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1. TITULO

RELACION ENTRE LA PRESENCIA DE INTOLERANCIA A LA LACTOSA
Y LOS NIVELES SERICOS DE INMUNOGLOBULINA A EN NINOS
MENORES DE DOS ANOS QUE ACUDEN AL CENTRO DE SALUD No 1 DE
LOJA.



2. RESUMEN

La intolerancia a la lactosa se origina por el desequilibrio entre la cantidad de lactosa
ingerida y la capacidad de la lactasa para hidrolizar el disacarido, ésta alteracion se
presenta con frecuencia, constituyéndose un problema de salud que va en aumento, el 50%
de la poblacion mundial padece de este trastorno digestivo y puede variar de una poblacién
a otra, los sintomas dependen de la cantidad de lactosa ingerida, y el grado de intolerancia,
presentandose las primeras manifestaciones durante los primeros afios de vida, mas
frecuentemente en el lactante menor. El presente estudio titulado “Relacion entre la
presencia de intolerancia a la lactosa y los niveles séricos de Inmunoglobulina A en
nifios menores de dos afios que acuden al Centro de Salud No 1 de Loja”, tuvo como
objetivo general establecer la relacion entre la presencia de intolerancia a la lactosa y los
niveles séricos de Inmunoglobulina A en nifios menores de 2 afios que presentaron diarrea.
El estudio fue de tipo descriptivo, y corte transversal conté con una muestra de 95
pacientes, los cuales cumplieron con los criterios de inclusién, en el periodo de noviembre
2016 a enero 2017; se les realizé la determinacion de azlcares reductores por el método de
Fehling obteniendo como resultado que el 33% de los pacientes presentaron intolerancia a
la lactosa, y el 61% de estos por determinacion con el método Inmunoturbidimétrico
presentaron niveles séricos bajos de IgA, encontrandose directamente relacionados con la
presencia de intolerancia a la lactosa. Finalmente se realiz6 la difusion de resultados

obtenidos, al personal de salud y padres de familia de los nifios participantes del estudio.

Palabras Clave: intolerancia a la lactosa, Inmunoglobulina A.



ABSTRACT

The Lactose intolerance is caused by the imbalance between the amount of lactose ingested
and the ability of lactase to hydrolyse the disaccharide, this alteration occurs frequently,
constituting a health problem that is increasing, 50% of the world population suffers from
this digestive disorder and may vary from one population to another, the symptoms depend
on the amount of lactose ingested, and the degree of intolerance, presenting the first
manifestations during the first years of life, more frequently in the younger infant. The
present study entitled "Relationship between the presence of lactose intolerance and serum
levels of Immunoglobulin A in children under two years of age who attend Loja Health
Center No. 1", had as its general objective to establish the relationship between the
presence of Lactose intolerance and serum immunoglobulin A levels in children younger
than 2 years who had diarrhea. The study was of a descriptive type, and the cross section
included a sample of 95 patients, who met the inclusion criteria, from November 2016 to
January 2017; the determination of reducing sugars was carried out by the Fehling method,
obtaining as a result that 33% of the patients presented lactose intolerance, and 61% of
these by determination with the Immunoturbidimetric method presented low serum levels
of IgA, finding themselves directly related to the presence of lactose intolerance. Finally,
the results obtained were disseminated to the health personnel and parents of the children
participating in the study.

Key Words: lactose intolerance, Immunoglobulin A.



3. INTRODUCION

La intolerancia a la lactosa se origina por la insuficiencia de una enzima denominada
lactasa, que es producida en el intestino delgado de los seres humanos; siendo incapaz de
desdoblar la molécula de lactosa e impide la buena absorcion y digestion de la misma, se
presenta como un sindrome clinico determinado por la presencia de sintomas como dolor
abdominal, diarrea, nauseas, flatulencia; los sintomas pueden variar en cada individuo
dependiendo de la cantidad de lactosa ingerida, el grado de intolerancia y el tipo de
alimento consumido, pudiéndose afectar la inmunidad mucosal en el nifio ya que la IgA
Ilega por la leche y lo protege de enfermedades de origen infeccioso, alérgico o metabdlico
(Arroyo & Alcedo, 2004).

La funcion de la IgA es de importancia en la prevencion de las enfermedades alérgicas,
debido a que se une a los antigenos que normalmente se ingieren en los alimentos
blogueando su paso al torrente circulatorio. El diagnostico de la Deficiencia Selectiva de
IgA se sospecha comunmente por la existencia, ya sea recurrente o cronica, de infecciones,

alergias, enfermedades autoinmunes o diarrea crénica (Gomez, Danglot, & Vega, 2007).

La prevalencia de la intolerancia de la lactosa a nivel mundial varia ampliamente
dependiendo principalmente del origen étnico. Los grupos més afectados en poblaciones
cosmopolitas son los negros y africanos (95%); indios, americanos y asiaticos (80%),
contrastando con la baja prevalencia que presentan los norteamericanos caucasicos y los

europeos escandinavicos (15%) (Infante, 2008).

Aproximadamente un 50% de los pacientes que padecen esta enfermedad presentan las
primeras manifestaciones durante los primeros afios de vida, ademas estudios realizados
asocian a la intolerancia a la lactosa paralelamente con la edad, y hacen referencia a que no

existen diferencias en la prevalencia entre uno y otro sexo (lzquierdo, 2011).

A nivel del Ecuador la intolerancia a la lactosa es un problema de salud del cual no
existe mucha informacion, sin embargo un estudio aislado, realizado por el Instituto
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Ecuatoriano de Enfermedades Digestivas y Pélvicas de Manabi (IECED), en 500 pacientes
ha demostrado que el 50 % de la poblacién investigada presentaba esta patologia, asi en el
centro y en el sur del pais es de hasta 33 %, en tanto que en el norte del pais es tan solo de
16 % (Lukashok, Loor, Robles-Jara, & Robles-Medranda, 2010).

Segun datos compendiados de varios estudios realizados en poblaciones en edades
pediatricas se obtuvieron diferentes porcentajes de la prevalencia de intolerancia a la
lactosa, de los cuales se obtuvieron los siguientes resultados: México 77%; en Chile un
27% y en Espafia 29 % (Terrés & Casas, 2002; Tocoian, 2006; Parra, Furio, & Arancibia,
2015).

Basandome en los datos anteriomente recopilados, la presente investigacion
denominada: Relacién entre la presencia de intolerancia a la lactosa y los niveles
séricos de Inmunoglobulina A en nifios menores de dos afios que acuden al Centro de
Salud No 1 de Loja, realizada durante el periodo de noviembre 2016 a enero 2017, de tipo
descriptivo y corte transversal, proyecté obtener datos actuales de la situacion de la
intolerancia a la lactosa en nifios menores de dos afios en nuestra localidad ya que no se
cuenta con estudios recientes, teniendo como objetivos especificos: determinacion de la
presencia de intolerancia a la lactosa a través de la prueba de azucares reductores y
determinacion de niveles séricos de IgA por el método Inmunoturbidimétrico en los
pacientes que resultan positivos para azucares reductores, correlacionando si los niveles
séricos bajos de IgA se encuentran relacionados directamente con la intolerancia a la
lactosa. Al culminar con la presente investigacion se establecié que de 95 pacientes
estudiados el 33% (31) presentaron intolerancia a la lactosa y el 61% (19) de los mismos
presentaron niveles séricos bajos de IgA, encontrandose directamente relacionados con la

presencia de intolerancia a la lactosa.



4. REVISION LITERARIA

4.1. Lactosa

4.1.1. Definicién

La lactosa es el principal disacarido que se encuentra de forma original y predominante
en la leche materna de todos los mamiferos. Siendo esta la principal fuente de hidratos de
carbono, en la dieta de los recién nacidos aportando una buena parte de la energia diaria,
por lo que la lactasa intestinal tiene especifica importancia en la nutricion de los nifios
lactantes constituyéndose en la Unica fuente de galactosa que es ademdas un componente
importante de los tejidos nerviosos (McMurry, 2012; Cruchet, 2012; Tocoian, 2006;
Izquierdo, 2011; Gomez, Danglot, & Vega, 2007)

A diferencia de la celobiosa y la maltosa, esta Gltima contiene dos monosacaridos
diferentes, una molécula de glucosa y otra de galactosa unidas por un enlace 3 -1,4. Por
conservar un grupo aldehido libre, la lactosa es un azlcar reductor; siendo su poder
reductor mas débil que el de la glucosa, pero aumenta ampliamente cuando es hidrolizada
(McMurry, 2012; Cruchet, 2012; Tocoian, 2006).

4.1.2. Metabolismo y Absorcion de la lactosa

La lactosa es una sustancia osméticamente muy activa que origina la secrecion de
liquidos y electrdlitos a la luz intestinal hasta que se alcanza el equilibrio osmético. Para la
digestion y posterior absorcion de la lactosa hace falta una enzima que se halla en el borde
en cepillo del enterocito, denomina lactasa-florizina hidrolasa, mas conocida como lactasa
formada tras una compleja glicosilacion de un precursor de cadena simple con un peso
molecular elevado, y de un mecanismo de transporte activo que absorbe los monosacaridos

resultantes de esta digestion (Tocoian, 2006; Izquierdo,2011; Infante, 2008).

Una vez que la lactosa es hidrolizada en sus monosacéaridos constituyentes; la glucosa y

galactosa se absorben mediante transporte activo dependiente de sodio. La proteina
6



transportadora llamada SGLUTL1 (transportador de glucosa dependiente de sodio)
transporta una molécula de glucosa, otra de galactosa y dos de sodio. Este cootransportador
ha sido clonado y secuenciado, formado por una secuencia de 664 aminoacidos, posee 12
dominios helicoidales transmembrana con la region aminoterminal en el citoplasma;
mismo que no presenta homologia con los transportadores de glucosa mediante difusion
facilitada (Garcia & Ldpez, 2007; Estada, 2008) .

4.1.3. Intolerancia a la lactosa

La intolerancia a la lactosa se refiere a un sindrome clinico determinado por la
presencia de sintomas como dolor abdominal, diarrea, nauseas, flatulencia, los sintomas
pueden variar en cada individuo dependiendo de la cantidad de lactosa ingerida, el grado
de intolerancia y el tipo de alimento consumido (Alliende, 2007; Infante, 2008; Quevedo,
Rojas, & Soto, 2011).

La mala absorcion digestiva de lactosa se presenta por un desequilibrio atribuible entre
la cantidad de lactosa ingerida y la capacidad de la lactasa para hidrolizar el disacarido en
la luz intestinal; esta se constituye como una entidad de diagnostico frecuente en la edad
pediatrica. ElI nacimiento prematuro y la enfermedad inflamatoria del tracto digestivo,
también pueden originar deficiencia de lactasa e intolerancia a la lactosa (Alliende, 2007,
Infante, 2008; Quevedo, Rojas, & Soto, 2011).

En la octava semana de gestacion ya se puede detectar la actividad de lactasa en la
mucosa intestinal dandose un aumento hasta la semana 34, alcanzando el pico maximo al
nacimiento. La condicion normal en los mamiferos es que se experimente un descenso en
la produccion de lactasa tras finalizar el periodo de lactancia (Zugasti, 2009; Terrés &
Casas, 2002).



4.1.4. Déficit de Lactasa

Antes de la semana 24 de gestacion la actividad de la lactasa, es baja, para aumentar de
manera significativa en el tercer trimestre del embarazo y para alcanzar su maxima
actividad en los nifios nacidos a término y se mantiene en niveles altos hasta los tres afios
de edad aproximadamente, después de lo cual comienza a declinar su actividad de manera

fisiologica (Angel, Calvo, Mufioz, & Messing, 2006; Gomez, Danglot, & Vega, 2007).

El déficit de lactasa es uno de los defectos de asimilacion de nutrientes mas comun en el
mundo; establecida por la falta de hidrolisis de la lactosa, con la resultante mala absorcién
del disacérido, es asi como, ante una mayor cantidad de lactosa en el contenido intestinal,
aumenta su osmolaridad, favoreciendo la salida de agua; para reducir la hipertonicidad, y
la motilidad hacia el colon; las bacterias metabolizan la lactosa, liberando &cidos
organicos, hidrégeno y otros metabolitos, lo que se traduce en evacuaciones abundantes en
agua, explosivas, acidas caracterizadas por la presencia de azlcares (kelley, 1993; Angel,
Calvo, Mufoz, & Messing, 2006; Alliende, 2007).

Existen tres tipos de deficiencia de lactasa:

— Primaria: Llamada de comienzo tardio, tipo adulto, hipolactasia, o deficiencia
hereditaria de lactasa, comlUnmente se presenta a partir de los 2 afios.
Encontrandose determinada genéticamente por la presencia de una variante del gen
que la codifica, localizado en el brazo largo del cromosoma 2. Aunque la
deficiencia primaria de lactasa se puede presentar con un inicio relativamente
agudo, esta presenta una pérdida de la actividad lactasica que aumenta de forma
sutil y progresiva con la edad (Arroyo & Alcedo, 2004; Enriquez, Rodriguez, &
Schneider, 2010; Izquierdo, 2011; Lunal, Pereira, Torres, & Rott, 2010; Alliende,
2007).

— Secundaria: Se presenta con mas frecuencia durante la infancia, sin embargo
puede aparecer a cualquier edad. Se produce por diversas causas en las que se ve

alterada la mucosa intestinal y que disminuyen la actividad normal de la lactasa
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dentro de estas se encuentran: gastroenteritis, enfermedad celiaca, reseccion
intestinal, mal nutricion proteico-calorica, diarrea persistente, diarrea cronica etc.,
generalmente es reversible una vez resuelta la enfermedad que la ocasiono.
(Enriquez, Rodriguez, & Schneider, 2010; Izquierdo, 2011; Luna, Pereira, Torres,
& Rott, 2010; Alliende, 2007)

Congenita: Entidad infrecuente del metabolismo de la actividad lactasica, con o
sin una minima actividad residual. Es un trastorno de carécter autosémico recesivo,
en el cual recientemente se ha demostrado que las mutaciones del gen que codifica
la lactasa serian la base de la enfermedad. La enzima se encuentra disminuida o
ausente en el neonato y permanece anormal a lo largo de la vida; ocasionando
deshidratacion y pérdida de electrolitos, dando como resultado retraso del
crecimiento y diarrea infantil. Se presenta desde el nacimiento, cuyo diagnostico
tiene lugar en la infancia (Arroyo & Alcedo, 2004; Enriquez, Rodriguez, &
Schneider, 2010; lzquierdo, 2011; Luna, Pereira, Torres, & Rott, 2010; Alliende,
2007).

Hipolactasia del desarrollo o Deficiencia madurativa de lactasa: La actividad
lactasa del feto estd en directa relacion con la edad gestacional. Se encuentra
confirmado que sélo después de las 34 semanas de gestacidn, se detecta una
actividad lactasica suficiente como para recibir alimentacion lactea. Esto
corresponde a valores en torno al 30% de lo encontrado en un recién nacido de 40
semanas (Alliende, 2007; Arroyo & Alcedo, 2004; Infante, 2008).

4.1.5. Causasy Sintomas

La causa de la intolerancia a la lactosa se presenta debibo a la deficiencia de la enzima

que permite asimilar dicho alimento como es la lactasa; o bien por el rechazo del alimento

en cuestion o uno de sus elementos frecuentemente una proteina. Algunas otras causas

abarcan: infecciones en el intestino delgado a raiz de virus o bacterias, lo cual puede dafiar

las células que lo recubren (con mayor frecuencia en nifios) y enfermedades intestinales

como el esprue celiaco (Ojeda, 2011; Fricker, Dartois, & Fraysseixs, 2004).
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La actividad enzimatica de la lactasa se detecta en el intestino fetal a partir de la octava
semana de gestacion, aumentando gradualmente hasta la semana 34, disminuyendo en
forma fisioldgica a partir del destete; los nifios que son pre término tendran un riesgo
mayor de padecer de intolerancia a la lactosa, presentandose una actividad de la lactosa
inferior en este grupo de nifios; los bebes con historial familiar de alergias son més
suceptibles a padecer de intolerancia a la lactosa (Ojeda, 2011; Fricker, Dartois, &
Fraysseixs, 2004; Labayen & Martinez, 2003).

La edad en la que més frecuentemente se presenta la intolerancia a la lactosa, es en el
lactante menor, en estos nifios es caracteristico que media hora después de ingerir la leche,
se desencadena reacciones exageradas como vomitos graves, malestar generalizado en el
nifio con deshidratacion, adelgazamiento, un cuadro de diarrea con heces acidas, en
algunos casos se disminuye la motilidad intestinal con presencia de estrefiimiento con
flatulencia, dolor y distension abdominal; a partir de los 2 afios la actividad de la lactasa
desciende repentinamente hasta llegar 5-10% de los valores del lactante en la época escolar
(Roman, Guerrero, & Garcia, 2012; Casanueva, Perez, & Kaufe, 2008; Gomez, Danglot, &
Vega, 2007; Zugasti, 2009).

Otros sintomas que se pueden presentar son: dolores de cabeza y mareo, pérdida de la
concentracion, cansancio intenso, dolor muscular y articular, alergia, eczema, prurito,
rinitis, sinusitis asma, arritmia cardiaca, Ulceras bucales, y aumento de la frecuencia de las

micciones (Fricker, Dartois, & Fraysseixs, 2004; Moreira & Ldpez, 2006).

La deficiencia primaria de lactasa se puede presentar como un inicio agudo,su
desarrollo generalmente es ligero y progresivo durante muchos afios y suele disminuir
antes de la edad escolar. A diferencia de una intolerancia temporal a la lactosa que a veces
se presenta por presencia de algin parésito intestinal, una deficiencia congénita de lactasa
puede ser permanente y el nifio probablemente no podrd tolerar productos lacteos
(Eisenberg & Eisenberg, 2001; Gavilanes, Manjarrez, & Cravioto, 2002).
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4.1.6. Epidemiologia

Se estima que el 80% de la poblacion mundial sufre intolerancia a la lactosa, con una
distribucion muy variable entre las diferentes razas y areas geograficas, e incluso entre
subpoblaciones y tribus. No existen diferencias en la prevalencia entre uno y otro sexo y
puede afectar a cualquier edad (es extremadamente raro padecerla desde el nacimiento).
En la raza blanca suele manifestarse entre los 5 y los 70 afios, con una maxima incidencia
en la tercera y cuarta décadas de la vida, mientras que en las personas de raza negra, la
afeccion se presenta a menudo hasta los dos afios de edad (Estada, 2008; Luna, Pereira,
Torres, & Rott, 2010).

En general, entre los europeos blancos y sus descendientes (norteamericanos y
australianos), la prevalencia de malabsorcién es habitualmente inferior al 30% y en
algunos casos supera el 60%; mientras que entre las poblaciones asiaticas y africanas las
cifras superan el 70%, e incluso llegan al 100% de la poblacion en algunos casos (Infante,
2008; Luna, Pereira, Torres, & Rott, 2010; 1zquierdo, 2011).

La deficiencia congénita de lactosa es una rara entidad con muy pocos casos
documentados en el mundo, la mayoria de ellos en Finlandia. En Chile, no existen ain
estudios poblacionales, pero se estima una incidencia en torno al 35-45%. En Espafia, la
prevalencia de hipolactasia es similar al resto de Europa, con cifras que oscilan entre el 13-
15% en Barcelona y hasta el 32,5% en Galicia (Arroyo & Alcedo, 2004; Fricker, Dartois,
& Fraysseixs, 2004).

4.1.7. Respuesta inmunoldgica

Sabemos que el sistema inmune del recién nacido no estd completamente bien
desarrollado, siendo ésta la principal causa de la alta mortalidad y morbilidad debido a que
el recién nacido es muy susceptible a infecciones (Gavilanes, Manjarrez, & Cravioto,
2002; Fricker, Dartois, & Fraysseixs, 2004).
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La lactancia ha mostrado ser un factor protector contra infecciones intestinales y
respiratorias. La proteccion especifica por leche se ha atribuido a la presencia de
inmunoglobulina A secretora (IgA) ademdas contiene numerosos factores de defensa
inespecificos que también protegen a los recién nacidos contra bacterias y sustancias
extrafias, tiene la capacidad de unirse a moléculas de alimentos e impedir que en la primera
etapa de la vida del nifio, cuando la permeabilidad de la mucosa intestinal del nifio es
elevada, estas pasen al torrente circulatorio. El recién nacido produce solo pequefias
cantidades de IgA y alcanza los niveles del adulto, en saliva, s6lo después de un afio de
edad (Gavilanes, Manjarrez, & Cravioto, 2002; Fricker, Dartois, & Fraysseixs, 2004;
Gorczynski & Stanley, 2007).

El diagnostico de la deficiencia selectiva de IgA se sospecha comunmente por la
existencia, ya sea recurrente o cronica, de infecciones, alergias, enfermedades autoinmunes
o diarrea cronica en la edad infantil. Los analisis del suero sanguineo del paciente
demuestran una marcada reduccion o casi ausencia de IgA presentandose linfocitos B
aparentemente normales, pero que no maduran en IgA produciendo células plasmaticas,
con la resultante disminucion en la respuesta inmunitaria del infante (Gorczynski &

Stanley, 2007; Gavilanes, Manjarrez, & Cravioto, 2002).

4.2 Métodos de diagndstico para Intolerancia a la lactosa

Existen diferentes métodos para el diagnéstico de intolerancia a la lactosa entre los que

podemos destacar los siguientes:

— Eliminacién de la leche de la dieta: Una alternativa sencilla a la prueba de
deteccion de la malabsorcién de lactosa en pacientes sospechosos de serlo es
eliminar la leche de la dieta y comprobar si tiene algun efecto. Basicamente
consiste en un régimen estricto sin el hidrato de carbono sospechoso por un periodo
de dos semanas, seguido de reintroduccion del mismo. La desaparicion de los

sintomas al suspender el agente y su reaparicion al reintroducirlo, es sugerente de
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intolerancia (Izquierdo, 2011; Luna, Pereira, Torres, & Rott, 2010; Quevedo, Rojas,
& Soto, 2011).

— Test de hidrdégeno espirado: Es considerado simple y seguro, el estandar de oro en
el diagnostico de la mala digestion de lactosa. Tiene su origen en la lactosa no
digerida que al ser fermentada por la microflora col6nica produce hidrogeno
detectable en la excrecion pulmonar. Se administra 50 gramos de lactosa via oral y
se considera positivo si los valores determinados a las 3-6 horas son mas de 20
p.p.m (partes por millén) superiores con respecto al nivel basal, evidenciando la
mala digestion de la lactosa; se debe realizar la correccion con dosificacion del
CO2 en aire espirado, sobre todo si se realiza la prueba en lactantes. Presenta una
sensibilidad 69-100% vy especificidad 89-100% (Enriquez, Rodriguez, & Schneider,
2010; Luna, Pereira, & Torres, 2010; Izquierdo, 2011; Quevedo, Rojas, & Soto,
2011; Zugasti, 2009; Terrés & Casas, 2002).

— Determinacion del pH en heces: Es un método inespecifico y de baja sensibilidad,
se realiza con papel indicador, para esto se introduce la tira en las heces y se
compara el cambio de color con la carta de colores, normalmente el pH es de 7. Si
el pH es menor de 5,5 se asume presencia de &cidos grasos volatiles, resultado de la
digestion bacteriana de carbohidratos no absorbidos (Luna, Pereira, & Torres,
2010; Zugasti, 2009).

— Prueba sanguinea tolerancia o curva de lactosa: Valora la actividad de la lactasa
midiendo la elevacion de la glucemia cada 20 o 30 minutos durante 2 horas, tras la
ingestion de 50 o 100 g de lactosa. Se considera normal una elevacion de 20 mg/di
sobre la cifra basal. Tiene una alta tasa de falsos positivos (hasta 30%),
principalmente consecuencia de la rapida respuesta insulinica de algunos
individuos. Presenta una especificidad entre 77 y 96% Yy una sensibilidad entre 76 y
94% (Luna, Pereira, & Torres, 2010; Terrés & Casas, 2002).

— Biopsia del Intestino delgado: Es un procedimiento invasivo, de baja

confiabilidad, porque la actividad de las disacaridasas en una pequefia muestra, no
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necesariamente refleja la actividad yeyunal en su totalidad. Se considera
diagnostica cuando dicha actividad es inferior a 10 U/g con una mucosa intestinal
normal, puede confirmar la intolerancia a la lactosa tras un test de hidrogeno

espirado positivo (Luna, Pereira, & Torres, 2010; Zugasti, 2009).

4.2.1 Azucares reductores por el Método de Fehling

Reactivo de Fehling: Conocido como licor de Fehling, es una disolucion descubierta
por el quimico aleman Hermann Von Fehling y que se utiliza como reactivo para la
determinacion de azlcares reductores. Sirve para demostrar la presencia de azucares

reductores (aldosas: glucosa, ribosa, eritrosa, lactosa etc.) (De Jaime & De Jaime, 2011).

El licor de Fehling consiste en dos soluciones acuosas:

— Solucion A de Fehling: Sulfato de cobre cristalizado 0.28 N (35 g de
CuS04.5H20 en 500 ml de agua destilada).

— Solucidén B de Fehling: Sal de Seignette o Tartrato mixto de potasioy 1.5 N (158 g
en 500 ml) en hidroxido potasico 4 N (112 g en 500 ml de agua destilada) (De
Jaime & De Jaime, 2011, Diaz, Jorrin, & Barcen, 2003).

Fundamento

El ensayo con el reactivo de Fehling se fundamenta en una reaccion redox en la que el
grupo aldehido (reductor) de los azlcares es oxidado a grupo acido por el Cu2+ que se
reduce a Cu+. Tanto los monosacéridos como los disacaridos reductores reaccionan con el
Cu2+ dando un precipitado rojo de 6xido cuproso. La reaccidn tiene lugar en medio basico
por lo que es necesario introducir en la reaccién tartrato sddico-potéasico para evitar la
precipitacion del hidréxido cuprico (De Jaime & De Jaime, 2011; Diaz, Jorrin, & Bércen,
2003).

La prueba de Fehling no es especifica; otras sustancias que dan reaccion positiva son

los fenoles, aminofenoles, benzoina, &cido Urico, catecol, acido formico, hidrazobenceno,
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fenilhidrazina, pirogalol y resorcinol (De Jaime & De Jaime, 2011; Diaz, Jorrin, & Barcen,
2003).
Método

1. Se realiza la toma de heces, se suspende en agua destilada. La muestra deberé de
ser fresca y debera analizarse dentro de una hora después de su recoleccion.

2. Numerar los tubos de ensayo.

3. Se mezcla bien y se coloca las dos fracciones del reactivo en un tubo de ensayo,
(Fraccion Ay Fraccion B) junto con 15 gotitas de la muestra suspendida.

4. Calentar con el mechero durante 1 min y observar si se produce algun cambio. Si
existen cuerpos reductores, la suspension cambiara de color debido a la reaccién.
(De Jaime & De Jaime, 2011; Diaz, Jorrin, & Barcen, 2003).

Valores de referencia

— Si el color de la prueba de azul transparente no precipita es negativo.

— Si el color de la prueba cambia a un color: verde no precipitado, verde precipitado,
amarillo, verde oliva, castafio, marrén, naranja o rojo ladrillo, el resultado sera
positivo (De Jaime & De Jaime, 2011; Diaz, Jorrin, & Béarcen, 2003).

Color- Aspecto Resultado
Azul transparente no Negative
precipitado
Azul o enturbiamiento Huellas
Verde no precipitado
Verde precipitado 1+
Amarillo +)
Desde Amarillo hasta 2+
Verde Oliva (oscurc) +)
Castafio a Marron i+

)
Naranja o Rojo Ladrillo 4+
(HH)

—reee

NEGATIVO  trazas ¢

-4 ‘*ee
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4.3 Métodos de diagnostico para cuantificar los niveles séricos de IgA

Existen diferentes métodos o técnicas para la cuantificacion de niveles séricos de IgA

entre los que podemos destacar:

Inmunodifusion radial (IDR) o test de difusion en gel: Es una técnica de analisis
inmunoldgico de tipo cuantitativo, se basa en la formacién de bandas de
precipitacion Ag-Ac en medios semisdlidos (generalmente de agarosa). La
formacion de inmunocomplejos se ve afectada por variables como: pH,
temperatura, fuerza ionica del medio, caracteristicas propias del Ac como afinidad,
avidez y, la mas importante, la concentracion relativa de Ag y Ac. La zona éptima
de concentracion para la formaciéon del precipitado Ag-Ac se llama zona de

equivalencia (Pesantez, 2011).

La proteina a analizar, al difundir en gel de agarosa en el que se ha disuelto el
anticuerpo especifico, forma un inmunocomplejo visible como un anillo alrededor
del pocillo de siembra. El antigeno difunde radialmente en la mezcla gel-anticuerpo
y se forma un disco o anillo de precipitado visible en un punto que depende de la
relacion estequerométrica antigeno-anticuerpo. Al completarse la reaccion a las 72
horas para IgA, se realiza la medida del didametro del anillo de precipitacion en
mm2 y se compara con una curva de calibracion. La técnica de inmunodifusion
radial es lenta y poco sensible ya que necesita mucha cantidad de anticuerpos (o

antigeno) para que se formen complejos (Beneanula, 2010; Pesantez, 2011).

Nefelometria: la inmunoglobulina IgA también puede cuantificarse por
nefelometria. Para ello, el suero incognita debera ser incubado con exceso del
anticuerpo especifico (anti-lgA) a fin de que se produzca la formacion de
complejos inmunes. Esta técnica, es un metodo Optico que cuantifica la luz
dispersada por los complejos inmunes formados, la cual es proporcional a la
concentracion del antigeno especifico, en nuestro caso, IgA del suero incognita
(Pesantez, 2011; Ramos, Rodriguez, & Cisneros, 2004).
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— ELISA Cuantitativo Indirecto: El Elisa Cuantitativo se basa en el uso de
antigenos o anticuerpos marcados con una enzima, de forma que los conjugados
resultantes tengan actividad tanto inmunoldgica como enzimatica. Al estar uno de
los componentes (antigeno o anticuerpo) marcado con una enzima e insolubilizado
sobre un soporte (inmunoadsorbente) la reaccion antigeno anticuerpo quedara
inmovilizada y, por tanto, serd facilmente revelada mediante la adicion de un
substrato especifico que al actuar sobre la enzima producira un color observable a
simple vista o cuantificable mediante el uso de un espectrofotometro o un
colorimetro. El Elisa indirecto emplea dos anticuerpos: uno primario contra el
antigeno, y uno secundario marcado contra el primario. La deteccion tiene mayor
sensibilidad por presentar una amplificacion de sefial debida a la union de dos o
mas anticuerpos secundarios por cada primario (Pesantez, 2011; Ramos, Rodriguez,
& Cisneros, 2004).

4.3.1 Meétodo Inmunoturbidimétrico para cuantificacion de niveles séricos de
IgA

Fundamento del Método Inmunoturbidimetrico

La prueba Inmunoturbidimétrica, para la determinacidn cuantitativa de inmunoglobulina
A, en suero humano, se basa en la reaccion entre la inmunoglobulina y su anticuerpo

especifico.

El ensayo Inmunoturbidimétrico mide el aumento de la turbiedad de la muestra causada
por la formacion de inmunocomplejos cuando se afiade anticuerpo de IgA a la muestra. La
dispersion de luz generada por los complejos antigeno anticuerpo es proporcional a la

concentracion de inmunoglobulina A 'y puede ser cuantificada por turbidimetria
Las indicaciones para la cuantificacion de IgA sérica incluyen infecciones recurrentes,

especialmente del tracto respiratorio inferior o gastrointestinal. La IgA no atraviesa la

placenta y, como resultado, los niveles séricos de IgA en lactantes son muy bajos. Los

17



niveles séricos de IgA no alcanzan concentraciones adultas hasta los 12 afios de edad
(Beneanula, 2010; Ramos, Rodriguez, & Cisneros, 2004).

Principio del método Inmunoturbidimétrico

Los anticuerpos anti IgA reaccionan con el antigeno de la muestra para formar un
complejo antigeno-anticuerpo. La aglutinacién resultante se mide turbidimétricamente. Al
afladir PEG (polietilenglicol) la reaccion avanza rapidamente hacia el punto final,
incrementandose asi la sensibilidad de la prueba y reduciéndose simultdneamente el riesgo
de obtener resultados falsos negativos por muestras que contienen un exceso de antigeno
(Roche, 2015).

Valores de referencia normales.

e Oalafio =) de 0.00 a 83 mg/dl.

e lafioa 3afios ) de 20.0 a 100 mg/dl.

e 4afiosa6afios = de 27.0a 195 mg/dl.

e 7afiosa9afios = de 34.0 a 305 mg/dl.

e 10afiosa 11 afios = de 53.0 a 204 mg/dI.

e 12afiosal3 afios =de 58.0 a 358 mg/dl (Roche, 2015).
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Tipo de estudio

En la siguiente investigacion se realizd un estudio de tipo descriptivo, y de corte

transversal.
5.2 Area de estudio

El area de estudio de la presente investigacion son los nifios menores de dos afios que
acudieron al Centro de Salud No 1 de Loja, que presentaron sintomatologia de intolerancia

a la lactosa.

5.3 Universo y Muestra

El universo lo constituyeron 288 pacientes pediatricos que acudieron a los consultorios
de Pediatria del Centro de Salud N° 1; durante el periodo de noviembre 2016 a enero 2017;
la muestra estuvo constituida por 95 pacientes, que cumplieron con los criterios de

inclusién y exclusion, de los cuales sus padres brindaron el consentimiento informado.

5.4 Criterios de inclusion y exclusion.

5.4.1 Criterios de Inclusion:

1) Contar con el consentimiento informado de los padres de familia, para realizar la
investigacion.

2) Pacientes pediatricos de ambos sexos menores de dos afios que presenten
sintomatologia comun de intolerancia a la lactosa, previa evaluacion del médico
pediatria del Centro de Salud Nol.

3) Pacientes con pedido de examen de azUcares reductores y no reductores, derivados

al laboratorio clinico por parte del médico pediatra del Centro de Salud Nol.

5.4.2 Criterios de exclusion

1) Encontrarse en un rango mayor a 2 afios y no presentar sintomatologia.
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5.5 Métodos, técnicas y procedimientos

5.5.1

Fase pre-analitica:

Autorizacion para la recoleccion y procesamiento de muestras en las instalaciones
del Centro de Salud No 1 de la ciudad de Loja por parte del Director de la
institucion Dr. Cesar Cueva (Anexo 1).

Aplicacion del Consentimiento informado (Anexo 2).

Protocolos de recoleccion y transporte de las muestras (Anexo 3).

Calibracion del Equipo Cobas ¢ 311 ( Anexo 4)

Fase analitica:

Determinacion de azucares reductores mediante el método de Fehling (Anexo 5).
Determinacion de niveles séricos de IgA mediante el Método Inmunoturbidimétrico
realizado en el laboratorio clinico de la Clinica Nataly (Anexo 6).

Registro de los resultados obtenidos (Anexo 7).

Control de calidad (Anexo 8).

Fase post-analitica:
Validacion y entrega de resultados (Anexo 9).

Formato de resultados (Anexo 10).

5.6 Tabulacion y analisis de resultados

La tabulacion de los resultados se expresd en tablas y graficos que describen la

frecuencia y porcentaje de los datos, utilizando el programa Microsoft Excel 2010.
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6. RESULTADOS

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

Tabla N° 1.- Intolerancia a la lactosa en heces diarreicas de nifios menores de dos
afos que acudieron al Centro de Salud No 1, en el periodo noviembre 2016 a enero
2107, a través de la prueba de azUcares reductores.

RESULTADO FRECTUENCIA | PORCENTAJE

POSITIVO 31 33%
NEGATIVO 64 67%
TOTAL 25 100%%

Fuents: Hoja d= recolaccion de datos de los pacisntas.
Elaboradopor Danisla Alverado Jaramillo.

Grafico N° 1.- Intolerancia a la lactosa en heces diarreicas de nifios menores de dos
anos que acudieron al Centro de Salud No 1, en el periodo noviembre 2016 a enero

2107, a través de la prueba de azucares reductores.

100 a5
80
60 m POSITIVO
B NEGATIVO
40 TOTAL
20
33% 67% 100%
ﬂ ——————————————————

ERECLIEMICLA PORCENTAILE
Fuents: Hoja d= recoleccionde datos dz los pacismtas,
Elaboradopeor: Danisla Alvarado Jaramille.

Interpretacion de resultados: del total de nifios que participaron en la presente

investigacion el 33% (31), presentaron resultados positivos en la prueba de azlcares

reductores.
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Tabla N° 2.- Niveles séricos de IgA en los pacientes menores de dos afios que
resultaron positivos a la prueba de azucares reductores, que acudieron al Centro de

Salud No 1, en el periodo noviembre 2016 a enero 2017, a través del Método
Inmunoturbidimétrico.

RESULTADO FEECUENCIA | PORCENTAJE
ALTO 0 %0
=100 mg/dl

NORMAL 12 39%
2002100 mg'dl

BATO 19 61%
=< 20 mg'dl

TOTAL 31 100%

Fusnts: Hoja d= recolaccionde datos d= los paciemtas.
Elaborado por Dianizla Alvamdo Jaramille

Gréfico N° 2.- Niveles Séricos de IgA en los pacientes menores de dos afios que
resultaron positivos a la prueba de azucares reductores, que acudieron al Centro de

Salud No 1, en el periodo noviembre 2016 a enero 2017, a traves del Método
Inmunoturbidimétrico.

a5 ET
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Fusnts: Hoja d= recolaccionde datos d= los paciantss.
Elaboradopor Dianisla Alverado Jaramillo.

Interpretacion de resultados: Del total de nifios participantes del estudio que presentaron

intolerancia a la lactosa, el 61% (19), mantienen niveles bajos de IgA con respecto al valor
de referencia normal que es 20 mg/dl.

22



Tabla N° 3.- Correlacion intolerancia a la lactosa en los niveles séricos de IgA en
niflos menores de dos afios que acudieron al Centro de Salud No 1 de Loja, en el

periodo de noviembre 2016 a enero 2017.

PACIENTES 1gA Alto IgA Normal IgA Bajo
POSITIVOS
PARA
AZUCARES
REDUCTORES | FRECUENCIA | PORCENTAJE | FRECUENCIA | PORCENTAJE | FRECUENCIA | PORCENTAJE

31 0 0% 12 39% 19 61%

Fuente: Hoja de recoleccion de datos de los pacientes
Elaborado por: Daniela Alvarado Jaramillo

Interpretacion de resultados: Niveles séricos bajos de IgA se presentaron en 19 de los
pacientes intolerantes a la lactosa que resultaron positivos en la prueba de azlcares
reductores por el método de Fehling, evidenciandose la existencia de una relacion directa

con esta patologia.
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7. DISCUSION

La intolerancia a la lactosa es una enfermedad que se origina por la insuficiencia de una
enzima denominada lactasa, que es producida en el intestino delgado de los seres humanos;
siendo incapaz de desdoblar la molécula de lactosa e impide la buena absorcion y digestion
de productos lacteos y sus derivados, ha sido reconocida desde hace varias décadas como
responsable directa o indirecta de la iniciacion o prolongacion de ciertas diarreas infantiles,
afectando principalmente a nifios que se encuentran entre los 6 y 11 meses de edad.
(Izquierdo, 2011).

En el presente estudio se analizaron 95 muestras de heces de nifios menores de dos
afios que asistieron al Centro de Salud Nol de Loja en el periodo noviembre 2016 a enero
2017, encontrandose como resultado 31 casos positivos para intolerancia a la lactosa
correspondiente al 33%. En un estudio realizado por Paredes, 2011 sobre la Intolerancia
a la Lactosa en el Centro de Salud N°1 de nuestra localidad utilizando el método de
azucares reductores de Fehling, se examinaron las muestras de heces de 63 nifios menores
de 2 afios, dandose como resultado un 55% (22) intolerantes a la lactosa. Cabe recalcar
que los dos estudios se realizaron bajo el mismo método, con la diferencia de que la
poblacion de estudio es mayor en la presente investigacion. Al comparar los resultados del
estudio citado con los obtenidos en la presente investigacion se determina que no existe
relacion entre los valores ya que existe un porcentaje mayor de positividad en el estudio
antes mencionado (Paredes, 2011).

Otro estudio realizado en la ciudad de Ambato por Moreano, 2015 sobre:
Determinacién de azlcares reductores y su relacién con carbohidratos no absorbidos en
nifios menores de un afo, empleando el método de azucares reductores de Fehling, se
examinaron 100 muestras, los resultados obtenidos expresaron que el 57 % (57) son
intolerantes a la lactosa .Al respecto de este estudio se puede sefialar que la poblacion
analizada se encuentra dentro del rango etario utilizado para la medicién en esta

investigacion y el método usado es el mismo. Sin embargo al ser contrastados los
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resultados obtenidos en la presente investigacion se determina que existe un mayor
porcentaje de pacientes positivos para intolerancia a la lactosa en el estudio antes citado
(Moreano, 2015).

En un estudio realizado en Chile por Parra, Furid, Arancibia, 2015 se analizaron 194
pacientes de entre 1 a 17 afios de edad con sospecha de intolerancia a la lactosa que
acudieron al Laboratorio de Gastroenterologia de la Pontificia Universidad Catolica de
Chile, reportandose 53 (27%) con resultados positivos para intolerancia a la lactosa. Al
comparar los resultados obtenidos en la presente investigacion con los del estudio antes
mencionado se encontré un mayor porcentaje de positividad , debido a que se utilizé un
método diferente para la determinacion de intolerancia a la lactosa como es el test de
hidrogeno espirado el cual presenta un porcentaje mayor del especificidad y por otro lado
se realizo el estudio en una poblacion con un rango mayor a la edad estudiada en la

presente investigacion (Parra, Furio, & Arancibia, 2015).

En un estudio realizado en México por Sanchez y Diaz, 2012 sobre el comportamiento
de la diarrea y la presencia de azUcares reductores en nifios menores de 5 afios, utilizando
el método de Benedict, en una poblacion de 200 nifios, obteniendo como resultado un 4%
(7) positivos para azucares reductores. Al respecto de este estudio se puede sefialar que los
resultados obtenidos difieren ya que un porcentaje menor de nifios presentan intolerancia a
la lactosa, en comparacion al porcentaje de nifios intolerantes a la lactosa obtenido en la
presente investigacion, esto puede deberse a que en el estudio realizado por Sanchez y
Diaz se empled un método diferente para determinacion de azucares reductores, ademas de

que la poblacion estudiada presentaba un rango etario mayor (Sanchez & Diaz, 2012).

En la presente investigacion de los 31 casos positivos para azlcares reductores por
presencia de intolerancia a la lactosa, 19 casos equivalentes al 61% presentaron niveles
bajos de IgA; en la actualidad no se presentan estudios de determinacion de la IgA en
relacion a la presencia de intolerancia a la lactosa, con frecuencia debido a los altos costos;
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sin embargo se pudo recopilar un estudio realizado por Hernandez, Garcia y Vega ,2014; a
44 nifios menores de 6 afios con diagndstico de diarrea cronica inespecifica, atendidos en el
Instituto de Gastroenterologia de la Habana Cuba, se realizé la medicion de IgA en el suero
utilizando el método turbidimétrico, encontrandose como principal transtorno
inmunolégico niveles séricos bajos de 1gA con un 53.1% ; al comparar los resultados del
estudio con los obtenidos en la presente investigacion se determina que existe una relacion
significativa entre los porcentajes de niveles séricos bajos de IgA, debido a que se
encuentran en una poblacion similar con la relativa inmadurez del sistema inmune que
acompafa a los primeros afios de vida donde la secrecion de IgA como factor protector
frente a la enfermedad diarreica, se encontraba disminuido (Hernandez, Garcia, Vega &
Lazo ,2014).
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8. CONCLUSIONES

De la realizaciéon del presente trabajo investigativo se pudieron obtener las siguientes

conclusiones:
1. El 33 % de la poblacion de estudio presentaron intolerancia a la lactosa.

2. Con la determinacion de la IgA por el método Inmunoturbidimético se obtuvo que
el 61% del total de nifios intolerantes a la lactosa, presentaron niveles de IgA bajos
con respecto al valor de referencia normal que es 20 mg/dl.

3. De acuerdo a los resultados obtenidos de los 31 pacientes intolerantes a la lactosa,
19 presentaron niveles séricos bajos de IgA evidenciandose que existe una relacién

directa con esta patologia.

4. La entrega y difusion de resultados a los padres de familia de los nifios que
formaron parte del estudio, tuvo lugar el dia 9 de octubre del 2017, gracias a la
cooperacién de la médica pediatra del Centro de Salud Nol.
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9. RECOMENDACIONES

1. Se recomienda a los nuevos investigadores que en futuros estudios, se utilicen
nuevos métodos para determinacion de azucares reductores, para establecer una
comparacioén entre estos, ya que el método utilizado presenta una amplia gama
de colores de contraste para su interpretacion lo que permite una percepcion

distinta por cada investigador.

2. A los Centros de Salud pertenecientes al Ministerio de Salud Publica fortalecer
las camparias realizadas anualmente sobre la lactancia materna, estimulando y
explicando a la madre los beneficios a favor del nifio de la transmision por
medio de la leche materna de la Inmunoglobulina A, ya que es considerada
como la primera linea de defensa contra patdgenos, infecciones y alergias
alimentarias, y asi evitar problemas posteriores que puedan afectar su

crecimiento y desarrollo.
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11. ANEXOS

ANEXO N° 1

AUTORIZACION PARA LA RECOLECCION Y PROCESAMIENTO DE
MUESTRAS

Loju, 28 de septiembre del 2016,

Dr. Cesar Cueva Bravo.
DIRECTOR DEL CENTRO DE SALUD NO 1 DE LOJA

De mus consideraciones:

Yo, DANIELA JOHANNA ALVARADO JARAMILLO, con C.L1104746449
estudiante del VII ciclo de la Carrera de Laboratorio Clinico del ASH de la UNL,
solicito de la mancra més comedida se digne sutonizar la realizacion de mi proyecio
titllador RELACION ENTRE LA PRESENCIA DE INTOLERANCIA A LA
LACTOSA Y LOS NIVELES SERICOS DE IG A EN NINOS MENORES DE 2
ANOS QUE ACUDEN AL CENTRO DE SALUD No 1 DE LOJA. Para ¢l
desarrollo del mismo requiero realizar la toma de muestras sanguineas y recepcida de
mucstras de heces de los pacientes pedidtnicos atendidos en esta institucion

Esperando ser atendida favorablemente, Je antelo mi sincero agradecimiento,

DANIELA JOHANNA ALVARADO JARAMILLO.
CE 5 e aras s
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ANEXO N° 2

CONSENTIMIENTO INFORMADO

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
AREA DE LA SALUD HUMANA
CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

Sefior padre de familia del:

N0 @, e

Con la finalidad de realizar la investigacion: RELACION ENTRE LA PRESENCIA
DE INTOLERANCIA A LA LACTOSA Y LOS NIVELES SERICOS DE IG A EN
NINOS MENORES DE 2 ANOS QUE ACUDEN AL CENTRO DE SALUD No 1 DE
LOJA EN EL PERIODO SEPTIEMBRE 2016 — FEBRERO 2017, me permito
solicitar su autorizacion, a fin de recolectar una muestra de heces y wuna muestra
sanguinea de su hijo, la cual permitird realizar los exdmenes pertinentes para contribuir al

diagndstico temprano de intolerancia a la lactosa y prevenir afecciones futuras.

Por lo que reitero mi pedido para contar con su valioso consentimiento para proceder a la

recepcion antes citada.

Gl
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ANEXO N°3

PROTOCOLO PARA LA RECOLECCION DE LA MUESTRA DE HECES

Obtencidén de la muestra

Para la obtencion de la muestra se el paciente debera seguir las siguientes indicaciones:

X/
£ %4

Obtener la muestra por eliminacién espontanea.

‘0

Depositar la muestra en un frasco limpio.

)

+ La cantidad minima requerida es %2 cucharadita de te.

X4

Recoleccion de muestra de deposicion de pafial.

L)

>

Sacar con la espatula de madera, la deposicion mas superficial y abundante que

o
25

contenga el pafial.
% Se debe obtener la muestra, ojala recién emitida, para evitar que ésta sea absorbida

por el panal.

*
°e

Sacar minimo 1/3 de la espéatula y depositarla en frasco de boca ancha.

Transporte y Conservacion:

*

«» La muestra debe ser trasladada al Laboratorio, antes de dos horas de su obtencion o

ser conservada a 4°C.

Las muestras que seran rechazadas seran por las siguientes razones:

‘0

Muestras sin rotular o sin identificacion.

D)

X4

Muestras contaminadas con orina.

*,

X/
o

Muestras que se han demorado més del rango de tiempo establecido

X/
L X4

Muestras que evidencien que hayan sido derramadas.

X3

S

Cantidad inadecuada.

(Anderson, 2012) (Villalobos, 2007)
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PROTOCOLO PARA LA RECOLECCION DE LA MUESTRA SANGUINEA

LA PREPARACION DEL PACIENTE:

%+ Hable con el padre del paciente. Explique el procedimiento a seguir.

% Explicar al padre de familia en general los exdmenes de sangre se toman en ayunas,
pues la ingesta de alimentos puede hacer variar los resultados de algunos exdmenes

% La primera impresion y las observaciones inmediatas pueden ser utiles en la
recoleccion de la muestra.

+ Establecer el sitio de la puncion, las precauciones necesarias y la forma correcta

para el trato del paciente pediéatrico.

>

La comunicacion afectiva es determinante en la relacion con el paciente pediéatrico.

o
A5

OBTENCION DE LA MUESTRA

% Relna el material y llévelo a la unidad del paciente

“+ Explique el procedimiento al paciente si éste esta consciente con lenguaje claro.

% Lavese las manos y coloquese guantes de procedimientos.

% Acomode al paciente, coloque la extremidad elegida sobre superficie plana
acojinando la articulacion, permitiendo una puncion certera.

% Coloque el torniquete, permitiendo que la vena se palpe 0 se vea con mas
facilidad.

Realizar la desinfeccion de la zona a puncionar con alcohol 70%.

A

o
%

Fije la vena con ayuda de una de sus manos. Solicite al padre del paciente su
colaboracién para sujetar al nifio a fin de evitar error en la puncién.

% Inserte la aguja con el bisel hacia arriba, puncione la vena y observe el reflujo de
sangre.

% Mantenga fija la aguja durante la extraccion.

o
%

% Realice presion sobre el sitio de puncion con torunda de alcohol vy selle con tela o

hansaplast.

e

*

Obtener muestra con proporcion adecuada y evitar que muestra se coagule.
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+ Rotule los tubos con nombre y cddigo del paciente. Evitar errores de identificacion
de muestras. Retirese guantes, lavese las manos, retire el material y registre en hoja

de datos del paciente.

TRANSPORTE DE LA MUESTRA.

++ Una vez que se haya colectado la muestra sanguinea, ésta debe ser llevada pronto al
laboratorio para su procesamiento. Algunas pruebas exigen que el suero sea
separado cuanto antes del codgulo sanguineo, para evitar alteraciones en la
composicion o niveles de algunos metabolitos. De mas esta decir que la muestra
debe ser acompafada por su correspondiente formulario de solicitud de examen.
(Anderson, 2012)
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ANEXO N° 4

PROTOCOLO DE CALIBRACION DEL EQUIPO COBAS ¢ 311 PARA

DETERMINACION DE IgA POR EL METODO INMUNOTURBIDIMETRICO.

Para calibrar el equipo y realizar la curva de calibracion se procedera a utilizar el

Calibrador f.a.s. proteins (5 x 1ml) calibrador liquido listo para usar basado en suero

humano, con ndmero de referencia 0757507, Lote numero: 00131630, Cddigo 656,

calibracion de tipo RCM (Mantenimiento Centrado en Fiabilidad/Confiabilidad),

calibracion completa de seis puntos de la siguiente manera:

M w0 e

o

Abrir el frasco cuidadosamente.

Dejar descongelar durante 30 minutos entre 15 °y 25 °C.

Homogenizar suavemente evitando la formacion de espuma.

Dispensar en una cubeta una alicuota de 150 ul, e inmediatamente almacenar para
su conservacion a -20°C.

Procesar en igual condicidn que una muestra y observar la curva de calibracion.

Los resultados de la media de la curva de calibracion fueron: Abs 1: 127 mg/dl y en
la Abs 2: 132 mg/dl.

La calibracién fue aceptada por el equipo, puesto que se obtuvieron los limites e
intervalos de medicidn requeridos, ya que el valor de referencia normal de la media
del calibrador es de: 155mg/dl.

Posteriormente realizar el control de calidad ver en Anexo 8.

[
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ANEXO N°5

DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES MEDIANTE EL METODO
DE FEHLING.

REACTIVO DE FEHLING

Conocido como Licor de Fehling, es una disolucion descubierta por el quimico aleméan
Hermann von Fehling y que se utiliza como reactivo para la determinacion de azlcares
reductores. Sirve para demostrar la presencia de azucares reductores (aldosas: glucosa,

ribosa,  eritrosa, lactosa etc). (De Jaime & De Jaime, 2011)

El licor de Fehling consiste en dos soluciones acuosas:

— Solucion A de Fehling: Sulfato de cobre cristalizado 0.28 N (35 g de
CuS04.5H20 en 500 ml de agua destilada).

— Solucion B de Fehling: Sal de Seignette o Tartrato mixto de potasio y 1.5 N (158 g
en 500 ml) en hidroxido potasico 4 N (112 g en 500 ml de agua destilada). (De
Jaime & De Jaime, 2011) (Diaz, Jorrin, & Bércen, 2003)

Fundamento.

El ensayo con el reactivo de Fehling se fundamenta en una reaccion redox en la que el
grupo aldehido (reductor) de los azlcares es oxidado a grupo acido por el Cu2+ que se
reduce a Cu+. Tanto los monosacaridos como los disacaridos reductores reaccionan con el
Cu2+ dando un precipitado rojo de 0xido cuproso. La reaccion tiene lugar en medio basico
por lo que es necesario introducir en la reaccion tartrato sédico-potasico para evitar la
precipitacion del hidréxido cuprico. (De Jaime & De Jaime, 2011) (Diaz, Jorrin, & Barcen,
2003)
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La prueba de Fehling no es especifica; otras sustancias que dan reaccién positiva son

los fenoles, aminofenoles, benzoina, acido Urico, catecol, acido formico, hidrazobenceno,

fenilhidrazina, pirogalol y resorcinol. (De Jaime & De Jaime, 2011) (Diaz, Jorrin, &
Bércen, 2003).

Método.

1.

4.

Se realiza la toma de heces, se suspende en agua destilada. La muestra debera de
ser fresca y deberd analizarse dentro de una hora después de su recoleccion.
Numerar los tubos de ensayo.

Se mezcla bien y se coloca las dos fracciones del reactivo en un tubo de ensayo,
(Fraccién Ay Fraccion B) junto con 15 gotitas de la muestra suspendida.

Calentar con el mechero durante 1 min y observar si se produce algin cambio. Si
existen cuerpos reductores, la suspension cambiara de color debido a la reaccion.
(De Jaime & De Jaime, 2011) (Diaz, Jorrin, & Barcen, 2003)

Valores de referencia.

Si el color de la prueba de azul transparente no precipita es negativo.

Si el color de la prueba cambia a un color: verde no precipitado, verde precipitado,
amarillo, amarillo, verde oliva, castafio, marrén, naranja o rojo ladrillo el resultado
sera positivo (De Jaime & De Jaime, 2011; Diaz, Jorrin, & Barcen, 2003).

. *oe

NEGATIVO  trazas ¢ ere
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ANEXO N°6
INSERTO DE LA TECNICA INMUNOTURBIDIMETRICA PARA

DETERMINACION DE NIVELES SERICOS DE INMUNOGLOBULINA A.

D003S0TFIH0CSIIVIDG

IGA-2

Tina-quant IgA Gen.2

cobas’

Informacién de pedido

CONTENT Analizadores adecuados para el cobas ¢ pack
03507343 190 | Tina-guant IgA Gen 2 150 prusbas 1D del sistema 07 6786 7 Roche/Hitachi cobas ¢ 311, cobas ¢ 501/502
11355279 216 | Calibrator f.a.s. Proteins (5 x 1 mL) Caodigo 656

11355279 160 | Calibrator f.a.s. Proteins (5 x 1 mlL, para los EEUU.)  Cédigo 856

10557897 122 | Precinorm Protein (3 x 1mlL) Codigo 302

10557897 160 | Precinorm Protein (3 x 1 mL, para los EE.UU.) Cadigo 302

11333127 122 | Precipath Protein (3 x 1 mL) Codigo 303

11333127 160 | Precipath Protein (3 x 1 mL, para los EE.UU.) Caodigo 303

10171743 122 | Precinorm U (20 x 5 mL) Cédigo 300

10171735 122 | Precinorm U (4 x 5 ml) Codigo 300

03121291 122 | Precipath PUC (4 x 3mL) Codigo 241

05117003 190 | PreciControl ClinChem Multi 1 {20 x 5 mL} Codigo 391

05947626 190 | PreciControl ClinChem Multi 1 (4 x 5mL) Codigo 391

05947626 160 ErEefjlﬁo}ntrol ClinChem Multi 1 {4 x 5 mL, para los Codigo 301

05117216 190 | PreciControl ClinChem Multi 2 {20 x 5 mL} Cédigo 392

05947774 190 | PreciConirol ChinChem Multi 2 (4 x 5 mL) Codigo 392

05947774 160 ErEefjlgo}ntrol ClinChem Multi 2 (4 x 5 mL, para los Codigo 392

04489357 190 | Diluent NaCl 9 % (50 mL) ID del sistema 07 6869 3

Espafiol formacion del complejo antigeno-anticuerpo fue documentada por Lizana y
Informacién del sistema Felsing. L N
Analizadores cobas ¢ 311/501- La prueba de IgA de Roche se basa en el principio de aglutinacion

IGA-2: ACN 458 (aplicacion estandar)

IGAP2: ACN 295 (Aplicacion sensible)

Analizadores cobas ¢ 502:

IGA-2: ACN 8458 (aplicacion estandar)

IGAP2: ACN 8295 (Eplicacién sensible)

Uso previsto

Test in vitro para la determinacidn cuantitativa de IgA en suero y plasma
humanos en los sistemas Roche/Hitachi cobas ¢
camn'sﬁcasli.ﬂ.kﬁ.i.l&gj0,11.12

La IgA constituye el 13 % de las inmunoglobulinas plasmaticas y protege la
piel y las mucosas de microorganismos. Por su capacidad para fijar toxinas
y en combinacion con la lisozima, desarrolla propiedades antibacterianas y
antiviricas. Es la inmunoglobulina que predomina en secreciones
corporales tales como el calostro, la saliva y el sudor. La IgA secretada
sirve de defensa contra infecciones locales y jusga un papel importante en
la fijacion de antigenos provenientes de alimentos en el intestino. En el
suero, la IgA se halla en forma de mondmero, dimero o frimero, mientras
que en las secreciones del organismo esta presente exclusivamente como
dimero con una cadena adicional (componente de la secrecion).
Concentraciones elevadas de IgA policlonal se observan en hepatopatias
cronicas, infecciones cronicas, enfermedades autoinmunes (artritis
reumatoidea, lupus eritematoso sistémico), en la sarcoidosis y el sindrome
de Wiscott-Aldnch. La concentracion de IgA monoclonal aumenta en los
mielomas de IgA.

La sintesis de IgA se reduce con enfermedades de nmunodeficiencia
congénita y adquirida como lo es la agammaglobulinemia (enfermedad de
Bruton). Las concentraciones de IgA disminuyen en gastroenteropatias con
pérdida de proteinas y por quemaduras con pérdida de piel.

Debido a que la sintesis de la IgA se inicia tardiamente, su concentracion
en el suero de nifios es inferior a la de los adultos.

El empleo de anficuerpos especificos para determinar las proteinas séricas
se ha convertido en un importante instrumento diagnostico. Fueron Pope y
Healey quienes observaron per primera vez en 1938 la capacidad de los
complejos antigenc-anticuerpo para dispersar la luz, lo cual fue confimado
mas tarde por Gitlin y Edelhoch. Ritchie empled la turbidimetria para la
determinacion cuantrtativa de proteinas, la cual también puede efectuarse
por el método nefelométnco. El incremento de la polimenzacion al afiadir
polietienglicol (PEG) para mejorar la sensibilidad del test y acelerar la

inmunologica.

Adicionalmente a la aplicacion estandar (test IGA-2), se ofrece una
aplicacion sensible (test IGAP2) concebida para la determinacion
cuantitativa de bajas concentraciones de IgA. p. &j. en muestras
pediatricas.

Las asi denominadas paraproteinas secretadas en gammapatias
monoclonales (inmuneglobulinemia menoclonal) pueden diterir de las
respectivas inmunoglobulinas de origen policlonal en tamafio y en la
composicion de sus aminoacidos. Esto puede perjudicar la fijacion del
anticuerpo y dificultar una cuantificacion precisa.

Principio del test

Prueba inmunoturbidiméinica

Los anticuerpos anti-lgA reaccionan con el antigeno de la muestra para
formar un complejo antigeno-anticuerpo. La aglutinacion resultante se mide
turbidimétricamente. Al afadir PEG, la reaccion avanza rapidamente hacia
el punto final, incrementandose asi la sensibilidad de la prueba y
reduciéndose simultaineamente el riesgo de obtener resultados falsos
negativos por muestras que contienen un exceso de antigeno.

Reactivos - Soluciones de trabajo

R1 Tampon TRIS: 20 mmol'L, pH 8.0; NaCl: 200 mmollL;
polietilenglicol: 3.6 %; conservante; estabilzadores

R2  Anficuerpo anti-lgA humana (cabra), dependiente del titulo; tampdn
TRIS: 20 mmoliL, pH 8.0; NaCl: 150 mmollL; conservante

R1 esta en la posicion B y R2 en la posician C.

Medidas de precaucién y advertencias

Sélo para el uso diagndstico in virro.

Observe las medidas de precaucion usuales para la manipulacion de

reactivos.

Elimine los residucs segun las nomas locales vigentes.

Ficha de datos de seguridad a la disposicion del usuario profesional que la

solicite.

Para los EE.UU.: uso exclusivamente bajo prescripcion.

El presente estuche contiene componentes que han sido clasificados por la
directiva CE No. 1272/2008 de la siguiente manera:
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Peligro

H318 Provoca lesiones oculares graves.

Prevencion:

P280 Llevar gafas'mascara de proteccion.

Respuesta:

P'305 + P351 EN CASO DE CONTAGTO CON LOS OJOS: Aclarar
+P338 + cuidadosamente con agua durantevarios minutos. Quitar
P310 las lentes de contacto, si lleva y resulta facil. Sequir

aclarando. Llamar inmediataments a un CENTRO DE
INFORMACION TOXICOLOGICA o a unmédico.

Las indicaciones de seguridad del producto corresponden primordialmente

cobas’

Bmeses a1525°C
Bmesesa2-8°C
8 meses a [-15)(-25) °C

Estabilidad:*3

Material suministrado

Consultar la seccion "Reactivos - Soluciones de trabajo” en cuanto a los
reactivos suministrados.

Material requerido adicionalmente (no suministrado)

Consultar la seccion “Informacidn de pedido”

Equipo usual de laboratorio

Realizacion del test

Para garantizar el funcionamiento optimo del test, observe las instrucciones
de la presente metodica referentes al analizador empleado. Consulte el

manual del operador apropiado para obtener las instruccionss de ensayo
especificas del analizador.
Roche no se responsabiliza del funcionamiento de las aplicaciones no

validadas por la empresa. En su caso, el usuario se hace cargo de su
definicion.

alas directivas del sistema globalmente ammonizado de clasificacion y Aplicacién para suero y plasma
ieﬁBLIJEetado de productos quimicos (GHS por sus siglas en inglés) validas en  Aplicacién astdndar (IGA-2)
a UE.
Contacto telefonico intermacional: +49-621-7590, en los EE.UU.: Definicion del test en ol analizador cobas ¢ 311
1-800-428-2336 Tipo de medicién 2 puntos finales
Praparac_ién de los reactives Tiempo de reaccion / Puntos  10/6-31
Los reactivos estan listos para el uso. de medician
Consarvacion y estabilidad Longitud de onda (sub/princ) 7001340 nm
IGA-2 Direccion de reaccion Aumentando
Sin abirir, a 2-8 °C: véase la fechade caducidad  Unidades g/L (pmollL, mg/dL)
""F;’:SE en 'ie“q“em del Pipeteo de reactivo Diluyente (H:0)
_ _ ©obas & pack A1 120l -
En uso y refrigerado en el analizador: 12 semanas Ro 38yl
Diluyente NaGl al 9 % imones ce et M“ Dl de et
Sin abrir, a 2-8 °C: véase Ia fecha de caducidad Hmenes (2 s v eon e muesta
impresa en la efiqueta del Muestra Diuyente
cobas ¢ pack. (NaCl)
En uso y refrigerado en el analizador: 12 semanas N?@al . 5uL gL 180pL
Obtencion y preparacion de las muestras Disminuido 274 2L 1804l
Emplear Gnicamente tubos o recipientes adscuados para recoger y Aumentado 24l - -
preparar las muestras. - izad
Sdlo se han analizado y encontrado aptos los tipos de muestras agui Definicion del test on los anal < cobas ¢ 501/502
mencionados. Tipo de medicion 2 puntos finales
Aplicacion estdndar (IGA-2) Tiempo de reaccion / Puntos 10/ 10-46
Suero de medicidn
Plasma tratado con heparina de fitio y EDTA dipotasico. Longitud de onda (sublprinc)  700/340 nm
gﬁfem e (1GAP2) Direccion de reaccion Aumentando
Plasma tratado con heparina de litio y EDTA dipotasico. Unidades gL (umoll., mg/dL)
Los fipos de muestra aqui indicados fueron analizados con tubos de Pipeteo de reactivo Diluyente (H-0)
recogida de muestras seleccionados, comercializados en el momento de R1 120 uL -
efectuar el andlisis, lo cual significa que no fueron analizados todos los
tubos de todos los fabricantes. Los sistemas de recogida de muesfras de R2 38 L -
diversos fabricantes pueden confener diferentes materiales que, en ciertos Voliimenes de muestra Muestra Dilucién de muestra
casos, pueden llegar a afectar los resultados de los analisis. Si las .
muestras se procesan en tubos primarios (sistemas de recogida de Muestra Diluyente
muestras), seguir las instrucciones del fabricante de los tubos. (NaCi)
Al emplear tubos de plasma con EDTA dipotasico parcialmente llenados Normal 5L 9L 180 L
pueden producirse resultados erroneos. o
Centrifugar las muestras que contienen preciptado antes de realizar el Disminuido 27 2L 180 L
ensayo. Aumentado 24 - -
Aplicacion sensible (IGAP2)
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Definicién del test en ol analizador cobas ¢ 311

Tipo de medicidn 2 puntos finales

Tiempo de reaccion / Puntos 10/ 6-22

de medicion

Longitud de onda (sub/princ)  700/340 nm

Direccion de reaccion Aumentando

Unidades o/L {pmolL, mg/dL)

Pipeteo de reactivo Diluyente (H,0)

R1 120 pL -

R2 38 L -

Volimenas de muestra Muestra Dilucién de muestra

Mugstra Diluyente

(NaCi)

Normal 10pL 9uL 5L

Disminuido 7pL 5uL 93 L

Aumentado 27l - -

Definicién del test en los analizadores cobas ¢ 501/502

Tipo de medicidn 2 puntos finales
Tiempo de reaccion / Puntos 10/ 10-46
de medicion
Longitud de onda (sub/princ)  700/340 nm
Direccion de reaccion Aumentando
Unidades o/l (umolL. mg/dL)
Pipeteo de reactivo Diluyente (H0)
R1 120 L -
A2 38 L -
Volumenes de muestra Muestra Difucién de muestra
Muestra Diluyente
(NaCl)
Mormal 10 pL guL L
Disminuido 7L hulL 93l
Aumentado 27k - -
Calibracién
Aplicacidn estandar (IGA-2)
Calibradores 51:H.O0
52-568: Cfas. Proteins
Multiplicar el valor del calibrador Cf.as
Proteins especifico del lote por los factores
indicados a continuacion a fin de determinar
las concentraciones estandar de la curva de
calibracion de 6 puntos.
52:0.100 $5:1.00
53:02850 S6:2.00
54:0.501
Modo de calibracion RCM
Intervalo de calibraciones  Calibracion completa
- con cada lote de reactivos

- si fuera necesano segin los
procedimientos de control de calidad

Aplicacion sensible (IGAP2)

cobas’

Calibradores 51:H.0
52-56: C.f.as. Proteins
Multiplicar el valor del calibrador Cfa.s
Proteins especifico del lote por los factores
indicades a continuacion a fin de determinar
las concentraciones estandar de la curva de
calibracion de 6 puntos.
52: 0.0205 556:0.252
53: 0.0609 56:1.00
54: 0126

Modo de calibracion RCM

Intervalo de calibraciones  Galibracion completa

- con cada lote de reactivos

- 51 fuera necesario segun los

procedimientos de control de calidad
Trazabilidad: El presente método ha sido estandanzado frente a la
preparacion de referencia BCR47TO/CRMA70 (RPPHS - Preparacion de
referencia para proteinas en suero humano) del IRMM (Instituto para
materiales y mediciones de referencia).™
Control de calidad

Para el control de calidad, emplear los controles indicados en la seccion
“Infermacion de pedido”. Adicionalmente pueden emplearse otros controles
apropiados.

Aplicacion estdndar  Precinorm Protein, Precipath Protein, Precinorm U,

(1GA-2): PreciControl ClinChem Multi 1,
PreciControl ClinGhem Multi 2

Aplicacion sensible  Precinorm Protein, Precipath PUC,

(1GAP2): PreciControl ClinChem Multi 1

Adaptar los intervalos y limites de control a los requisitos individuales del
laboratorio. Los resultados deben estar dentro de los limites definidos.
Gada laboratorio deberia establecer medidas correctivas a seguir en caso
de que los valores se sitlen fuera de los limites definidos.

Deben cumplirse las regulaciones gubemamentales y las normas locales
de confrol de calidad vigentes.

Cileulo

Los analizadores Hoche/Hitachi cobas ¢ calculan automaticamente la
concentracion de analito de cada muestra.

Factores de conversion: mg/dL x 0.01 =glL gL x 6.25 = pmolL
oL x 100 = mg/dL pmollL x 0.16 = glL

Limitaciones del analisis - interferencias

Aplicacion estandar (IGA-2):

Criterio: Recuperacion dentro de £ 10 % del valor inicial con una
concentracidn de IgA de 0.70 g/L (4.38 pmollL, 70 mg/dL).

Ictericia:™® Sin interferencias significativas hasta un indice | de 60 para la
bilirrubina conjugada y sin conjugar (concentracion de la bilirrubina
conjugada y sin conjugar: aproximadamente 1026 pmolL o 60 mg/dL).
Hemdlisis:** Sin interferencias significativas hasta un indice H de 1000
(concentracién de hemoglobina: aproximadamente 621 pmeollL o

1000 mg/dL).

Lipemia (Infralipid):*® Sin interferencias significativas hasta el indice L

de 2000. No existe una comelacion satisfactona entre el indice L (que
corresponde a la turbidez) y la concentracion de triglicéndos.

Los factores reumatoides < 1200 UUmL ne interfieren en el test.

Efecto prozona (high-dose hook): No se producen resultados falsos por IgA
hasta una concentracion de 100 g/L (625 pmol/L, 10000 mg/dL) debido a
un exceso de antigenos en muestras policlonales.

En condicienes normales de analisis, no se produce una reaccion cruzada
entre las IgA e lgG o IgM.

Farmacos: Mo se han registrado interferencias con paneles de farmacos de
uso comin empleando concentraciones terapéuticas. 817

Aplicacion sensible (IGAP2):
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Criterio: Recuperacion dentro de + 10 % del valor inicial con una
conceniracion de IgA de 0.40 g/L (2.5 pmol/L, 40 mg/dL).

lctericia: ' Sin interferencias significativas hasta un indice | de 80 para la
bilirubina conjugada y sin conjugar (concentracion de la bilirrubina
conjugada y sin conjugar: aproximadamente 1026 pmol/L o 60 mg/dL).
Hemdlisis: ™ Sin interferencias significativas hasta un indice H de 1000
SGommtracif}n de hemoglobina: aproximadamente 621 pmolL o

000 mg/dL).
Lipemia (Intralipid):"* Sin interferencias significativas hasta el indice L
de 2000. No existe una comelacion safisfactona entre el indice L (que
corresponde a la turbidez) y la concentracion de tnglicéridos.
Los factores reumatoides < 500 UlimL no interfieren en el test.

Efecto prozona (high-dose hook): No se producen resultados falsos por IgA
hasta una concentracidn de 20 g/L (120 pmolL, 2000 mg/dL) debido a un
exceso de antigenos en muestras policlonales.

En condiciones normales de analisis, no se produce una reaccion cruzada
entre las IgA e 1gG o IgM.

Farmacos: No se han registrado interferencias con paneles de farmacos de
uso comin empleando concentraciones terapéuticas. 17

Al igual que ofros test turbidimétricos o nefelométnicos, el presente test
puede no proporcionar resultados exactos para muestras de pacientes con
una gammapatia monoclonal, pues debido a sus caracteristicas
individuales, este fipo de muestras solo puede determinarse por
electroforesis

Para el diagnéstico, los resultados del test siempre deben interpretarse
teniendo en cuenta la anamnesis del paciente, el analisis clinico asi como
los resultados de otros examenes.

ACCION REQUERIDA

Programacion de lavado especial: Se requieren ciclos de lavado especial
en caso de combinar ciertas pruebas en los sistemas Roche/Hitachi

cobas ¢. La lista de las contaminaciones por arrastre también puede
encontrarse en la version mas actual de la metodica NaOHD-SMS-
SmpCln1+2-SCCS. Para mayor informacion consutte el manual del
operador. Analizador cobas ¢ 502: Todos los pasos de lavado necesarics
para evitar la contaminacion por arrastre estan disponibles a través de
cobas link de modo que no se requiere la enfrada manual de los datos.

En cazo de que sea necesario, implements &l lavado especial

destinade a evitar la contaminacion por arrastre antes de comunicar
los resultados del test.

Limites & intervalas

Intervale de medicion

Aplicacion estandar (IGA-2):

0.50-8.00 g/ {3.13-50 pmol/L, 50-800 mg/dL)

Determinar las muestras con concentraciones superiores a fravés de la
funcion de repeficion. Con la funcion de repeticion, las muestras se diluyen
1:8. Los resultados de las muestras diluidas per la funcién de repetficion se
multiplican automaticamente por el factor 8.

Determinar las muestras con concentraciones inferiores por la funcion de
repeticidn. En muestras con concentracionas inferiores, la funcicn de
repeticion del test provoca el aumenta del volumen de la muestra por un
factor de 10. Los resultados son divididos automaticamente por este factor.
Aplicacion sensible (IGAP2):

0.1-4.0 g/L (0.63-25 pmolL, 10-400 mg/dL)

Determinar las muestras con concentraciones superiores a fravés de la
funcion de repeficion. En este caso, las muestras se diluyen de 1:3. Los
resultados de las muestras diluidas por la funcion de repeticion se
multiplican autométicamente por el factor 3.

Determinar las muestras con concentraciones infenores por la funcion de
repeficion. En muestras con congentraciones inferiores, la funcion de
repeficion del test provoca el aumenta del volumen de la muesira por un
factor de 2.5. Los resultados son dividides automaticamente por este
factor.

Limites inferioras de medicién

Aplicacicn estandar (IGA-2):

cobas’

Limite del Blanco (LdB) y Limite de Deteccion (LdD)

Limite del Blanco =005gL
(LdB) =005gL
Limite de Deteccion

{LdD)

Tanto &l Limite del Blanco como el Limite de Deteccion fueron
determinados cumpliendo con los requerimientos establecidos en el
protocolo EP17-A del CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute).
El Limite del Blanco es el valor del percentil 95 obtenido a partir de
n 2 60 mediciones de muestras libres de analifo en varias series
independientes. El Limite del Blanco comespende a la concentracion
debajo de la cual se encuentran, con una probabilidad del 95 %, las
muestras sin analifo.
El Limite de Deteccion se determina basandese en el Limite del Blanco y la
desviacion estandar de muestras de baja concentracion.
El Limite de Deteccion corresponde a la menor concentracion de analito
%t;c;ahle (valor superior al Limite del Blanco con una probabilidad del

o).
Aplicacion sensible (IGAPZ):
Limite de deteccion inferior del test
0.04 g/l (025 pmolL, 4 mg/dL)
El limite de deteccion inferior equivale a la menor concentracién medible de
analito que puede distinguirse de cero. Se calcula como el valor situade a
3 deswiaciones estandar por encima del estandar mas bajo
(estandar 1 + 3 DE, repetibilidad, n = 21).
Valores teéricos
Valores de referencia segun la estandarizacion de proteinas GRM 470:78.20

Adultos 0.74 glL 4.38-25.0 pmolL.  70-400 mg/dL
Nifios y jovenes

OH1afiodeedad  0.00-083gl 000519 pmoll  0.00-83 mg/dL
1-3afios de edad  020-1.00gl 125625 pmoll  20-100 mg/dL
d-fafosdeedad 027-195gl 1.69-1219 pmoll 27-195 mgidL
T9afiosdeedad 0.34305gl 2.13-19.06 pmollL  34-305 mg/dL
10-11 afios de edad 0.53-2.04 gL 3311275 pmoll  53-204 mg/dL
12-13 afios de edad 0.58-358 gl  3.63-22.38 pmoll 58-358 mg/dL
14-15 afios de edad 0.47-249gl 2941556 pmolll  47-249 mg/dL
16-19 afios de edad 0.61-3.48gl  381-21.75 pmoll  61-348 mg/dL

Roche no ha evaluadoe intervales de referencia en la poblacion pediatrica.
Cada laboratorio deberia comprobar si los intervalos de referencia pueden
aplicarse a su grupo de pacientes y, en caso necesario, establecer sus
propios valores.

Datos especificos de funcionamiento del test

A continuacion, se indican los dates representativos de funcienamiento de
los analizadores. Los resultados de cada laboratorio en particular pueden
diferir de estos valores.

Pracision

La precision se determing empleando muestras humanas y controles segin
un protecolo intemo con repetibilidad (n = 21) y precision intermedia

(3 alicuotas por serig, 1 serie por dia, 21 dias). Se han obtenido los
siguientes resultados:

Aplicacion estandar (IGA-2):

Repetibilidad Media DE cv
9L (umol, m/dL) g/L (umollL, mg/clL) %

Precinom Protein 1.95(122,195)  0.02(01,2) 11

Precipath Protein 323(202,323)  002(01.2) 0.7

Suero humano 1 155 (969, 155)  0.02(0.13,2) 1.0

Suero humano 2 223(139,223) 002(01,2) 09
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Precision intermedia Media DE cv
gL (umollL, mgidL) gL (umollL, mg/dL) %
Precinorm Protein 105(12.2,195)  0.03(02,3) 18
Precipath Protein 325(203,325)  004(03,4) 14
Suero humano 3 193(121,193)  0.04(03,4) 18
Suero humano 4 331(207,331)  0.04(03,4) 11
Aplicacion sensible (IGAP2):
Repefibilidad Media DE cv

gL (pmollL, mg/dL) gl (umolL, mg/dL) %

Precipath PUC 027(1.69,270) 001(006,10) 18
Precinorm Protein 224(140,224)  002(01,2) 09
Suero humano 1 037(2.31,370) 001(006,10) 13
Suero humano 2 240(150,240)  002(01,2) 08
Precision intermedia Media DE cv
gL (umolL, mg/dL) gL (umoll, mg/aL) %
Precipath PUC 027(1.69,270) 001(006,10) 32

Precinorm Protein 225(14.1, 225)
0.36 (2.25, 36.0)

1.26 (7.89, 126)

0.04 (03, 4) 18
001(006,1.0) 24
002(013,2) 15

Suero humano 3
Suero humano 4
Comparacién de metodos
Se han comparado los valores de IghA en muesiras de suero y plasma

humanos obtenidos en un analizador Roche/Hitachi cobas € 501 (y) con
los obtenidos con el mismo reactivo en un

analizador RocheHitachi 917 (x).

Aplicacion estandar (1GA-2):

Mumere de muestras (n) =79

Passing/Bablok®' Regresion lineal
y=1.035x- 0.019 gL y=1.027x-0.003 gL
T=0.087 r=0099

Las concentraciones de las muestras se situaron entre 0.500 y 7.74 g/L
(3.13-48.4 pmol/L. 50.0-774 mg/dL).

Aplicacion sensible (IGAF2):

Namero de muestras (n) = 194

Passing/Bablok™' Regresion lineal
y=00981x+0.002 gL y =0956x +0.035 gL
T=00957 r=0098

Las concentraciones de las muestras se situaron entre 0.166 y 4.00 g/L
(1.06-25.0 prnol/L. 16.6-400 mag/dL).
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ANEXO N°7

REGISTRO DE RESULTADOS OBTENIDOS

Niveles Séricos de IgA

Azlcares Concentracién expresada en
Cadigo Reductores mg/d|

1 NEGATIVO -

2 NEGATIVO -

3 NEGATIVO -

4 POSITIVO 17 mg/dl
5 NEGATIVO -

6 NEGATIVO -

7 NEGATIVO -

8 POSITIVO 100 mg/dl
9 POSITIVO 18 mg/dl
10 NEGATIVO -

11 NEGATIVO -

12 NEGATIVO -

13 NEGATIVO -

14 POSITIVO 13 mg/dI
15 NEGATIVO -

16 NEGATIVO -

17 NEGATIVO -

18 POSITIVO 15 mg/dl
19 NEGATIVO -

20 NEGATIVO -

21 NEGATIVO -

22 POSITIVO 45 mg/dl
23 POSITIVO 12 mg/dl
24 NEGATIVO -

25 POSITIVO 6 mg/dl
26 NEGATIVO -

27 NEGATIVO -

28 NEGATIVO -

29 POSITIVO 11 mg/dl
30 NEGATIVO -

31 NEGATIVO -

32 POSITIVO 88mg/dl
33 NEGATIVO -
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Niveles Séricos de IgA

Azlcares Concentracién expresada en
Cadigo Reductores mg/dl

34 NEGATIVO -

35 POSITIVO 10 mg/dl
36 NEGATIVO -

37 NEGATIVO -

38 NEGATIVO -

39 POSITIVO 100 mg/dl
40 POSITIVO 19mg/di
41 POSITIVO 77mg/dI
42 NEGATIVO -

43 NEGATIVO -

44 POSITIVO 18mg/dl
45 NEGATIVO -

46 POSITIVO 31 mg/di
47 NEGATIVO -

48 NEGATIVO -

49 NEGATIVO -

50 NEGATIVO -

51 POSITIVO 17 mg/dl
52 NEGATIVO -

53 NEGATIVO -

54 POSITIVO 56 mg/dI
55 NEGATIVO -

56 NEGATIVO -

57 POSITIVO 9mg/dI
58 POSITIVO 97mg/dI
59 NEGATIVO -

60 POSITIVO 15mg/di
61 NEGATIVO -

62 NEGATIVO -

63 NEGATIVO -

64 NEGATIVO -

65 POSITIVO 19mg/di
66 NEGATIVO -

67 POSITIVO 48mg/dl
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Niveles Séricos de IgA
Azlcares Concentracién expresada en
Cadigo Reductores mg/dl

68 POSITIVO 73mg/dI
69 NEGATIVO -

70 NEGATIVO -

71 NEGATIVO -

72 NEGATIVO -

73 NEGATIVO -

74 NEGATIVO -

75 NEGATIVO -

76 NEGATIVO -

77 NEGATIVO -

78 NEGATIVO -

79 NEGATIVO -

80 POSITIVO 13mg/di
81 NEGATIVO -

82 POSITIVO 11 mg/dl
83 POSITIVO 56 mg/dl
84 NEGATIVO -

85 NEGATIVO -

86 NEGATIVO -

87 NEGATIVO -

88 NEGATIVO -

89 POSITIVO 88 mg/dl
90 NEGATIVO

91 POSITIVO 12 mg/dl
92 NEGATIVO -

93 NEGATIVO -

94 POSITIVO 15 mg/dI
95 POSITIVO 17 mg/dl
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ANEXO N° 8

PROTOCOLO DE CONTROL DE CALIDAD

Para el control de calidad se procedié a emplear: PreciControl ClinChem Multil,
calibrador liofilizado basado en suero humano, destinado al control de calidad en el
seguimiento de la exactitud y precision de los métodos cuantitativos segun se especifica en
las fichas de valores , nimero de referencia 14451400, Codigo 391, realizar el control de
calidad de la siguiente manera:

1. Abrir el frasco cuidadosamente para evitar la pérdida de liofilizado y pipetear
exactamente 5.0 ml de agua destilada/desionizada, cerrar el frasco con cuidado y disolver
el contenido completamente mezclando levemente una y otra vez dentro del lapso de
30 minutos.

2. Dejar estabilizar durante 15 minutos entre 15 ° y 25 °C

3. Homogenizar suavemente evitando la formacion de espuma.

4. Obtener una alicuota de 200 ul y almacenar el suero de control preparado a -20°C de
forma inmediata, su validez es de maximo 28 dias desde su congelacion. Procesar en igual
condicion que una muestra.

5. El resultado obtenido en el control de calidad es: 175 mg /dl, valor que se encuentra

dentro de los valores de referencia normales expuestos a continuacion.




ANEXO N°9
VALIDACION Y ENTREGA DE RESULTADOS

VALIDACION DE RESULTADOS

La validacion de resultados se realiz6 bajo la supervision de la responsable del Laboratorio
Clinico del Centro de Salud Nol Dra. Betty Barriga, Mg. Sc., quien realizo la revision de
cada uno de los resultados a ser entregados.

ENTREGA DE RESULTADOS

FIG 1: Entrega de resultados a la Dra. Elsy Rhossmary Vega Ledn Pediatra del
Centro de Salud No1l, quien a su vez realizo la difusién de resultados a los padres

de familia de los pacientes participantes de la investigacion.
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ANEXO N° 10

FORMATO DE RESULTADOS

UNIVERSIDAD NACTONAL DE LOJA
ARFA DE LA SALTUD HURIANMA
CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

Pacente: mooooooo
Edad: 1 afio & meses
Sexo: Femenino
Muestora No: 4
FECHA: 03092017

EXANEN: Amcares Reductores

MUESTRA Ne RESULTADO

4 POSITIVD

Tamica: Matodo da Fahling,

EXAMEN: INMUNOGLOEULINA Iga

RESULTADMO UNIDADES VALOEES DE REFERENCIA
-1 efio ; 000 — 53 me/d]

1-3 afos: 2000 — 100 mxz/d]

12

med]
Tamica: Matodo Inmumoturbidimatricn.

FIFNA DEL REEPONZAELE
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LABORATORIO CLINICO

NOMBRE: 000xxx MEDICO: DR, GENERAL
No. MUESTRA: 171103-001 FECHA: 03 03 017
CEDULA: XOCKKX ANALIZADOR: COBAS C 311
INMUNOQUIMICA
resultado v
IgA: 17 mg/d| 0-1 afas: 00,0 - 83mg/ ot

1-3 afos: 20,0 100 mg/

46 afos : 27,0+ 195 mg/ dl

7 89 afos: 34,0 - 305 mg/dl
10 8 11 afos: 53,0 - 204 mg/ o
12 13 ados: 58,0 - 358 mg /al

- LA TORMSTA™
" LiDo2 Wiopy p 273
SENEIOTY 1en a2 a2m1yy

CLINICA NATALY
DRECCOMN AV, 8 DE DNOIEMBRE ¥ SANNAGD « LA BANDA
YELF, OUNCA 252 000 - 220



ANEXO N° 11

FOTOS RELATORIAS

TOMA DE MUESTRAS

MUESTRA DE HECES MUESTRA SANGUINEA

FIG 2: Toma de muestra de heces a paciente participante de la investigacion realizada en
el Centro de Salud No1l de Loja.

FIG 3: Toma de muestra de sanguinea a paciente participante de la investigacion realizada
en el Centro de Salud Nol de Loja.

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

FIG 4 y 5: Procesamiento de las muestras de heces utilizando el Método de Fehling para

determinacioén de azUcares reductores.
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FIG 6 y 7: Procesamiento de las muestras sanguineas, en el equipo Cobas ¢ 311 por el

Método Inmunoturbidimétrico para la determinacion de niveles séricos de IgA, realizado
en el Laboratorio Clinico de la Clinica Nataly.

55



ANEXO N° 12

CERTIFICACION DE HABER REALIZADO EL PROCESAMIENTO DE
MUESTRAS SANGUINEAS EN EL LABORATORIO CLINICO DE LA CLINICA
NATALY, OTORGADO POR LA DIRECTORA DEL LABORATORIO.

LABORATORIO CLINICO

Loja, 29 de sepricmbes del 20017

foge. Maritza Cevallos

Directora del Laborario Clinice de 1a Clinica Nataly,
A petickda verbal de la mtercsoda Centilica

Que s Sra. DANIELA JOHANNA ALVARADO JARAMILLO, con C.1, 1104746449
egresada Jde le Canors de Laboaatorio Clinko del Ara de 1 Saded Humane de s
Universidad Noconal de Loja . realind el procssamiento de  mesiras u.nuuinus pora la
pruchs de g A por of méodo Innunomrbidionétnico , a 31 nflos menores & dos afs ; con
el oiyetiva de obtener os rosuliados rospectives pan sgresar oa su proyasta de fesis
denominado: RELACION ENTRE LA PRESENCIA DE INVOLERANCIA A LA
LACTOSA ¥ LOS NIVELES SERICOS DE INMUNOGLOBULINA A EN NIROS
MENORES DE DOS ANOS QUE ACUDEN AL CENTRO DE SALUD No | DE
LOJA

Es 10do ceanto puado informar en hosor a a verdad ¥ theuho a 1a sueresoads hocer uso de by
prosonte cortificacsdn oo 1o gue estime convenienic

Alenilane e,

CUNICA NATALY

BORATORIO £iing
“'““f"cla"w

&S N "" q

e ok

bog. Maritza Cevallos
DIRECTORA DEL LABORATORIO) CLINK'O DE LA CLINICA NATALY

ORECCION: AV, § DE DNOEMBRE ¥ SANTIAGO « LA BANDA
TELF, CUMCA 253 (20 - 2542 5%
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ANEXO N° 13

CERTIFICACION DE HABER REALI1ZADO LA ENTREGA Y DIFISION DE
RESULTADOS, OTORGADO POR DRA. ELSY RHOSSMARY VEGA LEON,
PEDIATRA DEL CENTRO DE SALUD Nol DE LOJA.

Loja, 02 de octubre del 2017

Dra. Elsy Rhossmary Vega Le6n

Médico Pediatra del Centro de Salud Nol de Loja.
Certifico:

Que la Sra. DANIELA JOHANNA ALVARADO JARAMILLO, cgresada de la Carrera
de Laboratorio Clinico del Area de la Salud Humana de la Universidad Nacional de Loja ,
realizo la entrega de resultados de los 95 pacientes participantes del estudio denominado:
RELACION ENTRE LA PRESENCIA DE INTOLERANCTA A LA LACTOSA Y
LOS NIVELES SERICOS DE IG A EN NINOS MENORES DE 2 ANOS QUE
ACUDEN AL CENTRO DE SALUD No 1 DE LOJA, mismos que reposan en la historia
clinica de cada paciente y a su vez fueron difundidos por mi parte a cada padre de familia.

Es todo cuanto puedo informar en honor a la verdad y faculto a la interesada hacer uso de la
presente certificacion en lo que estime conveniente

Atentamente,

§e-

Dra. B L/ 1
D/ /L bt - vson

17 Folio 32

ATOLOGA

Dra. Elsy Rhossmary Vega Leén

Médico Pediatra del Centro de Salud Nol de Loja.
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ANEXO N° 14

CERTIFICACION DE HABER REALIZADO LA TRADUCCION DEL ESPANOL
AL INGLES DEL RESUMEN DE LA PRESENTE INVESTIGACION EN UN
INSTITUTO DE IDIOMAS CALIFICADO.




ANEXO N° 15
PROYECTO DE TESIS

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
AREA DE LA SALUD HUMANA
CARREA DE LABORATORIO CLINICO

TEMA: RELACION ENTRE LA PRESENCIA DE
INTOLERANCIA ALALACTOSAYLOS
NIVELES SERICOS DE IG A EN NINOS

MENORES DE DOS ANOS QUE ACUDEN AL
CENTRO DE SALUD No 1 DE LOJA

PROYECTO DE TESIS PREVIO A LA
OBTENCION DEL TITULO DE
LICENCIADA EN LABORATORIO
CLINICO.

AUTORA:
DANIELA ALVARADO JARAMILLO
LOJA — ECUADOR
2016




1. TEMA



RELACION ENTRE LA PRESENCIA DE
INTOLERANCIA ALA LACTOSAY LOS
NIVELES SERICOS DE IG A EN NINOS
MENORES DE 2 ANOS QUE ACUDEN AL
CENTRO DE SALUD No 1 DE LOJA.
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2. PROBLEMATICA



La evolucion del nifio desde el momento del nacimiento puede verse alterado por
situaciones de diversa indole; en ocasiones puede darse por condiciones fisioldgicas de
inmadurez o por patologia que afectan el aparato digestivo, la misma que puede ser de

origen infecciosa , alérgica o metabdlica.

Las proteinas de la leche son las primeras en las que el sistema inmune se pone en
contacto, desarrollando tolerancia inmunolégica o en el menor de los casos sensibilizacion.
En la intolerancia a la lactosa existe un déficit de enzima lactasa (hipolactasia) lo que
conduce a una incapacidad por parte del intestino delgado para digerirla y transformarla en

sus constituyentes glucosa y galactosa. (Terrés, 2002)

La Inmunoglobulina A (Ig A) es un anticuerpo que desempefia un papel critico en la
inmunidad mucosal. En el nifio la Ig A llega por la leche y lo protege de infecciones

intestinales por agentes patdgenos.

En personas con deficiencia de Ig A se encuentran en la sangre elevadas
concentraciones de anticuerpos contra la leche, posiblemente debido a que algunos
antigenos de esta ingresan al organismo en ausencia de la Ig A en la mucosa intestinal. La
deficiencia de Ig A puede ser un factor desencadenante de enfermedades alérgicas y

autoinmunes. (Gavilanes , 2002).

El diagnostico de la deficiencia selectiva de 1g A se sospecha comUnmente por la
existencia, ya sea recurrente o cronica, de infecciones, alergias, enfermedades autoinmunes

o diarrea crénica (Zieve, 2014).

Los nifios que presentan intolerancia a la lactosa la manifiestan a través de la
produccion de diarreas, gases, malestar estomacal entre otros, en el cuadro agudo de la
enfermedad existe pérdida de liquidos y nutrientes que de no ser manejada adecuadamente
puede producir la muerte; la persistencia cronica del padecimiento puede generar

desnutricion y detencién del crecimiento y desarrollo en edades pediatricas ( Terrés, 2002).

Las complicaciones de la intolerancia a la lactosa son desequilibrio hidroelectrolitico,

diarrea persistente y malabsorcion intestinal, que pueden llevar al paciente a desnutricion.
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La intolerancia a la lactosa también ha sido sefialada como un factor predisponente en la
neumatosis intestinal. La edad en la que mas frecuentemente se presenta el cuadro clinico,

es en el lactante menor (lzquierdo, 2011).

Anivel Mundial la intolerancia a los hidratos de carbono ha sido reconocida desde hace
varias décadas como responsable directa o indirecta de la iniciacion o prolongacion de

ciertas diarreas infantiles (Terrés , 2002).

Aproximadamente un 50% de los pacientes que padecen de esta enfermedad presentan
las primeras manifestaciones durante los primeros afios de vida, ademas estudios realizados
asocian a la intolerancia a la lactosa paralelamente con la edad, y hacen referencia a que no

existen diferencias en la prevalencia entre uno y otro sexo (Terrés , 2002).

La prevalencia de la mala digestion de la lactosa varia ampliamente entre paises, razas y
poblaciones. En la poblacién del norte de Europa se encuentra una prevalencia baja, de 1-
3% en Dinamarca, Gran Bretafia, Holanda y Suecia. En EUA se encuentra una prevalencia
del 25% (Terrés, 2002).

En Colombia se esperaria una prevalencia de hipolactasia cercana al 50%. (OMS, 1991)
La intolerancia a la lactosa adquirida, es la méas frecuente en México alcanzando una
frecuencia de hasta el 77% en nifios hospitalizados con diarreas graves mientras que la
intolerancia congénita a la lactosa es muy rara, habitualmente la forma adquirida es
reversible. (Terrés , 2002)

A nivel del Ecuador la intolerancia a la lactosa es un problema de salud del cual no
existe mucha informacion, sin embargo un estudio aislado, realizado por el Instituto
Ecuatoriano de Enfermedades Digestivas y Pélvicas de Manabi (IECED), en 500 pacientes
ha demostrado que el 50 % de la poblacion investigada presentaba esta patologia, asi en el
centro y en el sur del pais es de hasta 33 %, en tanto que en el norte del pais es tan sélo de
16 %. (Lukashok , 2010)
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En un estudio realizado sobre la Intolerancia a la lactosa durante el afio 2011 en los
Centros de Salud Publica del Cantén Cuenca, se examinaron las muestras de heces de 115
nifios menores de un afio con diarrea aguda obteniendose como resultado un 40.9% de

lactantes entre las edades de 0 a 3 meses intolerantes a la lactosa (Castillo , 2011).

A nivel local, en el afio 2011 se llevd a cabo un estudio sobre la intolerancia a la lactosa
en nifios menores de dos afos, en el Centro de la Salud No 1 de la ciudad de Loja, en el
cual se dio a conocer que de 63 pacientes, el grupo comprendido entre los 12 a 17 meses
de edad con un 55% fue el mas afectado (Paredes, 2011).

En la actualidad no se presentan estudios para determinacion de la IgA en relacion a la
presencia de intolerancia a la lactosa , con frecuencia debido a los altos costos ;sin
embargo se pudo recopilar un estudio realizado a 36 nifios menores de 6 afios con
diagnostico de diarrea cronica inespecifica, atendidos en el Instituto de Gastroenterologia
de la Habana Cuba en el afio 2012. El principal transtorno inmunolégico presente son los

niveles séricos bajos de IgA. (Hernandez, D., Garcia, E. , Vega, H., y Lazo, S. 2013).

Al comprender las consecuencias que puede traer la intolerancia a la lactosa y su
relacion con los niveles séricos de IgA se ha considerado importante investigar si se esta
presentando en el nifio una disminucién en su respuesta inmunoldgica producto de esta

patologia; y asi coadyuvar al diagndstico oportuno de esta.

En consecuencia ante lo expuesto, me he planteado la siguiente interrogante: ¢ CUAL
ES LA RELACION ENTRE LA PRESENCIA DE INTOLERANCIA A LA
LACTOSA Y LOS NIVELES SERICOS DE IgA EN NINOS MENORES DE 2
ANOS QUE ACUDEN AL CENTRO DE SALUD No 1 DE LOJA EN EL PERIODO
SEPTIEMBRE 2016 — FEBRERO 20172,
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3. JUSTIFICACION



La enfermedad diarreica es un sindrome de etiologia multicausal puede ocurrir como
consecuencia de la alteracion en la digestion y absorcion de nutrimentos como la
intolerancia a la lactosa; la cual produce diarrea debido al aumento de la osmolaridad
dentro del intestino, la misma que va a traer consigo una serie de signos y sintomas entre

los méas importantes la deshidratacion y desnutricién. (Olarte, 1992)

El conocimiento que debe tenerse acerca de la intolerancia a la lactosa o azlcar de la
leche es de suma importancia para la poblacién. Como es conocido, existen nifios que
padecen esta anomalia y sin embargo, los padres no estan informados lo suficiente para

poder corregir este problema (Moreano, 2015).

Si un nifio presenta esta irregularidad, debe ser objeto de preocupacion para los padres
de los infantes, pues el consumo de la leche y sus derivados es vital en el crecimiento

fisico e intelectual de los nifios(Moreano, 2015).

La funcion de la IgA es de importancia es en la prevencion de las enfermedades
alérgicas, debido a que se une a los antigenos que normalmente se ingieren en los
alimentos bloqueando su paso al torrente circulatorio. El diagnostico de la Deficiencia
Selectiva de IgA se sospecha cominmente por la existencia, ya sea recurrente o crénica, de

infecciones, alergias, enfermedades autoinmunes o diarrea crénica. (Rojas, 2014)

En el campo de la salud y en especial la atencién a nuestros nifios es fundamental la
intervencion de Laboratorio Clinico como un aporte fundamental para los médicos
pediatras en el diagnostico de nifios que padecen de intolerancia a lactosa y a su vez

relacionaremos como los niveles séricos de IgA pueden alterar la inmunidad en los nifios.

Por la antes mencionado se considera necesario como futuros profesionales de
Laboratorio Clinico , realizar este estudio en nifios menores de dos afios que acuden al
Centro de Salud No 1 presentando diarreas ; enfocandonos en utilizar los resultados de la
investigacion para establecer la relacion entre la presencia de intolerancia a la lactosa y
como afecta los niveles séricos de Ig A en la inmunidad de la poblacion de estudio,
ademas de considerarse un estudio de importancia para el establecimiento de salud.

67



4. OBJETIVOS



OBJETIVO GENERAL

> Establecer la relacion entre la presencia de intolerancia a la lactosa y los niveles
séricos de Ig A en nifios menores de 2 afios que acuden al Centro de Salud No 1 de
Loja.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la presencia de intolerancia a la lactosa a través de la prueba de azucares

reductores en heces diarreicas de los nifios que conforman la poblacion de estudio.

2. Determinar los niveles séricos de Ig A a través de método de Elisa, en los pacientes

que resultan positivos a la prueba de azucares reductores.

3. Correlacionar la presencia de intolerancia a la lactosa en los niveles séricos de Ig A en

la poblacion seleccionada.

4. Difusidn de resultados de la investigacion al personal médico de la institucién y a los

padres de familia de los menores que conforman la poblacién de estudio.
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5. MARCO TEORICO



5.1 Enzimas Digestivas

Las enzimas digestivas, son proteinas complejas que son segregadas por glandulas
digestivas que vierten su contenido al tubo digestivo; se trata de una digestion extracelular.
Actlian sobre las estructuras quimicas basicas del alimento (proteinas, lipidos vy
carbohidratos), participan como catalizadores en la digestion y absorcidn de nutrientes en
el tracto intestinal. Actlan de una manera muy especifica sobre cada nutriente para que asi

puedan ser aprovechados a nivel celular (kelley, 1992).

5.1.1 Tipos

Enzimas del tracto digestivo:

ENZIMA ACTUA REACCIONA CON ACTUA ACIDEZ DEL
SOBRE EN MEDIO
Ptialina Almidones Mono y disacaridos Boca Medio
ligeramente
basico
Amilasa  Almidones Glucosa Estbmago  Medio
y azlcares y pancreas moderadamente
Acido
Pepsina Proteinas ~ Péptido y aminoacidos  Estbmago  Medio muy
acido
Lipasa Grasas Acidos grasos Pancreas e Medio alcalino
intestino
Lactasa Lactosa Glucosa vy galactosa Intestino Medio acido
(leche)

(Sanchez, 2007).
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5.1.2 Lactasa

La lactasa o hidrolasa fluorizin lactasa es una enzima que se localiza en la superficie
apical de la membrana en cepillo de los enterocitos del intestino. La concentracion es
méaxima en las primeras porciones del yeyuno, es mas baja en el duodeno y en el yeyuno
distal, minimo en el ileon terminal y nula en el estbmago y colon. Pertenece a la familia de
las disacaridasas, que son las enzimas que se encargan de romper los disacaridos en los

monosacaridos que los forman.

La actividad lactasica comienza en el enterocito en el tercer mes de la gestacién, su
actividad se incrementa progresivamente hasta alcanzar el maximo al final del embarazo,
muestra su maxima actividad en el momento del nacimiento y durante el periodo de
lactancia para declinar tras el destete a menos de una décima parte de la capacidad

funcional maxima (Tocoian, 2006).

5.1.3 Funcion de la Lactasa

La funcion de la enzima lactasa (B-D-galactosidasa) es romper los disacéridos en los
monosacaridos que los forman, es decir, hidrolizando la lactosa. La actividad de la lactasa
se aumenta en el ser humano en las fases finales de la gestacion y se mantiene en niveles
altos hasta los tres afios de edad aproximadamente, después de lo cual comienza a declinar
su actividad de manera fisiologica, encontrandose generalmente en el adulto una
deficiencia de ésta (Usme, 2013).

4.2 Definicién de lactosa

La lactosa es un disacarido compuesto por galactosa y glucosa, que se encuentra en la
leche de los mamiferos con una concentracion inversamente relacionada con su contenido
graso y proteinico. Para su absorcién, la lactosa precisa de un primer paso de hidrdlisis,
que se lleva a cabo en el intestino delgado por una beta-galactosidasa, la lactasa-florizina

hidrolasa, mas conocida como lactasa (Arroyo y Alcedo, 2004).

72



5.2.1 Estructura, metabolismo y absorcion de la lactosa

El disacarido lactosa (B galactosa 1,4 glucosa- C12, H22, O11) es el Unico azucar
presente en la leche de todos los mamiferos, requiere la enzima lactasa para descomponerlo

en glucosa y galactosa.

Por poseer un grupo aldehidico libre, la lactosa es un azlcar reductor .Cabe sefialar que
el poder reductor de la lactosa es mas débil que el de la glucosa, pero aumenta
considerablemente cuando es hidrolizada.

Una vez que la lactosa es hidrolizada en sus monosacaridos constituyentes, es el
transportador de glucosa dependiente de sodio (el SGLT1) el encargado de incorporarlos al
interior del enterocito contra un gradiente de concentracion, mediante un sistema de
transporte activo. Este co-transportador humano ha sido clonado y secuenciado. Esta
formado por una secuencia de 664 aminoacidos y no presenta homologia con los

transportadores de glucosa mediante difusion facilitada, la familia GLUT.

El transporte de hexosas mediante el SGLT1 conlleva un transporte de sodio en la
misma direccién. Estudios cinéticos sugieren que son dos moléculas de sodio las que
penetran en el enterocito por cada molécula de hexosa incorporada. EI mecanismo
propuesto se basa en la formacion de un complejo Na + - hexosa - transportador en la
membrana de borde en cepillo del enterocito provocado por el gradiente de Na + a ambos
lados de la membrana. El Na +, una vez unido al transportador, aumentaria la afinidad de
éste por las hexosas y, al separarse el Na+ del transportador, la afinidad por las hexosas
unidas disminuiria, abandonando al transportador ya en el interior de la célula. La energia
para este transporte activo proviene del gradiente electroquimico de sodio a ambos lados
de la membrana de borde en cepillo. Este gradiente de sodio es mantenido por la
3Na+/2K+-ATPasa de la membrana basolateral, que bombea los iones de sodio co-
transportado fuera del enterocito. El resultado neto es que por cada molécula de glucosa
que atraviesa la membrana de borde en cepillo dos iones de sodio (y dos aniones) son

también transportados a traves del epitelio (Tocoian, 2006).
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5.2.2 Intolerancia a la lactosa

La intolerancia a la lactosa es resultado de una insuficiencia de la enzima lactasa, que es
normalmente producida por las células que cubren el intestino delgado. La lactasa degrada
el azlcar de la leche en formas méas simples (galactosa y glucosa) después pueden ser

absorbidas en la corriente sanguinea (Gervilla , 2011).

5.2.3 Causas de la intolerancia a la lactosa

«» Causas

La intolerancia a la lactosa se presenta cuando el intestino delgado no produce
suficiente enzima lactasa. Las enzimas le ayudan al cuerpo a absorber los alimentos. El
hecho de no tener suficiente lactasa se denomina deficiencia de lactasa. En las personas de
raza blanca, generalmente comienza a afectar a los nifios mayores de 3 afios; mientras que

en las personas de raza negra, la afeccion a menudo ya se presenta a los dos afios de edad.

La actividad de la lactasa es alta y vital durante la infancia, pero en la mayoria de los
mamiferos, incluyendo los humanos, disminuye de forma fisioldgica a partir del destete,
los nifios que son pre término tendran un riesgo mayor de padecer de intolerancia a la
lactosa. Diversos estudios han mostrado que en este grupo de nifios la actividad de la
lactosa es inferior; sin embargo, no se manifiesta clinicamente una intolerancia ya que
parece ser mas activa la lactasa que en otras edades. A pesar de esto, si el recién nacido,
ademas de ser prematuro sufre de problemas intestinales como diarrea, o extra intestinales
como hipoxia, insuficiencia respiratoria o enfermedades sistémicas graves, la incidencia de
la intolerancia se hace manifiesta e inclusive puede ser un factor de desequilibrio
metabolico importante en este grupo de pacientes.

A partir de los 2 afios la actividad de la lactasa desciende bruscamente hasta llegar 5-
10% de los valores del lactante en la época escolar. Aungue la deficiencia primaria de
lactasa se puede presentar con un inicio relativamente agudo, su desarrollo generalmente es

sutil y progresivo durante muchos afos (Ojeda, 2011).
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Las causas de la intolerancia a la lactosa abarcan:

e Infecciones en el intestino delgado a raiz de virus o bacterias, lo cual puede dafiar las

celulas que lo recubren (con mayor frecuencia en nifios) (Ojeda, 2011).

e Enfermedades intestinales como el esprde celiaco (Ojeda, 2011).

5.2.4 Déficit de lactasa

Se presenta de tres formas:

Deficiencia congénita de la lactasa: Es un trastorno de caracter autosomico
recesivo, en el cual recientemente se ha demostrado que las mutaciones del gen que
codifica la lactasa serian la base de la enfermedad. Se caracteriza por la ausencia
total o una reduccion importante de la lactasa desde el nacimiento y que persiste
durante toda la vida. Se presenta en el nifio mayor, por lo general, a partir de los 4-5
afios. Se trata de un cuadro gastrointestinal grave y dicha condicién es peligrosa
para la vida debido a la deshidratacion y la pérdida de electrolitos, ocasionando
retraso del crecimiento y diarrea infantil en la primera exposicion a la leche

materna.

Deficiencia primaria de la lactasa: Se produce por una ausencia relativa o
absoluta de actividad lactasa que se hace presente desde la infancia, lo cual se halla
determinado genéticamente por la presencia de una variante del gen que la codifica,
localizado en el brazo largo del cromosoma 2 . Aunque la deficiencia primaria de
lactasa se puede presentar con un inicio relativamente agudo, su desarrollo

generalmente es sutil y progresivo durante muchos afos.

Deficiencia secundaria de la lactasa: Aun cuando es mas frecuente durante la
infancia, se puede presentar a cualquier edad. Se produce en personas con una

actividad enzimatica activa, en los que la lesion difusa de la mucosa intestinal, por
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diversas causas (gastroenteritis, enfermedad celiaca, reseccion intestinal, etc.), se
acompafia de una reduccién de la actividad de todas las disacaridasas, siendo la méas
afectada la enzima lactasa. La evolucion dependera de la gravedad y la duracion del
dafo originado en la mucosa y generalmente, es reversible una vez resuelta (Arroyo
y Alcedo, 2004) (Vitoria, 1999).

5.2.5 Manifestaciones Clinicas

Las manifestaciones clinicas estdn directamente relacionadas con la presencia de
azucares no digeridos en el lumen intestinal, asi como con el tiempo que ha transcurrido

desde la ingesta de la lactosa.

Por lo tanto, las primeras manifestaciones clinicas se presentan alrededor de las
primeras 2 horas después de la ingesta de la leche o producto que contenga lactosa, ya que

es el tiempo calculado que tardan los azucares en llegar al colon.

Sin embargo, durante su paso por el intestino delgado pueden empezar a dar
sintomatologia durante los primeros 30 minutos después de la ingesta, por lo que la diarrea

sera el Ultimo de los sintomas que se presenta.

Los sintomas mas frecuentes son: dolor y distension abdominal, flatulencia, diarrea,
borborigmos y ocasionalmente nduseas y vomitos. Estos pueden presentarse 30 minutos o
varias horas después de ingerir los alimentos que contienen el carbohidrato. En algunos
casos, como consecuencia de la produccién metano, se produce una disminucién de la

motilidad gastrointestinal y los pacientes pueden presentar estrefiimiento.

La intolerancia a la lactosa también puede ocasionar sintomas sistémicos como dolores
de cabeza y mareo, pérdida de la concentracién, dificultad para la memoria a corto plazo,
cansancio intenso, dolor muscular y articular, alergia (eczema, prurito, rinitis, sinusitis
asma, arritmia cardiaca, Ulceras bucales, odinofagia y aumento de la frecuencia de las

micciones).
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La edad en la que mas frecuentemente se presenta el cuadro clinico, es en el lactante
menor, como complicacion de un cuadro diarreico agudo. En estos nifios es caracteristico
que media hora después de ingerir la leche, muestren inquietud que pronto se acompafiara
de distension abdominal moderada. Una vez establecida esta etapa, iniciara con llanto

continuo, que en clinica se traduce como cdlico.

Pasadas aproximadamente 2 horas de que el nifio tomé la leche se inicia el cuadro
diarreico, que esta caracterizado por evacuaciones liquidas que se acompafian de una gran
cantidad de gas y de ahi la caracteristica denominacion de explosivas. Posteriormente, en
el transcurso de las siguientes horas, se agrega eritema perianal que en la medida en que no
se corrija el cuadro llegard a cursar con lesiones dérmicas mas profundas, como
ulceraciones perianales. Es importante reconocer este cuadro clinico ya que ademas de
llevar a los nifios a deshidratacién, que seria la complicacion mas grave, produce otros
efectos. En el recién nacido puede agravar la acidosis metabdlica que se presenta cuando

un nifo de esta edad tiene diarrea.

En el lactante se produce mala absorcion de grasas y proteinas mientras el cuadro esté
presente y por ende pone en riesgo se estado de nutricion. En ocasiones el cuadro clinico se
confunde con otra entidad que es menos frecuente que la que estamos tratando; éste se
refiere a la alergia a la proteina de la leche. En este Gltimo cuadro no se presente distension
abdominal, la diarrea no es explosiva y usualmente se acompafia de rasgos de sangre,
existe vomito y palidez.

(Moreira , 2006)

5.2.6 Tipos de intolerancia a la lactosa

e Intolerancia secundaria (mayoritaria): La disminucion de la produccion de la

lactosa es secundaria, ya que estd provocada por un dafio intestinal temporal

(generalmente causado por una gastroenteritis virica). Este tipo de intolerancia es

muy frecuente en la infancia tras un episodio de gastroenteritis agudo.
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e Intolerancia primaria o0 genética (minoritaria): Se produce una peérdida
progresiva de la produccion de la lactasa, y por tanto una pérdida gradual de la
capacidad de digerir la leche. Suele darse a lo largo de la vida en ciertos grupos
étnicos y tiene una causa genética. Las personas con esta intolerancia van notando

como la ingesta de leche les causa cada vez mas sintomas (Moreira , 2006).

4.3 Generalidades sobre la Inmunidad

Se define Inmunidad como el conjunto de mecanismos que un individuo posee para
enfrentarse a la invasion de cualquier cuerpo extrafio y para hacer frente a la aparicion
de tumores. Esta cualidad se adquiere antes del nacimiento y se madura y afianza en los
primeros afios de vida. En los vertebrados implica que los organismos diferencian lo
propio de lo ajeno; es decir, reconocen todos sus tipos celulares. El Sistema Inmune es
el responsable de conferir inmunidad. Este sistema, presente en vertebrados, alcanza su
méxima complejidad en los primates y seres humanos. La ciencia encargada de

estudiar estos procesos se denomina Inmunologia (Tobergte y Curtis, 2013).

5.3.1 Anticuerpos o inmunoglobulinas

Los anticuerpos (Ac) o inmunoglobulinas (Ig) son proteinas globulares que
participan en la defensa contra bacterias y parasitos mayores. Circulan por la sangre y
penetran en los fluidos corporales donde se unen especificamente al antigeno que
provoc6 su formacion. Son proétidos, glucoproteinas (gamma globulinas). Son
moléculas formadas por una o varias unidades estructurales basicas, segun el tipo de
anticuerpo. Cada unidad esta formada por cuatro cadenas polipeptidicas iguales dos a
dos. Dos cadenas pesadas (H) y dos ligeras (L) y una cadena glucidica unida a cada una
las cadenas pesadas. Las uniones entre las subunidades proteicas se establecen por

puentes disulfuro.

Las inmunoglobulinas poseen dos regiones funcionales diferentes, una que reconoce

al antigeno, que es muy variable, y la otra que tiene una funcion efectora, que es
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constante, tiene la capacidad de fijar el complemento, obrar como opsonina, facilitar el

paso de anticuerpo a través de membranas. Los anticuerpos representan entre un 10 y

20% de las proteinas totales del plasma (Tobergte y Curtis, 2013).

5.3.2 Clases de inmunoglobulinas

Existen 5 clases de inmunoglobulinas. Su produccion esta determinada unas veces

por el tipo de antigeno, otras por efecto de las citoquinas. Hay cinco tipos: Ig M, Ig G,

Ig A, Ig D e Ig E que se diferencian en estructura, momento de la infeccion en el que

aparecen, actividad y lugar donde se encuentran (sangre, leche, saliva, etc.)

1)

2)

3)

4)

Tipo M (Ig-M). Son los primeros que se producen frente a una infeccion. No tienen
regiones bisagra, por lo que no se adaptan bien al antigeno. Ahora bien, al ser tan
grandes y tener tantos puntos de union, si no se unen por una parte, se unira por

otra y por eso son eficaces.

Tipo G (Ig-G) se generan después. Al tener regiones bisagra protegen mas
eficazmente que los de tipo M. Pueden atravesar la placenta y proteger al feto de las
infecciones pues los fetos no tienen sistema inmunitario especifico, si lo tienen
innato. La presencia de anticuerpos G indica que la infeccion es un proceso

antiguo.

Tipo A (Ig-A). Aparecen despueés de los M. Son de alta afinidad. No se encuentran
en gran cantidad en el suero pero si en las secreciones, saliva y moco, pues
atraviesan las mucosas. Pueden también pasar a la leche y proteger a los lactantes.
La pieza secretora y la especial configuracién que pueden adoptar los protege y
evita que sean degradados en ciertas zonas, como en el intestino, donde existen

proteasas que podrian destruirlos.

Tipo D (lg-D). Sustituyen a los M. Tienen la misma funcion que estos pero tienen
mas afinidad y se unen mas fuertemente. Aparecen también como antenas en la

superficie de los linfocitos B cuando estos contactan con el antigeno.
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5) Tipo E (Ig-E). Son de alta afinidad. Tienen también la capacidad de salir a las
secreciones. Tienen mala fama pues median en los procesos alérgicos y de
anafilaxis (alergia a huevos, mariscos, polen). Su funcién es la de eliminar
parasitos, sobre todo gusanos. Promueven la accion de los mastocitos y de los
eosinofilos que producen proteinas que vacian a los gusanos. Es de destacar que las
infestaciones por protozoos y gusanos son mas corrientes que las infecciones

bacterianas (Tobergte y Curtis, 2013).

5.3.3 Inmunoglobulina A

Es la inmunoglobulina mas importante en la inmunidad de mucosas y la principal en
la lactancia materna. Su concentracion en suero es de 0.5 y 5 mg/mL, en la leche
materna entre 3y 7 mg/mL y en el calostro entre 9.5 y 10 mg/mL, su actividad esta
relacionada de forma esencial con la inmunidad de las mucosas donde puede actuar a
niveles diferentes, evita la penetracion de los antigenos en la pared del intestino,
neutraliza la actividad de algunos virus y toxinas dentro y fuera de las células
epiteliales, no activa la cascada del complemento, inhibe la adherencia a mucosas de
Shigella, V. cholerae, Campylobacter, Giardia lamblia, Escherichia coli, y participa en

la eliminacion de inmuno complejos.

Constituye aproximadamente 15% de las inmunoglobulinas séricas y predomina en

su forma secretora en saliva, lagrimas, sudor, leche humana y calostro.

La Ig A tiene una masa molecular que oscila entre 170.000 y 720.000, ya que forma
estructuras poliméricas de la unidad estructural basica; la cadena H es del isotipo a,

contiene un 7-12% en peso de glacidos (Tobergte y Curtis, 2013)

5.3.3.1 Estructura, sintesis y funciones de la Ig A

La Ig A es el isotipo de anticuerpo con mayores niveles en las superficies mucosales

y representa la segunda en concentracion entre las inmunoglobulinas circulantes. La Ig
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A secretora (SIgA) es liberada en los fluidos mucosales mediante el proceso de
transcitosis, el cual involucra la union al receptor polimérico de inmunoglobulina
(IgRp) en la cara baso-lateral de las células epiteliales, seguido de liberacion y

translocacion al lado apical en forma de complejo con el componente secretor.

La SIgA es considerada como la primera linea de defensa contra patdgenos que
colonizan e invaden las superficies que se encuentran cubiertas por secreciones. Es
ampliamente conocido que la SIgA juega un papel importante en la proteccién contra

infecciones causadas por enteropatdégenos y virus.

La SIgA existe como una molécula polimérica compuesta de dos 0 mas monoémeros
de SIgA, el peso molecular de cada mondmero es de 300 kDa y esta compuesto de una
cadena J que las une (15.6 kDa) y un componente secretor (70 kDa). Cada monémero
SIgA esta formado de 4 polipéptidos, dos cadenas pesadas o y dos cadenas ligeras k o
A unidas covalentemente por enlaces bisulfuro. EI componente secretor es una proteina
altamente glicosilada producida por las células epiteliales de la mucosa. Dicho
componente secretor es muy importante porque estabiliza la estructura polimérica de la

SIgA. Solamente los PMN neutréfilos presentan un receptor para la Ig A.

En el humano hay dos subclases de Ig A; IgAl e IgA2. Las cadenas pesadas de
IgAl e 1gA2 difieren solamente por 22 aminoacidos, tales diferencias estructurales le
otorgan a la IgA2 resistencia a la accién de proteasas bacterianas que cortan
especificamente a la IgAL en la region de la bisagra. Estas proteasas que digieren a la
IgA1 son producidas por varias bacterias patdgenas de la mucosa y se piensa que
interfieren con las propiedades protectoras de los anticuerpos SIgA.

En los fluidos internos la IgA1 constituye el 90 % de los anticuerpos Ig A; en las
secreciones mucosas, la IgA1 supone un 40-60 % y la IgA2 hasta el 60 %. La
resistencia intrinseca de la SIgA a la protedlisis, la cual es reforzada por la presencia
del componente secretor y los oligosacaridos que porta preservan las funciones
bioldgicas de la molécula en las secreciones. La polivalencia de la SIgA (formacion de

dimeros y tetrdmeros) aumenta su potencial para aglutinar a las bacterias y neutralizar
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toxinas, enzimas y virus. La disminucién de la habilidad de SIgA para activar el
complemento y opsonizar bacterias por fagocitosis puede limitar las reacciones de
inflamacion local y el dafio al tejido mucoide (Gavilanes , Manjarrez , y Cravioto,
2002).

5.3.3.2 Deficiencia selectiva de Ig A

La Deficiencia Selectiva de Ig A es la deficiencia severa o ausencia total de la clase

Ig A de inmunoglobulinas en el suero sanguineo y secreciones.

Los individuos con Deficiencia Selectiva de Ig A no producen Ig A, sin embargo,
producen todas las otras clases de inmunoglobulinas. Ademas, la funcion de los
linfocitos T, células fagociticas y sistema del complemento son normales o casi

normales. Por lo tanto, esta afeccion es conocida como Deficiencia “Selectiva” de Ig A.

La causa o causas de la Deficiencia Selectiva de IgA son desconocidas. Es probable
que existan varias causas de la Deficiencia Selectiva de IgA y que dichas causas
puedan diferir de un paciente a otro. Los individuos con Deficiencia Selectiva de IgA
tienen linfocitos B aparentemente normales, pero que no maduran en IgA produciendo

células plasmaticas.

El diagnostico de la Deficiencia Selectiva de IgA se sospecha cominmente por la
existencia, ya sea recurrente o cronica, de infecciones, alergias, enfermedades
autoinmunes o diarrea cronica en la edad infantil. EI diagndstico se establece cuando
los analisis del suero sanguineo del paciente demuestran una marcada reduccién o casi
ausencia de IgA presentandose una disminucion en la respuesta inmunitaria del infante
(Reginald, 2007).
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4.4 Métodos de diagnéstico disponibles para intolerancia a la lactosa.

Eliminacion de la leche de la dieta: una alternativa sencilla a la prueba de
deteccion de la malabsorcién de lactosa en pacientes sospechosos de serlo es

eliminar la leche de la dieta y comprobar si tiene algin efecto.

Test de hidrégeno espirado: Tras la sobrecarga con leche entera o de lactosa
diluida en agua, un aumento del H espirado en una cuantia superior a 20 ppm se
considera como prueba evidente de mala digestion de la lactosa; se debe realizar la
correccion con dosificacion del CO2 en aire espirado, sobre todo si se realiza la

prueba en lactantes. Presenta una sensibilidad 69-100% y especificidad 89-100%.

Determinacién del pH en heces: La determinacion del pH fecal es inespecifico y
de baja sensibilidad, se realiza con papel indicador, para esto se introduce la tira en
las heces y se compara el cambio de color con la carta de colores, normalmente el
pH es de 7. Si el pH es menor de 5,5 se asume presencia de acidos grasos volatiles,

resultado de la digestion bacteriana de carbohidratos no absorbidos.

Prueba sanguinea: La prueba de tolerancia o curva de lactosa, valora la actividad
de la lactasa midiendo la elevacion de la glucemia cada 20 o 30 minutos durante 2
horas, tras la ingestién de 50 o 100 g de lactosa. Se considera normal una elevacion
de 20 mg/dl sobre la cifra basal. Tiene una alta tasa de falsos positivos (hasta 30%),
principalmente consecuencia de la rapida respuesta insulinica de algunos
individuos. Presenta una especificidad entre 77 y 96% Yy una sensibilidad entre 76 y
94% (Alliende, 2007).

5.4.1 Método Especifico

Azucares reductores por el método de Benedict.

» Fundamento del Método: El reactivo de Benedict, contiene ién cuprico formando un

complejo con citrato en solucion alcalina caliente. La glucosa y otras sustancias
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reductoras reducen el sulfato cuprico, de color azul a sulfato cuproso formando

hidroxido cuproso amarillo o de 6xido cuproso rojo que es insoluble.

> Valores de referencia:

Si el color de la prueba de azul transparente no precipita es negativo (<0.25 g/dl ).
Si el color de la prueba cambia a un color rojo ladrillo o naranja sera positiva (>0.5
g/dl) (Fallis, 2013)

5.5 Métodos de diagnostico disponibles para cuantificar los niveles séricos de Ig A.

Inmunodifusién radial (idr): Consiste en una inmunoprecipitacién en agarosa entre
un antigeno a cuantificar y su anticuerpo especifico. Se realiza incorporando uno de los
dos reactivos inmunes (generalmente el anticuerpo) uniformemente en una capa de
agarosa y luego introduciendo el otro reactivo en los pocillos cavados en el gel. El
antigeno difunde radialmente en la mezcla gel-anticuerpo y se forma un disco o anillo
de precipitado visible en un punto que depende de la relacion estequerométrica
antigeno-anticuerpo. Al completarse la reaccion a las 24-48 Horas, se realiza la medida
del didametro del anillo de precipitacion en mm2 y se compara con una curva de
calibracién. La inmunodifusion radial es un método de evaluacion sujeta a errores con

la medicion visual de los halos (Sanchez, 1998).

Turbidimetria de Inmunoglobulina A (IgA): la inmunoglobulina A presente en la
muestra precipita en presencia de anticuerpos antiinmunoglobulina A humana. La
dispersion de luz generada por los complejos antigeno anticuerpo es proporcional a la
concentracion de inmunoglobulina A y puede ser cuantificada por turbidimetria
(Sanches, 1998).

5.5.1 Método Especifico:

Método de Elisa (IG A ELISA CUANTITATIVO)

Fundamento del Método: El Elisa Cuantitativo se basa en el uso de antigenos o

anticuerpos marcados con una enzima, de forma que los conjugados resultantes tengan
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actividad tanto inmunolédgica como enziméatica. Al estar uno de los componentes
(antigeno o anticuerpo) marcado con una enzima e insolubilizado sobre un soporte
(inmunoadsorbente) la reaccion antigeno anticuerpo quedarad inmovilizada y, por tanto,
sera facilmente revelada mediante la adicién de un substrato especifico que al actuar
sobre la enzima producira un color observable a simple vista o cuantificable mediante

el uso de un espectrofotébmetro o un colorimetro.

» Valores de referencia normales: (pediatria)
> 0a3meses = dela34mg/dl.

> >3mesesa lafio =) de8a91 mg/dl.
> >laffioal2afios [ de21a 282 mg/dl.

(Sanches, 1998).

5.6 Planteamiento de hipdtesis e identificacion de variables.
5.61 Hipdtesis

e La presencia de intolerancia a la lactosa tiene relacién directa con la disminucion de
niveles sérico de Ig A en nifios menores de 2 afios que acuden al centro de salud no 1
de Loja.

5.6.2 ldentificacion de variables

e VARIABLE INDEPENDIENTE: Intolerancia a la lactosa.
e VARIABLE DEPENDIENTE: Niveles séricos de Ig A.
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6. DISENO
METODOLOGICO



e Tipo de estudio

El estudio a realizar es de tipo descriptivo, prospectivo y de corte transversal.

e Area de estudio

Centro de Salud No 1 de Loja, ubicado en las calles: Av. Cuxibamba e Ibarra, Barrio
Gran Colombia, Parroquia El Valle del canton Loja, provincia de Loja.

e Universo:

El universo esta constituido por el nimero de pacientes menores de 2 afios que acuden
al servicio de Pediatria del Centro de Salud N°1 de la ciudad de Loja durante el tercer
trimestre del afio en curso con sospecha de intolerancia a la lactosa. En este caso son 288
pacientes.

e Muestra:

El estudio se realizara en 90 pacientes, durante el periodo octubre 2016 a diciembre
2016, que cumplan con los criterios de inclusién y exclusion.

e Criterios de inclusién.

» Contar con el consentimiento informado de los padres de familia, para realizar la
investigacion.

» Pacientes pediatricos de ambos sexos que presenten sintomatologia comun de
intolerancia a la lactosa.

» Pacientes con antecedentes familiares de intolerancia a la lactosa.

Criterios de exclusién

No contar con el consentimiento informado de los padres de familia, para realizar la
investigacion.

Encontrarse en un rango mayor a 2 afios y no presentar sintomatologia.

Pacientes con diagnostico de intolerancia a la Lactosa.

VV VYV
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e Operacionalizacion de variables:

VARIABLES

DEFINICION

INDICADOR

ESCALA

INTOLERANCIA
A LA LACTOSA

La intolerancia a la
lactosa es resultado
de una insuficiencia
de la enzima lactasa,
que es normalmente
producida por las
células que cubren el
intestino delgado. La
actividad de la
lactasa es alta y vital
durante la infancia,
pero en la mayoria
de los mamiferos,
incluyendo los
humanos, disminuye
de forma fisioldgica
a partir del destete.

Presentacion de
precipitado en
dilucion de
reactivo de
Benedict en
materia fecal, por
presencia de
Lactosa

Negativo: Azul
transparente no
precipitado.

Positivo: Naranja o Rojo

Ladrillo

NIVELES
SERICOS DE IgA

La Inmunoglobulina
A (IgA) es un
anticuerpo que
desempefia un papel
critico en la
inmunidad mucosal.
Se encuentra en el
organismo en dos
formas: la secretoria
(mucosas) en
secreciones:  saliva,
calostro, jugo
intestinal, y epitelio
respiratorio, y la
sérica  (suero) en
cantidades pequerias.

Concentracion
séricade Ig A
expresada en
mg/dl

Edad

mg/dl

0 a 3 meses

dela34

>3 meses a 1 afio

de 8a91

> 1 afio a 12 afios

de21a
282

PACIENTES
PEDIATRICOS

Edad pediatrica que
abarca desde el
nacimiento hasta el
inicio de la pubertad.

Edad

e Neonato o recién nacido: de
0 a 28 dias.

e Lactante o nifio de corta
edad: de 1 mes a 2 afios.

e Nifio pre-escolar: de2a5
afos.

e Nifo escolar: de 6 a 12 afios.
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Métodos, técnicas y procedimientos.

e Fase pre-analitica:

>

Oficio dirigido al Director del Area de Salud No 1 solicitando autorizacion para la
recoleccion de muestras (Anexo 1).

Oficio dirigido a la Director del Hospital Regional Isidro Ayora de Loja solicitando
autorizacion para el procesamiento de muestras (Anexo 2).

Elaboracion y aplicacion del consentimiento informado (Anexo 3)

Aplicacion de una encuesta para la seleccién de pacientes en funcion de los
criterios de inclusion y exclusién (Anexo 4)

Elaboracién del registro de datos del paciente (Anexo 5)

Aplicacion del protocolo de toma y transporte de muestra (Anexo 6y 7).

e Fase analitica:

>

Deteccidn de azucares reductores mediante el método de Benedict (Anexo 8).

» Deteccion de niveles séricos de Ig A mediante la técnica de Elisa (Anexo 9)

e Fase post-analitica:

» Registro de resultados (Anexo 10).

> Difusion de resultados.

Plan de tabulacién y analisis de resultados

> La tabulacion de los resultados se expresaran en frecuencia y porcentaje utilizando

el programa Microsoft Excel.
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/. CRONOGRAMA



ACTIVIDADES

AGOSTO

SEPTIEMBRE

OCTUBRE

NOVIEMBRE

DICIEMBRE

ENERO

FEBRERO

1.PRESENTACION
DEL PROYECTO

X

2.APROBACION Y
DESIGNACION
DE DIRECTOR

XXX

3. RECOLECCION
Y ANALISIS DE
MUESTRAS

XXXX

XXXX

XXXX

4. TABULACION
DE RESULTADOS

XXXX

5.REDACCION
DEL INFORME

XXXX

XXX

6. ENTREGA DEL
INFORME FINAL
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/. PRESUPUESTO



RUBRO TOTAL
MATERIAL DE ESCRITORIO 15, 00 USD
IMPRESIONES Y COPIAS 100,00 USD
MATERIAL DE LABORATORIO:
» Tubos para extraccion (100). 20,00 USD
» Agujas vacutainer (100). 15,00 USD
» Caja de guantes (3 cajas). 45,00 USD
REACTIVOS:
» Kit de reactivos para determinacion de Ig A. 807,97 USD
> Reactivo de Benedict para determinacion de 37,00 USD
Azucares Reductores.
TRANSPORTE 100,00 USD
IMPREVISTOS 100,00 USD
TOTAL 1239,97 USD
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10. ANEXOS



ANEXO 1

OFICIO

Loja, septiembre del 2016.

Dr.

Ernesto Granda Marin.

DIRECTOR DEL CENTRO DE SALUD NO 1 DE LOJA
Ciudad.-

De mis consideraciones:

Yo, DANIELA JOHANNA ALVARADO JARAMILLO, con C.1.1104746449
estudiante del VII ciclo de la Carrera de Laboratorio Clinico del ASH de la UNL, solicito
de la manera mas comedida se digne autorizar la realizacion de mi proyecto titulado:
RELACION ENTRE LA PRESENCIA DE INTOLERANCIA A LA LACTOSA Y
LOS NIVELES SERICOS DE IG A EN NINOS MENORES DE 2 ANOS QUE
ACUDEN AL CENTRO DE SALUD No 1 DE LOJA. Para el desarrollo del mismo
requiero realizar la toma de muestras sanguineas y recepcion de muestras de heces de los
pacientes pediatricos atendidos en esta institucion.

Esperando ser atendida favorablemente, le antelo mi sincero agradecimiento.

Atentamente,

DANIELA JOHANNA ALVARADO JARAMILLO.
Gl
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ANEXO 2
OFICIO

Loja, septiembre del 2016.

Ing.
Byron Guerrero.

DIRECTOR DEL HOSPITAL REGIONAL ISIDRO AYORA DE LA CIUDAD DE
LOJA.

Ciudad.-

De mis consideraciones:

Yo, DANIELA JOHANNA ALVARADO JARAMILLO, con C.1.1104746449
estudiante del VII ciclo de la Carrera de Laboratorio Clinico del ASH de la UNL, solicito
de la manera més comedida se digne autorizar la realizacion de mi proyecto titulado:
RELACION ENTRE LA PRESENCIA DE INTOLERANCIA A LA LACTOSA' Y
LOS NIVELES SERICOS DE IG A EN NINOS MENORES DE 2 ANOS QUE
ACUDEN AL CENTRO DE SALUD No 1 DE LOJA. Para el desarrollo del mismo
requiero realizar el procesamiento sanguineas y de heces de los pacientes pediatricos
atendidos en el Centro de Salud No 1.

Esperando ser atendida favorablemente, le antelo mi sincero agradecimiento.

Atentamente,

DANIELA JOHANNA ALVARADO JARAMILLO.
Gl
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ANEXO 3

HOJA DE CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPACION EN ESTUDIO
DE INVESTIGACION

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
AREA DE LA SALUD HUMANA
CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

Sefior padre de familia del:

Con la finalidad de realizar la investigacion: RELACION ENTRE LA PRESENCIA
DE INTOLERANCIA A LA LACTOSA Y LOS NIVELES SERICOS DE IG A EN
NINOS MENORES DE 2 ANOS QUE ACUDEN AL CENTRO DE SALUD No 1 DE
LOJA EN EL PERIODO SEPTIEMBRE 2016 - FEBRERO 2017, me permito
solicitar su autorizacién, a fin de recolectar una muestra de heces y una muestra
sanguinea de su hijo, la cual permitird realizar los exdmenes pertinentes para contribuir al

diagnostico temprano de intolerancia a la lactosa y prevenir afecciones futuras.

Por lo que reitero mi pedido para contar con su valioso consentimiento para proceder a la

recepcion antes citada.

Gl
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ANEXO 4
ENCUESTA

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
AREA DE LA SALUD HUMANA
CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

TEMA: RELACION ENTRE LA PRESENCIA DE INTOLERANCIA A LA
LACTOSA Y LOS NIVELES SERICOS DE IG A EN NINOS MENORES DE 2
ANOS QUE ACUDEN AL CENTRO DE SALUD No 1 DE LOJA.

DATOS INFORMATIVOS:

Encuesta N°......

SEXO: ......... EDAD: .........
INSTRUCCIONES:

« Muy comedidamente le solicito contestar las siguientes preguntas.

/7

+» Las respuestas emitidas son privadas. Es muy importante que conteste a cada
pregunta con la verdad.

% Las respuestas ofreceran una informacion muy valiosa para la realizacion del
presente estudio investigativo.

1. ¢EN ESTOS DOS ULTIMOS ANOS SE HA PRESENTADO EN SU NINO/A
ALGUNA DE LAS SIGUIENTES CONSIDERACIONES?

%+ Su periodo de lactancia fue menor a seis meses.

«» Presento Infecciones intestinales recurrentes.

% Se ha incrementado el consumo de antibioticos para tratar estas infecciones.
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2. ¢SU NINO/A HA PRESENTADO ALGUNA DE LAS SIGUIENTES
MANIFESTACIONES EN LOS ULTIMOS SEIS MESES?

*

+ Diarreas frecuentes.

«» Gases.

¢ Alergias alimentarias.

3. ¢CONOCE USTED SI EXISTEN CASOS DE INTOLERANCIA A LA
LACTOSA EN SU ENTORNO FAMILIAR?

X4

% Si

% NO

4. ;SU NINO/A HA SIDO DISGNOSTICADO CON INTOLERANCIA A LA
LACTOSA?

% Si

*

s NO

L)

GRACIAS POR SU COLABORACION
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ANEXO 5
HOJA DE REGISTRO DATOS DEL PACIENTE

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
AREA DE LA SALUD HUMANA
CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

NOMBRE | SEXO | EDAD | NUMERO | PRUEBA OBSERVACIONES
DE SOLICITADA
HISTORIA

CLINICA
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ANEXO 6

PROTOCOLO PARA LA RECOLECCION DE LA MUESTRA DE HECES

Obtencidén de la muestra

Para la obtencion de la muestra se el paciente debera seguir las siguientes indicaciones:

X/
X4

Obtener la muestra por eliminacion espontanea.

)

‘0

Depositar la muestra en un frasco limpio.

)

+ La cantidad minima requerida es %2 cucharadita de te.

X4

Recoleccion de muestra de deposicion de pafial.

L)

>

Sacar con la espatula de madera, la desposicion mas superficial y abundante que

o
25

contenga el pafial.
% Se debe obtener la muestra, ojala recién emitida, para evitar que ésta sea absorbida

por el panal.

*
°e

Sacar minimo 1/3 de la espéatula y depositarla en frasco de boca ancha.

Transporte y Conservacion:
«» La muestra debe ser trasladada al Laboratorio, antes de dos horas de su obtencién o
ser conservada a 4°C.

Las muestras que seran rechazadas seran por las siguientes razones:

X/
L X4

Muestras sin rotular o sin identificacion.

>

o
25

Muestras contaminadas con orina.

‘0

Muestras que se han demorado mas del rango de tiempo establecido

D)

X4

Muestras que evidencien que hayan sido derramadas.

*,

‘0

Cantidad inadecuada.

L)

(Anderson, 2012)
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ANEXO 7

PROTOCOLO PARA LA RECOLECCION DE LA MUESTRA SANGUINEA

LA PREPARACION DEL PACIENTE:

% Hable con el padre del paciente. Explique el procedimiento a seguir.

¢+ Explicar al padre de familia en general los examenes de sangre se toman en ayunas,
pues la ingesta de alimentos puede hacer variar los resultados de algunos exdmenes

% La primera impresion y las observaciones inmediatas pueden ser utiles en la
recoleccion de la muestra.

%+ Establecer el sitio de la puncion, las precauciones necesarias y la forma correcta

para el trato del paciente pediatrico.

% La comunicacion afectiva es determinante en la relacion con el paciente pediatrico.

OBTENCION DE LA MUESTRA

% Reuna el material y llévelo a la unidad del paciente

% Explique el procedimiento al paciente si este esta consciente con lenguaje claro.

% L&vese las manos y cologuese guantes de procedimientos.

s Acomode al paciente, coloque la extremidad elegida sobre superficie plana
acojinando la articulacién, permitiendo una puncion certera.

% Cologue el torniquete, permitiendo que la vena se palpe o0 se vea con mas
facilidad.

% Realizar la desinfeccion de la zona a puncionar con alcohol 70%.

X/
X4

% Fije la vena con ayuda de una de sus manos. Solicite al padre del paciente su
colaboracidn para sujetar al nifio a fin de evitar error en la puncion.
% Inserte la aguja con el bisel hacia arriba, puncione la vena y observe el reflujo de

sangre.

>

Mantenga fija la aguja durante la extraccion.

o
25

X4

Realice presion sobre el sitio de puncidn con torunda de alcohol vy selle con tela o

*,

hansaplast.
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++ Obtener muestra con proporcion adecuada y evitar que muestra se coagule.
% Rotule los tubos con nombre y cédigo del paciente. Evitar errores de identificacion
de muestras. Retirese guantes, lavese las manos, retire el material y registre en hoja

de datos del paciente.

TRANSPORTE DE LA MUESTRA.

++ Una vez que se haya colectado la muestra sanguinea, ésta debe ser llevada pronto al
laboratorio para su procesamiento. Algunas pruebas exigen que el suero sea
separado cuanto antes del coagulo sanguineo, para evitar alteraciones en la
composicion o niveles de algunos metabolitos. De mas esta decir que la muestra
debe ser acompafiada por su correspondiente formulario de solicitud de examen.
(Anderson, 2012)
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ANEXO 8

INSERTO DE LA TECNICA PARA DETERMINACION DE AZUCARES
REDUCTORES

Método

12. Se realiza la toma de heces, se suspende en agua destilada. La muestra debera de
ser fresca y debera analizarse dentro de una hora después de su recoleccion.

13. Numerar los tubos de ensayo.

14. Se mezcla bien y se coloca las dos fracciones del reactivo en un tubo de ensayo,
(Fraccion Ay Fraccién B) junto con 15 gotitas de la muestra suspendida.

15. Calentar con el mechero durante 1 min y observar si se produce algin cambio. Si
existen cuerpos reductores, la suspension cambiara de color debido a la reaccién.
(De Jaime & De Jaime, 2011; Diaz, Jorrin, & Béarcen, 2003).

Valores de referencia
— Si el color de la prueba de azul transparente no precipita es negativo.
— Si el color de la prueba cambia a un color: verde no precipitado, verde precipitado,

amarillo, verde oliva, castafio, marrén, naranja o rojo ladrillo, el resultado sera
positivo (De Jaime & De Jaime, 2011; Diaz, Jorrin, & Béarcen, 2003).

g *e

NEGATIVO  trazas ¢ ere
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ANEXO 9

INSERTO DE LA TECNICA PARA DETERMINACION NIVELES SERICOS DE
IG A EN SUERO SANGUINEO.

0003507 3431 90c501VI0.0

Tina-quant IgA Gen.2

cobas’

Informacién de pedido
REF CONTENT Analizadores adecuados para el cobas ¢ pack
03507343 190 | Tina-quant IgA Gen.2 150 prucbas ID del sistema 07 6786 7 Roche/Hitachi cobas ¢ 311, cobas ¢ 501/502
11355279 216 | Calibrator f.a.s. Proteins (5 x 1 mL) Godigo 656
11355279 160 | Calibrator f.a.s. Proteins (5 x 1 mL, paralos EEUU)  Cadigo 856
10557897 122 | Precinorm Protein (3 x 1 mL) Godigo 302
10557897 160 | Precinorm Protein (3 x 1 mL, para los EE.UU.) Céodigo 302
11333127 122 | Precipath Protein (3 x 1 mL) Godigo 303
11333127 160 | Precipath Protein (3 x 1 mL, para los EE.UU)) Codigo 303
10171743 122 | Precinorm U (20 x 5 mL) Gaodigo 300
10171735122 | Precinorm U (4 x 5 mL) GCodigo 300
03121291 122 | Precipath PUC (4 x 3mL) Cédigo 241
05117003 120 | PreciControl ClinChem Multi 1 (20 x5 mL) Cadigo 391
05947626 190 | PreciControl ClinChem Multi 1 (4 x5 ml) Cédigo 301
05947626 160 Egﬂﬁo}nﬁd GlinGhem Multi 1 (4 x 5 mL, para los Codigo 391
05117216 190 | PraciControl ClinChem Multi 2 (20 x 5 mL) Cédigo 392
05947774190 | PreciControl ClinChem Multi 2 (4 x 5 ml) Cédigo 392
05947774 160 ErEecLll(LJIo}ntol ClinChem Multi 2 (4 x 5 mL, para los Cédigo 302
04489357 190 | Diluent NaCl 9 % (50 mL) ID del sistema 07 6869 3
Espariol formagion del complejo antigeno-anticuerpo fue documentada por Lizana y
Informacién del sistema Hellsing
Analizadores cobas ¢ 311/501- La prueba de IgA de Roche se basa en el principio de aglutinacion

IGA-2: ACN 458 (aplicacion esténdar)
IGAP2: ACN 295 (Aplicacion sensibls)
Analizadores cobas ¢ 502

IGA-2: ACN 8458 (aflimd()n estandar)
IGAP2: ACN 8295 (Aplicacidn sensible)

Uso previsto

Test in vitro para la determinacion cuantitafiva de Igh en suero y plasma
humanos en los sistemas Roche/Hitachi cobas ¢.

carmn'sﬁcﬁl2 3456789101112

La IgA constituye el 13 % de las inmunoglobulinas plasméticas y protege la
piel y las mucosas de microorganismes. Por su cidad para fijar toxinas
y en combinacion con la lisozima, desarrolla propledades antibacterianas y
anfiviricas. Es la \nmunoglobulina que predomina en secrecionss
corporales tales como el calostro, la saliva y el sudor. La lgA secretada
sirve de defensa contra infecciones locales y juega un papel importante en
la fijacion de antigenos provenientes de alimentos en el infestino. En el
suero, la IgA se halla en forma de monémero, dimero o trimero, mientras
que en las secreciones del organismo esta presente exclusivamente como
dimero con una cadena adicional (componente de la secrecion).

Congentraciones elevadas de IgA policlonal se observan en hepatopatias
cTonicas, infecciones cronicas, enfermedades autoinmunes (artritis
reumatoidea, lupus erfematoso sistémico), en la sarcoidosis y el sindrome
de Wiscott-Aldrich. La concentracion de IgA monoclonal aumenta en los
mielomas de IgA.

La sintesis de IgA se reduce con enfermedades de inmunodeficiencia
congénita y adquinda como lo es la agammaglobulinemia (enfermedad de
Bruton). Las concentraciones de IgA disminuyen en gastroenteropatias con
pérdida de proteinas y por quemaduras con pérdida de piel.

Debido a que la sintesis de la IgA se inicia tardiamente, su concentracion
en el suero de nifios es inferior a la de los adultos.

El empleo de anticuerpos especificos para determinar las proteinas séricas
se ha convertido en un importante instrumento diagnestico. Fueron Pope y
Heale (quienes observaron por pnmera vez en 1938 la capacidad de los
jos antigeno-anticuerpo para dispersar la luz, lo cual fue confimado
mas tarde por Gitlin y Edelhoch. Ritchie empled la turbidimetria para la
determinacion cuantitativa de proteinas, la cual también puede efectuarse
por el método nefelométrico. El incremento de la polimenzacion al afiadir
polietilenglicol (PEG) para mejorar la sensibilidad del test y acelerar la

inmunologica.

Adicionalmente a la aplicacion estandar (test IGA-2), se ofrece una

apllcacaon sensible {test IGAPZ) ooncehda para la determinacion
titativa de bajas concent de IgA, p. &) en muestras

pedmtnr;]s.

Las asi denominadas paraproteinas secretadas en gammapatias
maonoclonales (inmunoglobulinemia monoclonal) pueden diterr de las
respactivas inmunoglobulinas de origen policlonal en tamafio y en la
composicion de sus aminoacidos. Esto puede perjudicar la fijacion del
anticuerpo y dificultar una cuantificacion precisa.

Principio del test

Prueba inmunoturbidimétrica

Los anficuerpos anti-lgA reaccionan con el antigeno de la muestra para
formar un complejo antigeno-anticuerpo. La aglutinacion resultante se mide
turbidimétricamente. Al ahadir PEG, la reaccion avanza rapidamente hacia
¢l punto final, incrementandose asi la sensiilidad de la prueba y
reduciéndose simultaneamente el riesgo de obtener resultados falsos
negativos por muestras que contienen un exceso de antigeno.

Reactivos - Solucionss de trabajo

R1  Tampan TRIS: 20 mmol'L, pH 8.0; NaCl: 200 mmolL;
polietilenglicol: 3.6 %; conservante; estabilizadores

R2  Anficuerpo anti-lgA humana (cabra), dependiente del titulo; tampdn
TRIS: 20 mmoliL, pH 8.0; NaCl: 150 mmolL; conservante

R1 estd en la posicion B y R2 en la posicion G.

Medidas de precaucion y advertencias

Sélo para el uso diagndstico in vifro.

Observe las medidas de precaucion usuales para la manipulacion de

reaciivos.

Elimine los residuos segun las normas locales vigentes.

Ficha de datos de seguridad a la disposicion del usuario profesional que la
solicite.

Para los EE.UU. uso exclusivamente bajo prescripcion.

El presente estuche contiene componentes que han sido clasificados por la
directiva GE No. 1272/2008 de la siguiente manera:

2015-07, V 10.0 Espafiol
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ANEXO 10
HOJA DE REPORTE DE RESULTADOS

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
AREA DE LA SALUD HUMANA
CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

HOJA DE RESULTADOS

NOMBRES DEL
PACIENTE c.c.uueeutiiuetuneeeneeuneetnesenesenesesnessnesennsssnesesssssnssennsennssen
EDAD...couiieeeeeeeeeeeeenseesseeenssssssssssssnns
HISTORIA CLINICA......ccuvvevevunennenn.

% AZUCARES REDUCTORES (PRESENCIA DE LACTOSA):

INTERPRETACION
RESULTADOS SI NO
COLOR DEL REACTIVO |NEGATIVO
COLOR LADRILLO POSITIVO
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% PRESENCIA DE CONCENTRACIONES SERICAS DE IG A.

RESULTADOS

MUESTRA No

RESULTADO

VALORES DE REFERENCIA
(pediatricos)

0-1 afio : 0.00 — 83 mg/dI
1-3 afos: 20.0 — 100 mg/dl
4-6 afos: 27.00 -195 mg/dl
7-9 afos : 34.00 — 305 mg/dl
1-3 afios: 20.0 — 100 mg/dl

4-6 anos: 27.00 -195 mg/dl
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FIRMA DEL RESPONSABLE




