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RESUMEN

El presente proyecto de investigacion se lo realizo con el objetivo de determinar los
niveles séricos de autoanticuerpos anti- citoplasma de neutrofilos en sujetos pediatricos
con los trastornos del espectro autista (TEA) y su relacién con los niveles séricos
maternos en pacientes que asisten a la fundacion APADA ECUADOR, la finalidad fue
relacionar si las madres con valores elevados de anti- citoplasma de neutrofilos
influyeron en que sus hijos presenten TEA. Se realiz6 una asociacion de variables en la
cual se conto con la participacion de 30 sujetos pediatricos con TEA con sus Madres y
10 sujetos pediatricos controles con sus madres dando una totalidad de 80 pacientes en
estudio. Se les realizo a los pacientes la extraccion de sangre para el respectivo anélisis
de laboratorio.

Como resultado de la determinacion de los niveles séricos de autoanticuerpos anti-
citoplasma de neutréfilos de las 80 muestras se obtuvo que el 99% de los pacientes
presentan valores normales de < 12 U/ml, mientras que el 1 % correspondiente al rango
intermedio de 12- 18 U/ml MPO, aqui se observa que no hay valores positivos y de los
mismos 80 pacientes el 91% de los resultados estan dentro del valor normal < 12 U/ml
y el 9% estan dentro del rango indeterminado (PR3), aqui se observa que no hay valores
positivos.

La comprobacion de la hipotesis se realizo a través de la prueba estadistica conocido
como T Student y al comparar el resultado del T Student calculado basada en su margen
de error es de= 0,05 < T Student calculada en ambas variables objeto de estudio dio un
valor mayor a 0,05. Se rechazd la hipotesis alternativa y se acepta a la hipotesis Nula
que menciona: “L0s niveles séricos de autoanticuerpos anti- citoplasma de neutrofilos en
sujetos pediatricos con los Trastornos del Espectro Autista no tienen relacion con los
niveles séricos maternos”.

PALABRAS CLAVES: AUTISTAS, AUTOANTICUERPOS ANTI- CITOPLASMA
DE NEUTROFILOS.
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SUMMARY

This research project was carried out with the objective of determining serum levels of
neutrophil cytoplasmic autoantibodies in pediatric subjects with autism spectrum
disorders (ASD) and its relationship with maternal serum levels in patients attending the
foundation. APADA ECUADOR, the purpose was to relate if mothers with high
neutrophil cytoplasmic values influenced their children to present ASD. An association
of variables was carried out in which 30 pediatric subjects with ASD were involved with
their mothers and 10 pediatric control subjects with their mothers giving a total of 80
patients under study.

The patients were given the blood extraction for the respective laboratory analysis.
As a result of the determination of the serum levels of neutrophil cytoplasmic
autoantibodies in the 80 samples, it was found that 99% of the patients presented normal
values of <12 U / ml, while the 1% corresponding to the intermediate range of 12 - 18 U
/ ml MPO, here it is observed that there are no positive values and of the same 80
patients 91% of the results are within the normal value <12 U / ml and 9% are within the
indeterminate range (PR3), here it is observed that there are no positive values.

The test of the hypothesis was made through the statistical test known as Student's T and
when comparing the result of the Student T calculated based on its margin of error is =
0.05 <T Student calculated in both variables object of study gave a value greater than
0.05. The alternative hypothesis was rejected and the Null hypothesis is accepted, which
states: "Serum levels of neutrophil cytoplasmic autoantibodies in pediatric subjects with
Autistic  Spectrum Disorders are not related to maternal serum levels."

KEY WORDS: AUTISTS, ANTI-CYTOPLASM NEUTROFILOS
AUTOANTIBODIES.
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INTRODUCCION

El trastorno del espectro autista (TEA) es un trastorno del neurodesarrollo altamente
heterogéneo caracterizado por la afectacion de dos areas del desarrollo: socio-
comunicacional y un repertorio notablemente restringido de actividades en intereses.
Afecta a uno de cada 68 nacimientos con gran aumento paulatino. Es alarmante que, en
la mayoria de los casos, las causas de TEA sean desconocidas, pero cada vez es mas
aceptado que no se define simplemente como un trastorno del comportamiento sino mas

bien como un trastorno bioldgico altamente complejo y heterogéneo.

En Ecuador, la investigacion en cuanto a los autoanticuerpos anti- citoplasma de

neutrofilos en torno a los sujetos pediatricos con TEA no esta muy desarrollado.

El presente estudio tiene como objetivo la determinacion de niveles séricos de
autoanticuerpos anti- citoplasma de neutréfilos en sujetos pediatricos con los Trastornos
del Espectro Autista y su relacion con los niveles séricos maternos. Es de gran
importancia conocer que mediante esta investigacion podremos conocer si existen
madres que puedan tener uno de estos anticuerpos y que los mismos sean los causantes

para que tuvieran nifios con (TEA).

Se realizo la determinacion de los niveles séricos de autoanticuerpos anti- citoplasma de
neutrofilos en los 30 sujetos pediatricos con los Trastornos del Espectro Autista con sus
madres y los 10 sujetos pediatricos controles con sus madres dando una totalidad de 80
pacientes, para observar como se encuentran los niveles de dichas enzimas como es la
mieloperoxidasa (MPO) y la proteinasa 3(PR3), se obtuvo como resultado que los
niveles de MPO y PR3 estan dentro de los valores normales tanto en las madres como en
los nifios por lo tanto no se puede encontrar una relacion con los nivele séricos maternos

y aceptando la hipotesis nula.
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CAPITULO |

EL PROBLEMA

1.1 TEMA

Niveles séricos de autoanticuerpos anti- citoplasma de neutrofilos en sujetos pediatricos
con los Trastornos del Espectro Autista y su relacion con los niveles séricos maternos.

1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.2.1 CONTEXTO

El trastorno del espectro autista (TEA) es una serie de desordenes del
neurodesarrollo que es caracterizado por el déficit del lenguaje, dificultad en la
comunicacion e interaccion social. Debido a que estas afectaciones reflejan una
problemética en diversos aspectos del desarrollo infantil. Los TEA en si engloban
al autismo, al sindrome de Asperger y al trastorno desintegrativo infantil. (1) Este
trastorno en si afecta la salud de las personas y no permite que estas desarrollen sus
actividades con normalidad. Los anticuerpos frente al citoplasma de los neutrofilos
(ANCA) son un grupo de autoanticuerpos dirigidos frente a constituyentes
citoplasmaticos de los neutréfilos y de los monocitos (1-4). Los ANCA se asocian a
la granulomatosis de Wegener (GW), la poliangeitis microscopica (PAM) y el
sindrome de Churg-Strauss (SCS), que se agrupan bajo la denominacién de
vasculitis sistémicas de pequefio vaso asociadas a ANCA (26). También se ha
descrito la positividad de los ANCA en la glomerulonefritis rapidamente progresiva
(GNRP) pauci-inmune, en una gran variedad de enfermedades de naturaleza
autoinmune, como el lupus eritematoso sistémico (LES), la artritis reumatoide, la
esclerodermia, el sindrome de Sjogren, la polimiositis/dermatomiositis, la artritis
cronica juvenil, la artritis reactiva, la enfermedad inflamatoria intestinal cronica, la
colangitis esclerosante primaria y la hepatitis autoinmune tipo I, y en ciertas
infecciones (27).
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Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) explica que a nivel mundial 1
de cada 160 nifios presentan TEA. Esta estimacion representa una cifra media, pues
la prevalencia observada varia considerablemente entre los distintos estudios. Los
TEA aparecen en la infancia y tienden a persistir hasta la adolescencia y la edad
adulta, en la mayoria de los casos las manifestaciones se dan en los primeros 5 afios
de vida. (2)

A nivel de Latinoamérica especificamente en Estados Unidos 1 de cada 68 nifios
tienen TEA. En la mayoria de estos casos la causa de TEA es desconocida, pero
cada vez mas aceptada que hasta ya se la define como un trastorno bioldgico
altamente complejo y heterogéneo. (3) La fisiopatologia de los TEA debido a todos
los procesos genéticos, ambientales, metabolicos, neuroldgicos e inmunoldgicos

involucrados. (3)

En el Ecuador, no contamos con datos certeros a cerca de la prevalencia de TEA ni
mucho menos de casos de madres que tengan (ANCA) positivos y que estos sean
los causantes de TEA. A partir de estadisticas de la ONU, la fundacion Mykah,
organizacion dedicada a la atencién de personas autistas, aplico el promedio
estandar internacional de 1% e hizo una estimacion segun la cual nos explica que
en el pais hay 150 000 personar con TEA (3). En cambio la fundacién 'Entra a Mi
Mundo', estima que en el Ecuador cerca de 180 mil nifios padecen de este
sindrome. Su directora, Ligia Noboa, explica que si bien existen diferentes rangos,
todos pueden revertidos en un 90%. "No es que todos pueden revertir de la misma

manera, pero pueden conseguir mucha independencia y autonomia". (4)
1.2.2 FORMULACION DEL PROBLEMA

¢Los niveles séricos de autoanticuerpos anti- citoplasma de neutrofilos de sujetos
pediatricos con los Trastornos del Espectro Autista tienen relacion con los niveles
séricos maternos en pacientes de la fundacion APADA ECUADOR (Quito-Riobamba)?

17



1.3 JUSTIFICACION

El autismo es un trastorno del neurodesarrollo caracterizado por deficiencias en la
comunicacion y habilidades sociales, es alarmante que, en la mayoria de los casos, las
causas de TEA sean desconocidas, pero cada vez es mas aceptado que no se define
simplemente como un trastorno del comportamiento sino mas bien como un trastorno
bioldgico altamente complejo y heterogéneo. En la etiologia de los TEA se han
involucrado diferentes factores bioldgicos, entre los cuales se han incluido factores
genéticos, enfermedades infecciosas y complicaciones prenatales, perinatales y
neonatales, asi como alteraciones metabdlicas y bioguimicas. Por lo tanto, en el estudio
de las causas del autismo, se han desarrollado varias teorias que tratan de explicar el
origen de los TEA, en la actualidad se considera que su etiologia es multifactorial y que

pueden existir subgrupos clinicos y que pueda deberse a procesos autoinmunitarios.

En el Ecuador segun la organizacion mundial de la salud se estima que en el afio 2016
existen 1258 pacientes con diagnostico de autismo, asi como también no se han
encontrado estudios en esta poblacion por lo cual serd una investigacion que creard un
gran impacto sobre la sociedad ecuatoriana, por la falta de conocimiento sobre esta
patologia motivo por el cual se han generado algunos inconvenientes como rechazo y
exclusion de los nifios con TEA. (2) Los nifios de la fundacion APADA ECUADOR de
las ciudades de Quito y Riobamba serian los beneficiarios de este estudio porque se
realiz6 las determinaciones de autoanticuerpos anti- citoplasma de neutréfilos tanto en

nifios con TEA como en sus madres de forma gratuita para la presente investigacion.

La importancia de realizar esta investigacion es debido a un namero significativo de
nifios con autismo que pueden tener ANCA (anti-MPO vy anti-PR3), por lo cual se
plante6 la hipétesis de que podria existir alguna relacién con los niveles séricos
maternos, debido a un namero significativo de casos de autismo podrian ser causado por
la produccion por parte de la madre de anticuerpos que reaccionarian contra antigenos
del cerebro del feto en desarrollo durante el embarazo, generando esto un nuevo factor
inmunogenético predisponente como potencial marcador bioldgico de nifios con los
TEA. (25)
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La factibilidad de este proyecto se dio gracias a la colaboracion de la fundacion
APADA, al Laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad Técnica de Ambato
que nos brindé la facilidad de realizar los analisis de las muestras sanguineas y en si a
todas las autoridades de la carrera de laboratorio clinico por el apoyo brindado en la
realizacion de este proyecto, siendo en si los beneficiarios todos los nifios con TEA y sus
madres por la gratuidad de los examenes realizados.

1.4 OBJETIVOS

1.41 OBJETIVO GENERAL:

Analizar los niveles séricos de autoanticuerpos anti- citoplasma de neutréfilos en sujetos
pediatricos con los Trastornos del Espectro Autista y su relacion con los niveles séricos

maternos.

1.4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Determinar los niveles séricos de autoanticuerpos circulantes anti- citoplasma de
neutrofilos (anti-ANCA) tipo IgG (anti -Proteinasa 3, anti- Mieloperoxidasa) en
sujetos pediatricos mayores a 3 afios con los Trastornos del Espectro Autista
(TEA) y sujetos con desarrollo tipico (DT).

e Identificar los niveles séricos de autoanticuerpos circulantes anti-ANCA (anti -
Proteinasa 3, anti- Mieloperoxidasa) en las madres de los sujetos pediatricos con
los TEAy DT.

e Correlacionar los niveles séricos de autoanticuerpos circulantes anti- citoplasma
de neutrdfilos en sujetos pediatricos con los TEA y DT con los niveles séricos
maternos Anti- ANCA.
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CAPITULO 1

MARCO TEORICO

2.1 ESTADO DEL ARTE

Goitybell Martinez, Suchiquil Veldzquez, Vicky Sanchez, Maria Ramos y Lisset
Fuentes, miembros del Laboratorio de Inmunologia del Centro Nacional de Genética
Médica de la Habana Cuba, (2013), realizaron una investigacion sobre
“ANTICUERPOS CONTRA EL CITOPLASMA DEL NEUTROFILO
POSITIVIDAD Y CORRELACION CLINICA”, cuyo objetivo fue Determinar la
positividad y la correlacion clinica de los anticuerpos contra el citoplasma del neutrofilo
(ANCA), teniendo en cuenta la interferencia de los anticuerpos antinucleares (ANA), se
realizd un estudio prospectivo en el Laboratorio de Inmunologia del Centro Nacional de
Genética Médica de la Habana Cuba durante un afio. Se incluyé a 267 pacientes con
indicaciones de ANCA. Las determinaciones de ANCA a diferentes puntos de corte y de
ANA se realizaron mediante inmunofluorescencia indirecta. Los anticuerpos anti-
proteinasa 3 y anti-mieloperoxidasa fueron determinados mediante ELISA. Los
resultados obtenidos del estudio mostraron que la mayor positividad de ANCA fue vista
en pacientes con vasculitis asociadas a ANCA, artritis reumatoidea y lupus eritematoso
sistémico. Fue superior la presencia de ANCA sin especificidad por la proteinasa 3 o la
mieloperoxidasa en pacientes con ANA y se observd poca relacion entre el patrén
perinuclear confirmando en formalina y la presencia de anticuerpos frente a la
mieloperoxidasa. Los mayores valores de sensibilidad y especificidad para el
diagnostico de la vasculitis se alcanzaron para la determinacion de ANCA mediante
inmunofluorescencia indirecta a un valor de corte de 1/80 y confirmando la

especificidad antigénica mediante ELISA. (5)

En conclusion los ANCA pueden estar presentes en un amplio nimero de enfermedades
asociadas a estados inflamatorios y autoinmunes en la poblacion estudiada. Su
determinacion mediante inmunofluorescencia indirecta seguido de la determinacién

mediante ELISA tiene gran valor para el diagndstico de las vasculitis, y que la
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determinacion de anticuerpos antimieloperoxidasa tiene mayor utilidad que el ensayo en

laminas de formalina cuando hay ANA. (5)

En otro estudio denominado “UTILIDAD CLINICA DE LOS ANTICUERPOS
ANTICITOPLASMA DE NEUTROFILOS EN LUPUS ERITEMATOSO
SISTEMICO JUVENIL”, publicado en el afio 2013, realizado por los autores Antonio
Cardinalli, Alejandra Ginaca, Graciela Espada, Maria Cristina Pizzimenti, Maria Emilia
Rivas, Lina Leggire, Gloria Griemberg, realizado en el Laboratorio de Inmunologia
Clinica, Departamento de Bioquimica Clinica de la Facultad de Farmacia y Bioquimica
y el Laboratorio de Inmunologia y Servicio de Reumatologia del Hospital de Nifios de la
CABA Argentina, este estudio tiene como objetivos determinar: a) la frecuencia de
ANCA en lupus eritematoso sistémico juvenil (LES), evitando por absorcién las
imagenes interferentes de ANA, b) las especificidades antigénicas de los ANCA y ¢) la
asociacion de ANCA con el grado de actividad de la enfermedad y con las diferentes
manifestaciones clinicas. Para lo cual contaron con un grupo de 51 pacientes de media
edad de los 6-14 afios con LES juvenil. La actividad clinica se evaluaron utilizando el
indice de actividad para LES (SLEDAI). Los ANCA fueron detectados por
inmunofluorescencia indirecta (IFI) y los antigenos asociados a ANCA, por intermedio
de un inmunoensayo lineal cualitativo desarrollado (LIA-Blot). La prevalencia de
PANCA y aANCA fue de un 9,8% (5/51) y 5.9%(3/51) respectivamente, y la frecuencia
detectada por LIA-Blot para antimieloperoxidasa (aMPO) fue 9,8% (5/51) y para
antilactoferrina (aLf) 13,7% (7/51). En ningun suero se detectd6 cANCA, ni anti
proteinasa 3 (aPR3) o antielastasa (aHLE). (6)

En conclusién se han hallado correlacién significativa solamente con la presencia de
compromiso renal severo y se necesitaran otros estudios con mayor numero de pacientes

para evaluar asociaciones clinicas deferentes a la glomerulonefritis. (6)
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Amory Meltzer y Judy Van de Water, miembros de la Division de Reumatologia /
Alergia e Inmunologia Clinica, Departamento de Medicina Interna, Universidad de
California, Davis, CA, EE.UU. (2016), realizan una investigacion titulada “EL PAPEL
DEL SISTEMA INMUNE EN EL TRASTORNO DEL ESPECTRO AUTISTA”,
cuyo objetivo fue la identificacion de genes asociados con el autismo, la participacion
inmune en TEA, a saber, la disfuncion en el prenatal y el periodo posnatal. Los
investigadores explican que dentro de las Ultimas dos décadas la disfuncidén inmune es
un factor de riesgo viables que contribuyen a los déficits del desarrollo neuroldgico
observados en los trastornos del espectro autista (TEA). Ademas, es la heterogeneidad
dentro de este trastorno que ha sacado a la luz gran parte del pensamiento actual en
relacién con los subfenotipos dentro de ASD y cdmo el sistema inmune se asocia con
estas distinciones. Esta revision se centro en los dos ejes principales de la participacion
inmune en TEA, a saber, la disfuncion en el prenatal y el periodo posnatal. Del mismo
modo en el estudio realizado, encuentran la presencia de autoanticuerpos anti-cerebrales
derivados de la madre se encuentra en ~ 20% de las madres cuyos nifios estan en riesgo
de desarrollar autismo ha definido un subfenotipo adicional de ASD. El entorno
postnatal, por otra parte, se caracteriza por perfiles relacionados pero distintos de
desregulacién inmune, la inflamacion, y autoanticuerpos endégenos que todo persiste en
el individuo afectado. Una definicién mas precisa del papel de la desregulacion inmune
en ASD por lo tanto requiere una comprension mas profunda de la interaccion entre
ambos sistemas inmunes madre y el nifio, y el papel que tienen en el diagndstico y el

tratamiento. (7)
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2.2 FUNDAMENTO TEORICO

2.2.1 INMUNIDAD

La inmunidad, entendida asi como mecanismo de defensa, que involucra tanto a
Patdgenos externos o patdgenos que incluso existen en nuestro cuerpo y causan
enfermedades que hasta en ocasiones provocan la muerte; para defenderlo existe el
sistema inmune el cual esta formado por un conjunto de tejidos y moléculas que cumple
la funcion de proteger al organismo. Este sistema posee dos tipos de células los
linfocitos T y B ademas de otras células y moléculas, los cuales son responsables de
asegurar la supervivencia de los seres humanos. Este evento genético radica en la
eleccion al azar de algunos genes para que estos produzcan una gran cantidad de células
de defensa. (7) (8)

2.2.1.1 CLASIFICACION DE INMUNIDAD:

e |nmunidad Innata

e Inmunidad Adquirida

2.2.1.2.1 INMUNIDAD INNATA

También conocida como inespecifica o natural , es considerada como la proteccion
inicial frente a las infecciones que se producen, esta presente en los sujetos sanos lista

para hacer frente a los microorganismos patogenos. (9)

Se adquiere por medios bioldgicos o de la madre. Es una line de defensa que nos permite
controlar, en la gran mayoria de los casos, a gentes patogenas, en este tipo de inmunidad

la respuesta es rapida y local. (9)
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Los tipos de células que intervienen en esta inmunidad son:

Los fagocitos: estos se encargan de fagocitar a los agentes infecciosos que han logrado

atravesar las superficies epiteliales.

La natural killer o asesinas naturales: es un tipo especifico de leucocitos que son

activados por interferones en respuesta a virus o a otras citosinas.

2.2.1.2.2 INMUNIDAD ADQUIRIDA

Se la conoce también como inmunidad especifica o adaptativa, se desarrolla de forma
mas lenta y brinda una respuesta mas especializada y eficaz hacia el ataque de los
microorganismos patdgenos. Presenta una memoria inmunoldgica especifica, que evita
una segunda infeccion. En este caso la respuesta es mayor que a la respuesta que da la

inmunidad innata. (9)
Tipos de inmunidad adquirida
Inmunidad Celular

Este tipo te inmunidad esta formada por los linfocitos T y destruyen patégenos

intracelulares. (9)
Ejemplos:

e Virus
e Bacterias

e Paracitos intracelulares
Inmunidad Humoral

Formada por proteinas llamadas anticuerpos que producen a los linfocitos B, estos
anticuerpos se encuentran en una activa circulacion en las mucosas y en la sangre donde

eliminan microorganismos ajenos, antes de que estos colonicen. (10)
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2.2.2 AUTOINMUNIDAD

Autoinmunidad se conoce como la consecuencia de una activacion del sistema inmune
que ataca por error a si mismo. Esta descripcion de la presencia de autoantigenos,
autoanticuerpos y células T autorreactivas, también se encuentran dentro del concepto de
autoinmunidad, el cual lleva a la connotacion de una respuesta inmune de tipo
adquirida.(11)

Las enfermedades autoinmunes son consideradas como afecciones crénicas que tienen
su inicio por la pérdida de tolerancia inmunol6gica a autoantigenos, patologia que
produce dafio a tejidos y 6rganos debido a la respuesta de los auto-antigenos que atacan
por error a los antigenos propios, produciendo asi la muerte celular.(11) Estas
enfermedades han creado un impacto significativo y desfavorable en la calidad de vida

de las personas que la padecen asi como también en sus familiares.

Un anticuerpo es una proteina que produce nuestro organismo como defensa contra una
sustancia extrafia llamada antigeno. EI organismo reconoce algo ajeno, puede ser
procedente de una bacteria, un trasplante, un virus y sintetiza anticuerpos. Los
anticuerpos reconocen especificamente los antigenos, se unen a ellos y luego células de
nuestro cuerpo reconocen los complejos antigeno-anticuerpo y los destruyen. A veces el
organismo se equivoca y genera anticuerpos contra antigenos propios, se llaman
autoanticuerpos y esto produce lo que se llaman enfermedades autoinmunes, algunas de
las cuales son muy graves. Un numero significativo de casos de autismo podria ser
causado por la produccion por parte de la madre de anticuerpos que reaccionarian contra
antigenos del cerebro del feto en desarrollo durante el embarazo. A la cual se denomina

en inglés “MAR-autism” o autismo Relacionado con Autoanticuerpos Maternos”. (12)
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2.2.3 SINDROME ANTICITOPLASMA DE NEUTROFILOS

Los anticuerpos anticitoplasma de neutrofilos (ANCA) son autoanticuerpos producidos
por el sistema inmune del organismo dirigidos erroneamente contra proteinas de los
neutrofilos (tipo de leucocito). La prueba ANCA detecta y mide la cantidad de estos
autoanticuerpos en sangre. Los autoanticuerpos dirigidos contras las proteinas
mieloperoxidasa (MPO) y proteinasa 3 (PR3) constituyen dos de los tipos mas comunes
de ANCA. (13)

Los anticuerpos anticitoplasma de neutréfilos fueron detectados por primera vez en
1982, que en si fueron asociados a una la glomerulonefritis y enfermedades sistémicas.
Los ANCA son anticuerpos contra los granulos primarios y secundarios del citoplasma
de los neutrdfilos y de los lisosomas de los monocitos. Se encuentran involucrados en la
patogénesis de las diferentes formas de vasculitis autoinmunes y son marcadores
serolégicos muy Utiles para el diagnostico y control evolutivo de determinadas formas
de vasculitis sistémicas. Estan relacionados con insuficiencia renal en el lupus
eritematoso sistémico (LES) pediatrico no asi en la artritis reumatoidea (AR). También
se encuentra ANCA en los pacientes con glomerulopatias (sin evidencia de vasculitis),
glomerulopatia diabética, glomerulopatia IgA membrana proliferativa, glomerulopatia
mesangial, glomerulopatia membranosa, nefroesclerosis, esclerosis focal vy

segmentaria.(14)

Anticuerpos citoplasmaticos anti-neutr6filos (ANCA) son marcadores valiosos de
laboratorio utilizados para el diagnostico de tipos bien definidos de vasculitis de vasos
pequefios, incluyendo Granulomatosis de Wegener (GPA) y poliangeitis microscopica
(MPA). De acuerdo con el consenso internacional 1999 en las pruebas de ANCA,
inmunofluorescencia indirecta (IIF) se debe utilizar para la deteccion de ANCA, y
muestras que contienen ANCAs entonces debe ser probado por inmunoensayos para la
proteinasa 3 (PR3) -ANCAs y mieloperoxidasa (MPO) -ANCAs. La distincion entre
PR3-ANCA y MPO-ANCA tiene importantes implicaciones clinicas y patogénicas.
Como inmunoensayos confiables para PR3-ANCA y MPO-ANCA se han vuelto

26


http://www.labtestsonline.es/tests/anca.html
http://www.labtestsonline.es/tests/Autoantibodies.html
http://www.labtestsonline.es/Glossary/Glossary_Immunity.html
http://www.labtestsonline.es/Glossary/Glossary_Protein.html

ampliamente disponibles, hay un creciente consenso internacional en que los
inmunoensayos de alta calidad son el método preferido de deteccion para el diagndstico

de la vasculitis asociada a ANCA.
2.2.3.1 Anticuerpos anti- Proteinasa 3

Los anticuerpos contra proteinasa 3 (PR3) pertenecen al grupo de los anticuerpos
anticitoplasma del neutrofilo (ANCA) los cuales se dirigen contra componentes

citoplasmaticos de los granulocitos del neutrofilo y monocitos.

La PR3 es una serin proteasa de los granulos azuréfilos (lisosomas) de los neutrofilos
con un peso molecular de 29 kDa. La proteina cationica tiene una actividad proteolitica
hacia la elastina, hemoglobina y el colageno VII.

2.2.3.2 Anticuerpos anti- Mieloperoxidasa 3

Los anticuerpos contra mieloperoxidasa (MPO) pertenecen al grupo de los anticuerpos
anticitoplasma del neutréfilo (ANCA) los cuales se dirigen contra componentes

citoplasmaticos de los granulocitos del neutrofilo y monocitos.

La MPO es un enzima de los granulos primarios de los neutréfilos con un peso

molecular de aproximadamente 140 kDa.

2.2.4 MADRES CON SINDROME ANTICITOPLASMA DE NEUTROFILOS

La presencia de alteraciones en el neurodesarrollo como los Trastornos del Espectro
Autista parece ser mas importante en estos nifios, aunque también existen otras
complicaciones como infecciones, hiperactividad, trastorno de alimentacion con retraso
del lenguaje e hipotonia axial con retraso psicomotor, todas las patologias mencionadas

se quieren relacionar con los niveles de anticitoplasma de neutrofilos de las madres.(15)

Las enfermedades reumaticas afectan a menudo a mujeres en edad reproductiva, cuando

el embarazo es un evento esperado. Durante afios, se ha aconsejado a mujeres con
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enfermedades sistémicas autoinmunes potencialmente graves el no quedar embarazadas

por las posibles complicaciones que pueda existir. (16)

2.2.5 TRASTORNOS DEL ESPECTRO AUTISTA (TEA).

El autismo fue descrito por primera vez como trastornos autistas del contacto afectivo, el
concepto ha evolucionado hasta en la actualidad denominarse Trastornos del Espectro
Autista (TEA) estos se caracterizan por alteraciones en dos grandes esferas segun el
Manual Diagndstico y Estadistico de Enfermedades Mentales, en la primera se
encuentran las deficiencias persistentes en la comunicacion e interaccién social, en la
segunda estan los patrones restrictivos y repetitivos de comportamiento, intereses o
actividades; estos sintomas estan presentes desde la primera infancia y limitan o impiden
en funcionamiento cotidiano estandar. (17)

Etimologicamente el término autismo viene de la palabra griega eaftismos, que significa
“encerrado en uno mismo” el término se introdujo en el campo de la psicopatologia a
través de la obra del psiquiatra suizo Eugen Bleuler denominada: Dementia Praecox or
the Group of Schizophrenias.(17)

El autismo actualmente ya no es considerado como una enfermedad sino un sindrome
clinico, presente desde los primeros meses de vida del bebe y que incluye alteraciones en
conducta, comunicacion verbal y no verbal e interaccion social y emocional

anomala.(18)

Diagnostico TEA DSM5TR

Segun el criterio del DSM-V/(23) , el diagndstico para TEA es el siguiente:

“A Deficiencias persistentes en la comunicacion social y en la interaccion social en

diversos contextos, manifestado por lo siguiente:

1. Las deficiencias en la reciprocidad socioemocional varian, por ejemplo, desde un

acercamiento social anormal y fracaso de la conversacion normal en ambos sentidos,
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pasando por la disminucién en intereses, emociones o afectos compartidos hasta el
fracaso en iniciar o responder a interacciones sociales (23).

2. Las deficiencias en las conductas comunicativas no verbales utilizadas en la
interaccion social varian, por ejemplo, desde una comunicacién verbal y no verbal poco
integrada, pasando por anomalias del contacto visual y del lenguaje corporal o
deficiencias de la comprension y el uso de gestos, hasta una falta total de expresion
facial y de comunicacion no verbal (23).

3. Las deficiencias en el desarrollo, mantenimiento y comprension de las relaciones
varian, por ejemplo, desde dificultades para ajustar el comportamiento en diversos
contextos sociales, pasando por dificultades para combatir juegos imaginativos o para

hacer amigos, hasta la ausencia de interés por otras personas(23).

2.2.6 GASTROENTEROLOGIA EN LOS TRASTORNOS DEL ESPECTRO
AUTISTA.

2.2.6.1 Eje Cerebro-Intestino-Microbiota

La microbiota gastrointestinal y sus metabolitos se vinculan directamente con la
modulacién de la funcion gastrointestinal, alterando la permeabilidad intestinal, la
funcién inmune de la mucosa, (19) motilidad intestinal, (20) la sensibilidad y la
actividad del sistema nervioso entérico, (21) es por ello que el sistema gastrointestinal
posee una comunicacion bidireccional con el encéfalo, a través del sistema nervioso

autonomo y el eje hipotalamo-hipofisis-adrenal.
2.2.6.2. Alteraciones Gastrointestinales y los Trastornos del Espectro Autista
Los individuos con TEA presentan una serie de comorbilidades, entre las que destacan

aquellas de tipo gastrointestinal en donde manifiestan signos y sintomas como: diarrea,

constipacion, nauseas, vomitos, dolor abdominal, disminucién del apetito, regurgitacion,
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dificultad para defecar, distencién abdominal, incontinencia, pujo, tenesmo, flatulencias,
entre otras. (22)

2.2.7 DETERMINACION DE AUTOANTICUERPOS ANTI- CITOPLASMA DE
NEUTROFILOS EN TEA.

Los anticuerpos anticitoplasma de neutrofilos (ANCA) son un grupo de autoanticuerpos,
principalmente de tipo IgG, dirigidos contra antigenos que se encuentran presentes en
el citoplasma de los granulocitos neutréfilos (el tipo méas comun de leucocito) y contra el
citoplasma de monocitos. Se pueden detectar por medio de un anélisis sanguineo en un
gran numero de enfermedades autoinmunes, pero se encuentran particularmente

asociados a la vasculitis sistémica, también llamada vasculitis asociada a ANCA.

En cuanto a los anticuerpos anticitoplasma de neutrofilos en pacientes con TEA no se

han encontrado estudios referentes.

2.2.8.1 METODOS QUE SE PUEDEN UTILIZAR PARA LA DETERMINACION
DE ANTI- MPO Y PRS.

Cuadro N° 1: Métodos para determinacion de ANCA.

METODO SENCIBILIDAD ESPECIFICIDAD
IFI 86% 18%
ELISA 54% 82%
IFl + ELISA 86% 23%

Fuente: reumatologia clinica
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2.3 SENALAMIENTO DE VARIABLES

2.4.1 VARIABLE DEPENDIENTE

Sujetos pediatricos con TEA.

2.4.2 VARIABLE INDEPENDIENTE

Niveles Séricos Maternos de autoanticuerpos anti- Citoplasma de Neutréfilos.
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CAPITULO 11l
MARCO METODOLOGICO

3.1 NIVEL Y TIPO DE INVESTIGACION

El presente proyecto de investigacion se basa en el siguiente enfoque:

Cuantitativa: puesto que se realiz6 la determinacion de los niveles séricos de
autoanticuerpo anti-Citoplasma de neutrofilo en nifios con TEA vy su relacion con los
niveles séricos maternos mediante Elisa que ha sido el método establecido para la
determinacion de los ANCAs, en sueros, se obtuvo resultados medibles que fueron
procesados estadisticamente. Siendo esta una investigacion que se centra mas en el
conteo Yy clasificacion de caracteristicas y en la construccion de modelos estadisticos asi

como también en cifras para explicar lo que se observa. (24)
MODALIDAD DE INVESTIGACION
El proyecto de investigacion presenta las siguientes modalidades.

Investigacion de campo: es un estudio sistematico de los hechos en el lugar en el cual
se producen, existe contacto de manera directa con la realidad para conseguir
informacion en relacion a los objetivos planteados, por lo tanto se realiz6 una encuesta a
las madres de los nifios con TEA pudiendo asi sacar una historia clinica de los mismos,
para poder conocer sobre la sintomatologia que presentan los pacientes miembros de la
fundacion APADA ECUADOR , los mismos que asistieron a la toma de muestra para la

investigacion.

De Laboratorio: Porque se realizaron las determinaciones de anti-mieloperoxidasa y
anti-proteinasa 3 en el laboratorio Biologia Molecular de la Universidad Técnica de

Ambato con el equipo Victo X3 utilizando el método Elisa.

Bibliogréafico: Porque la investigacion se basd en informacion cientifica de libros,

revistas y articulos cientificos.
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Asociacion de Variables: puesto que nos permite evaluar la relacion que existe entre la
Variable Independiente (Niveles Séricos Maternos de autoanticuerpos anti- Citoplasma

de Neutréfilos) con la Variable Dependiente (Sujetos pediatricos con TEA).

3.2 SELECCION DEL AREA O AMBITO DE ESTUDIO

DELIMITACION ESPACIAL: se realizd el estudio en la poblacion conformada con
sujetos pediatricos que presenten TEA, sus madres en la fundacion APADA ECUADOR en
las ciudades de (Quito-Riobamba) y sujetos pediatricos sanos sin antecedentes
neuropsicoldgicos ni psiquiatricos provenientes de las consultas de nifios sanos de diversas
localidades. La realizacion de los examenes se los realizo en el laboratorio de Biologia
Molecular de la Universidad Técnica de Ambato.

DELIMITACION TEMPORAL: el trabajo de investigacion lo desarrolle en el periodo
académico Abril — Septiembre 2017.

3.3 POBLACION

Todos los participantes con los que se trabajo fueron contactados a través de la
fundacion APADA ECUADOR en las ciudades de Quito y Riobamba. Se les solicito a
todos los padres/madres/representantes la firma del consentimiento libre informado y
asentimiento informado, asi como una historia clinica bien detallada (Anexo 1). La
poblacion de estudio esta comprendida con edades entre los 3 hasta los 17 afios y

estaban diagnosticados con TEA bajo el diagndstico DSM-5.

Se cuenta una muestra de 80 pacientes distribuidos de la siguiente manera:

e 30 sujetos pediatricos diagnosticados con TEA y sus madres.

e 10 sujetos pediatricos con desarrollo tipico y sus madres.
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3.4 CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

Criterios de inclusion: la investigacion se realiz6 a los pacientes que cumplieron con

los siguientes criterios.

e Madres que firmen el consentimiento informado.

e Sujetos pediatricos (3-17 afos) diagnosticados con TEA.

e Sujetos pediatricos con desarrollo tipico (neurotipicos, controles) que siendo
evaluados por psicologia clinica, no presenten alteraciones de orden
neuropsicolégicos ni psiquiatricos

Criterios de exclusion: la investigacion no se realiz6 a los pacientes que no cumplieron

con los siguientes criterios.

e Todo individuo sujeto a estudio que haya recibido tratamiento antimicrobiano y
antiinflamatorio como: antibiotico, anti fungicos, antivirales, antiparasitarios,
AINES vy esteroides tres (3) meses previos a la toma de muestra.

e Sujetos pediatricos con desarrollo tipico (neurotipicos, controles) que siendo
evaluados por psicologia clinica, no presenten alteraciones de orden

neuropsicoldgicos ni psiquiatricos.

3.5 DISENO MUESTRAL

TAMANO DE LA MUESTRA:
Se cuenta una muestra de 80 pacientes distribuidos de la siguiente manera:
e 30 sujetos pediatricos diagnosticados con TEA y sus madres.

e 10 sujetos pediatricos con desarrollo tipico y sus madres.

Pacientes a los cuales se les realizd los examenes de laboratorio, y afirmaron su

participacion con el Consentimiento Informado.
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3.6 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES
Cuadro N° 2 Variable Independiente: Niveles Séricos Maternos de autoanticuerpos anti- Citoplasma de Neutrdfilos.

CONCEPTUALIZACION CATEGORIAS INDICADOR ITEMS TECNICAS | INSTRUMENTOS
Los anticuerpos anticitoplasma | -Inmunidad - Inmunidad innata | ¢Qué sucede Pruebas de Ficha
de neutréfilos (ANCA) son un - Inm_u_nldad cuando Ias_ laboratorio Resultados
adquirida defensas bajan?
grupo de autoanticuerpos,
principalmente de tipo IgG,
dirigidos  contra antigenos que
se encuentran  presentes  en - Sindrome -Niveles elevados | ;Qué sucede con | Entrevistaa | Cuestionario

el citoplasma de los granulocitos
neutréfilos (el tipo mas comdn
de leucocito) y contra el
citoplasma de monocitos.

Los anticuerpos evaluados en el
sindrome  anti-citoplasmaticos
de neutrofilos son: Proteinasa 3

(PR3) Mieloperoxidasa (MPO)

anti - citoplasma
de neutrdfilos

-Madres
sindrome
anticuerpos
anticitoplasma
de

neutrofilos (AN
CA)

con

de (ANCA).

-anti -Proteinasa 3
(PR3)

anti-
Mieloperoxidasa(
MPO)

niveles de ANCA
elevados?

¢ Qué examenes
de sangre se
realiza para
determinar el
sindorme anti-
citoplasma de
neutrofilos?

la madre

Examen
diagnostico
de Sindrome
antifosfolipid
ico.

Fichas
Resultados

Elaborado por: Nancy Del Pilar Capuz Guananga.
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https://es.wikipedia.org/wiki/Autoanticuerpo
https://es.wikipedia.org/wiki/IgG
https://es.wikipedia.org/wiki/Ant%C3%ADgeno
https://es.wikipedia.org/wiki/Citoplasma
https://es.wikipedia.org/wiki/Neutr%C3%B3filo
https://es.wikipedia.org/wiki/Neutr%C3%B3filo
https://es.wikipedia.org/wiki/Leucocito
https://es.wikipedia.org/wiki/Monocitos

Cuadro N° 3 Variable Dependiente: Sujetos pediatricos con TEA.

CONCEPTUALIZACION

CATEGORIAS

INDICADOR

ITEMS

TECNICAS

INSTRUMENTOS

El trastorno del espectro
autista (TEA) es una serie de
del

que s

desordenes

neurodesarrollo
caracterizado por el déficit
del lenguaje, dificultad en la
comunicacion e interaccion

social.

- TEA

-Determinacion de
autoanticuerpos
anti- citoplasma de

neutrofilos
(ANCA) en sujetos
pediatricos con
TEA.

Sindrome Clinico

anti -Proteinasa 3,
anti
Mieloperoxidasa

¢Qué sintomas o
signos presentan
las personas con
TEA?

¢Cual es el valor
de anti-
citoplasma  de
neutrofilos que
se considera
como positivo?

Manual

Examen de
Laboratorio

Manual
Cuestionario

Resultados

Elaborado por: Nancy Del Pilar Capuz Guananga.
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3.7 DESCRIPCION DE LA INTERVENCION Y PROCEDIMIENTOS PARA LA
RECOLECCION DE INFORMACION

La presente investigacion se realizd en los pacientes con TEA que acudieron a la
fundacion APADA ECUADOR en el periodo Abril — Septiembre 2017, el analisis de las
muestras recolectadas se llevaron a cabo en el Laboratorio de Biologia Molecular de la
Universidad Técnica de Ambato durante el mes de Septiembre del 2017.

Para la realizacion de este proyecto de investigacion se procedié de la siguiente manera:

e Se verifico los recursos econémicos y humanos que me facilite la realizacién del
presente proyecto de investigacion.

e Se localizo6 a la directora de la fundacion APADA ECUADOR para explicarle
acerca del trabajo de investigacion y para pedir su respectivo consentimiento.

e Posterior a la aceptacion de la directora se procedié a brindar la informacion
respectiva a las madres de los pacientes participantes en esta investigacion bajo
los criterios de inclusion y exclusion, en donde se firmd un consentimiento
informado para la autorizacién del desarrollo del presente proyecto y se recolecto
datos importantes mediante una pequefia Historia Clinica acorde a la
investigacion y las madres de los participantes la respondieron por escrito.

e Serealiz6 la toma de muestra a todos los pacientes participantes.

e Se presentd el oficio a la encargada del Laboratorio de Biologia Molecular de la
Universidad Técnica de Ambato para que autorice la utilizacion del laboratorio
para la realizacion de los analisis de las muestras el 11 y 12 de Septiembre del
2017.

e Se realizd el andlisis de las muestras para determinar si los niveles séricos de
autoanticuerpos anti- citoplasma de neutréfilos en nifios con TEA tienen relacion
con los niveles séricos maternos.

e Se registraron todos los datos y resultados de las muestras.
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Anélisis de muestras sanguineas

A través de una toma de muestra de sangre de los pacientes por venopuncién en un tubo
tapa roja sin anticoagulante, y luego de su debido proceso, se obtuvo suero sanguineo

con lo cual se realizo los analisis.
MATERIALES Y EQUIPOS
Normas de Bioseguridad
e EPP (Mandil, Guantes, Zapatones, Mascarilla, Jeringas, Curitas).
Materiales para la extraccion de muestra de sangre

e Torniquete

e Torundas de algodon

e Alcohol antiséptico

e Céapsula para vacutainer
e Agujas vacuette

e Apositos

e Tubos tapa roja

e Curitas para nifios
Material bioldgico

e Muestras de sangre (suero).

Equipos y materiales de laboratorio

e Centrifuga
e Cronometro
e Gradilla

e Pinza

e Tubos eppendorf
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Pipetas automaticas de 100 y 300 uL
Lector de microplaca multidetectores — VICTOR™ X5

Reactivos

Kit de reactivo de MPO AESKULISA.
Kit de reactivo de PR3 sensitive AESKULISA.

METODOS

Procedimiento para la toma de muestra sanguinea

Colocar al paciente lo méas comodo posible para la extraccion de sangre.
Preparar los materiales necesarios.

Rotular los tubos con el nombre del paciente y codigo asignado.

Explicar a la madre del paciente el proceso que se va a realizar y con la ayuda de
ella poder obtener la muestra.

Identificar el area de puncion: inspeccionamos y seleccionamos una vena, el
brazo del paciente debe estar estirado.

Colocar el torniquete y pedir que haga pufio.

Desinfectar el area de puncién con alcohol al 70%.

Realizar la puncion: utilizar el pulgar de la mano libre para tensar la piel y
mantener la vena en posicién, advertir al paciente y puncionar la vena en un
angulo de 10 a 20 grados con el bisel de la aguja hacia arriba, recolectamos la
muestra de sangre en el tubo tapa roja, soltar el torniquete, pedir al paciente que
relaje el puiio y mientras retiramos la aguja hay que colocar un algodén
haciendo presidn en el lugar de la puncion.

Colocar un aposito.

Después de recolectar las muestras de sangre se procedié a transportarlas a un lugar

adecuado para su centrifugacion a 3000 rpm durante 10 minutos para obtener el suero

gue es con lo que vamos a trabajar, y ser analizados en el Laboratorio de Biologia

Molecular de la Universidad Técnica de Ambato para el cual se utilizd los Kit de
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reactivo de MPO AESKULISA y Kit de reactivo de PR3 sensitive AESKULISA para

sus respectivos analisis.

DETERMINACION DE AUTOANTICUERPOS ANTI- CITOPLASMA DE
NEUTROFILOS (ANCA) MPO Y PR3 CASA COMERCIAL AESKULISA.

Utilizacién MPO

Es una enzimoinmunoensayo en fase sélida que emplea mieloperoxidasa nativa
elevadamente purificada a partir de células polimorfonucleres de sangre periférica
humana para la deteccion cuantitativa de anticuerpos contra MPO en suero humano. Los
anticuerpos anti- MPO reconocen epitopos conformacionales especificos en la MPO

nativa.
Utilizacién PR3 sensitive

Es una enzimoinmunoensayo en fase solida que emplea proteinasa 3 humana nativa
elevadamente purificada a partir de granulocitos de neutréfilo humano para la deteccion
cuantitativa de anticuerpos contra proteinasa 3 en suero humano. Los anticuerpos anti-
PR3 reconocen especificamente epitopos conformacionales solamente accesibles en la
PR3nativa.

Principio del test

Las muestras de suero diluidas 1:101 se incuban en la microplaca revestida con el
antigeno especifico. Los anticuerpos de los pacientes, si estan presentes en la muestra, se
unen al antigeno. La fraccion no unida es eliminada con el lavado ene le paso siguiente.
Después, las inmunoglobulinas anti- humana conjugada con peroxidasa (conjugado) se
incuban y reaccionan con el complejo antigeno- anticuerpo de las muestras dentro de la
microplaca. El conjugado no unido es retirado a través del lavado en el paso siguiente.
La adiccion del sustrato — TMB genera una reaccion colorimétrica (azul) enzimatica que
se detiene a través de acido diluido (el color cambia a amarillo). La intensidad del color

a partir del cromégeno depende de la cantidad de conjugado unida al complejo antigeno-
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anticuerpo y es proporcional a la concentracion inicial de los respectivos anticuerpos en

la muestra del paciente.
Almacenamiento y Caducidad

Guarde todos los reactivos y la microplaca a 2-8°C/35-46°F, en sus envases originales.
Una vez preparadas, las soluciones reconstituidas son estables durante 1 mes a 2-8°C/35-
46°F, por lo menos. Los reactivos y la microplaca deben ser utilizados solamente dentro
del margen de caducidad indicado en cada componente. Evite la exposicion de la
solucion TMB a la luz intensa. Guarde las microplacas en su sobre correspondiente,
incluyendo el desecante, y séllelo bien.

Toma, manipulacion y almacenamiento de las muestras

No utilice muestras ictéricas, lipémicas, hemolizadas o contaminadas por bacterias. Los
sueros con particulas deben ser purificados por centrifugacion a baja velocidad (<1000 x
g). Las muestras de sangre deben ser recogidas en tubos limpios, secos y vacios. Tras la
separacion, las muestras de plasma han de utilizarse durante las primeras 8 horas y
conservarse herméticamente cerradas a 2-8°C/35-46°F hasta 48 horas o congeladas a -

20°C/-4°F durante periodos mas prolongados.

Diluya los reactivos concentrados:

¢ Diluya el tampon de muestra concentrado a 1:5 con agua destilada (p.e. 20 ml en
80 ml)

e Diluya el tamp6n de lavado concentrado a 1:50 con agua destilada (p.e. 20 ml en
980 ml).

e A fin de evitar errores, es aconsejable marcar las tapas de los distintos

calibradores.
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Muestras:

Diluya las muestras de suero a 1:101 con tampon de muestra (1x) p.e. 1000 ul tampoén de
muestra (1x) + 10 ul suero. Mezcle bien la dilucion.

Lavado:

Prepare 20 ml de tampon de lavado diluido (1x) para 8 pocillos 0 200 ml para 96

pocillos p.e. 4 ml de concentrado en 196 ml de agua destilada.
Lavado automatico:

Tenga en cuenta los volimenes de exceso requeridos para purgar el instrumento y el

volumen muerto en el dispensador del aparato.
Lavado manual:

Descarte el liquido de los pocillos invertiendo la placa. Golpee vigorosamente el marco
con los micropocillos sobre papel absorbente limpio manteniendo la placa invertida.
Dispense 300 pl de tampdon de lavado diluido dentro de cada pocillo y espere 20

segundos. Repita el procedimiento entero dos veces mas.
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PROCEDIMIENTO

Cuadro N° 4: Procedimiento de pipeteo.

1

Pipetee en los pocillos designados 100 ul de: Calibradores (CAL.A a CAL.F)
para interp. CUANTITATIVA.

Incube durante 30 minutos a 20-32°C/68-89,6°F.

Lave tres veces con 300 pul de tampon de lavado (diluido al 1:50).

Pipetee 100 pl de conjugado en cada pocillo.

Incube durante 30 minutos a 20-32°C/68-89,6°F.

Lave tres veces con 300 pl de tampon de lavado (diluido al 1:50).

Pipetee 100 pl de substrato TMB en cada pocillo.

O N o O | W DN

Incube durante 30 minutos a 20-32°C/68-89,6°F y evite que reciba luz

intensa.

Pipetee 100 pl de solucion de paro en cada pocillo siguiendo el mismo orden

que al pipetear el substrato.

10

Incube durante 5 minutos como minimo.

11

Agite la placa suavemente durante 5 seg.

12

Lea la absorbancia a 450 nm (se recomienda 450/620 nm) durante los 30

minutos siguientes.

Fuente: CASA COMERCIAL AESKULISA.

Interpretacion Cuantitativa

Para una interpretacion cuantitativa establezca la curva standard trazando la densidad

optica (DO) de cada calibrador (eje y) con respecto a los correspondientes valores de

concentracion en U/ml (eje x). Para unos mejores resultados recomendamos coordenadas

log/lin y un ajuste a 4-PL. Partiendo de la DO de cada muestra, lea la correspondiente

concentracion de anticuerpo expresada en U/ml.
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Cuadro N° 5 : Valores de referencia

RANGO NORMAL INDETERMINADO RESULTADOS
POSITIVOS
<12 U/ml 12 - 18 U/mi >18 U/mi

Fuente: CASA COMERCIAL AESKULISA.
DATOS TECNICOS

Cuadro N° 6 : Datos técnicos

Muestra Suero

Volumen de muestra 10 pl de muestra diluida a 1:101 con tampon de
muestra 1x

Tiempo total de incubacion 90 minutos a temperatura 20-32°C/68-89,6°F

Rango de calibracién 0-300 U/mi

Sensibilidad analitica 1,38 U/ml

Almacenamiento a 2-8°C/35-46°F utilice solo los viales originales

NuUmero de determinaciones 96 tests

Fuente: CASA COMERCIAL AESKULISA.

Calibracion
Debido a la no existencia de una calibracion de referencia internacional, este ensayo esta

calibrado en unidades arbitrarias (U/ml).

3.8 ASPECTOS ETICOS

A las madres de los pacientes que participaron en el proyecto de investigacion se les
explico el objetivo del estudio y para afirmar su participacion se hizo firmar un
Consentimiento Informado, el cual nos permite realizar a los pacientes el respectivo
analisis de laboratorio como es la determinacion de los niveles séricos de
autoanticuerpos anti- citoplasma de neutrofilos en nifios con TEA y sus respectivas
madres, asi como también a los nifios sanos y sus madres. Los resultados obtenidos

fueron manejados con confidencialidad y fueron entregados a la representante de la
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fundacion participante, beneficiando de esta manera a los pacientes participantes en este

estudio.

Los 4 principios de bioética se mencionan lo siguiente:

Respeto de autonomia: este principio indica el respeto por la autonomia del
paciente exige a los profesionales a revelar informacion, asegurar la comprension, la
voluntad y a potenciar la participacion del paciente en la toma de decisiones.
Tomando en cuenta las reglas para tratar a las personas de forma auténoma, como
son: decir la verdad, respetar la privacidad, proteger la confidencialidad de la
informacidn, obtener un consentimiento para las intervenciones a pacientes.

No — maleficencia: este principio se refiere a la obligacion de no causar dafio
intencionalmente. Teniendo en cuenta las siguientes reglas como son: no matar, no
causar dolor o sufrimiento, no ofender, no privar a otro de aquellos que aprecian la
vida.

Beneficencia: este principio esta basado en prevenir y eliminar el dafio, hacer el bien
a otros, hace referencia a actos de buena voluntad, amabilidad, caridad, amor o
humanidad es decir ayudando y rescatando a personas en peligro.

Justicia: Norman Daniels nos dice que hay un conflicto de intereses entre los que
precisan servicios de salud y quienes soportan sus gastos, se piensa que los cuidados

de la salud deben distribuirse igualitariamente que otros bienes.
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CAPITULO IV
ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En el presente capitulo se realizaron andlisis de autoanticuerpos anti- citoplasma de
neutrdfilos (anti -Proteinasa 3, anti- Mieloperoxidasa) a los pacientes de la fundacion
APADA ECUADOR que asistieron a la toma de muestras en el Periodo Abril -
Septiembre 2017. Por lo cual los resultados se encuentran representados en cuadros

estadisticos.

4.1 ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE LABORATORIO CLINICO

4.1.1 Cumpliendo con el primer objetivo especifico.- estadisticos descriptivos de los
niveles de anti -Proteinasa 3, y anti- Mieloperoxidasa en nifios con tea y nifios con

desarrollo tipico.

Cuadro N° 7: Valores de anti- Proteinasa 3 y anti- Mieloperoxidasa en sujetos

pediatricos con TEA y sujetos pediatricos con desarrollo tipico.

Estadisticos descriptivos

Desviacion
N Minimo Maximo Media estandar
PN.TEA 30 3,14 16,11 5,2393 3,26574
PN.CONTROL 10 3,20 8,95 4,5870 1,71217
MN.TEA 30 1,01 9,70 2,8857 2,29818
MN.CONTROL 10 1,15 2,40 1,6640 ,39981
N valido (por lista) 10

Fuente: Analisis de Laboratorio Clinico. Elaborado por: Nancy del Pilar Capuz
Guananga.

Analisis: En relacion a la cuantificacion de los valores de anti- Proteinasa 3 en nifios con
TEA tenemos una media de 5,2393+ 3,26574, con un valor minimo de 3,14 y un
méaximo de 16,11; valores de anti-Proteinasa 3 en nifios con desarrollo tipico tenemos

una media de 4,5870+ 1,71217, con un valor minimo de 3,20 y un maximo de 8,95 en
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cuanto a los valores de anti- Mieloperoxidasa en nifios con TEA tenemos una media de
2,8857+ 2,29818, con un valor minimo de 1,01 y un méximo de 9,70; y anti-
Mieloperoxidasa en nifios con desarrollo tipico tenemos una media de 1,6640+ ,39981
con un valor minimo de 1,15 y un maximo de 2,40. Los siguientes datos se encuentran
dentro de los rangos normales ya que solo esos son considerados Yy estan representados
en el siguiente cuadro. (Anexo 3)

Grafico N° 1 Resultados obtenidos del analisis de los niveles séricos de autoanticuerpos
anti-citoplasma de neutréfilo (PR3) en las muestras investigadas de nifios TEA y

desarrollo tipico.

Niveles de PR3

18 - Ls= 18 U/ml
16 -
14 -
12 Li=12 U/ml
10 -
8 -
61 —&— NIVELES DE PROTEINASA
4 - NINOS TEA
5 | - NIVELES DE PROTEINASA
NINOS CONTROLES
O T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 N
1 3 5 7 9 1113 15 17 19 21 23 25 27 29 ladentesTEAY DT |

Fuente: Analisis de Laboratorio Clinico. Elaborado por: Nancy del Pilar Capuz

Guananga.

Interpretacion de resultados De acuerdo a los analisis realizados de anti- Proteinasa 3
en nifios con TEA, tenemos que el 10% estan en los rangos indeterminados de 12- 18
U/ml, y el 90% se encuentra en los rangos normales de < 12 U/ml, en cuanto a los
analisis realizados sobre anti- Proteinasa 3 en los nifios con desarrollo tipico tenemos
que el 100% presentan valores normales de < 12 U/ml. Las concentraciones de estos
anticuerpos cuando se presentan en concentraciones bajas no tienen importancia clinica,

solo se considera los valores elevados.
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Gréfico N° 2 Resultados obtenidos del anélisis de los niveles séricos de autoanticuerpos
anti-citoplasma de neutrofilo (MPO) en las muestras investigadas de nifios TEA vy

desarrollo tipico.

Niveles de MPO

o Li= 12 U/ml

10

et NIVELES DE
MIELOPEROXIDASA NINOS
6 TEA

il NIVELES DE
MIELOPEROXIDASA NINOS
4 1 CONTROLES

(O o o o o o o o o o o e e e N e e e e e e e e e e Pacientes TEAy DT
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29

Fuente: Analisis de Laboratorio Clinico. Elaborado por: Nancy del Pilar Capuz
Guananga.

Interpretacion de resultados De acuerdo a los anélisis realizados de anti-
Mieloperoxidasa en nifios con TEA, tenemos que el 100% esta en los rangos normales
de < 12 U/ml, en cuanto a los andlisis realizados sobre anti- Mieloperoxidasa en los
nifios con desarrollo tipico tenemos que el 100% también presentan valores normales <
12 U/ml. Las concentraciones de estos anticuerpos cuando se presentan en
concentraciones bajas no tienen importancia clinica, solo se considera los valores

elevados. (Anexo 3)
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4.1.2 Cumpliendo con el segundo objetivo especifico.-estadisticos descriptivos de los
niveles de anti -Proteinasa 3, y anti- Mieloperoxidasa en las madres de nifios con TEA y

madres de nifios con desarrollo tipico.

Cuadro N° 8 Valores de anti- Proteinasa 3 y anti- Mieloperoxidasa en las madres de los
sujetos pediatricos con TEA y sujetos pediatricos con desarrollo tipico.

Estadisticos descriptivos

Desviacion
N Minimo Maximo Media estandar
PM.TEA 30 3,02 15,90 5,6777 3,67943
PM.CONTROL 10 3,68 9,88 4,8840 1,78043
MM.TEA 30 1,26 12,90 3,2923 2,81649
MM.CONTROL 10 1,21 2,46 1,8690 ,38794
N valido (por lista)
10

Fuente: Analisis de Laboratorio Clinico. Elaborado por: Nancy del Pilar Capuz
Guananga.

Andlisis: En relacion a la cuantificacion de los valores de anti- Proteinasa 3 en las
madres de los nifios TEA tenemos una media de 5,6777+ 3,67943, con un valor minimo
de 3,02 y un maximo de 15,90; valores de anti-Proteinasa 3 en las madres de los nifios
con desarrollo tipico tenemos una media de 4,8840+ 1,78043, con un valor minimo de
3,68 y un maximo de 9,88 en cuanto a los valores de anti- Mieloperoxidasa en las
madres de los nifios TEA tenemos una media de 3,2923+ 2,81649, con un valor minimo
de 1,26 y un maximo de 12,90; y anti- Mieloperoxidasa en las madres de los nifios con
desarrollo tipico tenemos una media de 1,8690+ ,38794 con un valor minimo de 1,21y
un maximo de 2,46. Los siguientes datos de cada una de las medias estan dentro de los
rangos normales de Proteinasa 3 y estan representados en el siguiente cuadro.
(ANEXO3)
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Gréfico N° 3 Resultados obtenidos del anélisis de los niveles séricos de autoanticuerpos

anti-citoplasma de neutrofilo (PR3) en las muestras investigadas de las madres de los

nifios TEA y desarrollo tipico.

| Niveles de PR3 |

Ls=18 U/ml

Li=12 U/ml
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0 | B o o e B B B B s e e e
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29

Madres de nifios TEAy DT

Fuente: Analisis de Laboratorio Clinico. Elaborado por: Nancy del Pilar Capuz

Guananga.

Interpretacion de resultados De acuerdo a los analisis realizados de anti- Proteinasa 3

en las madres de los nifios con TEA, tenemos que el 10% estd en los rangos

indeterminados de 12- 18 U/ml, y el 90% se encuentra en los rangos normales de < 12

U/ml, en cuanto a los analisis realizados sobre anti- Proteinasa 3 en las madres de los

nifios con desarrollo tipico tenemos 100% presentan valores normales de < 12 U/ml.

Las concentraciones de estos anticuerpos cuando se presentan en concentraciones bajas

no tienen importancia clinica, solo se considera los valores elevados. (Anexo 3)
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Gréfico N° 4 Resultados obtenidos del anélisis de los niveles séricos de autoanticuerpos
anti-citoplasma de neutréfilo (MPO) en las muestras investigadas de las madres de los

nifios TEA y desarrollo tipico.

Niveles de MPO

14 -
12 - t Li=12 U/ml
10 - = NIVELES DE
MIELOPEROXIDASA
8 - MADRES DE NINOS TEA
6 1 —#— NIVELES DE
MIELOPEROXIDASA
4 1 MADRES DE NINOS
CONTROLES
2 .
0 TT T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T Madres de nifios TEAy DT
1 3 5 7 9 11131517 192123252729

Fuente: Analisis de Laboratorio Clinico. Elaborado por: Nancy del Pilar Capuz
Guananga.

Interpretacion de resultados De acuerdo a los anélisis realizados de anti-
Mieloperoxidasa en las madres de los nifios con TEA, tenemos que el 100% est4 en los
rangos normales de < 12 U/ml, en cuanto a los andlisis realizados sobre anti-
Mieloperoxidasa en las madres de los nifios con desarrollo tipico tenemos 100%
también presentan valores normales de < 12 U/ml. Las concentraciones de estos
anticuerpos cuando se presentan en concentraciones bajas no tienen importancia clinica,

solo se considera los valores elevados. (Anexo 3)
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4.1.3 Cumpliendo con el tercer objetivo especifico.-sobre la correlacion de los niveles
de autoanticuerpos circulantes anti-citolpasma de neutrofilos en sujetos pediatricos con
TEA y DT, con los niveles séricos maternos anti-citolpasma de neutrofilos, tenemos el
siguiente resultado:

Cuadro N°9 Correlacion de los niveles de autoanticuerpos circulantes anti-citoplasma
de neutrofilos en sujetos pediatricos con TEA y DT, con los niveles séricos maternos.

Prueba de muestras emparejadas

Diferencias emparejadas
95% de intervalo de
Media de confianza de la
Desviacién|  error diferencia Sig.
Media | estandar | estandar Inferior Superior t gl (bilateral)
Par PNTEA - PMTEA -
2,03914 37229 -1,19976 32309 | -1,177 29 ,249
1 ,43833
Par PNCONTROL — -
2,38785 , 75510 -2,00516 1,41116 -,393 9 ,703
2 PMCONTROL ,29700
Par MNTEA - MMTEA -
2,74164 ,50055 -1,43041 ,61708 | -,812 29 423
3 ,40667
Par MNCONTROL — -
,27216 ,08607 -,39969 -,01031 | -2,382 9 ,041
4 MMCONTROL ,20500

Fuente: Analisis de Laboratorio Clinico. Elaborado por: Nancy del Pilar Capuz
Guananga.

Anélisis: En el analisis realizado sobre anti-Proteinasa3 en sujetos pediatricos con TEA
con relacion a los valores de sus madres existe una significancia del 5% , P>0.05=0.249
es decir no hay diferencia significativa entre las pruebas de nifios con respecto a madres,
En el analisis realizado sobre anti-Proteinasa3 en sujetos pediatricos con desarrollo
tipico y en sus madres existe una significancia del 5% , P>0.05=0.703 es decir no hay
diferencia significativa entre las pruebas de nifios con respecto a madres. En los
resultados de los valores de anti-Mieloperoxidasa en sujetos pediatricos con TEA y sus
madres existe una significancia del 5%, P>0.05=0.423 es decir que si hay diferencia
significativa entre las pruebas de nifios con respecto a madres. En los valores de anti-

Mieloperoxidasa en sujetos pediatricos con desarrollo tipico y sus madres existe una

52




significancia del 5%, P>0.05=0.041 es decir no hay diferencia significativa entre las
pruebas de nifios controles con respecto a sus madres, esto quiere decir que no hay
ninguna correlacion entre los niveles séricos de autoanticuerpos anti- citoplasma de

neutrofilos de los nifios TEA con los niveles séricos de sus madres.

4.2 VERIFICACION DE LA HIPOTESIS

En el proceso de verificacion de la hipdtesis se utilizo el estadigrafo de comparacion de
medias conocido como T de Student para muestras simples, en el Programa SPSS,
debido a que se establece de manera independiente la relacién entre cada una de las
variables objeto de estudio, permitiendo la comparacion a partir de la hipdtesis que se

quiere verificar, es decir se correlaciona las variables en estudio.

4.3.1 PLANTEO DE LA HIPOTESIS

HIPOTESIS ALTERNATIVA (H,):

Los niveles séricos de autoanticuerpos anti- citoplasma de neutréfilos en sujetos
pediatricos con los Trastornos del Espectro Autista tienen relacion con los niveles

séricos maternos.
HIPOTESIS NULA (Ho):

Los niveles séricos de autoanticuerpos anti- citoplasma de neutrofilos en sujetos
pediatricos con los Trastornos del Espectro Autista no tienen relacion con los niveles

Séricos maternos.
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4.3.2 ESTIMADOR ESTADISTICO

X
t =—x
N—1
Nomenclatura
X = promedio de la diferencia
ox = desviacion estandar del promedio de la diferencia

VN — 1 =raiz cuadrado de n total de la poblaciéon menos uno
t = t de Student

4.3.3 NIVEL DE SIGNIFICACION

a=0,05

En el T Student, si existe concordancia entre las frecuencias observadas y las esperadas
el estadistico tomara un valor igual a 0,00, en consecuencia, se rechazard la hipotesis
nula. Por el contrario, si existe una gran discrepancia entre estas frecuencias el

estadistico tomaré un valor grande y se rechazara la hipotesis alterna.

54



434 CALCULO DE LA PRUEBA ESTADISTICA CALCULO DEL

ESTIMADOR ESTADISTICO T student.

Cuadro N° 10 Tabla de Muestras unica de PR3 y MPO, estimador estadistico t student.

Estadisticas de muestras emparejadas

Desviacion Media de error
Media N estandar estandar
Par 1 PNTEA 5,2393 30 3,26574 ,59624
PMTEA 5,6777 30 3,67943 67177
Par 2 MNTEA 2,8857 30 2,29818 ,41959
MMTEA 3,2923 30 2,81649 ,51422
Correlaciones de muestras emparejadas
N Correlacion Sig.
Parl PNTEA & PMTEA 30 ,834 ,000
Par2 MNTEA & MMTEA 30 ,440 ,015
Prueba de muestras emparejadas
Diferencias emparejadas
95% de intervalo de
Media de confianza de la
Desviacié error diferencia Sig.
Media | n estandar | estandar Inferior Superior t gl (bilateral)
Par PNTEA - -
1 PMTEA ,4383 2,03914 37229 -1,19976 ,32309 | -1,177 29 ,249
3
Par MNTEA - -
2 MMTEA ,4066 2,74164 ,50055 | -1,43041 ,61708| -,812 29 423
7

Fuente: Analisis de Laboratorio Clinico Elaborado por: Nancy del Pilar Capuz

Guananga.
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ANALISIS

Para calcularla la T se realizo la matriz de tabulacion cruzada de datos se toma en cuenta
los resultados de los diferentes niveles séricos de autoanticuerpos anti- citoplasma de
neutrofilos que presentaron los individuos objeto de estudio tanto nifios TEA y sus
madres, las mismas que nos permitieron determinar si hay o no relacion entre las
variables independiente y dependiente ya que se obtuvo una significancia mayor a 0,05
lo que me permitio .rechazar la hipétesis alternativa y comprobar la hip6tesis nula que
sefiala: “Los niveles séricos de autoanticuerpos anti- citoplasma de neutrofilos en sujetos
pediatricos con los Trastornos del Espectro Autista no tienen relacion con los niveles

séricos maternos”.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 CONCLUSIONES

A través de la utilizacion del métodos ensayo inmunoenzimatico tipo ELISA de
laboratorio, se pudo determinar los niveles séricos de autoanticuerpos anti-
citoplasma de neutrofilos en sujetos pediatricos con los Trastornos del Espectro
Autista y su relacion con los niveles séricos maternos, en los 30 pacientes con
TEA y 30 madres que acudieron a la Fundacion APADA ECUADOR para la
toma de muestras en las Ciudades de Quito y Riobamba, asi como también las 10
muestras procedentes de los nifios controles y sus madres, en su totalidad las 80
muestras fueron procesadas.

Mediante la realizacion de los exdmenes de laboratorio de igual manera se pudo
identificar los niveles séricos de autoanticuerpos circulantes anti-ANCA (anti -
Proteinasa 3, anti- Mieloperoxidasa) en las madres de los sujetos pediatricos con
los TEA y DT obteniendo valores que se encuentran en los rangos normales de <
12 U/ml y rango intermedio de 12- 18 U/ml de cada una de las pruebas
analizadas.

Se correlaciond los niveles séricos de autoanticuerpos circulantes anti-
citoplasma de neutréfilos en sujetos pediatricos con los TEA y DT con los
niveles séricos maternos Anti- ANCA, mediante la realizacion del examen de
laboratorio clinico, en el cual se determin0 los niveles séricos de los anti-
citoplasma de neutréfilos dandonos como resultados valores dentro de los rangos
normales de las 80 muestras se obtuvo que el 99% de los pacientes presentan
valores normales de < 12 U/ml, mientras que el 1 % correspondiente al rango
intermedio de 12- 18 U/ml MPO y de los mismos 80 pacientes el 91% de los
resultados estan dentro del valor normal < 12 U/ml y el 9% estan dentro del
rango indeterminado (PR3), aqui se observa que no hay valores positivos para
ANCA (PR3 y MPO) en las 30 muestras TEA por lo que podemos decir que no
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tiene relacion con los nivele séricos de sus madres, y en los nifios controles de
igual manera sus resultados estan dentro de los valores normales, estudios
realizados a madres con nifios TEA a nivel inmunoldgico explica que los
anticuerpos de la madre uniéndose a proteinas del cerebro fetal pueden generar
distorsiones en la bioguimica y la funcién cerebral antes de que el nifio
nazca.(25) motivo por el cual se realizd esta investigacién en esta poblacion
analizando los anticuerpos anti - citoplasma de neutrofilos para ver si las madres

son las causantes de que sus nifios hayan nacido con TEA.

5.2 RECOMENDACIONES

Se les recomienda para nuevos estudios referentes con esta poblacion aumentar
el tamafio muestral con el fin de corroborar los resultados obtenidos dentro de
esta investigacion para asi puedan desarrollar estudios mas amplios en beneficio
de la poblacion.

Se deberia implementar mas estudios en la poblacion de nifios TEA que sea en
beneficio de los mismos y sin perjudicar su salud por lo que ellos son nifios

especiales.
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Anexol.- APROBACION DEL TEMA DE INVESTIGACION

—

CONSEJO DIRECTIVO

FCS

FACULTAD DE CIENCIAS
DE LA SaLuo

Resolucidn: CD-P-1582
Ambasio, 05 de junio de 2017

Seilorita

Capuz Guananga Nancy Del Pilar
ESTUDIANTE

Carrers de Laboratorio Clinico
Facuitad de Ciencias de la Salud
Presente

De mi consideracidn:

El'H. Consejo Directivo de la Facultad de Clencias de la Salud. en Sesién Ordinaria del 05 de junio de 2017. ¢n
conocimiento del oficio UTA-UAT-FCS-2017-0237-M, suscrito por ¢l Dr. M. Jorge Morales Solis, Presidente.,
Unidad de Titulacié giriendo se apruebe ¢l tema de invest, e b sef i dela Carerade
Laboratorio Clinico. al respecto.

CONSEJO DIRECTIVO, RESUELVE:

* AUTORIZAR A LA SERORITA CAPUZ GUANANGA NANCY DEL PILAR, ESTUDIANTE DE LA
CARRERA DE LABORATORIO CLINICO DEL CICLO ACADEMICO MARZO- SEPTIEMBRE 2017,
OPTAR POR LA MODALIDAD DE GRADUACION PROYECTO DE INVESTIGACION.

* APROBAR EL PLAN DE TRABAJO DE GRADUACION O TITULACION CON EL.  TEMA “NIVELES
SERICOS DE AUTOANTICUERPOS ANTL-CITOPLASMA DE NEUTROFILOS EN SUJETOS
PEDIATRICOS CON LOS TRASTORNOS DEL ESPECTRO AUTISTA Y SU RELACION CON LOS
NIVELES SERICOS MATERNOS™, PREVIO A LA OBTENCION DEL TITULO DE LICENCIADA

LABORATORIO CLINICO.

DES! N A,

NAR

CNICA DE AMBATO,

* AUTORIZAR A LA SENORITA ESTUDIANTE DE LA CARRERA DE LABORATORIO CLINICO LA
ELABORACION DEL TRABAJO DE GRADUACION O TITULACION EN LOS PLAZOS ESTABLECIDGS
EN LAEDISPOSDCION GENERAL, INCISO TERCERO Y CUARTO DEL REGLMENTO DE REGIMEN
ACADEMICO.

Alenlamente.

/.:l";‘i"
Ds. ;:o;;ba%

Presidente

CC LCDO. MSC. NEOMAR SEMPRUN HERNANDEZ; tutor (proyecto de investigacién)
Carpeta estudiamdil

Anexo oficio UTA-UAT-FCS-2017-00237-A 1+ hajas)

MOSY

UNIVERSIDAD
| TECNICA DE AMBATO Cdla. Ingahurco  Teléfono (03) 3 730 268 Ext. 5211
www.utaeduee

66



Anexo 2.- CONSENTIMIENTO INFORMADO

% UNIVERSIDAD TENCICA DE AMBATO
S FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
CARRERA DE LABORATOTIO CLINICO

CONSENTIMIENTO INFORMADO

SE LE SOLICITA QUE LEA DETENIDAMENTE EL SIGUIENTE MATERIAL PARA QUE ESTE INFORMADO ACERCA DE LA NATURALEZA
DE ESTA INVESTIGACION 'Y DE LA FORMA EN QUE USTED PARTICIPARA EN EL, SI DIERA SU COMSENTIMIENTO PARAHACERLO.
LA FIRMA DEL FORMULARIC DE CONSGENTIMIENTC INDICARA QUE USTED HA SIDO INFORMADO Y QUE ACEPTA PARTICIPAR EN

EL ESTUDIO.
IDENTIFICACION
Yo Cl , Edad: ,
Domiciliado en Nacionalidad
Estado  Civil: telf.  hab. telf.  cel

_ Siendo mayor de 18 afios y en pleno uso de mis facultades y sin que medie coaccion ni violencia
alguna, en completo conocimiento de la naturaleza, forma, duracion, proposito, inconvenientes y riesgos relacionados con el
estudio; en calidad de representante legal del nifio(a) nacido(a) el

DECLARO MEDIANTE LA PRESENTE
Haber sido informado de manera clara y sencilla por parte de los investigadores MSc. Neomar Semprin-Heméandez vy |a Srta.

Nancy del Pilar Capuz Guananga de todos los aspectos relacionados al proyecto.
Tener conocimiento claro que el objetivo de este estudio es analizar los niveles séricos de auto anticuerpos circulantes anti-
citoplasma de neutrdfilos (anti-ANCA) en sujetos pediatricos con TEA (Trastornos del espectro autista) y su relacién con los

niveles séricos matemos.

1. Que estoy de acuerdo en el uso, para fines de investigacion, de los resultados obtenidos en el presente estudio.
2. Que mi participacién en dicho estudio no implica riesgo ni inconveniente para la salud mia ni de mi representado.

3. Que bajo ningln concepto se me ha ofrecido ni pretendo recibir algln beneficio de tipo economico producto de los

hallazgos que puedan producirse de dicha investigacion.
4. Que los datos clinicos y experimentales obtenidos permaneceran confidenciales, a menos que sea solicitado por ley.

DECLARACION VOLUNTARIA

Luego de haber leido y comprendido la respuesta recibida a mis preguntas con respecto a este formato de consentimiento y por

cuanto mi participacion en este estudio es totalmente voluntaria acuerdo:

a) La donacién de manera voluntaria de dos (2) muestras de sangre, aceptando las condiciones estipuladas y autorizando al

equipo de investigadores al referido estudio con las muestras biclégicas de mi representado.

b) Reservarme el derecho de revocar esta autonzacion asi como mi participacion en el proyecto, en cualquier momento, sin que

ello conlleve algan tipo de consecuencia hacia mi personay mi representado.

FIRMA DEL REPRESENTANTE FIRMA DEL INVESTIGADOR

DECLARACION DEL INVESTIGADOR

Luego de haber explicado al voluntario |a naturaleza del protocolo mencionado, certifico mediante la presente que a mi saber, &l
sujeto que firma este formulario de consentimiento comprende 12 naturaleza, requerimiento, riesgo y beneficio de |a participacion
en este estudio. Ningn problema de indole médico, de idioma o instruccion ha impedido la clara comprensién de su compromiso

con el estudio.
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ANEXO 3: RESULTADOS DE LA DETERMINACION DE LOS NIVELES
SERICOS DE AUTOANTICUERPOS ANTI-CITOPLASMA DE NEUTROFILO.

N° | NIVELES | NIVELES DE | NIVELES DE | NIVELES DE | NIVELES DE NIVELES DE NIVELES DE NIVELES DE
DE PROTEINAS | PROTEINAS | PROTEINAS | MIELOPEROX | MIELOPEROX | MIELOPEROX | MIELOPEROXIDASA
PROTEIN | A MADRES | A SUJETOS | A MADRES IDASA IDASA IDASA MADRES SUJETOS
ASA DE PEDIATRIC DE SUJETOS MADRES DE SUJETOS PEDIATRICOS CON
SUJETOS | SUJETOS 0S CON SUJETOS | PEDIATRICOS SUJETOS PEDIATRICOS | DESARROLLO TIPICO
PEDIATRI | PEDIATRIC | DESARROLL CON TEA PEDIATRICOS CON
COSCON | OSCON 0 TIPICO CON TEA DESARROLLO
TEA TEA TIPICO
1 13,14 14,64 3,4 4,28 1,73 4,4 1,27 1,49
2 4,14 8,73 3,97 4,6 3,3 4,8 2,4 1,92
3 7,76 13,67 4,77 9,88 4,27 4,1 2,15 2,46
4 4,68 3,54 4,08 4,71 2,09 1,33 1,76 2,03
5 3,57 4,42 3,2 4,34 1,23 9,6 1,83 2,06
6 4,2 3,02 4,42 4,11 1,06 1,96 1,24 1,4
7 4,88 4,51 3,8 4,28 1,06 1,26 1,15 1,21
8 4,94 3,31 3,48 3,68 1,12 1,47 1,72 2,23
9 4,17 3,82 8,95 4,31 1,66 2,06 1,56 1,93
10 3,42 4,74 5,8 4,65 8,92 9,6 1,56 1,96
11 3,6 4,45 1,78 4
12 4,22 3,34 1,26 1,86
13 4,48 3,45 1,67 1,44
14 4,77 3,65 9,7 2,21
15 4,05 4,2 1,41 1,87
16 4,71 3,62 4,15 2,27
17 3,54 4,45 1,01 1,53
18 4,65 4,31 1,55 2,21
19 4,48 4,97 1,41 1,98
20 14,11 15,9 5,68 1,61
21 4,31 3,65 1,61 1,86
22 3,37 4,17 4,2 1,96
23 4,34 4,42 1,78 4,5
24 16,11 12,52 6,79 12,9
25 3,45 3,91 4,45 5,82
26 4,88 4,31 1,64 2,49
27 3,48 4,71 4,1 1,83
28 3,31 9,17 2,18 1,41
29 3,28 3,11 1,96 2,04
30 3,14 3,62 1,8 2,4
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ANEXO 4: CONSIDERACIONES ETICAS

Participacion de seres humanos

Para la ejecucion del presente proyecto de investigacion se buscd una poblacion
conformada por nifios pediatricos con TEA y sus madres asi como también nifios
pediatricos controles y sus madres, a los cuales se les tomd una muestra para la

determinacion de los niveles séricos de autoanticuerpos anti- citoplasma de neutrdéfilos.

Proceso del consentimiento informado

e Se les brindo a las madres de los nifios TEA y controles la informacion adecuada
sobre el proyecto de investigacion a realizarse.

e Se les pregunto a las madres si comprendieron toda la informacion
proporcionada.

e Una vez aclarado las dudas sobre el estudio se procedié a la entrega del
consentimiento y asentamiento informado.

e Las madres de familia procedieron a firmar libre y voluntariamente el

consentimiento y asentamiento informado para su participacion en el estudio.
Consecuencias de la participacion en el estudio.

Beneficios: en la realizacion del proyecto de investigacion los pacientes que acudieron
miembros de la fundacion APADA ECUADOR en las ciudades de Quito y Riobamba
los mismos que fueron beneficiados por que los examenes de laboratorio realizado no
tuvo un valor a cancelar, este fue gratuito y los resultados seran entregados en sobre
cerrado a la directora de la fundacion para que posteriormente ella se los entregue a los

pacientes.

Efectos adversos: por la edad y por ser nifios especiales sera un poco complicado
realizar la extraccion sanguinea, mismo que va a sentir un poco de dolor y

adicionalmente se puede producir hematoma que con el pasar de los dias desaparecera.
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Confidencialidad de la informacion

Luego de obtener los resultados del examen de laboratorio de cada uno de los pacientes,

estos fueron manejados con absoluta confidencialidad y discrecion por la parte

investigadora.

ANEXO 5: AUTORIZACION DE LA COORDINADORA PARA UTILIZAR EL
LABORATORIO DE BIOLOGIA MOLECULAR DE LA UNIVERSIDAD
TECNICA DE AMBATO.

Ambato, 7 de septiembre de 2017

Bqf.

Martha Ramos

COORDINADORA DE LA LABORATORIO CLINICO
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

Presente

De nuestras consideraciones:
Nosotros estudiante de Décimo semestre “U” de la Carrera de Laboratorio Clinico, nos
dirigimos a usted de la manera mas comedida para solicitarle se me permita utilizar el
Laboratorio de Biologia Molecular los dias:
¢ Capuz Guananga Nancy del Pilar los dias 11 y 12 de septiembre del presente afio.
Examen de Anti ~mieloperoxidasa y Anti — proteinasa 3
e Villacis Villacis Liliana Carolina los dias 13 y 14 de septiembre del presente afio
Examen Anticardiolipina y Anti - beta 2, Glicoproteina
* Lopez Bautista Paul Santiago los dias 15 y 18 de septiembre del presente afio.

Examen Antigliadina y Anti - CCP

Por la gentil atencion a lo manifestado, nos suscribimos de Usted.

Atentamente
(A ‘
A o
C et =
Capuz Génanga Nancy del Pilar Villacis Villaci¢ Liliana Carolina
C.C. 1804247755 C.C. 0503293227

@&
P s

Lépez Bautista Pail Santiago

C.C. 0503697930 V- X 27’{)"’/:"”“ (OrJA
T TN

> / \
JB - A
s { / A ) Fornur
»”. £ 7 : - IO
% / e e
p ‘L//., N,{,(/{q(?f.
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ANEXO 6: AMPLIACION DE METODOS Y PROCEDIMIENTOS.

AESKU,DIAGNOSTICS

. /

AESKULISA
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Manual Rev. Mo. 003 : 2013-10-10

Utilizacion

AESKULISA MPO es un enzimoinmunoensayo en fase solida que emplea mieloperoxidasa
(MPO) nativa elevadamente purificada a partir de ceélulas polimorfonucleares de sangre
periférica humana para la deteccidon cuantitativa vy cualitativa de anticuerpos contra MPO en
suero humano. Los anticuerpos anti-MPO reconocen epiiopos conformacionales especificos
en la MPO nativa.

El ensayo es una herramienta para el diagnostico de vasculitis sistémica autoinmune.

Aplicacion clinica y principio del ensayo

Los anticuerpos contra mieloperoxidasa (MPOQ) pertenecen al grupo de los anticuerpos anti-
citoplasma del neutrdfilo (ANCA) los cuales se dirigen contra componentes citoplasmaticos
de los granulocitos del neutrdfilo v monocitos. El test de inmunofluorescencia indirecta en
neutrofilos fijados en etanol ha sido el método establecido para la deteccion de los ANCAS.
Era aparente que algunos ANCAs creaban un patron de fluorescencia citoplasmatico (de ahi
llamado cAMNCA) mientras que otros creaban un patron perinuclear (el pANCA). Debido a
que ambos patrones pueden cubrir maltiples antigenos, la inmunofluorescencia no es
adecuada para satisfacer un diagnostico diferencial de vasculitis; de ahi que cada test de IFI
deba ser verificado con tests ELISA especificos.

Mientras que la proteinasa 3 es el antigeno especifico principal para cANCA, se identificd
que el principal antigeno para pANCA es la MPO pero otros componentes celulares (p.ej.
lactoferrina, catepsina G, elastasa) pueden causar tincion perinuclear.

La MPO es un enzima de los granulos primarnos de los neutrafilos con un peso molecular de
aproximadamente 140 kDa. Su carga elevadamente negativa puede ser relevante para la
localizacion en estructuras cargadas positivamente como la membrana nuclear v DNA, de
ahi que sea responsable del patron de tincion perinuclear de los anticuerpos anti-MPO en
sueros de pacientes cuando se usan neutrofilos fijados en etanol en IFI.

Los ANCAs son marcadores importantes para el diagnostico diferencial de la vasculitis
autoinmune. Los anticuerpos contra MPO correlacionan con la vasculitis idiopatica o
asociada a glomerulonefritis crecentica necrotizante v se encuentran frecuentemente en el
T70% de los pacientes con poliangitis microscopica y el 5-50% de pacientes con el sindrome
de Churg-Strauss.

Principio del test

Las muestras de suero diluidas 1:101 se incuban en la microplaca revestida con el
antigeno especifico. Los anticuerpos de los pacientes, si estan presentes en la
muestra, se unen al antigeno. La fraccion no unida es eliminada por el lavado en el
paso siguiente. Después, las inmunoglobulinas anti-humanas conjudagas con
peroxidasa (conjugado) se incuban y reaccionan con el complejo antigeno-anticuerpo
de las muestras dentro de la microplaca. El conjugado no unido es retirado a traves del
lavado en el paso siguiente. La adicion del substrato-TMB genera una reaccion
colorimétrica (azul) enzimatica que se detiene a través de acido diluido (el color cambia
a amarillo). La intensidad de formacion de color a partir del cromdgeno depende de la
cantidad de conjugado unida al complejo antigeno-anticuerpo v es proporcional a la
concentracion inicial de los respectivos anticuerpos en la muestra del paciente.
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Contenido del equipo

PARA SER RECONSTITUIDO
Color

Articulo Cantidad del Colordela . cripcion/Contenido
. solucién
tapon
Concentrado 5 x
Tampon de muestra (5x) 1x20 ml Blanco | Amarillo Tnis, Cloruro de sodio (NaCl), a bumina de suero

bovino (BSA, por sus siglas en inglés), azida sddica <
0.1 % (conservante)

Concentrado 50 x
Tampdn de lavado (50x) 1x20 ml Blanco | Verde Tris, Cloruro de sodio (NaCl), Tween 20, azida sodica
= 0,1 % (conservanie)

LISTO PARA EL USO
Color

Articulo Cantidad del Colordela  hceripeion/Contenido
. solucién
tapdn

. Suero humano (diluido), albimina de suero bovino

Control negativo 1x1.5mil Verde Incoloro (BSA), azida sodica < 0.1 % (conservante)
- - ! Suero humano (diluido), albdmina de suero bovino

Control positivo 1x1,5ml Rojo Amarillo (BSA), azida sodica < 0.1 % (conservante)
. ) Suero humano (diluido), albdmina de suero bovino

Calibrador cut-off 1x1.,5ml Azul Amarillo (BSA), azida sodica < 0.1 % (conservante)
. . § Suero humano (diluido), albimina de suero bovino

Control positivo 1x1,5ml Rojo Amarillo (BSA), azida sodica < 0.1 % (conservante)
Calibrador cut-off 1x1.5ml Azul Amarillo Suero humano (diluido), albimina de suero bovino

(BSA), azida sodica = 0,1 % (conservante)

Concentracion de cada cal brador: 0, 3, 10, 20, 100,
Calibradores 6 x1.5ml Blanco Amarillo * 300 Wml. Suero humano (diluido), albimina de suero
bovino (BSA), azida sddica = 0,1 % (conservante)

Contiene: Inmunoglobulinas anti-humanas
Conjugado, 1gG 1x15 mi Azul Azul conjugadas con peroxidasa de rabano picante,
albimina de suero bovino (BSA)

Terametilbenzidina estabilizada y peraxido de

Substrato TMB 1x15 mi Megro Incoloro hidrégena (TMB/H.0.)
Solucion de paro 1x15 mi Blanco | Incoloro Acido clorhidrico 1M

. - 12 x 8 tiras Con tiras rompibles de pocillos. Consulte el pamafo 1
Placa Microtiter de pocillos N/D N/D para obtener informacion sobre revestimiento.

* La intensidad del color aumenta con la concentracion

MATERIAL NECESARIO PERO NO SUMINISTRADO

Filtro de lectura de 450 nm para lector de firas Microtiter vy filtro de referencia recomendado de 620 nm {(600-690 nm). Equipo de
cristal (cilindro 100-1000 mi), tubos de ensayo para disoluciones. Mezclador espiral, pipetas de precision (10, 100, 200, 500,
1000 pl) o pipeta mualtiple ajustable (100-1000 ul). Dispositivo de lavado de la microplaca (pipeta de repeticion o microcanal de
300 pl o sistema automatizado), papel absorbente. Nuestras pruebas se han disefiado para uso con agua destilada, de acuerdo
con la definicion de las famfmacopeas de Estados Unidos (USSP 26 - NF 21) v Europa (Eur.Ph. 4* ed_).

Almacenamiento y Caducidad

Guarde todos los reactivos vy la microplaca a 2-8°C/35-46°F, en sus envases originales. Una
vez preparadas, las soluciones reconstituidas son estables durante 1 mes a 2-8°C/35-46°F,
por lo menos. Los reactivos v la microplaca deben ser utilizados solamente dentro del
margen de caducidad indicado en cada componente. Evite la exposicion de la solucion TMB
a la luz intensa. Guarde las microplacas en su sobre correspondiente, incluyendo el
desecante, y seéllelo bien.
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Precauciones

5.2

Datos de riesgo para la salud

ESTE PRODUCTO ES SOLO PARA EL USO EN DIAGNOSTICO IN VITRO . Por lo tanto,
solamente el personal formado v especialmente asesorado en los métodos de diagndstico in
vitro puede realizar el ensayo. Aunque este producto no se considera especialmente tdxico
ni peligroso en las condiciones de uso previsto, siga estas recomendaciones para garantizar
un nivel de seguridad dptimo:

Recomendaciones y precauciones

Este eguipo contiene componentes potencialmente peligrosos. Aunque los reactivos del
equipo no estan clasificados como irritantes de los ojos v la piel, recomendamos evitar el
contacto de los mismos con los ojos v con la piel v utilizar guantes desechables.

iAVISO! Los calibradores, controles y agentes contienen azida de sodio (NaN3) como
conservante. El NaN4 puede ser toxico si se ingiere o se absorbe por medio de la piel o de
los ojos. El NaN3 puede reaccionar con la fontaneria de plomo y de cobre y formar azida

metalica muy explosiva. Al tirar tirarla, deje correr una gran cantidad de agua para evitar que
la azida tome consistencia. Por favor, consulte los procesos de descontaminacion del CDC u
otras directrices locales o nacionales.

No fume, coma o beba mientras manipule el equipo. No pipetee con la boca.

Todo el material de fuente humana utilizado en algunos reactivos de este equipo (por
ejemplo controles, standards) ha sido analizado a través de métodos aprobados v ha
resultado ser negativo para HbsAg, Hepatitis C yv HIV 1. No obstante, ningun test puede
completamente garantizar la ausencia de agentes virales en ese tipo de maternal. Por lo
tanto, manipule los controles, standards v muestras de los pacientes como si se trataran de
autéenticos transmisores de enfermedades infecciosas y segun los reguerimientos de
manipulacion de su pais.

Como se indica en la seccion Contenido del equipo, €l equipo contiene material de origen
animal que debe manipularse de acuerdo con la normativa nacional.

Instrucciones generales para la utilizacién

En caso de que observe defectos o datos incorrectos en la informacion del producto,
incluidas las etiquetas, pongase en contacto con el fabricante o proveedor del producto.

Mo mezcle o sustituya Control, Calibradores, Conjugado o microplacas de numeros de lote
diferentes. Esto podria llevar a una variacion de los resultados.

Deje que todos los componentes alcancen la temperatura (20-32°C/68-89 6°F) antes de
utilizarlos. Agitelos bien vy siga el esquema de incubacion recomendado para una optima
realizacion del ensayo.

Incubacion: Se recomienda realizar las pruebas a 30°C/86°F para sistemas
automatizados.

Mo exponga nunca los componentes a temperaturas mas altas de 37°C/ 98,6 °F.

Pipetee siempre la solucion de substrato con puntas nuevas. Protega este reactivo de la luz.
Munca pipetee el conjugado con puntas previamente utilizadas con otros reactivos.

Un diagnostico clinico definitivo no debe estar basado solamente en los resultados del
ensayo realizado. Debe ser elaborado por el médico despues de haber evaluado todos los
hallazgos clinicos y de laboratorio. Es necesario verificar el diagnostico por medio de
distintos metodos.
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Toma, manipulacion y almacenamiento de las muestras

Utilice preferentemente muestras de suero recién extraidas. La extraccion de sangre debe
seguir los requerimientos de protocolo de su pais.

Mo utilice muestras ictéricas, lipémicas, hemolizadas o contaminadas por bacterias. Los
sueros con particulas deben ser purificados por centrifugacion a baja velocidad (<1000 x g).
Las muestras de sangre deben ser recogidas en tubos limpios, secos y vacios.

Tras la separacion, las muestras de plasma han de utilizarse durante las primeras 8 horas y
conservarse herméticamente cerradas a 2-8°C/35-46°F hasta 48 horas o congeladas a
-20°C/-4°F durante periodos mas prolongados

Procedimiento del ensayo

Preparativos antes de dispensar

Diluya los reactivos concentrados:

Diluya el tampon de muestra concentrado a 1:5 con agua destilada (p.e. 20 ml en 80 ml)
Diluya el tampon de lavado concentrado a 1:50 con agua destilada (p.e. 20 ml en 980 ml).

A fin de evitar errores, es aconsejable marcar las tapas de los distintos calibradores.

Muestras:

Diluya las muestras de suero a 1:101 con tampon de muestra (1x)

p.e. 1000 pl tampon de muestra (1x) + 10 pl suero. Mezcle bien la dilucion.
Lavado:

Prepare 20 ml de tampon de lavado diluido (1x) para 8 pocillos o 200 ml para 96 pocillos p.e.
4 ml de concentrado en 196 ml de agua destilada.

Lavado automatico:

Tenga en cuenta los volumenes de exceso requeridos para purgar el instrumento y el
volumen muerto en el dispensador del aparato.

Lavado manual:

Descarte el liquido de los pocillos invertiendo la placa. Golpee vigorosamente el marco con
los micropocillos sobre papel absorbente limpio manteniendo la placa invertida. Dispense
300 pl de tampon de lavado diluido dentro de cada pocillo y espere 20 segundos. Repita &l
procedimiento entero dos veces mas.

Microplacas:

Calcule el numero de pocillos necesarios para el ensayo. Saque los pocillos no utlizados del
marco, pongalos de nuevo en la bolsa de plastico suministrada junto con el desecante y
sellela bien (2-8°C/35-46°F).
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7.2 Esquema de dispensacién

Se sugiere dispensar los calibradores, controles y muestras como sigue:

Para una interpretacion cuantitativa Para una interpretacion cualitativa
P 2 3 4... 1 2 3 4.
A CalA | CalE P1 A | NC P2
B CalA | CalE P1 B | NC P2
C |cCalB |CalF | P2 Cc | cc P3
D |calB |calF | P2 D | CC P3
E CalC PC P3 E | PC
F CalC PC P3 F PC
G CalD | NC G | P1
H | CalD | NC H | P1
CalA: calibrator A CalD: calibrator D PC: positive control P1: patient 1
CalB: calibrator B CalE: calibrator E NC: negative control P2: patient 2
CalC: calibrator C CalF: calibrator F CC: cut-off calibrator P3: patient 3

7.3 Esquema de trabajo

Paso Descripcion

1. | Asegurese de que los preparativos del paso 7.1 (arriba) se han llevado a cabo antes
del pipeteado.

2. | Siga los pasos descritos a continuacion de acuerdo con los resultados de
interpretacion cuantitativa v cualitativa que se deseen obtener:

CONTROLES y MUESTRAS
3. Pipetee en los pocillos designados (tal como se describe en

el capitulo 7.2) 100 pl de:

a. Calibradores (CAL.A a CALF) para interp.
CUANTITATIVA 0

u b. Calibrador cut-off (CC) para interp. CUALITATIVA
y 100 pl de cada uno de los siguientes:

+aa » Control negativo (CN) y control positivo (CP), y
¢ Suero diluido de los pacientes (P1, P2...)
4.
Incube durante 30 minutos a 20-32°C/68-89 6°F.
ot
5 WASHB
I
Lave tres veces con 300 pl de tampdn de lavado (diluido al
- - 1:50).
3x 300p
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CONJUGADO
6 COMJ
\ Pipetee 100 pl de conjugado en cada pocillo.

+100 pil

Incube durante 30 minutos a 20-32°C/68-89 6°F.

©

8 WASHB
|
Lave tres wveces con 300 pl de tampon de lavado (diluido al
- - 1:50).
3x 300ul
SUBSTRATO
g
\ Pipetee 100 pl de substrato TMB en cada pocillo.
"
Incube durante 30 minutos a 20-32°C/68-89 6°F vy evite que
® reciba luz intensa.
an
PARO
1.
\ Pipetee 100 pl de solucion de paro en cada pocillo siguiendo
i - el mismo orden que al pipetear el substrato.
+100 pl
12. Ny
@ Incube durante 5 minutos como minimo.
5
13. Agite la placa suavemente durante 5 seg.
14. OE}-OD% Lea la absorbancia a 450 nm (se recomienda 450/620 nm)
4E0/R20 nm durante los 30 minutos siguientes.
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8 Interpretacion Cuantitativa y Cualitativa

Para una interpretacion cuantitativa establezca la curva standard trazando la densidad
optica(DO) de cada calibrador (gje v) con respecto a los commespondientes valores de
concentracion en U/ml (gje x). Para unos mejores resultados recomendamos coordenadas
log/lin vy un ajuste a 4-PL. Partiendo de la DO de cada muestra, lea la correspondiente
concentracion de anticuerpo expresada en UW/ml.

Rango Normal Indeterminado Resultados Positivos
<12 U/ml 12 - 18 U/ml =18 U/mi

Ejemplo de curva standard
NO utilice este ejemplo para interpretar el resultado del paciente

Calibradores IgG DO 450/620 nm CV % (Variacion)
0 U/ml 0,055 0,1
3 U/ml 0,195 0,7
10 W/mi 0,400 24
30 W/mil 0,785 05
100 U/ml 1,440 1,7
300 W/ml 2,300 09

Ejemplo de calculo
Paciente n Replicado (DO) Media (DO) @ Resultado (U/ml)
P01 0,794/0,792 0,793 32,1
P02 1,345/1,321 1,333 845

Las muestras que se encuentren por encima del rango maximo de calibrador se deberan
especificar como >Max. Sera necesario diluirlas segun se considere apropiado vy repetir el
ensayo. Las muestras que se encuentren por debajo del rango del calibrador deberan
especificarse como < Min.

Para conocer los datos especificos de lote, consulte el documento adjunto de control de
calidad. Los laboratorios deberian realizar un Control de Calidad interno utilizando controles
propios yfo un pool® de sueros interno tal v como contemplan las regulaciones nacionales.

Cada laboratorio deberia establecer su rango normal propio basado en sus propias técnicas,
controles, equipamiento y poblacion segun sus propios procedimientos establecidos.

En caso de que los valores de los controles no se ajusten a los criterios, el ensayo se
considerara valido v debera repetirse.

Sera necesario realizar las siguientes comprobaciones de problemas técnicos: Fechas de
caducidad de los reactivos (preparados), condiciones de almacenamiento, pipetas,
dispositivos, fotdmetro, condiciones de incubacion y métodos de lavado.

Si al analizar los elementos se obtuvieron valores exagerados, se produjo algan tipo de
desviacion o los criterios de validacion no se cumplieron por motivos inexplicables, pongase
en contacto con el fabricante o el proveedor del producto.

Para la interpretacion cualitativa lea la densidad optica del calibrador cut-off v la de las
muestras de los pacientes. Compare las DO de los pacientes con la DO del calibrador cut-
off. Para la interpretacion cualitativa, recomendamos que establezca un rango del 20% al
rededor del valor del cut-off como zona indeterminada. Todas las muestras que tengan DO
superior a este rango se consideran positivas y las muestras con valores de DO inferiores a
este rango se consideran negativas.:

Negativo DO paciente < 0,8 x DO cut-off
Indeterminado 0,8x DO cut-off = DO paciente = 1.2 x DO cut-off
Positivo DO paciente > 1,2 x OD cut-off
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9 Datos Tecnhicos
Muestra: suero
Volumen de muestra: 10 pl de muestra diluida a 1:101 con tampon de muestra 1x
Tiempo total de incubacion: 90 minutos a temperatura 20-32°C/68-89 6°F
Rango de calibracion: 0-300 W/ml
Sensibilidad analitica: 1,47 U/ml
Almacenamienta: a 2-8°C/35-46°F utilice solo los viales originales
Numero de determinaciones. 96 tests
10 Datos de funcionamiento
10.1 Sensibilidad analitica
Los 60 analisis del tampon de muestra en AESKULISA MPO vy los 8 analisis de 8 muestras
de bajo negativo arrojaron un limite de deteccion de 1,47 U/ml.
10.2 Especificidad y Sensibilidad

Las microplacas se han revestido con mieloperoxidasa humana nativa. Los anficuerpos
contra MPO se correlacionan con la glomerulonefritis rapidamente progresiva y necrotizante
de origen idiopatico o asociada con una vasculitis v se encuentran frecuentemente en
alrededor del 60% de los pacientes con poliangeitis microscopica, en el 10-20% de
pacientes con granulomatosis de Wegener vy en el 30-50% de pacientes con el sindrome de
Churg-Strauss >1?

Se analizaron 151 sueros de pacientes con granulomatosis de Wegener, poliangeitis
microscopica v otras enfermedades autoinmunes en el AESKULISA MPO vy en un dispositivo
homologado; de estos, 79 sueros estaban dentro del rango del ensayo y se utilizaron para
un estudio comparativo frente a un dispositivo homologado.

Dispositivoe homologado
AESKULISA POS. | Equivocos | NEG. | Total
MPO POS. 39 4 0 43
Neq. 0 7 29 36
Total 39 11 29 79
indice de confianza del 95%
Porcentaje de coincidencia general® |94,9% de 87,7% a 98,0%
Porcentaje de coincidencia positiva  [100% de 91,0% a 100%
Porcentaje de coincidencia negativa® |90 0% de 77,0% a 96,0%

* Para este calculo, un resultado equivoco del disposi ivo homologado s ha considerado como negativo.

Para un estudio comparativo clinico, solo se consideraron como positivas para el calculo de
la sensibilidad/especifidad diagnostica las muestras que claramente debian contener
anticuerpos MPO (glomerulonefritis, poliangeitis microscapica); el resto de los diagnosticos,
aun con una posible presencia de anticuerpos MPO, se consideraron “como si fueran
negativos” (datos completos disponibles previa solicitud).
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Diagnostico
AESKULISA POS. | NEG. | Total
MPO POS. 32 B 38
Neg. 2 99 101
Total 34 105 1395
Indice de confianza del 95%
Porcentaje de coincidencia general* 94 2% de 89,1% a 97,1%
Porcentaje de coincidencia positiva® 94 1% de 80,9% a 96 4%
Porcentaje de coincidencia negativa™ 94 3% de 88,1% a 97 4%

* 50l0 5& han considerado las muestras con enfermedades con una presencia dara de anticuerpos MPO.

MNumero de muestras con AESELULISA MPO
Diagnodstico POS. | NEG. | Total
Pérdida de audicion aguda 1 0 1
Enfermedad renal crénica V] 1 1
Churg-Strauss o 2 2
EPOC 3 0 3
Enfermedad de Crohn 0 B 6
Endocarditis o 1 1
Sindrome de Goodpasture 1] 1 1
Sanos 1 0 1
VIH 1] 1 1
Parélisis 0 1 1
Polimialgia reumatica (vasculitis) o 1 1
Artritis reactiva 0 21 21
Artritis reumatoide 4] 1 1
LES 1 0 1
Colitis ulcerosa 0 B 6
Colitis ulcerosa (infeccién fungica séptica) 0] 1 1
Granulomatosis de Wegener o 56 56
Glomeruwlonefritis (c-ANCA positivo)™ 0] 1 1
Glomerulonefritis® 2 0 2
Neurodegeneracion asociada a la proteina de | 30 0 30
membrana mitocondrial™

Granulomatosis de Wegenerigliomerulonefritis® | 0 1 1
Total 38 101 139
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10.3 Linealidad

Se han analizado con este equipo sueros seleccionados vy se encontré que debian diluirse
linealmente. No obstante, debido a la naturaleza heterogénea de los autoanticuerpos
humanos, pueden haber muestras que no sigan esta regla.

Muestra Factorde concentracion medida concentracion Recuperacion (%)
N dilucion (U/ml}y esperada (U/ml) 90-110%
1 1/100 76,5 78,0 98,1
1/200 37,3 390 05,6
1/400 192 19,5 08,5
1/800 94 98 059
2 1/100 32,8 33,0 09 4
1/200 17,4 16,9 105,5
1/400 9.0 83 108,4
1/800 42 41 102,4
3 1/100 34215 325 105,3
1/200 177,5 162,5 1092
1/400 85,8 81,25 105,6
1 /800 42 40,625 103,4
4 1/100 2355 252 03,5
1/200 121,15 126 06,2
1/400 60,3 63 95,7
1/800 33,65 31,5 106,8

10.4 Precision

Para determinar la precision del ensayo, se valord la variabilidad (intra e inter-ensayo) a
través del analisis de su reproducibilidad en ocho muestras de suero. Estas muestras fueron
seleccionadas para representar un rango por encima de la curva standard.

Intraensayo Interensayo Variabilidad lote a
lote

N.° de Media = CV (%) N.° de Media | CV (%) N.° de Media = CV (%)
muestra | (U/ml) muestra | (U/ml) muestra | (U/ml)

1 6,2 143 1 6,2 14,4 1 6,2 12,7

2 7.1 10,6 2 71 10,8 2 7.0 10,8

3 10,1 9,0 3 10,1 8,8 3 10,1 8,8

4 14,6 9.4 4 14,6 9,3 4 14,3 9,2

5 259 8,0 5 28,9 7.7 5 256 6,5

6 38,6 16 6 38,6 1,7 6 32,7 37

7 78,5 25 7 78,5 3,0 8 162,3 74

8 1739 57 8 1739 58 9 53,5 8,2

10.5 Calibracion

Debido a la no existencia de una calibracion de referencia internacional, este ensayo esta
calibrado en unidades arbitrarias (LU/mil).
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Utilizacion

AESKULISA PR3 sensitive es un enzimoinmunoensayo en fase sdlida que emplea
proteinasa 3 humana nativa elevadamente purificada a partir de granulocitos de neutrofilo
humano para la deteccion cuantitativa y cualitativa de anticuerpos contra proteinasa 3 en
suero humano. Los anticuerpos anti-PR3 reconocen especificamente epitopos
conformacionales solamente accesibles en la PR3 nativa.

El ensayo es una herramienta para el diagnédstico de vasculitis sistémica autoinmune.

Aplicacion clinica y principio del ensayo

Los anticuerpos contra proteinasa 3 (PR3) pertenecen al grupo de los anticuerpos anti-
citoplasma del neutréfilo (ANCA) los cuales se dirigen contra componentes citoplasmaticos
de los granulocitos del neutrofilo y monocitos. El test de inmunofluorescencia indirecta en
neutrdfilos fijados en etanol ha sido el método establecido para la deteccidon de los ANCAs.
Era aparente que algunos ANCAs creaban un patrén de fluorescencia citoplasmatico (de ahi
llamado cANCA) mientras que otros creaban un patrén perinuclear (el pANCA). Debido a
que ambos patrones pueden cubrir multiples antigenos, la inmunofluorescencia no es
adecuada para satisfacer un diagnéstico diferencial de vasculitis; de ahi que cada test de IFI
deba ser verificado con tests ELISA especificos.

La PR3 es una serin proteasa de los granulos azurdfilos (lisosomas) de los neutrofilos con

un peso molecular de 29 kDa. La proteina catiénica tiene una actividad proteolitica hacia la
elastina, hemoglobina y el colageno VII. Ademas, la PR3 promueve la activacion de las
plaquetas por la catepsina G e inactiva al inhibidor C1.

Los ANCA son importantes marcadores para el diagndstico diferencial de la vasculitis
autoinmune. Los autoanticuerpos contra PR3 son marcadores seroldgicos especificos para
la granulomatosis de Wegener (GW). Aunque la etiologia y patogénesis es aun oscura, se
piensa que los autoanticuerpos contra PR3 juegan un papel activo en |la patogénesis de la
GW. Los titulos de anti-PR3 estan fuertemente asociados con la actividad de la enfermedad
e inhiben la actividad proteolitica de la PR3.

Principio del test

Las muestras de suero diluidas 1:101 se incuban en la microplaca revestida con el
antigeno especifico. Los anticuerpos de los pacientes, si estan presentes en la
muestra, se unen al antigeno. La fraccién no unida es eliminada por el lavado en el
paso siguiente. Después, las inmunoglobulinas anti-humanas conjudagas con
peroxidasa (conjugado) se incuban y reaccionan con el complejo antigeno-anticuerpo
de las muestras dentro de la microplaca. El conjugado no unido es retirado a traves del
lavado en el paso siguiente. La adicién del substrato-TMB genera una reaccién
colorimétrica (azul) enzimatica que se detiene a través de acido diluido (el color cambia
a amarillo). La intensidad de formacién de color a partir del cromégeno depende de la
cantidad de conjugado unida al complejo antigeno-anticuerpo y es proporcional a la
concentracion inicial de los respectivos anticuerpos en la muestra del paciente.
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Contenido del equipo

PARA SER RECONSTITUIDO

e Color de la
Articulo Cantidad del . Descripcion/Contenido
. solucion
tapon
Concentrado 5 x
Tampon de muestra (5x) 1x20 ml Blanco | Amarillo Tris, Cloruro de sodio (NaCl), abimina de suero

bovino (BSA, por sus siglas en inglés), azida sodica <
0,1 % (conservante)

Concentrado 50 x
Tampon de lavado (50x) 1x20 ml Blanco @ Verde Tris, Cloruro de sodio (NaCl), Tween 20, azida sddica
< 0,1 % (conservante)

LISTO PARA EL USO

Caolor

Articulo Cantidad del Cnlor_t;le - Descripcion/Contenido
. solucion
tapon
. Suero humano (diluido), albumina de suero bavino
Control negativo 1x1,5ml Verde Incoloro (BSA), azida sédica < 0.1 % (conservante)
- ) ) Suero humano (diluido), albiimina de suero bovino
Control positivo 1x1,5mi Rojo Amarillo (BSA), azida sodica < 0.1 % (conservante)
Calibrador cut-off 1x15ml Azul Amarilla Suero humano (diluido), albimina de suero bovino

(BSA), azida sodica = 0,1 % (consernvante)

Concentracion de cada cal brador: 0, 3, 10, 30, 100,
Calibradores Gx1,5ml Blance | Amarillo * 300 Wml. Suero humano (diluido), albimina de suero
bovino (BSA), azida sddica < 0,1 % (conservante)

Contiene: Inmunoglobulinas anti-humanas
Conjugado, 1gG 1x15ml Azul Azul conjugadas con peroxidasa de rabano picante,
albimina de suero bovino (BSA)

Terametilbenzidina estabilizada y perdxido de

Substrato TMB 1x15 mi Negro Incoloro hidrageno (TMB/H.0.)
Solucion de paro 1x15ml Blanco | Incoloro Acido clorhidrico 1M
Placa Microtiter 12 x 8 tiras N/D ND Con tiras rompibles de pocillos. Consulte el parrafo 1

de pocillos para obtener informacion sobre revestimiento.
* La intensidad del color aurmenta con la concentracion

MATERIAL NECESARIO PERO NO SUMINISTRADO

Filtro de lectura de 450 nm para lector de firas Microtiter y filtro de referencia recomendado de 620 nm {§00-620 nm). Equipo de
cristal {cilindro 100-1000 mil), tubos de ensayo para disoluciones. Mezclador espiral, pipetas de precision (10, 100, 200, 500,
1000 pl) o pipeta miltiple ajustable (100-1000 pl). Dispositivo de lavado de |a microplaca (pipeta de repeticion o microcanal de
300 i o sistema automatizado), papel absorbente. Nuestras pruebas se han disefiado para uso con agua destilada, de acuerdo
con la definicion de las famacopeas de Estados Unidos (USP 26 - NF 21) v Europa (Eur.Ph. 4* ed.).

Almacenamiento y Caducidad

Guarde todos los reactivos y la microplaca a 2-8°C/35-46°F, en sus envases originales. Una
vez preparadas, las soluciones reconstituidas son estables durante 1 mes a 2-8°C/35-46°F,
por lo menos. Los reactivos vy la microplaca deben ser utilizados solamente dentro del
margen de caducidad indicado en cada componente. Evite la exposicion de la solucion TMB
a la luz intensa. Guarde las microplacas en su sobre cormrespondiente, incluyendo el

desecante. v séllelo bien.
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Precauciones

5.2

Datos de riesgo para la salud

ESTE PRODUCTO ES SOLO PARA EL USQO EN DIAGNOSTICO IN VITRO . Por lo tanto,
solamente el personal formado v especialmente asesorado en los métodos de diagndstico in
vitro puede realizar el ensayo. Aungue este producto no se considera especialmente toxico
ni peligroso en las condiciones de uso previsto, siga estas recomendaciones para garantizar
un nivel de seguridad optimo:

Recomendaciones y precauciones

Este equipo contiene componentes potencialmente peligrosos. Aunque los reactivos del
equipo no estan clasificados como iritantes de los ojos vy la piel, recomendamos evitar el
contacto de los mismos con los ojos y con la piel y utilizar guantes desechables.

iAVISOl Los calibradores, controles vy agentes contienen azida de sodio (NaMNs3) como
conservante. El NaN4 puede ser toxico si se ingiere o se absorbe por medio de la piel o de
los ojos. El NaN4 puede reaccionar con la fontaneria de plomo y de cobre v formar azida

metalica muy explosiva. Al tirar tirarla, deje correr una gran cantidad de agua para evitar que
la azida tome consistencia. Por favor, consulte los procesos de descontaminacion del CDC u
otras directrices locales o nacionales.

No fume, coma o beba mientras manipule el equipo. No pipetee con la boca.

Todo el matenal de fuente humana utilizado en algunos reactivos de este equipo (por
ejemplo controles, standards) ha sido analizado a través de meétodos aprobados y ha
resultado ser negativo para HbsAg, Hepatitis C vy HIV 1. No obstante, ningan test puede
completamente garantizar la ausencia de agentes virales en ese tipo de material. Por lo
tanto, manipule los controles, standards v muestras de los pacientes como si se trataran de
autenticos transmisores de enfermedades infecciosas y segun los reguernimientos de

manipulacion de su pais.

Como se indica en la seccion Contenido del equipo, el equipo contiene material de origen
animal gque debe manipularse de acuerdo con la normativa nacional.

Instrucciones generales para la utilizacion

En caso de que observe defectos o datos incorrectos en la informacion del producto,
incluidas las etiquetas, pongase en contacto con el fabricante o proveedor del producto.

No mezcle o sustituya Control, Calibradores, Conjugado o microplacas de numeros de lote
diferentes. Esto podria llevar a una variacion de los resultados.

Deje que todos los componentes alcancen la temperatura (20-32°C/68-89,6°F) antes de
utilizarlos. Agitelos bien vy siga el esquema de incubacion recomendado para una optima
realizacion del ensayo.

Incubacién: Se recomienda realizar las pruebas a 30°C/86°F para sistemas
automatizados.

No exponga nunca los componentes a temperaturas mas altas de 37°C/ 98,6 °F.

Pipetee siempre la solucion de substrato con puntas nuevas. Protega este reactivo de la luz.
Nunca pipetee el conjugado con puntas previamente utilizadas con otros reactivos.

Un diagnostico clinico definitivo no debe estar basado solamente en los resultados del
ensayo realizado. Debe ser elaborado por el médico después de haber evaluado todos los
hallazgos clinicos y de laboratorio. Es necesario verificar el diagnostico por medio de
distintos métodos.
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6 Toma, manipulacion y almacenamiento de las muestras
Utilice preferentemente muestras de suero recién extraidas. La extraccion de sangre debe
seguir los requerimientos de protocolo de su pais.
No utilice muestras ictéricas, lipemicas, hemolizadas o contaminadas por bacterias. Los
sueros con particulas deben ser purificados por centrifugacion a baja velocidad (<1000 x g).
Las muestras de sangre deben ser recogidas en tubos limpios, secos y vacios.
Tras la separacion, las muestras de plasma han de utilizarse durante |las primeras 8 horas y
conservarse hermeticamente cerradas a 2-8°C/35-46°F hasta 48 horas o congeladas a
-20°C/-4°F durante periodos mas prolongados

7  Procedimiento del ensayo

7.1 Preparativos antes de dispensar

Diluya los reactivos concentrados:

Diluya el tampon de muestra concentrado a 1:5 con agua destilada (p.e. 20 ml en 80 ml)
Diluya el tampon de lavado concentrado a 1:50 con agua destilada (p.e. 20 ml en 980 ml).

A fin de evitar errores, es aconsejable marcar las tapas de los distintos calibradores.

Muestras:
Diluya las muestras de suero a 1:101 con tampon de muestra (1x)
p.e. 1000 pl tampon de muestra (1x) + 10 pl suero. Mezcle bien la dilucion.

Lavado:

Prepare 20 ml de tampon de lavado diluido (1x) para 8 pocillos 0 200 ml para 96 pocillos p.e.
4 ml de concentrado en 196 ml de agua destilada.

Lavado automatico:

Tenga en cuenta los volimenes de exceso requeridos para purgar el instrumento y el
volumen muerto en el dispensador del aparato.

Lavado manual:

Descarte el liquido de los pocillos invertiendo la placa. Golpee vigorosamente el marco con
los micropocillos sobre papel absorbente limpio manteniendo la placa invertida. Dispense
300 pl de tampdn de lavado diluido dentro de cada pocillo y espere 20 segundos. Repita el
procedimiento entero dos veces mas.

Microplacas:

Calcule el numero de pocillos necesarios para el ensayo. Saque los pocillos no utlizados del
marco, pongalos de nuevo en la bolsa de plastico suministrada junto con el desecante y
sellela bien (2-8°C/35-46°F).
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7.2 Esquema de dispensacion

Se sugiere dispensar los calibradores, controles y muestras como sigue:

Para una interpretacion cuantitativa Para una interpretacion cualitativa
P 2 3 4. | 2 3 4...
A |CalA | CalE | P1 A | NC P2
B CalAa | CalE P1 B | NC P2
€C |CalB | CalF | P2 Cc | CcC P3
D Cal B Cal F P2 D | CC P3
E |CalC | PC P3 E | PC
F Cal C PC P3 F PC
G CalD | NC G | P1
H CalD | NC H | P1
CalA: calibrator A CalD: calibrator D PC: positive control P1: patient 1
CalB: calibrator B CalE: calibrator E NC: negative control P2: patient 2
CalC: calibrator C CalF: calibrator F CC: cut-off calibrator P3: patient 3

7.3 Esquema de trabajo

Paso | Descripcion

1.  Asegurese de que los preparativos del paso 7.1 (arriba) se han llevado a cabo antes

del pipeteado.

2. | Siga los pasos descritos a continuacion de acuerdo con los resultados de
interpretacion cuantitativa y cualitativa que se deseen obtener:

3.
+100 pl
4- @
30
5 WASHB
— —
x 3001

CONTROLES y MUESTRAS

Pipetee en los pocillos designados (tal como se describe en
el capitulo 7.2) 100 pl de:

a. Calibradores (CAL A a CAL.F) para interp.
CUANTITATIVA o

b. Calibrador cut-off (CC) para interp. CUALITATIVA
y 100 pl de cada uno de los siguientes:

e Control negativo (CN) y control positivo (CP), y

s Suero diluido de los pacientes (P1, P2...)

Incube durante 30 minutos a 20-32°C/68-89 6°F.

Lave fres veces con 300 pl de tampodn de lavado (diluido al
1:50).
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CONJUGADO

6 COM

\ Pipetee 100 pl de conjugado en cada pocillo.

+100 i
7.
Incube durante 30 minutos a 20-32°C/68-89,6°F.

30

8_ W

Lave tres veces con 300 pl de tampdn de lavado (diluido al

!
—
|

1:50).
3x 300ul
SUBSTRATO
9
\ Pipetee 100 pl de substrato TMB en cada pocillo.
+100 gl
%
Incube durante 30 minutos a 20-32°C/68-89.6°F vy evite que
CD reciba luz intensa.

PARO
11

Pipetee 100 pl de solucion de paro en cada pocillo siguiendo
el mismo orden que al pipetear el substrato.

\i R

#100 pl

@
5

12
Incube durante 5 minutos como minimo.
13. Agite |la placa suavemente durante 5 seg.
14. | [P0 DD'.Q'L. Lea la absorbancia a 450 nm (se recomienda 450/620 nm)

AEO/R20 nm durante los 30 minutos siguientes.
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Interpretacion Cuantitativa y Cualitativa

Para una interpretacién cuantitativa establezca la curva standard trazando la densidad
optica(DO) de cada calibrador (eje v) con respecto a los commespondientes valores de
concentracion en U/ml {(gje x). Para unos mejores resultados recomendamos coordenadas
log/lin v un ajuste a 4-PL. Partiendo de la DO de cada muestra, lea la correspondiente
concentracion de anticuerpo expresada en U/ml.

Rango Normal Indeterminado Resultados Positivos
< 12 UWiml 12 - 18 UW/ml =18 U/ml

Ejemplo de curva standard
NO utilice este ejemplo para interpretar el resultado del paciente

Calibradores IgG DO 450/620 nm CV % (Variacion)
0 Wiml 0,040 0.7
3 Wiml 0,175 2.7
10 U/ml 0,350 1,8
30 Wimil 0,680 3.4
100 U/mil 1,220 0.4
300 Wiml 2,130 0.8

Ejemplo de calculo
Paciente Replicado (DO) Media (DO) Resultado (U/mil)

PO1 0,557/0,572 0,565 23,0
P02 0,998/1,045 1,022 63,8

Las muestras que se encuenfren por encima del rango maximo de calibrador se deberan
especificar como >Max. Sera necesario diluirlas segun se considere apropiado v repetir el
ensayo. Las muestras que se encuentren por debajo del rango del calibrador deberan

especificarse como < Min.

Para conocer los datos especificos de lote, consulte el documento adjunto de control de
calidad. Los laboratorios deberian realizar un Control de Calidad interno utilizando controles
propios y/o un ,pool” de sueros interno tal y como contemplan las regulaciones nacionales.

Cada laboratorio deberia establecer su rango normal propio basado en sus propias técnicas,
controles, equipamiento vy poblacion segun sus propios procedimientos establecidos.

En caso de que los valores de los controles no se ajusten a los criterios, el ensayo se
considerara valido y debera repetirse.

Sera necesario realizar las siguientes comprobaciones de problemas técnicos: Fechas de
caducidad de los reactivos (preparados), condiciones de almacenamiento, pipetas,
dispositivos, fotometro, condiciones de incubacion y métodos de lavado.

Si al analizar los elementos se obtuvieron valores exagerados, se produjo algun tipo de
desviacion o los criterios de validacion no se cumplieron por motivos inexplicables, pongase
en contacto con el fabricante o el proveedor del producto.

Para la interpretacion cualitativa lea la densidad dptica del calibrador cut-off v la de las
muestras de los pacientes. Compare las DO de los pacientes con la DO del calibrador cut-
off. Para la interpretacion cualitativa, recomendamos que establezca un rango del 20% al
rededor del valor del cut-off como zona indeterminada. Todas las muestras que tengan DO
superior a este rango se consideran positivas vy las muestras con valores de DO inferiores a
este rango se consideran negativas.

Negativo DO paciente < 0,8 x DO cut-off
Indeterminado 0,8 x DO cut-off < DO paciente = 1.2 x DO cut-off
Positivo DO paciente > 1,2 x OD cut-off
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9 Datos Tecnicos
Muestra: suero
Yolumen de muestra: 10 pl de muestra diluida a 1:101 con tampon de muestra 1x
Tiempo total de incubacion: 90 minutos a temperatura 20-32°C/68-89 6°F
Rango de calibracidén: 0-300 Wml
Sensibilidad analitica: 1,38 UW/ml
Almacenamiento: a 2-8°C/35-46°F utilice solo los viales originales
Mumero de determinaciones: 96 tests
10 Datos de funcionamiento
10.1 Sensibilidad analitica
Los 30 analisis del tampon de muestra en AESKULISA PR3 vy los 8 analisis de 8 muestras
de bajo negativo arrojaron un limite de deteccion de 1,38 U/ml.
10.2 Especificidad y Sensibilidad

Las placas microtituladoras se han revestido con proteinasa 3 humana nativa
elevadamente purificada a partir de granulocitos de neutrofilo humano. Mo se han
encontrado reactividades cruzadas con otros autoantigenos. La especifidad diagndstica de
los anticuerpos PR3 para la granulomatosis de Wegener activa es >059%. %9 La sensibilidad
diagnostica de los anticuerpos PR3 para la granulomatosis de Wegener activa es del 70-

80% vy del 60% para la granulomatosis de Wegener imitada.”

Se analizaron 149 sueros de pacientes con granulomatosis de Wegener, poliangeitis
microscopica y otras enfermedades autoinmunes en el AESKULISA PR3 y en un dispositivo
homologado; de estos, 69 sueros estaban dentro del rango del ensayo y se utilizaron para
un estudio comparativo frente a un dispositivo homologado.

Dispositivo homologado
AESKULISA POS. | Equivocos | NEG. | Total
PR3 POS. | 15 6 5 26

NEG. | O 4 39 43

Total | 15 10 44 69
Porcentaje de coincidencia|84,1% de 737% a
general® 90,9%
Porcentaje de coincidencial100% de 796% a
positiva 100%
Porcentaje de coincidencia|79,6% de 671% a
negativa® 88,2%

* Para este calculo, un resultado equivoco del disposi ivo homologado se ha considerado como negativo.

Para un estudio comparativo clinico, solo se consideraron como positivas las muestras de
granulomatosis de Wegener para el calculo de la sensibilidad/especifidad diagnostica; el
resto de los diagnosticos, aun con una posible presencia de anticuerpos PR3, se
consideraron “como si fueran negativos” (datos completos disponibles previa solicitud).
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Diagnédstico
AESKULISA POS. NEG. TOTAL
FR3 POS. 57 12 69
NEG. 0 70 70
TOTAL 57 82 139
Indice de
confianza del
95%
Porcentaje de coincidencia|91,4% de 85,5% a 95,0%
general
Sensibilidad diagndstica 100% de 93,7% a 100%
Especifidad diagnostica 85,4% de 76,1% a 91,4%
MNumero de muesiras con AESKULISA PR3
POS |neg | Total
FPérdida de audicion aguda 1 0 1
Enfermedad renal crénica 1 D 1
Churg-Strauss 1 1 2
EPQOC 0 3 3
Enfermedad de Crohn 0 B 6
Endocarditis 1 1
Glomerulonefritis o 2 2
Sindrome de Goodpasture 1 0 1
Sanos a 1 1
VIH 1 0 1
Meurodegeneracion asociada a |a proteina de | 0 30 30
membrana mitocondrial
Paralisis 1 0 1
Polimialgia reumatica (vasculitis) 1 0 1
Artritis reactiva v} 21 21
Artritis reumatoide 1 0 1
LES 1 0 1
Colitis ulcerosa 0 g g
Colitis ulcerosa, infeccion fungica septica 1 0 1
Glomerulonefritis (c-ANCA pos.) 1 0 1
Granulomatosis de Wegener 56 0 56
Granulomatosis de Wegener/glomerulonefritis | 1 0 1
Total &9 70 139
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10.3 Linealidad

Se han analizado con este equipo sueros seleccionados y se encontrd que debian diluirse
linealmente. No obstante, debido a la naturaleza heterogenea de los autoanticuerpos
humanos, pueden haber muestras que no sigan esta regla.

Muestra Factorde concentracion medida  concentracion esperada Recuperacion

N° dilucion (U/mi) (U/mi) (%)
1 1/100 102,0 105,0 97 1
1/200 498 52.5 94,9
17400 258 26,3 98,1
17800 12,1 13,1 92,4
2 1/100 52,6 54,0 96,3
1/200 258 27.0 95,5
17400 14,1 13,5 104.4
1/800 7.3 6.8 107.4
3 1/100 2784 2618 106,3
1/200 1395 130,9 106.6
17400 64,2 65.4 98,2
1/800 32.3 32.7 98,8
4 1/100 336 342 98,2
1/200 16,0 17 1 93.6
1/400 7.9 8.6 91,9
17800 4,2 43 97,7

10.4 Precision

Para determinar la precision del ensayo, se evaluo la variabilidad (intraensayo, interensayo y
lote a lote) mediante el examen de su reproducibilidad en ocho muestras de suero
seleccionadas para representar un rango sobre la curva estandar.

El rango aceptado para CV es del 10% para muestras positivas, del 15% alrededor del valor
cut-off v del 20% para muestras negativas (N = 40/40/24).

Intraensayo Interensayo Variabilidad lote a
lote
N.° de Media | CV (%) N.° de Media | CV (%) N.° de Media = CV (%)
muestra {Uiml) muestra {(U/ml) muestra (Uimi)
1 6.8 71 1 6.8 158 1 58 128
2 163 34 2 163 64 2 162 65
3 111 20 3 111 47 3 11.0 65
4 75.4 34 4 75.4 6.0 4 74.9 3.1
5 260.7 44 5 2607 | 60 5 2638 57
6 229 22 6 229 22 6 223 17
7 48.9 37 7 48.9 4.0 7 51.2 2.8
8 882 52 8 882 57 8 100.0 87

10.5 Calibracion

Debido a la no existencia de una calibracion de referencia internacional, este ensayo esta
calibrado en unidades arbitrarias (LJ/mil).
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ANEXO 7: FOTOGRAFIAS

TOMA DE MUESTRAS EN LA FUNDACION APADA ECUADOR,
PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS EN EL LABORATORIO CLINICO Y
LABORATORIO DE BIOLOGIA MOLECULAR DE LA UNIVERSIDAD
TECNICA DE AMBATO.

Fotografia 1.- Informacion y extraccién sanguinea a los pacientes de la fundacion
APADA ECUADOR.
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Fotografia 3.- Separacion de los sueros de los pacientes para su procesamiento.

Fotografia 4.- Preparacion de la dilucién de las muestras de suero con tampon de
muestra.
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Fotografia 6.- Pipeteo de muestras en pacillos designados.
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