 menos el porcentaje de sueros humanos normales detectados como positivos (n=35).

Tabla 1: Parametros analiticos obtenidos para GADA e IA-2A por RBA y para tTgA por ELISA comercial.

FloCMIA multiplex
Autoanticuerpo GADA 1A-2A tTgA
Mediana (SDs) 14,45 3,64 1,53
Rango (SDs) -1,24-127,92 -0,94 - 36,85 2,29-107,55
Heecooscomo posivos 7619 238 2,86
Sensibilidad analitica (%)" 88,24 56,25 50,00
Especificidad (%) 85,71 85,71 80,00

@ Porcentaje de pacientes diabéticos detectados como positivos para cada marcador utilizando el método de FloCMIA multiplex.
b Porcentaje de pacientes positivos por RBA (GADA e IA-2A) o por ELISA (tTgA) que fueron detectados como positivos utilizando el

meétodo de FloCMIA multiplex.

Tabla 2: Parametros analiticos obtenidos para GADA, 1A-2A y tTgA por el método FlIoCMIA multiplex.

DISCUSION

El novedoso FIoOCMIA multiplex para la detec-
cion de autoanticuerpos reportado en esta comu-
nicacion representa un gran progreso hacia la sim-
plificacion para el screening de la poblaciéon a gran
escala para la deteccion de DMA y EC. El ensayo
multiplex basado en citometria de flujo tiene una
serie de caracteristicas atractivas comparado con la
combinacion de los actuales métodos individuales
de referencia o consenso internacional que inclu-
yen: 1) la capacidad para detectar dos enfermeda-
des: DMA y EC; 2) la reduccién de los costos y el
tiempo operativo respecto de la realizacion de las
tres determinaciones individuales al ofrecer una
alternativa méas econdémica y socialmente inclusiva
a las poblaciones de bajos recursos; 3) la no utiliza-
cion de precursores radiactivos; 4) la habilidad para
detectar autoanticuerpos de todas las clases y sub-
clases de inmunoglobulinas; 5) la posibilidad de in-
corporar este método en laboratorios de mediana/
baja complejidad que ya posean citdmetro de flujo.

El método de referencia para la deteccién de
los marcadores de DMA es el ensayo de unién
de radioligando (RBA), el cual presenta alta sen-

sibilidad y especificidad™. Sin embargo el uso de
material radiactivo -altamente contaminante para
el ambiente, no biodegradable y de elevado costo-
hace que sea dificil implementarlo en laboratorios
de mediana/baja complejidad, por lo cual estos es-
tudios se limitan a laboratorios de referencia y la
comunidad médica depende de la derivacion de
muestras a dichos laboratorios.

Por su parte los ELISAs comerciales para la
determinacion de tTgA no permiten la deteccion
de todos los isotipos de lg, empleédndose la de-
teccion del isotipo IgA anti-tTg, el cual aparece
aumentado en la mayoria de los casos. El FloC-
MIA multiplex desarrollado se basa en el disefo
conocido como “doble paratope” con el cual se
logra la deteccién de autoanticuerpos de todas las
clases y subclases de inmunoglobulinas. Esto es
posible dado que, en este tipo de ensayos, el anti-
Ccuerpo se une por uno de sus paratopes al antige-
no recombinante inmovilizado en las microesferas
y por el otro paratope al antigeno soluble biotini-
lado™19, Este aspecto es sumamente importante
en el diagnoéstico de EC, dado que un porcentaje
de los pacientes es deficiente en el isotipo IgA de
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anticuerpos, los cuales son los que se detectan
con los kits comerciales actualmente disponibles
en el mercado. El protocolo actual para el diag-
nostico de enfermedad celiaca indica que se debe
cuantificar IgA total junto con la determinacién de
tTgA (lo cual implica méas tiempo, reactivos y di-
nero) dado que un resultado negativo para estos
autoanticuerpos puede deberse a una deficiencia
de IgA. Asi, utilizando el ensayo aqui presentado
no es necesario realizar el dosaje de IgA porque
el FloCMIA multiplex detecta tanto IgA como IgG.

Otra ventaja del método desarrollado es la capa-
cidad de detectar en forma simultanea y discrimina-
tiva, en un unico acto analitico, los principales mar
cadores de autoinmunidad de DM y/o EC logrando
asi una estrategia de mayor sensibilidad diagnéstica.
Esto tiene un impacto directo para el médico solici-
tante, no sélo porque puede conocer el perfil de au-
toinmunidad de su paciente con una sola determina-
cion analitica, sino también porque puede solicitar el
anélisis de la combinatoria de marcadores que crea
convenientes de acuerdo a la clinica y edad de cada
paciente. Por lo tanto, este desarrollo tiene como
principal beneficiario al paciente quien, de acuerdo a
los resultados obtenidos, podré recibir el tratamien-
to adecuado a su patologia en forma oportuna, mejo-
rar sustancialmente su calidad de vida y reducir asi la
aparicion de las complicaciones a largo plazo.

Las condiciones del FIoOCMIA multiplex emplea-
das en el presente estudio se basaron en protocolos
previos de ensayos FIoOCMIA singleplex desarrollado
por nuestro laboratorio para el marcador GADA'™.
Empleando microesferas de diferente fluorescen-
cia interna adsorbidas con cada uno de los antige-
nos recombinantes (TrxGAD, TrxIA-2 y HistTg) fue
posible acomodar tres ensayos diferentes de au-
toanticuerpos en una sola determinaciéon con una
pequena cantidad de muestra de suero (20 pl). La
sensibilidad (76,19% para GADA, 52,38% para |A-
2A'y 42,86% para tTgA) v la especificidad (85,71%
para GADA, 85,71% para IA-2A 'y 80,00% para tTgA)
del FIoCMIA multiplex fueron comparables a las ob-
tenidas con cada uno de los ensayos de referencia
0 consenso. En cuanto a los rangos dinéamicos ob-
tenidos para cada marcador con el FloCMIA multi-
plex (GADA: -1,24-12792; 1A-2A: -0,94-36,85 y tTgA:
-2,29-10755) fueron en general mas amplios que los
obtenidos con los RBA 'y kit comercial.

Actualmente no existe en el mercado un kit
diagnoéstico que tenga la capacidad de determinar
en un Unico acto analitico y en forma discriminati-

va los marcadores de autoinmunidad de estas dos
enfermedades genéticamente relacionadas (DMA
y EC). El inmunoensayo FlIoCMIA multiplex seria el
primer desarrollo en nuestro pais de un kit para el
diagnéstico y seguimiento de estas dos patologias
relacionadas. Esto representa una gran ventaja
operativa ya que el 50% de los laboratorios de hos-
pitales publicos de CABA posee citometro de flujo,
por lo cual podran incluir estudios de marcadores
de autoinmunidad en muestras de pacientes para
caracterizarlos en forma rapida y reducir los costos
y tiempos operativos de las tres determinaciones
individuales. El desarrollo de FIoCMIA multiplex,
en el formato de kit de diagndstico, posibilitara la
sustitucién de kits importados (costo actual: U$S
200-2.000 para 50 determinaciones) abaratando
sensiblemente los costos de los andlisis.

Otro aspecto novedoso es su versatilidad que po-
sibilita incorporar la determinacién de otros anticuer
pos presentes en EC (anti-péptidos deamidados,
anti-gliadina) o en otras enfermedades autoinmunes
relacionadas, que pueden darse en simultaneidad
en estos pacientes como la enfermedad tiroidea au-
toinmune (anti-tiroglobulina (Tg), peroxidasa tiroidea
(TPO) vy el receptor de la tirotropina (TSHR).

CONCLUSIONES

Hemos desarrollado un ensayo multiplex para
medir con precisidon tres autoanticuerpos en una
sola determinacién usando un pequeno volumen de
sangre, lo que facilitara el screening de la poblacién
general a gran escala en forma simultanea para DMA
y EC. Las condiciones del FloCMIA multiplex presen-
tado deberan optimizarse aln mas y seré necesaria
una validaciéon a gran escala antes que este ensayo
pueda aplicarse para la deteccién en forma masiva.

La importancia crucial de este desarrollo radica
en el mejoramiento de la performance analitica para
la deteccion de marcadores de autoinmunidad, con
una considerable repercusion en términos de apoyo
diagndstico a la bioquimica asistencial endocrinolé-
gica y en el impacto socioecondmico.
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