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MALATTIA CELIACA

LA MALATTIA CELIACA

Glutine

HLA 1l DQ2 — DQS8

Transglutasminasi tessutale




AUTOIMMUNITA’

EMA
Transglutaminasi Tissutale

Auto Antigene
Gliadina ,

(HLA) Glutine
TG

TRANSGLUTAMINASI
TISSUTALE UMANA

(Glutanina)

Gliadine




Perche e impertante fare diagnoesi
precoce

- Dellsistema nerveso centrale e periferico -
- Dell'apparato cardiocircolatorio -
- Del sistema endocrino -
- Del fegato -
- Della cute -

AZIONE DELLA tTG
apoptosi

IL CORPO APOPTOTICO '
g funziona, il sacchetto

s daita Se fa TG non g 2 evio

il erto e PUO lasciare uo.rn_.lsa

st rimans aperio @ pus lesciare fuor

Come un




QUADRI CLINICI
LA PARTE SOMMERSA DELL”ICESBERG”
DEI CELIACI E’ MAGGIORE DELLA
PARTE CLINICAMENTE EMERGENTE

Enfermedad

UGk Lesion mucosa
celiaca sintomatica

manifiesta

Susceptibilidad genética: - DQ2, DQ8
Serologia positiva

PRIMO PROTOCOLLO
DIAGNOTICO

|'vecchi criter diagnostici formulati dal

nel 1970 prevedevano

I'esecuzione di ;

- a dieta libera;

- a dieta priva di glutine;

- dopo riesposizione al glutine.

Tali biepsie avevano lo scopo di confermare la
glutine - dipendenza di:

- lesioni intestinal;

- sintomatologia clinica.




CELIACA EURUFEAIN SUCIE | Y
FOR PEDDIATRIC
GASTROENTEROLOGY AND
NUTRITION

MUCOSA INTESTINALE

Cellule epiteliali
"/ - -
Catta linfatico

-'_:_ = Capillari

Cripta

B N i WL LS ,‘

Mucosa intestinale
narmale

atrofia del villo
Iperplasia della cripta
MALASSORBIMENT O

Mucosa intestinale
nel celiaco




IL LABORATORIO NELLA
MALATTIA CELIACA

ALTERAZIONIEMATOLOGICHE E
BIOCHIMICHE

« Alterazioni dell’'emocromo :

- Alterazioni biochimiche :




MARCATORI SIEROLOGICI

TEST SIEROLOGICI
SENSIBILITA" - SPECIFICITA’

capacita del test di individuare i
indica la percentuale
di pazienti malati positivi al test.

capacita del test di individuare i
indica la
percentuale di persone sane negative al test




TEST SIEROLOGICI
ANTICORPALI

EMA

—.—_—_—-—_——ﬂ
1990

PROTOCOLLO DI DIAGNOSI
Ministere della Salute Lg. 123/05

« TEST ANTICORPALI TEST GENETICO

« BIOPSIA

DUODENALE




TEST DI PRIMO LIVELLO

ENDOMISIO

GLIADIA TRANSGLUTAMINASI
IgA & IgG IgA & IgG

BIOPSIA

DIAGNOSI DI

MALATTIA CELIACA
MC

“‘gold standard’ “ biopsia
intestinale .

totale o parziale atrofia dei villi con perdita
dell’orletto a spazzola;

ipertrofia delle cripte;
infiltrato intraepiteliale;
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CLASSIFICAZIONE DI
ISTOLOGICA MARSH-

Lesiom di tipo atrofico con iperplasia delle cripte ed
aumento dei LIE

(classificazione di Marsh-Oberhuber):

Fig._ 2: atrofia lieve dei villi intestinali (tipo 3a)

Fig. 3: atrofia dei villa di grado moderato (tipo 3b)
Fig 4: atrofia de1 villi di grado severo (subtotale)
(tipo 3c)

(col ema i1lina mma x20)

(Fig. 2. 3. 4: cortesia del Dr Vincenzo Villanacci, C
Anatomopatologo AIC)

TECNICHE DIAGNOSTICHE

IMMUNODOSAGGI
(RIA)
(IFA)
(ELISA)




TECNICHE DIAGNOSTICHE

COSTITUENTI E
CARATTERISTICHE DEGLI
IMMUNODOSAGGI

« ANTICORPI « SPECIFICITA’

POLICLONALI = SENSIBILITA’

« ANTICORPI ANALITICA

MONOCLONALI « SENSIBILITA’

* ANTIGENE FUNZIONALE
- PRECISIONE
« ACCURATEZZA

+ MARCATORI

+ CALIBRATORI
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TECNICHE
IMMUNODOSAGGIO

ELISA

VERNICE PROTETTIVA
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IMIMUNODOSAGGIO
ANTIGENE - ANTICORPO

Antigene Ag )

Anticorpo Ab ™)

IMIMUNODOSAGGIO

Antigene
il g

. Anticorpo £ .
| |
IMMUNOCOMPLESSO. i l N
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COSTITUENTI DEGLI
IMMUNODOSAGGI

ANTIGENE é:

« TRACCIANTE é

« |l costituente che
segnala la reazione
antigene -anticorpo
grazie a un suo legame
con marcatore:

ANTICORPI ANTI GLIADINA
IgA-1gG
PRIMO MARCHER SIEROLOGICO

« BASSA SENSIBILITA’

SPECIFICITA
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TECNICHE DIAGNOSTICHE

Anticorpo secondario
marcato

Anticorpo primario
(siero)

Antigene <o aa iy

Piastra con pozzetti

ELISA DIRETTO

I"'u -’J I\\ E rJ
\h&,.f’f "'\1_.. =

L'anticorpo anti antigene microbico coniu-
2 ato con un enzima viene aggiunio e si

0 Lantigene & coatiato nel pozzeito B

'

-

.'.IKI'

S
i aggiunge il siero del pazienfe: :
I L f e A © 1 substrato delfencima (7] viene aggiunto
& |a reazione da un pro che un
t visibile cambiamento di colare )

16



ELISA INDIRETTO

anticorpo 5pec1ﬁm per I'antipene, comiugato
it Ega.
.llhnllgﬂuufﬁmu un
L]

e 5 nlgqlunqr Il slera del ra:l-nh

I'an uml sl lega all'antlaerpe 0 h““u‘a%.“" Tl?m r! ﬁm‘ mgﬂdg

vk-lhllv cambiamento di solore (#)

ELISA indiretto

—..
Lavaggio Lavaggio

ELISA a sandwich

_—
Lavaggio

ELISA competitivo

-
Y
N
ﬁp Lavagg io , Lavagglo \ Lavaggio
/

Simboli utilizzati:
. » | X ™ *

Ag Ab Ab Substrato Ag
primario secondario da misurare
coniugato ad un
enzima

Figura 35. Schematizzazione dei vari r di dei d ggi ELISA per determinare
I'antigene o I'anticorpo.




ANTICORPI'ANTI' ENDOMISIO
EMA

ANATOMIA FIBRE MUSCOLARI
=% G- — .

-

WASD
PERIMISIO SANGUIGND

FIBRA

B

7
a FASCICOLO
TEMDINE EPIMISIO  EypomISIO tawvolto dal perimisio )




Come si evidenziano gli EMA

IMIMUNOELORESCENZA

ANTIGENE-ANTICORPO

FLUOROCROMI
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IVIE I ODICA
IMMUNOELORESCENZA
INDIRETTA

1)Diluizione siero Controllo 311 bazi
S (1-2 it Jincubazione
con PBS (1:40) 2)Campione Positivo Controllo

40ul 40pl Per 30 min

_— 09 ® = eee

9)Osservazione con
Microscopio a fluorescenza

A 400x 6)Iincubazione

In camera umida 4)Lavaggio :

Per 20 min al buio Con PBS
5)Anticorpo
Secondarioc coniugat
8)Mezzo di Con FITC
montaggio

7)Lavaggio con
® o o umml\

IMIMUNOELUORESCENZA

ocular

objective Assorbimento

[
Emissione

Slakes

401 Negativo In camera umida
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ANTICORPI AN-TENDOMISIO

TRANSGLUTAMINASI TISSUTALE
tTG
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METODICA
tranglutaminasi

ELISA
INDIRETTO Substrato

. loraziong
; Siero p . L0
Antigene Conjugato e:
g campione WO (Siero +)

INCUBARE E LAVARE

PROCEDURA TEST ELISA

22



TG - EMA
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Confronto fra
anti-tTG ed EmA

Sensibilita =  anti-tTG>EmA
Specificita = anti-tTG<EmA
Riproducibilita ™%  anti-TG>EmA
Disponib. Substr. ™%  anti-TG>EmA

Sempl. tecnica » anti-TG>EmA

Nel complesso, anti-tTG ¢ il test di
prima scelta
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ALGORITMO MALATTIA
CELIACA

Diagnosi sierologica di malattia celiaca
Anti (TG TgA

I IgA specifiche I

Anti tTG IgA neg Anti tTG neg Anti tTG IgA
| IgA sieriche < val. normali || IgA sieriche n norma pos

MC
quasi certa
Biopsia

Probabile Determinazione
assenza di MC HLA DQ2 o0 DQ8

CONCLUSIONI

« Premessa: nessun anticorpo pone diagnosi di
celiachia senza la conferma della biopsia intestinal
che certifichi la patologia

« CERTEZZE DELLA SIEROLOGIA A SUPPORTO DELLA
DIAGNQOSI

(S
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¥ 1

GRAZIE

. a la prochine
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