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LISTADO DE ABREVIRTURAS

Anti-TG2 Anticuerpos anti-transglutaminasa tisular tipo 2

dH,0 Agua destilada

DSG Dieta sin gluten

DTT Ditiotreitol

EC Enfermedad celiaca

EDTA Acido Etilendiaminotetraacético (ethylenediaminetetraacetic acid)
FBS Suero fetal bovino (fetal bovine serum)

HLA Complejo Principal de Histocompatibilidad (Human Leukocyte Antigen)
IDCV Inmunodeficiencia comun variable

IgA Inmunoglobulina A

LIEs Linfocitos intraepiteliales

LR+ Razén de verosimilitud positiva (positive likelihood ratio)

PBS Solucién salina tamponada con fosfatos (Phosphate-Buffered Saline)
rpm Revoluciones por minuto

RPMI Medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute

TG2 Transglutaminasa tisular tipo 2

TCR Receptor de linfocito T (T cell receptor)



1. DEFINICION DEL PROBLEMA

e El diagndstico de enfermedad celiaca (EC) se lleva a cabo en individuos con sospecha clinica, ya sea
por la presencia de sintomas o signos compatibles, o por pertenecer a grupos de riesgo. El abordaje
diagndstico es secuencial y se basa en algoritmos que incluyen principalmente la deteccién de marca-
dores seroldgicos especificos y la identificacidon de alteraciones histoldgicas, con el apoyo del estudio
genético HLA en casos de diagndstico incierto. No obstante, estas pruebas presentan limitaciones,
existiendo situaciones clinicas que todavia constituyen un reto diagndstico.

¢ Elaumento de linfocitos en el epitelio intestinal constituye un rasgo caracteristico, aunque no especifico,
de la EC.

¢ |acitometria de flujo permite cuantificary caracterizar el patrén de distribucidn de linfocitos intraepite-
liales (LIEs) caracteristico de la EC.

¢ Ellinfograma intraepitelial se basa en la identificacion y cuantificacion de dos subpoblaciones de LIEs:
los que expresan el receptor de linfocito Ty (TCRy6*) y los que no expresan en la superficie celular la mo-
lécula CD3 (CD3s’). Ha demostrado una alta precision diagndstica en la EC activa, es decir, cuando existe
atrofia en la segunda porcién duodenal en presencia de exposicion al gluten. Ademas, puede resultar de
utilidad en otras formas de la enfermedad como la EC potencial (definida en las guias internacionales
por la presencia persistente de serologia anti-TG2 positiva, con mucosa normal [Marsh 0] o enteropatia
de bajo grado [Marsh 1], en individuos con genética HLA compatible) y la EC ultracorta (definida por la
presencia de atrofia vellositaria en bulbo duodenal, mientras la segunda porcién del duodeno muestra
Marsh 0 o Marsh 1), asi como en pacientes con EC que han retirado el gluten de la dieta.

® La incorporacién del linfograma intraepitelial a nuevos centros puede implementarse con facilidad,
siempre que se cuente con la instrumentacion y formacién adecuada, tanto para su correcta estandari-
zacién y validacién técnica como para su interpretacion clinica e integracion en la practica asistencial.

2. POBLACION DIANA

Cualquier paciente pediatrico o adulto al que se le vaya a realizar una endoscopia digestiva alta para el
diagnéstico de EC (ver apartado 4.3).

3. DEFINICION DE LA ACTIVIDAD A REALIZAR

1. Actualizar lavigencia de las diferentes herramientas de diagnéstico para EC y exponer brevemente sus
limitaciones.

2. Revisar lainformacidn disponible en la literatura sobre la determinacion del linfograma intraepitelial y
su utilidad diagnostica.

3. Informar acerca de las ventajas de incorporar la determinacidn del linfograma intraepitelial al estudio
de laEC.

4. Elaborarun protocolo asistencial que establezca lainformacion requerida para la correcta elaboracién
e interpretacion de los informes del linfograma intraepitelial, asi como las pautas y procedimientos
para la determinacion del linfograma en el laboratorio. Este protocolo serd objeto de revisiones perié-
dicasy se actualizara conforme a la nueva evidencia cientifica disponible.



4. DOCUMENTO TEORICO 0 CONCEPTUAL

4.1. Diagndstico de enfermedad celiacay limitaciones

El diagnédstico de EC en nifios y adultos se fundamenta principalmente en la combinacion de sospecha
clinica, serologia especifica, estudio histoldgico mediante biopsia duodenal y analisis genético (HLA-DQ2/
DQ8). En la practica clinica, el diagndstico es relativamente sencillo en pacientes con signos y sintomas
sugestivos de EC, anticuerpos positivos y atrofia vellositaria. Incluso en la poblacién pediatrica, las guias
europeas permiten establecer el diagndstico sin biopsia cuando los titulos de anticuerpos anti-transgluta-
minasa tisular tipo 2 (anti-TG2) de tipo IgA superan en 210 veces el limite superior de la normalidad (LSN)
confirmados en una segunda muestra sanguinea junto con anticuerpos anti-endomisio (EMA) positivos,
dada la elevada correlacion del titulo de anticuerpos con el dafio intestinal [1]. La actualizacién de 2026 de
la guia de la Sociedad Europea para el Estudio de la Enfermedad Celiaca (ESsCD, por sus siglas en inglés)
permite también el diagndstico sin biopsia en adultos < 45 afios si los titulos de anti-TG2 superan en 210
veces el LSN confirmados en una segunda muestra sanguinea (sin necesidad de determinar los EMA),
siempre que no existan datos de alarma, en centros de atencion sanitaria especializada y sugiriendo una
toma de decisiones compartida entre el clinico y el paciente [2]. No obstante, la interpretacion del estudio
seroldgico requiere considerar aspectos analiticos y clinicos que pueden influir en la precision diagnostica
[3]. Ademas, en la practica clinica existen escenarios en los que el diagndstico requiere la realizacién de
endoscopia y biopsias duodenales como titulos bajos de anticuerpos o serologia negativa, asi como otras
situaciones complejas que pueden requerir herramientas diagndsticas complementarias, incluyendo la
presencia de lesiones mucosas leves o parcheadas, y, en general, resultados discordantes entre las prue-
bas diagndsticas, asi como el inicio de la dieta sin gluten (DSG) antes de iniciar o completar el proceso
diagnéstico.

8.2, Linfocitos intraepiteliales y enfermedad celiaca

4.2.1. Antecedentes

El aumento de LIEs es uno de los hallazgos esenciales de la enteropatia celiaca. Ya en 1977, Ann Ferguson
sefialaba la utilidad y sensibilidad de contabilizar este parametro en el diagndstico histolégico de esta pa-
tologia [4]. Posteriormente, en la década de los 90, Savilahti et al. y Holm et al. resaltaron la importancia del
aumento de los LIEs TCRy6* como un pardmetro de mayor especificidad en el diagnéstico y deteccién precoz
de la EC, recomendando su inclusion en el estudio histopatolégico de las biopsias duodenales obtenidas
con fines diagndsticos [5, 6]. Sin embargo, ni la linfocitosis intraepitelial, como hallazgo mas genérico [7],
ni la elevacion de los LIEs TCRy&*, como marcador caracteristico en la EC, son exclusivos de esta patologia
y ambos pueden encontrarse ocasionalmente elevados en otras situaciones. Diversos trabajos, realizados
principalmente mediante técnicas de inmunohistoquimica, han descrito valores elevados de LIEs TCRy6* en
alergias alimentarias, déficits de IgA sérica o inmunodeficiencia comun variable (IDCV), parasitosis crénicas
(giardiasis, criptosporidiasis...), gastroenteritis y sindromes de post-enteritis, alteraciones autoinmunes,
uso de algunos farmacos como antagonistas selectivos de los receptores AT1 de la angiotensina |l (sarta-
nes) y estatinas [8-11]. No obstante, la relevancia clinica de estos hallazgos en el contexto del linfograma
intraepitelial parece limitada, segun los datos publicados hasta la fecha.

En la actualidad, los avances en el andlisis de firmas moleculares (-dmicas) unicelulares y la incorporacién
de abordajes citométricos de alta dimensionalidad estan permitiendo identificary describir subtipos de LIEs
condiversas funciones efectoras y/o de memoria que siguen una cinética guiada por el gluten, y que pueden
convertirse en biomarcadores mas especificos del proceso inmunoldgico celiaco subyacente [12-14].



4.2.2. Subpoblaciones linfocitarias de interés

El compartimento linfoide intraepitelial de una mucosa duodenal sin alteraciones comprende una fraccién
mayoritaria de estirpe T (CD3"), que incluye los LIEs CD8" (TCRap 50-75 %) y los LIEs TCRyé* (<10 %); y
una segunda fraccion de LIEs que no expresan el marcador CD3 en superficie (LIEs CD3s’) (11-45 %), que
incluye linfocitos innatos y precursores linfoides, y cuya funcion y origen son poco conocidos (Figura 1).
La proporcidon de LIEs CD3s™ presenta variaciones fisioldgicas relacionadas con la edad y es generalmente
superior en la poblacién pediatrica. Esta subpoblacion CD3s es el origen de la expansion linfoide aberrante
(CD3s CDa3intracito*) que caracteriza a la EC refractaria tipo Il y cuya identificacion también se realiza de
forma preferente por citometria de flujo [15, 16]. Desde un punto de vista fenotipico, los LIEs son linfocitos
residentes en tejido (CD103" como marcador de localizacion epitelial) que presentan un fenotipo activado
efector-memoria (CD69*, CD38*, CCR7-, CD62L") con expresion de receptores innatos de tipo Natural Killer
(NKR) [17-20].

La primera alteracion inmunitaria que se observa en este compartimento de LIEs en la EC es el aumento
absoluto y relativo del nimero de LIEs TCRaB* y TCRy6*. Ambas subpoblaciones se expanden en la EC acti-
va. Sin embargo, mientras que los niveles de LIEs TCRaB* correlacionan con la actividad de la enfermedad
y descienden tras la retirada del gluten, el aumento de LIEs TCRy&* se mantiene elevado tras la retirada
del gluten en la gran mayoria de los pacientes evaluados. Por ello, los niveles de TCRyd* constituyen un
biomarcador caracteristico (pero no patognomanico) de la enteropatia celiaca en todas sus formas clinicas.
La segunda alteracion significativa es el descenso drastico de los LIEs CD3s’, que muestran una reduccién
en las fases activas de la EC, recuperdndose progresivamente tras retirar el gluten (marcador de integridad
de la mucosa en EC) [18, 21].

CD45* CD103"
CD3*

FIGURA 1. Compartimento linfoide intraepitelial de una mucosa duodenal sin alteraciones. s: superficie: ic:
intracito.

Como referencia orientativa, en la Tabla 1 se indican los datos recogidos en la literatura de las subpoblacio-
nes de LIEs TCRy&*y CD3s" analizadas por citometria de flujo en mucosa no celiaca.



TABLA 1. Valores observados por citometria de flujo en mucosa no celiaca.

Caracteristicas L\ Grupo de LIEs LIEs Estadistico Referencia

edad TCRyé* (%) CD3s (%) reportado

Pacientes sintomaticos' con mucosa 112 Nifos (12)y 53+0,4 23,1+£1,0 Media £ SEM [22]
normal y serologia negativa adultos (100)

Pacientes sintomaticos con mucosa normal 121 Nifosy 5,0 (0-22) 20 (1-90) Mediana [237?
y serologia negativa adultos (Q1-Q3)

Pacientes sintomaticos con mucosanormal 10  Nifios 7,5+9,8 42,4+17,6 Media = SD [24]
y anticuerpos anti-gliadina positivos?® 11(9) 45,5 (34,75) Mediana (IQR)
Pacientes sintomaticos® o cribado familiar, 89  Adultos 6 (1-15) NA Mediana [25]
con mucosa normaly serologia negativa (rango)

Pacientes sintomaticos® con mucosa 470 Nifos 7,9%6,0 30,9+16,8 Media = SD [26]
normal (464) o atrofia (6)°, y serologia

negativa

Pacientes sintomaticos con mucosa normal 353 Adultos 4,8 15,5 Mediana [27]
y serologia negativa (2,6-9,2) (8,7-25,7) (Q1-Q3)

Pacientes sintomaticos con enteritis 57  Adultos 5,5 10,9 Mediana [27]
linfocitica’ y serologia negativa (2,1-10,7) (5,6-15,0) (Q1-Q3)

Individuos sanos asintomaticos con 23  Adultos 5,75 22,0 Mediana [28]
serologia negativa (1,7-8,6) (16,7-26,4) (Q1-Q3)

Pacientes con reflujo gastroesofagicoy 14  Adultos 3,95 24,85 Mediana [28]
serologia negativa (2,6-5,4) (15,2-30,7) (Q1-Q3)

IQR: rango intercuartilico; LIEs: linfocitos intraepiteliales; NA: dato no disponible en el estudio original; Q1-Q3: percentiles 25-75;
SD: desviacion estandar; SEM: error estandar de la media. 'dispepia o reflujo gastroesofagico (RGE) en adultos; dispepsia o anemia
ferropénica refractaria en nifios; ?Datos no publicados (comunicacién personal); 3asintomaticos y seronegativos tras seguimiento;
‘estomatitis aftosa, RGE, nduseas y dispepsia, dolor abdominal, diarrea u osteopenia; °dolor abdominal, RGE, diarrea crénica ines-
pecifica y sindrome postenteritis, anemia ferropénica o retraso crecimiento; diagnosticados de alergia alimentaria (2), infeccion
por Giardia lamblia (1), deficiencia de IgA y diarrea (1), enfermedad por inclusién microvellosa (1) o diarrea intratable (1); “en los
pacientes con Marsh 1, la EC también se descart6 en base a HLA no compatible y/o ausencia de respuesta a dieta sin gluten.

4.2.3. Caracterizacion por citometria de flujoy estudios previos

La citometria de flujo es una técnica de andlisis multiparamétrico sencilla, rapida, precisay reproducible,
cuyo fundamento se basa en hacer pasar una suspension de células alineadas a través de un haz de luz laser.
Las células se marcan con anticuerpos monoclonales especificos conjugados con fluorocromos, dirigidos
contra las moléculas de interés. Al incidir sobre cada una de las células, la luz se dispersa, proporcionando
asi informacidn de la morfometria celular, y también excita los fluorocromos acoplados a los anticuerpos,
gue van a reconocer moléculas distintivas de los subtipos celulares. Esto permite definir fenotipos funcio-
nales segun el espectro de las emisiones luminicas capturadas en los detectores del sistema.

La celularidad del epitelio de una biopsia duodenal se disgrega y libera facilmente tras un sencillo proceso
de agitacion en un medio isotonico quelante y reductor (DTT/EDTA), constituyendo un sustrato adecuado
para este tipo de analisis.

El andlisis por citometria de flujo de la densidad de las subpoblaciones LIEs TCRy&*y CD3s" se ha denomi-
nado linfograma intraepitelial [29].

La primera referencia de la utilidad diagndstica del linfograma intraepitelial en la practica clinica de rutina
data del afio 2000 de Camarero et al. [30]. Desde entonces, el uso de esta técnica con fines diagndsticos
se ha implementado en numerosos centros hospitalarios nacionales e internacionales, demostrando una
amplia reproducibilidad de los resultados y una alta eficiencia diagnostica [22-27, 30-39]. Aunque inicial-
mente desarrollada en poblacion pediatrica, su aplicacidon en adultos ha cobrado especial relevancia,
mostrandose particularmente Util en el diagndstico de casos complejos de EC, como aquellos con lesiones
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leves (Marsh 1), formas seronegativas, pacientes con dermatitis herpetiforme o individuos que mantienen
una DSG [32, 35, 38, 39], pero es necesario conocer las particularidades que pueden existir en estos casos.

4.2.4. Patrones inmunofenotipicos, interpretacion y valoracion del linfograma intraepitelial

El linfograma intraepitelial nos permite analizar comparativamente las densidades de las subpoblaciones
LIEs TCRy6* y CD3s, identificandose diferentes patrones, que son una expresion del proceso inmunopato-
génico subyacente guiado por el gluten. La interpretacion del linfograma intraepitelial dependera del patron
observado y las condiciones de cada paciente:

¢ Linfograma celiaco completo % TCRy6* elevado y % CD3s™ bajo. Es el linfograma caracteristico de una
EC activa. Una valoracion conjunta de ambos parametros, TCRyd* y CD3s’, aporta la maxima exactitud
diagnéstica en la EC, con especificidades en torno al 95-100 % y sensibilidades en torno al 65-95 %,
segun los datos recogidos en la bibliografia [22-27, 30-33, 35, 36].

¢ Linfograma parcial: aumento aislado del % TCRy®&", sin descenso de los LIEs CD3s". En el linfograma
parcial, se prioriza la sensibilidad, aunque a expensas de una menor especificidad. Es fundamental
saber si el paciente consume gluten a la hora de interpretar este patron:

- Siingiere gluten, hace muy poco probable una enteropatia celiaca activa. Sin embargo, no descarta
una EC potencial ni EC ultracorta [26, 37], aunque tampoco se pueden descartar otros procesos que
cursen con elevacidn aislada de TCRy&". En el caso de la EC ultracorta, aunque la evidencia disponible
es todavia limitada, los datos sugieren que la segunda porcién duodenal puede mostrar Unicamente
elevacién de LIEs TCRy6*, mientras que en el bulbo duodenal puede observarse un linfograma completo.
En los pacientes sometidos a provocacién con gluten, la interpretacién del linfograma debe realizarse
de formaindividualizada, teniendo en cuenta tanto la duracién de la provocacién como el tiempo previo
en DSG, ya que ambos factores pueden influir en el patrén observado. Si la exposicidén al gluten ha sido
relativamente corta (€8 semanas) puede aparecer un patrén parcial.

- Simantiene una DSG y existe un diagnéstico previo de EC, el linfograma parcial suele reflejar una res-
puesta adecuada al tratamiento dietético y la consiguiente recuperacién de la mucosa intestinal, con
recuperacion de los LIEs CD3s- hacia valores propios de una mucosa sin alteraciones. Sin embargo,
en pacientes sin diagnostico previo, este patrén presenta una menor exactitud diagndstica. En estos
casos, se recomienda considerar Unicamente el porcentaje de TCRy&* para optimizar la sensibilidad,
pero asumiendo una reduccion de la especificidad de la prueba, por lo que su interpretacion debe con-
textualizarse siempre con el resto de hallazgos clinicos y analiticos disponibles.

La disminucion aislada de los LIEs CD3s’, sin aumento de TCRy&*, no se considera un linfograma parcial con
valor diagndstico debido a su baja especificidad.

¢ Linfograma no celiaco: % TCRy6* y % CD3s por debajo y por encima, respectivamente, de los puntos
de corte establecidos. Este linfograma practicamente excluye la EC activa, por tanto, en un paciente
gue consume gluten hace altamente improbable el diagnéstico de EC, aunque la exactitud diagnéstica
dependerd de los puntos de corte seleccionados (ver valores de especificidad en Tabla 2 y Anexo 1). No
obstante, puede estar presente en algunos pacientes con EC potencial. En pacientes que mantienen
una DSG estrictay prolongada, este perfil de linfograma no permite excluir la EC de manera concluyente.
De hecho, se ha descrito que el 20 % de los nifios y el 10 % de los adultos en DSG muestran normaliza-
cién de ambos pardmetros considerando puntos de corte de elevada especificidad [26, 27]. Por ello, la
interpretacién de un linfograma no celiaco en pacientes con una DSG mantenida debe realizarse con
prudenciay siempre en el contexto del resto de hallazgos clinicos, seroldgicos, genéticos e histoldgicos
disponibles.

En la Tabla 2 se muestran distintos puntos de corte propuestos en la literatura y su influencia en los para-

metros de exactitud diagndstica del linfograma en dos series extensas de nifios y adultos [26, 27]. De su
interpretacion se derivan distintas consideraciones:

e Laevaluacion conjunta de ambos parametros, TCRy6* y CD3s’, con los puntos de corte mas restrictivos
(TCRy6'214 %y CD3s<4 %) ofrece la maxima exactitud diagndstica, favoreciendo la especificidad sobre



la sensibilidad. Es la estrategia de eleccidon cuando no se dispone de resultados de pruebas diagndsticas
previas de EC.

¢ Laeleccion de puntos de corte menos exigentes favorece la sensibilidad, a expensas de una menor
especificidad y un descenso en la exactitud diagndstica. Es Gtil en la busqueda proactiva de una EC
por sospecha clinica y/o analitica.

e Elaumentoaislado de los LIEs TCRy6* reduce la exactitud diagndstica de la prueba, al no ser patognomo-
nico de la EC, como se ha mencionado con anterioridad. Sin embargo, es el Unico parametro observado
en algunos casos de diagndstico complejo como pacientes con lesiones histoldgicas leves o que se
encuentran en DSG.

Por tanto, la eleccidn de los puntos de corte debe adaptarse al contexto clinico y al objetivo diagndstico. Se
recomienda emplear inicialmente los puntos de corte que ofrecen mayor especificidad y, cuando la sospe-
cha clinica o informacién disponible lo justifiquen, emplear puntos de corte menos restrictivos, teniendo
en cuenta la consiguiente reduccion de la especificidad. No obstante, la eleccidn del punto de corte puede
individualizarse en funcién del paciente y del equilibrio entre sensibilidad y especificidad que se pretenda
alcanzar, dentro de los valores previamente validados por cada centro.

En el Anexo 1 se muestran los valores de especificidad obtenidos en poblacion adulta para distintos puntos

de corte. Estos valores se han estimado a partir de tres nuevas series amplias de controles, cuyos resultados
se encuentran actualmente en proceso de publicacion.

TABLA 2. Exactitud diagndstica del linfograma intraepitelial para el diagndstico de enfermedad celiaca
(EC) activay EC tras el inicio de la dieta sin gluten en poblacién pediatrica y adulta [26, 27].

LINFOGRAMA

LINFOGRAMA

Sensibilidad (IC al 95 %)

LR+

COMPLETO

TCRy8* 214 %
CD3s's4%

0,89 (0,86-0,91)

20,7

TCRy8* 210 %
CD3s's10%

0,99 (0,98-0,99)

8,1

PARCIAL

TCRy8* 214 %

0,95 (0,93-0,97)

6,4

TCRy8* 210 %

0,99 (0,98-1,00)

[72]
.% Especificidad (ICal95%) 1,00 (1,00-1,00) 0,99 (0,99-1,00) 0,83(0,80-0,87)  0,71(0,67-0,75)
% LR+ >0 500 5,7 3,4
§ 2 Sensibilidad (ICal95%)  0,79(0,74-0,85) 0,94 (0,91-0,98) 0,84(0,79-0,89) 0,95 (0,92-0,98)
§ Especificidad (ICal95%)  0,98(0,96-0,99) 0,91 (0,88-0,93) 0,86 (0,83-0,90) 0,77 (0,73-0,81)
< LR+ 39,5 10,1 6,2 4,2
B, Sensibilidad (ICal95%)  0,29(0,20-039) 0,54 (0.44-0,65) 0,73(0,64-0,82) 0,90 (0,84-0,96)
5 % Especificidad* (ICal95%) 1,00 (1,00-1,00) 0,99 (0,98-1,00) 0,83(0,80-0,87)  0,71(0,67-0,75)
‘ZD LR+ >0 63,8 4,4 3,1
E 2 Sensibilidad (ICal95%)  0,45(0,38-0,52)  0,77(0,71-0,83) 0,87(0,82-0,91) 0,93 (0,89-0,96)
E, § Especificidad* (ICal95%) 0,98(0,96-0,99) 0,91 (0,88-0,93) 0,86 (0,83-0,90) 0,77 (0,73-0,81)
<

4,2

LR+: razén de verosimilitud positiva (positive likelihood ratio). Datos obtenidos a partir del analisis de: nifios (EC activa, N = 602;
EC en dieta sin gluten, N = 92; controles, N = 470) y adultos (EC activa, N =217; EC en dieta sin gluten, N = 195; controles, N = 413).
*Valores correspondientes a individuos sin EC en dieta con gluten.
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4.3. Casos de interés

El linfograma intraepitelial constituye una herramienta diagndstica complementaria de gran valor en el
estudio de la EC, especialmente en aquellos contextos clinicos en los que las técnicas convencionales
(serologia, histologia y genética HLA) no permiten alcanzar un diagnéstico definitivo, siendo de especial
interés en los siguientes escenarios:

¢ Serologia positiva a titulos bajos: pacientes con titulos discretamente elevados de anticuerpos espe-
cificos, donde existe la dificultad de discernir entre falsos positivos y verdaderas formas de EC. En este
escenario, el linfograma intraepitelial afiade un valor diferencial al identificar el perfil inmunofenotipico
caracteristico de la EC, permitiendo distinguir los casos compatibles con EC.

¢ HLA-DQ2/DQ8 positivo con serologia negativa y alta sospecha clinica de EC: si se objetiva atrofia
vellositaria en la biopsia duodenal, el perfil inmunofenotipico es fundamental para confirmar una EC
seronegativa, ya que podria distinguir la EC de otras enteropatias con atrofia vellositaria de distinta
etiologia [38].

¢ Lesiones histoldgicas leves (Marsh 1): se trata de un hallazgo frecuente y poco especifico en las biop-
sias duodenales, ya que el aumento de LIEs puede observarse en multiples patologias y condiciones
clinicas. La identificacién de un perfil linfocitario caracteristico mediante citometria de flujo refuerza el
diagndstico de EC potencial y puede orientar al clinico hacia un seguimiento mas estrecho.

¢ Lesiones limitadas al bulbo duodenal (EC ultracorta): la interpretacién de las biopsias del bulbo
duodenal es compleja debido a las caracteristicas particulares de la mucosa del bulbo, que puede llevar
a errores diagndsticos si las muestras no son interpretadas por patélogos expertos. El estudio del linfo-
grama intraepitelial permite optimizar el diagnéstico de la EC ultracorta, solventando esta limitacidn.

¢ Pacientes en DSG que no desean o no pueden reintroducir el gluten: en estos casos, el linfograma in-
traepitelial puede ser de utilidad si se detecta un patron inmunofenotipico compatible con EC incluso en
ausencia de exposicion al gluten [27, 35]. De este modo, podria contribuir al diagndstico en el contexto
clinico adecuado, evitando la necesidad de una provocacion con gluteny reduciendo los riesgos clinicos
derivados de su reintroduccion.

Enresumen, elempleo del linfograma intraepitelial en casos complejos reduce el riesgo de errores diagnos-
ticos y minimiza la necesidad de pruebas invasivas repetidas.

La persistencia de sintomasy de atrofia vellositaria en pacientes con EC, una vez confirmada una adecuada
adherencia a la DSG, debe hacer sospechar una posible EC refractaria. En este contexto, el estudio de los
LIEs por citometria de flujo adquiere especial relevancia, al permitir identificar poblaciones aberrantes de
LIEs caracteristicas de la EC refractaria tipo Il. La deteccion de estas poblaciones requiere, sin embargo, la
aplicacion de protocolos especificos de inmunomarcaje que incluyen la evaluacién de CD3 intracitoplas-
matico, asi como otros marcadores necesarios para su adecuada caracterizacion [15].

8.4. Incorporacion del linfograma intraepitelial en los algoritmos diagndsticos

Las guias de la ESsCD y de la ESPGHAN recomiendan la cuantificacion de los LIEs o de los LIEs TCRy&"
como apoyo en casos de diagndstico complejo de EC [1, 2, 40]. El Protocolo para el Diagndstico Precoz
de la EC publicado en 2018 incorpord por primera vez la determinacién de los LIEs mediante citometria
de flujo en un algoritmo diagndstico nacional, destacando su utilidad en la EC seronegativa, en pa-
cientes con enteropatia leve (Marsh 1y 2), en situaciones de incertidumbre diagndstica y en pacientes
en DSG que no pueden o no desean realizar una reintroduccion [41]. El protocolo para el Diagnéstico
Precoz de la EC del 2026 reafirma el papel de esta técnica en el proceso diagndstico, respaldado por
la evidencia acumulada desde la edicion anterior [42]. Sin embargo, siempre que haya indicacién cli-
nica de una biopsia diagndstica, y la carga asistencial lo permita, se recomienda obtener una biopsia
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adicional para el estudio del linfograma intraepitelial. Esta recomendacién se basa en que los hallazgos
histolégicos no pueden predecirse a partir de los datos clinicos y analiticos, y en que la posibilidad de
diagnosticar la EC sin biopsia en adultos en determinados escenarios [3, 42] previsiblemente concen-
trard una mayor proporcion de casos de incertidumbre diagnostica entre quienes requieren estudio
histologico. Ambos aspectos refuerzan la conveniencia de disponer del linfograma intraepitelial en la
evaluacion inicial para facilitar el diagndstico y evitar la necesidad de repetir procedimientos endos-
copicos. Asimismo, facilita la interpretacion de la prueba gracias a la experiencia acumulada en un
espectro amplio de casos.

Aungue la evidencia disponible aun es limitada, los estudios en curso sugieren que la determinacién del
linfograma intraepitelial en biopsias del bulbo duodenal podria mejorar la precision diagnéstica en la EC
ultracorta. Por este motivo, en casos de serologias a titulo bajo, se recomienda considerar la obtencién de
muestras de ambas localizaciones para el analisis del linfograma.

La integracion del linfograma intraepitelial en los algoritmos diagnésticos de EC permite aumentar la preci-
sién diagnostica, especialmente en escenarios complejos, consoliddndose como una herramienta esencial
en el diagnoéstico de esta enfermedad.

5. CONSIDERACIONES FINALES

1. Elaumento de LIEs TCRy6* de forma permanente es caracteristico de la EC, y su valoracion conjunta
con los LIEs CD3s™ puede ser de gran utilidad en el diagnédstico y seguimiento de la EC en todas sus
formas clinicas (EC activa, EC potencial, EC ultracorta, EC seronegativa y DSG), asi como en el diag-
néstico diferencial con otros procesos intestinales.

2. Las diferencias entre los diversos estudios en relacidn a los calculos de la exactitud diagndstica del
linfograma pueden deberse a varios factores, entre los que destacan:

a. Lospuntos de corte elegidos para los parametros TCRy6*y CD3s’, en funcidn del equilibrio desea-
do entre sensibilidad y especificidad.

b. Las caracteristicas de la cohorte empleada como grupo de referencia, que pueden incluir desde
individuos completamente sanos hasta sujetos a los que se realiza una biopsia por sospecha
clinica y/o despistaje diagndstico en los que se descarta la EC por ausencia de lesién histolégica
y anticuerpos anti-TG2.

3. Ellinfograma intraepitelial no debe emplearse como prueba Unica o independiente para el diagndstico
sino como una herramienta complementaria cuyos resultados deben interpretarse de forma integrada
con la informacidn clinica y resto de pruebas disponibles del paciente.

4. En citometria de flujo, los valores reflejados pueden presentar ligeras variaciones dependiendo del
numero de eventos adquiridos y/o la estrategia de seleccion de las poblaciones de interés. Por este
motivo, cuando los porcentajes observados se encuentran muy proximos a los puntos de corte esta-
blecidos, se desaconseja emitir interpretaciones concluyentes. En su lugar, se recomienda advertir
sobre la proximidad a dichos umbrales y tenerlo en cuenta al valorar esos resultados.

5. Existe un grupo de pacientes adultos que muestran un linfograma celiaco completo a pesar de care-
cer de serologia especifica y atrofia (biopsia duodenal con Marsh 0 o Marsh 1). Resulta llamativo que
muchos de estos pacientes muestran una respuesta clinica favorable a la DSG, lo que plantea dudas
sobre si deben ser considerados o no como casos de EC seronegativa. Este grupo no se ha tenido en
cuenta a la hora de calcular los valores de especificidad del linfograma intraepitelial indicados en
este protocolo.
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6. DOCUMENTOS OPERATIVOS

6.1. Redaccion e interpretacion de informes

Los informes del linfograma intraepitelial deben incluir informacion suficiente que demuestre que la me-
todologia se ha desarrollado correctamente, asi como los datos necesarios para permitir la interpretacion
clinica adecuada.

Datos que se deben incluir en el informe:

¢ Fecha de recogida de muestra y fecha de procesamiento. En su defecto, debera indicarse si el
procesamiento y adquisicidn en el citdmetro de flujo se realizaron antes o después de las 24-30 horas
posteriores a la extraccion. Si se realizan después de 24-30 horas, debera especificarse el medio y las
condiciones de conservacion de la muestra (p. ej., medio de cultivo completo, solucidn salina...), ya que
pueden influir en la calidad e interpretacion de los resultados.

¢ Anticuerpos monoclonales utilizados: anti-CD3, anti-CD45, anti-CD103, anti-TCRy®6 (afiadir cualquier
otro que se haya empleado). Sera opcional anadir el fluorocromo asociado a cada anticuerpoy el clon.

¢ Parametros que definen el linfograma intraepitelial:
- Porcentaje de LIEs TCRy&" respecto al total de LIEs
- Porcentaje de linfocitos CD3s respecto al total de LIEs

¢ Conclusion o Valoracion. En el Anexo 2 se muestra cdmo valorar los resultados obtenidos en funcién de
los dos parametros considerados.

Es muy importante acompafar la valoracion de los puntos de corte en los que se basa, indicando la sen-
sibilidad y especificidad de los mismos, ya sea obtenida en el propio laboratorio, si se dispone de datos
suficientes para ello (muestra representativa y de tamaro adecuado), de acuerdo a la bibliografia existente
0 alamostrada en la Tabla 2 0 Anexo 1.

La valoracién ha de hacer alusién al tipo de dieta del paciente y, en caso de pacientes de elevada edad, se
puede alertar de que la subpoblacidn TCRyd* puede descender ligeramente a partir de los 70 afios [36].

Se debe afiadir un comentario indicando que los resultados del linfograma intraepitelial deben valorarse
integrados con el resto de pruebas diagnosticas.

Por tanto, la elaboracién de un informe requiere disponer de cierta informacion que deberia acompanar la
solicitud de esta prueba:

Informacidn necesaria:

e Edad del paciente.

¢ Tipo de dieta en el momento de la endoscopia digestiva alta:
- Dieta con gluten. En caso de tratarse de una provocacién con gluten, debera indicarse que el paciente
se encuentra en provocacion, asi como la duracion de la mismay el tiempo en DSG previo a su inicio.
- DSG.

Informacion recomendada:

¢ Motivo de la sospecha clinica: sintomas o signos, resultados de la serologia para EC, pertenencia a
grupos de riesgo, etc.

e Enfermedades concomitantes.

¢ Antecedentes clinicos y tratamientos relevantes.

Si se obtienen biopsias de distintas localizaciones (segunda porcién duodenaly bulbo duodenal), elinforme

debera especificar claramente los valores correspondientes a cada una de ellas por separado. En caso de

existir discrepancias entre ambas, estas deberan indicarse y debera proporcionarse una valoracién con-

junta de los resultados. Estas discrepancias podrian observarse fundamentalmente en la EC ultracorta, en

la que el bulbo duodenal puede constituir, en ocasiones, la Unica localizacién que presenta un linfograma

celiaco completo.
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En el Anexo 2, al final de este documento, se incluye un modelo de informe con instrucciones para su elabora-
cion. En el Anexo 3 se presenta un ejemplo de informe cumplimentado a partir de resultados concretos.

6.2. Procedimiento normalizado de trabajo “Determinacion del linfograma intraepitelial por
citometria de flujo”

Objetivo

Andlisis de biopsia duodenal por citometria de flujo para la determinacién del denominado linfograma
intraepitelial, empleado en el diagndstico de la EC.

El analisis consistird en la determinacion de dos parametros:

- Porcentaje de LIEs TCRy&"
- Porcentaje de LIEs CD3s

Consideraciones previas

Recoger la biopsia destinada a la determinacion del linfograma antes de las muestras requeridas para el
analisis de Anatomia Patoldgica, a fin de evitar la contaminacion con formol. En caso de obtener muestras de
bulbo y duodeno distal, cada una debera recogerse en un tubo independiente y correctamente etiquetado.

La biopsia ha de serrecogida en medio completo (ver reactivos) con el fin de preservar la viabilidad de las
células que componen la muestra. También se puede efectuar la recogida en PBS (Phosphate-Buffered
Saline) si el procesamiento se va a realizar préximo a la extraccién (< 2 horas).

Sino se puede procesar la muestra en elmomento de la recogida o se va a proceder a su envio a otro cen-
tro, debe conservarse en medio completo a 4 °C hasta su procesamiento y analisis, que puede realizarse
hasta 24-30 h mas tarde de la toma de muestra.

No se requiere esterilidad. Sin embargo, es necesario abrir en cabina de flujo laminar todo aquello que
deba mantenerse estéril para otros usos (por ejemplo, los reactivos necesarios para la preparacion de
medio completo).

Se recomienda realizar la puesta a punto del procesamiento y analisis de las muestras en paralelo con
un centro con experiencia, con el fin de verificar la correcta ejecucion del procedimiento y asegurar la
fiabilidad de los resultados y la adecuada aplicacién de los puntos de corte.

Recursos materiales del laboratorio de procesamiento de muestras

1.

Equipamiento:

- Rotor circular

- Phmetro

- Agitador tipo vortex

- Centrifuga adaptada a los tubos que se precisen (por ejemplo, tubos cénicos de 10 mL y tubos de
citometria)

- Citémetro de flujo y programa de andlisis

Material fungible:
- Tubos de citometria
- Tubos para el procesamiento de las muestras

Reactivos:
- Medio completo (RPMI suplementado)
- DIT0,1M
- EDTA0,1M
- PBS
- Anticuerpos monoclonales: anti-CD103, anti-TCRy$, anti-CD3 y anti-CD45 humanos.
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Los anticuerpos pueden conjugarse con diferentes fluorocromos y proceder de distintas casas comerciales,
en funcidn de la disponibilidad o de las caracteristicas especificas del citometro utilizado. A continuacion,
se indica la combinacién mas ampliamente utilizada:

- Anti-CD103-FITC humano (clon Ber-ACT8) (BD Pharmingen™, ref. 550259)
- Anti-TCRy&-PE humano (clon 11F2) (BD, ref. 333141)

- Anti-CD3-PerCP humano (clon SK7) (BD, ref. 345766)

- Anti-CD45-APC humano (clon HI30) (BD, ref. 340910)

Preparacion de soluciones

Medio completo: RPMI 1640 1x suplementado con 10 % suero fetal bovino (FBS) descomplementadoy 1%
glutamina 200 mM. Es opcional afadir 1 % penicilina (10.000 U/mL)/estreptomicina (10.000 U/mL)). ELFBS
se puede adquirir descomplementado o mantener el suero en el bafio a 56 °C durante 1 hora.
Preparacion de 100 ml: a 89 mL de RPMI suplementado se afiaden 10 mL de FBS descomplementadoy
1 mL de glutamina. En caso de emplear penicilina/estreptomicina, afiadir 1 mLy emplear 88 mL de RPMI.
NOTA: se recomienda repartir el medio completo en alicuotas de 5 mL en tubos estériles que se emplea-
ran en el estudio de cada biopsia.

EDTA 0,1 M: pesar 1,46 g de EDTAy afiadir 30 mL de dH,O. Diluir con ayuda de un agitador magnético y
ajustar a pH=7 (puede ser dificil que se lleve a cabo la disolucidn si no tiene el pH adecuado). Una vez
ajustado, enrasar a 50 mL con dH,0O.

NOTA: se recomienda conservar un tiempo maximo de dos meses.

Conservacion

FBS: puede conservarse a 4 °C durante 2-4 semanas. Para periodos prolongados, se recomienda conser-
var en alicuotas de 10 mL a -20 °C.

DTT: debe conservarse en alicuotas a -20 °C.
EDTA: se conserva a T ambiente.
Glutamina: debe conservarse en alicuotas a -20 °C.

Medio completo: unavez preparado, el medio completo se mantiene estable un tiempo aproximado de 2
semanas a 4 °C. Para periodos prolongados, se recomienda conservar en alicuotas de 5-10 mL a -20 °C.

Métodos

El procedimiento a seguir tras la recepcion de la muestra consta de los siguientes pasos:

En caso de no recibir la muestra en medio completo, transferir la biopsia a un tubo estéril con 5 mL de
medio completo (RPMI suplementado).

Anadir 50 pL de DTT 0,1 My 50 yL de EDTA 0,1 M.

IMPORTANTE: para un volumen de 5 ml de medio completo, no se puede emplear un tubo de menos de 10
mL porque es necesario el movimiento mecdanico que se genera durante la rotacién para el correcto des-
prendimiento de los LIEs. En caso de emplear un volumen mayor, todos los reactivos deberian aumentar
proporcionalmente y deberia emplearse un tubo de mayor volumen para llevar a cabo el procesamiento.

Cerrar bien el tubo y poner en el rotor circular durante 45-90 min a 12 rpm. Comprobar regularmente
que la biopsia no se haya adherido a las paredes del tubo, lo que podria interferir con el movimiento
necesario para el correcto desprendimiento de los LIEs.

NOTA: se puede emplear un método de disgregacion alternativo al descrito, siempre que haya sido
previamente validado, dado que las condiciones de disgregacion pueden ser criticas para garantizar una
adecuada recuperacioén de los LIEs.

Dejar reposar aproximadamente 1 min para que el tejido procesado se vaya al fondo del tubo, y a conti-
nuacion recoger todo el sobrenadante con una pipeta Pasteury transferir a un tubo cénico de 5-15 mL.
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IMPORTANTE: recoger cuidadosamente el sobrenadante, que contiene la suspensién celular generada
tras la disgregacidn, evitando arrastrar los restos de biopsia.

e Centrifugar 5 min a 1600 x rpm.

¢ Decantar el sobrenadante y resuspender el pellet en 250-500 pL de medio RPMI completo.

¢ Pipetear 150-200 pL delvolumen de células resuspendido y pasarlo a un tubo de citometria.
NOTA: el volumen puede variar en funcién del tamafo de la biopsia.

¢ Afadir los anticuerpos monoclonales en las cantidades adecuadas segun indicaciones de la casa co-
mercial. En caso de emplear los del ejemplo indicado, las cantidades recomendadas son las siguientes:
- 5pLdeanti-CD103-FITC
- 5L de anti-TCRy6-PE
- 5puLde anti-CD3-PerCP
- 5L de anti-CD45-APC

NOTA: los anticuerpos se conservan a 4 °C y es necesario agitar cada uno con vortex antes de su uso.

Una vez afiadidos todos los anticuerpos, también se debe agitar con vortex.

- Incubar 20-30 min a 4 °C en oscuridad, ajustando las condiciones de incubacion a las recomendadas
para los anticuerpos monoclonales empleados.

- Afadir 3 mL de PBSy centrifugar 5 minutos a 1600 x rpm.

- Decantar el sobrenadante y resuspender el pellet en PBS para obtener un volumen final de 300-400 pL.

- Adquirir en el citémetro tras golpear suavemente con el dedo la parte inferior del tubo para resuspender
bien las células.

IMPORTANTE: es fundamental tener en cuenta el numero de eventos CD45* analizados. Se recomienda

que este sea, al menos, de 2.000, y que preferentemente se adquieran entre 4.000-8.000 eventos CD45*

totales. Ademas, el porcentaje de LIEs CD45* que coexpresan CD103" debe ser superior al 80 %, de

lo contrario, no puede garantizarse que la muestra corresponda a una fraccion epitelial representativa.

Conun numero de eventos CD45" inferior a 1.000, se recomienda informar la muestra como insuficiente

para su valoracién. Con un porcentaje de células CD45" CD103" inferior al 80%, los resultados deben

interpretarse con cautelay, en caso de informarse, se deberd hacer constar esta limitacion.

Estrategia de analisis

El analisis de la muestra adquirida en el citdmetro para determinar el linfograma intraepitelial se lleva cabo
de acuerdo con la siguiente estrategia de andlisis (Figura 2):
- Seseleccionan las células CD45 positivas (CD45*) de baja complejidad (SSC bajo).

- Se seleccionan los singlets de acuerdo a los parametros requeridos en cada citémetro (en el CytoFLEX
de Beckman Coulter y en el FACSCanto Il y FACSLyric de BD Biosciences se enfrenta FSC-A a FSC-H).

- Sehace un plot que enfrente CD45 a CD103 para seleccionar la poblacidn doble positiva, que identifica

los linfocitos CD45* del epitelio intestinal. Esta seleccidn constituye lo que denominaremos LIEs totales.
NOTA: se puede seleccionar la poblacion CD45" total sin discriminar las células CD103"*, siempre que
se haya verificado previamente que el porcentaje de células CD45*CD103* se encuentre dentro de los
valores recomendados (280 %), ya que, en estas condiciones, ambas estrategias ofrecen una interpre-
tacién similar del linfograma.

® Las siguientes gates se establecen partiendo de los LIEs totales:

- Plot enfrentando CD3 a TCRy®. Se selecciona la poblacién doble positiva CD3 TCRyd, que constituye la
denominada poblacion TCRyé".

- Plotenfrentando CD3 a CD103. Se selecciona la poblacién CD3 negativa CD103 positiva, que constituye
la denominada poblacién CD3s.
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FIGURA 2. Estrategia de gating para la seleccion de las dos subpoblaciones celulares que conforman el linfogra-
ma intraepitelial.

En la Figura 3 se muestran tres ejemplos de linfogramas caracteristicos de mucosa no celiaca, EC activay

EC en pacientes que mantienen una DSG.
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FIGURA 3. Ejemplos de patrones del linfograma intraepitelial segtin el tipo de paciente estudiado. DSG: dieta sin gluten.
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7.RECURSOS NECESARIOS

Se trata de un protocolo que pretende guiar la asistencia clinica y la toma de decisiones diagndsticas en
pacientes estudiados por sospecha de EC. Se especifican a continuacion los recursos minimos para el
desarrollo del protocolo.

® Local

® Personal

e Material clinico-diagndstico

® Recursos econdémicos

Local

El presente protocolo se aplica al ambito de atencidn especializada con médicos de distintas especialidades,
preferencialmente gastroenterologia pediatrica o de adultos, enfocadas al diagndstico de ECy otras patologias
relacionadas con el gluten. Esta atencidn puede prestarse en centros sanitarios del entorno publico o privado.

Personal

Los centros que se adhieran al protocolo deberian contar con gastroenterélogos, inmundlogos y patélogos
expertos en patologia digestiva.

Material clinico-diagnéstico

La aplicacién del protocolo precisa de:

1. Unidad de Endoscopia Digestiva con el equipamiento adecuado para realizacion de endoscopia diges-
tiva alta y toma de biopsias.

2. Material de laboratorio para estudio del linfograma intraepitelial.

3. Accesoauncitometro de flujo y manejo del mismo para la puesta a punto del protocolo de adquisicion
de las muestras y de analisis.

Recursos economicos

Elmanejo clinico diagnéstico incluyendo la determinacion del linfograma intraepitelial seguin el protocolo pre-
sentado precisa de las unidades, los recursos humanos y de laboratorio incorporados en cartera de servicio
de hospitales y clinicas.
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ANEXO01. Especificidad del linfograma intraepitelial en poblacion adulta.

En la Tabla A1 se muestran los valores de especificidad del linfograma intraepitelial para distintos puntos de
corte, calculados en tres series independientes de adultos sin enfermedad celiaca (EC).

Todas las series corresponden a pacientes estudiados por sospecha de EC debido a la presenciade sintomas
o0 signos sugestivos de EC o por pertenecer a grupos de riesgo. En todos los casos, la EC se descarté sobre
la base de una serologia negativa y mucosa normal (Marsh 0) mientras mantenian una dieta con gluten. En
la serie 1, la exclusion de la EC se apoyd ademas en la presencia de un HLA no compatible.

TABLA A1. Especificidad del linfograma intraepitelial para el diagndstico de enfermedad celiaca en
funcién de los puntos de corte en tres series de adultos.

LINFOGRAMA COMPLETO LINFOGRAMA PARCIAL
TCRy6* 214 % TCRy5* 210 % TCRy5* 214 % TCRy5* 210 %
CD3s s4 % CD3s <10 %

Serie 1 0,98 (0,93-0,99) 0,90 (0,84-0,95) 0,89 (0,82-0,94) 0,76 (0,68-0,84)
(N =124)

Serie 2 0,96 (0,89-0,99) 0,88 (0,79-0,95) 0,85 (0,75-0,92) 0,77 (0,66-0,86)
(N=78)

Serie 3 0,97 (0,95-0,99) 0,91 (0,87-0,94) 0,87 (0,83-0,90) 0,79 (0,74-0,83)
(N =352)
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ANEXO0 2. Modelo de informe para el estudio del linfograma intraepitelial

Paciente: XXX
Fecha recogida muestra: XXX
Fecha de procesamiento y adquisicion: XXX

ESTUDIO INMUNOFENOTIPICO DE LINFOCITOS INTRAEPITELIALES (LIEs)

ANALISIS del compartimento linfoide intraepitelial de biopsia duodenal mediante citometria de flujo
empleando anticuerpos monoclonales dirigidos frente a CD45, CD3, CD103 y TCRyd humanos (afiadir
cualquier otro que haya sido empleado).

PARAMETROS VALORADOS RESULTADO VALORES DIAGNOSTICO*

EC activa EC activa DSG?

maxima mayor
especificidad’ sensibilidad?

% LIEs TCRy6" sobre LIEs totales XX % XX% 214 % 210 % =14 %
(TCRy6" CD103* CD45*/ CD103* CD45%)

% LIEs CD3s  sobre LIEs totales XX % XX % <4% <10 % -
(CD3s CD103* CD45*/ CD103* CD45%)

EC: enfermedad celiaca; D2: segunda porcién duodenal; DSG: dieta sin gluten: LIEs: linfocitos intraepiteliales; S: sensibilidad; E:
especificidad; LR+: razén de verosimilitud positiva.

"Nifios: S =89 %, E =100 %, LR+ - 00; Adultos: S =79 %, E = 98 %, LR+ = 39,5

2Nifios: S=99 %, E =99 %, LR+ > o; Adultos: S =94 %, E=91 %, LR+=10,1

3Niflos: S=95 %, E =83 %, LR+=5,7; Adultos: S =84 %, E =86 %, LR+=6,2

En pacientes con EC en DSG existe gran variabilidad. En estos casos, si los patrones se ajustan a los descritos para EC activa, la
especificidad es similar a la descrita en 'y 2, pero para aumentar la sensibilidad se recomienda usar solo el valor de LIEs TCRy6'214
%, en cuyo caso la especificidad se reduce a la descrita en 3.

23 Datos extraidos de Garcia-Hoz et al. Nutrients 2024, 16(8):1117; y Camarero et al. Clin Transl Gastroenterol 2021, 12(11):e00426.

VALORACION (la redaccién del informe debe incluir Ginicamente la valoracién que corresponda a los re-
sultados obtenidos, teniendo en cuenta el tipo de dieta del paciente en el momento de la biopsia. Si no se
dispone de este dato, se debe utilizar la interpretacién correspondiente a dieta desconocida. No deben
incluirse los porcentajes de LIEs, ya recogidos en la tabla anterior):
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% LIEs % LIEs Informacion para cumplimentar el campo “Valoracién”

TCRy6" CD3s"

214 % <4%  Patron completo de alta especificidad (>96 %).
Altamente indicativo de enteropatia celiaca activa.

214 % >4%  Patron parcial.
Si se desconoce la dieta: no sugiere EC activa, pero puede aparecer en EC en DSG, EC potencial o
EC ultracorta, asi como en pacientes con EC tras una provocacion con gluten de corta duracion.
En pacientes en dieta con gluten: raramente observado en EC activa. No descarta EC potencial o
EC ultracorta. También puede encontrarse en pacientes con EC sometidos a una provocacion con
gluten insuficiente para inducir atrofia.
En pacientes en DSG: compatible con EC.
Interpretacion global: no se pueden descartar otros procesos intestinales no celiacos que cursan

con aumento de LIEs TCRy&" (alergias alimentarias, parasitosis, uso de farmacos como receptores
AT1 de la angiotensina ll, etc.).

210 % <10% Patron completo de menor especificidad (prioriza la sensibilidad).
Si se desconoce la dieta: se puede observar en algunos pacientes con EC, especialmente en
pacientes en DSG, aunque con menor especificidad (~90 %). No descarta EC potencial o EC ultra-
corta. También puede encontrarse en pacientes con EC sometidos a una provocacion con gluten
insuficiente para inducir atrofia. Se recomienda evidencia adicional que apoye el diagndstico.
En pacientes en dieta con gluten: se puede observar en pacientes con EC activa, aunque con menor
especificidad (~90 %). No descarta EC potencial o EC ultracorta. También puede encontrarse en
pacientes con EC sometidos a una provocacion con gluten insuficiente para inducir atrofia. Se
recomienda evidencia adicional que apoye el diagnodstico.
En pacientes en DSG: se puede observar en pacientes con EC en DSG, aunque con descenso de
especificidad (~90 %). Si carece de diagnéstico previo, se recomienda evidencia adicional para
establecer el diagndstico.
Interpretacion global: no se pueden descartar otros procesos intestinales no celiacos que cursan

con aumento de LIEs TCRy6* (alergias alimentarias, parasitosis, uso de fairmacos como receptores
AT1 de la angiotensinal ll, etc.).

<10 % — Patrén no celiaco.
En pacientes en dieta con gluten: no sugiere EC.
Si se desconoce la dieta o mantiene DSG: no sugiere EC. No obstante, la sensibilidad de la prueba
disminuye en DSG, especialmente en caso de DSG muy estricta de larga duracion.

DSG: dieta sin gluten; EC: enfermedad celiaca.
*Seleccionar si no cumple TCRy6* 214 % y CD3s-<4 %.

El linfograma intraepitelial constituye una pieza mas en el proceso diagndstico, por lo que estos re-
sultados deben valorarse en conjunto con el resto de pruebas diagndsticas e informacion clinica del
paciente.

Opcionalmente se puede especificar fluorescenciay clon de los anticuerpos monoclonales utilizados.

23



ANEXO 3. Ejemplo de informe del linfograma intraepitelial cumplimentado

Paciente: XXX
Fecha recogida muestra: 25/08/2026
Fecha de procesamiento y adquisicion: 25/08/2026

ESTUDIO INMUNOFENOTIPICO DE LINFOCITOS INTRAEPITELIALES (LIEs)

ANALISIS del compartimento linfoide intraepitelial de biopsia duodenal mediante citometria de flujo em-
pleando anticuerpos monoclonales dirigidos frente a CD45, CD3, CD103 y TCRy6 humanos.

PARAMETROS VALORADOS RESULTADO VALORES DIAGNOSTICO

EC activa EC activa

maxima mayor
especificidad’ sensibilidad?

% LIEs TCRyé" sobre LIEs totales 12,4 % 11,6% 214 % 210 % 214 %
(TCRy6* CD103* CD45*/ CD103* CD45")

% LIEs CD3s sobre LIEs totales 7,2% 5,1% <4% <10 % -
(CD3sCD103* CD45*/ CD103* CD45%)

EC: enfermedad celiaca; D2: segunda porcion duodenal; DSG: dieta sin gluten: LIEs: linfocitos intraepiteliales; S: sensibilidad;
E: especificidad; LR+: razén de verosimilitud positiva.

"Nifios: S =89 %, E =100 %, LR+ - o0; Adultos: S =79 %, E = 98 %, LR+ =39,5

2Niflos: S =99 %, E =99 %, LR+ > o; Adultos: S =94 %, E=91%, LR+=10,1

3 Nifios: S=95 %, E =83 %, LR+=5,7; Adultos: S =84 %, E =86 %, LR+=6,2

En pacientes con EC en DSG existe gran variabilidad. En estos casos, si los patrones se ajustan a los descritos para EC activa, la
especificidad es similar a la descrita en 'y 2, pero para aumentar la sensibilidad se recomienda usar solo el valor de LIEs TCRy6'214
%, en cuyo caso la especificidad se reduce a la descrita en .

23 Datos extraidos de Garcia-Hoz et al. Nutrients 2024, 16(8):1117; y Camarero et al. Clin Transl Gastroenterol 2021, 12(11):e00426.

VALORACION
Patrén completo de menor especificidad (prioriza la sensibilidad).

Se puede observar en algunos pacientes con enfermedad celiaca, especialmente en pacientes en dieta sin
gluten, aunque con menor especificidad (~90 %). No descarta EC potencial o EC ultracorta. También puede
encontrarse en pacientes con EC sometidos a una provocacion con gluten insuficiente para inducir atrofia.
Se recomienda evidencia adicional que apoye el diagnéstico.

No se pueden descartar otros procesos intestinales no celiacos que cursan con aumento de LIEs TCRy&*
(alergias alimentarias, parasitosis, uso de farmacos como receptores AT1 de la angiotensinal Il, etc.).

El linfograma intraepitelial constituye una pieza mas en el proceso diagndstico, por lo que estos re-
sultados deben valorarse en conjunto con el resto de pruebas diagndsticas e informacion clinica del
paciente.

Anticuerpos monoclonales empleados: anti-CD103-FITC humano (clon Ber-ACT8) (BD PharmingenTM, ref. 550259); anti-TCRy8-PE

humano (clon 11F2) (BD, ref. 333141); anti-CD3-PerCP humano (clon SK7) (BD, ref. 345766) y anti-CD45-APC humano (clon HI30)
(BD, ref. 340910).
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