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RESUMEN

En la actualidad las infecciones por estreptococo pyogenes causan
enfermedades algunas de ellas de importante repercusion como: fiebre
reumatica, glomerulonefritis, faringitis estreptococica frecuentemente en
pacientes pediatricos y de tercera edad. Dentro del laboratorio como
examenes complementarios hacia la identificacion de este agente causal se
efectlan ensayos cuyo principio es la identificacion de anticuerpos como la
antiestreptolisina-O las mismas que pueden efectuarse aplicando métodos
de identificacion cuantitativos y semicuantitativos.

El presente estudio fue de tipo descriptivo y de corte transversal en el cual
se determind antiestreptolisina-O mediante técnicas: cuantitativa y
semicuantitativa en muestras sanguineas analizadas en el laboratorio del
Hospital Isidro Ayora de la Ciudad de Loja, se analizaron 110 muestras de
pacientes que incluian pruebas de antiestreptolisina-O, la técnica
cuantitativa se realiz6 mediante turbidimetria y la técnica semicuantitativa
por aglutinacion en latex. Obteniendo resultados iguales dando positividad a
la prueba un 18.18%, y un 81.82% resultaron negativos utilizando ambos
métodos, con lo cual se puede deducir que para la determinacién de
antiestreptolisina-O ya sea mediante la aplicacion de la técnica
semicuantitativa y cuantitativas van a derivar los mismos resultados siendo
confiable la aplicacion de cualquier técnica estudiada para este proceso de
analisis en el laboratorio. Es por ello que al observar los resultaos obtenidos
se recomienda informar a la comunidad mediante charlas educativas, sobre
las formas de transmision de esta enfermedad y las enfermedades que
puede causar como son faringitis estreptocécica fiebre reumatica,
glomerulonefritis, de esta manera evitar el contagio y propagacion de este
tipo de enfermedades. Asi mismo es recomendable realizar estudios de
sensibilidad y especificidad de los métodos utilizados en el presente estudio
ya que aportara con informacion sobre las técnicas utilizadas en el

laboratorio clinico ayudando de esta manera a disminuir errores analiticos.

Palabras clave: Estreptococo pyogenes, Antiestreptolisina-O, Técnica

cuantitativa, técnica semicuantitativa.



SUMMARY

Today Streptococcus pyogenes infections cause disease, some of them with

important impact as rheumatic fever, glomerulonephritis, strep throat
frequently in pediatric and elderly people. Inside the lab as complementary
tests to identify the causative agent tests are performed whose principle is
the identification of antibodies like the same ASO-O that can be made using
methods of quantitative and semiquantitative identification.

This study was descriptive and transversal cross in which was determined
ASO-O by quantitative and semiquantitative technique in blood samples
analyzed in the laboratory of Isidro Ayora Hospital in Loja city, 110 patient
samples that included tests ASO-O, quantitative techniqgue was analyzed
gotten by turbidimetry and semi-quantitative latex agglutination technique.
It’s therefore to see the gotten results it recommends to inform at community
thorugh educational conferences, about the transmission ways of this illness
that can cause streptococcal pharingitis,rheumatic fever,
applgomerulonephritis, to avoid contagious and propagation of this type
illnesses. Likewise it is important to do studies of sensitivity and specificity
from used methods on this studio since eill bring information about used

techniques in the clinic lab, from this way to help reducing analytical errors.

Keywords:  Streptococcus pyogenes, Antistreptolysin-O  (ASO-0),

Quantitative technique, semiquantitative technique.



1. INTRODUCCION

Las infecciones por estreptococo beta-hemolitico del grupo A (estreptococo
pyogenes) constituyen un problema de salud, procedente de la elevada
frecuencia de enfermedad aguda y particularmente de sus posteriores
complicaciones entre las que destaca la aparicion de fiebre reumaética,

glomerulonefritis y faringitis estreptocdcica.

La faringoamigdalitis, constituye la causa mas frecuente de consulta en la
practica clinica diaria y cuya sintomatologia se manifiesta con: tos,
temperatura mayor a 38 °C, cefalea, ganglios palpables y sensibles,

exudado amigdalar y malestar general.

Es necesario identificar los factores que inciden para determinar esta
enfermedad los mismos que se identifican como: los inmunoldgicos
relacionados con la inmadurez de este sistema; a mas de los factores socio
econdmico, relativos al lugar de residencia, situacion que incide en el riesgo

de las infecciones respiratorias altas en nuestro pais.

La estreptolisina O, es una exoenzima inmunogénico, toxico, causada por
estreptococo B-hemolitico de los grupos A, C y G. Por ello, la cuantificacién
de los anticuerpos ASTO, es util para el diagnéstico y tratamiento de
enfermedades en los pacientes, como la fiebre reumatica, glomerulonefritis
aguda, y otras infecciones estreptocécicas, por lo que se realizan
continuamente las pruebas cualitativas y cuantitativas de la ASTO para
conocer su valor elevado en el diagndstico de fiebre reumatica en pacientes

adultos con diversas reacciones inflamatorias (2).

El ASTO tiene capacidad antigénica, dando lugar a la produccion de
anticuerpos. La determinacion de los niveles de ASTO es un método
universalmente aceptado para el diagnostico de diversas enfermedades
causadas por estreptococo, pero también es detectable en individuos
normales. Después de la fase aguda de una infeccién por estreptococo, el
titulo comienza a aumentar alrededor de dos semanas, llegando a sus

niveles maximos en cuatro a seis semanas, manteniéndose alto por un



periodo relativamente prolongado. El valor de referencia es menor de 200
Ul/ml (3).

En Chile, la infeccién aguda oro-faringe o nasofaringe constituye una de las
principales causas de consulta. Multiples agentes virales y bacterianos son
capaces de producir faringoamigdalitis aguda, que se caracteriza por ser
generalmente una enfermedad benigna y de curso auto limitado. La mayoria
de los casos son de etiologia viral, dentro de las causas bacterianas S.
pyogenes la principal, con frecuencia que llega a 15-30% en nifios y 5-10%

en adultos (4).

En Lima, Perq, el estreptococo beta hemolitico del grupo A o estreptococo
pyogenes es uno de los mas importantes, responsable de infeccion en nifios
de todas las edades que se presentan con infeccién de garganta el 37%. En
menores de 5 afios es de alrededor el 24%. En lactantes es infrecuente y, en
adultos es de 5-10% (5).

En nuestro pais, se conoce que del 15 al 20 % de la poblacién es portadora
del agente causal, lo cual es un factor importante de diseminacion de la
infeccion en las comunidades. Las actuales normas de la Organizacion
Mundial de Salud para la deteccion de enfermedades estreptocécicas

presentan alta especificidad pero escasa sensibilidad (6).

En la provincia de Cotopaxi, al igual que en la mayoria de las provincias del
pais se ratifica como primera causa de morbilidad las enfermedades
respiratorias agudas (ERA) con una tasa de 11,23%, reflejando una realidad
global como preocupante ya que la tasa de morbilidad de ERA se encuentra
en 42.3% a nivel nacional (7).

El presente estudio se realizé en pacientes que acuden al Hospital Isidro
Ayora de la Ciudad de Loja, aquellos que tenian pedido de ASTO, es por ello
que la investigacibn se  denomina: DETERMINACION DE
ANTIESTREPTOLISINA-O MEDIANTE TECNICAS: SEMICUANTITATIVA
Y CUANTITATIVA EN MUESTRAS, ANALIZADAS EN EL LABORATORIO
CLINICO DEL HOSPITAL ISIDRO AYORA DE LA CUIDAD DE LOJA,
DURANTE EL PERIODO ABRIL A MAYO 2014, para dicha investigacion se
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tom6 en cuenta los siguientes objetivos: Determinar y medir
Antiestreptolisina-O en  muestras analizadas mediante técnicas
semicuantitativa y cuantitativa en el Hospital Isidro Ayora de la ciudad de
Loja durante el periodo Abril a Mayo del 2014, comparar los datos obtenidos
por la utlizacibn de técnicas semicuantitativa y cuantitativa para la
determinacion de Antiestreptolisina-O, cumpliendo asi los objetivos
especificos aplicando los métodos antes mencionados se obtuvieron los
siguientes resultados: 18.18% de casos positivos siendo estos titulos
mayores a 200 Ul/ml, y en casos negativos un 81.82% con titulos inferiores
a 200 Ul/ml, de esta manera dando cumplimiento a otro objetivo como es
comparar los resultados obtenidos se evidencié una igualdad de resultados

conforme se lo describe en el desarrollo de la presente temética.



2.  REVISION LITERARIA

2.1. MICROBIOTA NORMAL DE LA BOCA

Frecuentemente las mucosas de la boca y faringe son estériles al
nacimiento, pero se contaminan al atravesar el canal del parto. En las
primeras 4 a 12 horas después del nacimiento el estreptococo viridans se
establece como el miembro principal de la flora normal y lo sigue siendo para
toda la vida, quiza se origina en el aparato respiratorio de la madre. Muy
pronto se agregan estafilococos aerobios y anaerobios, diplococos gram
negativos (Neisseria, Moraxella catarrhalis), difteroides y algunos
lactobacilus. Cuando emergen los dientes se establecen espiroquetas
anaerobias, especies de Prevotella, Fusobacterium, Rothia,
Capnocytophaga, vibrios anaerobios y lactobacilos. Normalmente existen
especies de Actinomyces en el tejido amigdalino y las encias de los adultos,
que algunas veces se acompafian de diversos protozoarios. En la boca

existen levaduras (especies de Candida) (8).

En la faringe y trAdquea se establece una flora similar, mientras que en los
bronquios sanos el numero de bacterias es menor. Los bronquios pequefios
y alvéolos son normalmente estériles. Los microorganismos que predominan
en las vias respiratorias, superiores en especial la faringe son: estreptococos
no-hemoliticos y hemoliticos-a y Neisserias. También se observa
estafilococos, difteroides, haemophylus, neumococos, micosplasmas Yy
prevotella. Las infecciones de la boca y aparato respiratorio por lo general,

son causadas por flora muco-nasal mixta, incluidos anaerobios (8).

2.2. ESTREPTOCOCOS

Son bacterias esféricas gram positivas, que de manera caracteristica forman
pares o cadenas durante su multiplicacién. Tienen una amplia distribucion en
la naturaleza. Algunos son miembros de la micro flora normal de los seres
humanos, otros estan relacionados con enfermedades humanas importantes
atribuibles en parte a la infeccidbn por estreptococo y en parte a la
sensibilizacién a ellos. Los estreptococos elaboran diversas sustancias y

enzimas extracelulares (8).



2.2.1. Estreptococo pyogenes

El S. pyogenes produce invasion local o sistémica y trastornos inmunitarios
post estreptococicos. S. pyogenes son cocos individuales, esféricos u
ovoides, estan dispuestos en cadenas y son gram positivos, se desarrollan
en medios de cultivo sélido (agar sangre) suele producir zonas grandes (1cm
de diametro) beta hemolisis, alrededor de las colonias mayores de 0.5 mm

de didmetro, suelen ser sensibles a la bacitracina (8).

S. pyogenes beta hemolitico del grupo A, elabora dos hemolisinas
(estreptolisinas O y S). La estreptolisina O es una proteina que tiene
actividad hemolitica, pero rapidamente es inactivada en presencia del
oxigeno. La estreptolisina O es responsable de una parte de hemolisis que
se observa cuando el crecimiento se presenta en cortes profundos dentro del
medio en las placas de agar sangre, se combina cuantitativamente con el
ASTO el cual es un anticuerpo que aparece en el ser humano después de la
infeccion por cualquier estreptococo que produzca estreptolisina O. Este
anticuerpo bloquea la hemdlisis provocada por la estreptolisina y constituye
la base de una prueba cuantitativa para el anticuerpo. Un titulo sérico de
ASTO que supere 200 unidades indica infeccion reciente o resistencia

bacteriana causada por S. pyogenes (8).

La hemolisina S es la enzima que produce las zonas hemoliticas alrededor
de las colonias estreptocdcicas que crecen en la superficie de las placas de
agar sangre, es elaborada en presencia de suero, de ahi el nombre de
estreptolisina S, no es antigénica pero puede ser inhibida por un inhibidor
inespecifico que a menudo esta presente en los sueros de los seres
humanos y animales independientemente de la exposicidbn previa con

estreptococos (8).

Las muestras en las que se sospecha que hay estreptococo se cultivan en
placas de agar sangre. Se puede calcular una elevacion del titulo contra
muchos antigenos estreptococicos del grupo A, mediante distintos métodos
como son: el ASTO en enfermedad respiratoria, Anti-DNasa y anti

hialuronidasa en infecciones de la piel, antiestreptocinasa, anticuerpos Anti-



M especificos y otros mas. De éstos el que mas ampliamente se utiliza es el
titulo de anti-ASTO.

2.3. IDENTIFICACION DE AGENTE CAUSAL

La garganta y la nariz suelen estar colonizadas por numerosos
microorganismos, por lo que los cultivos de esta zona sélo sirven para aislar
e identificar algunos patdgenos (estreptococo, meningococo, gonococo,
Bordetella pertussi, Corynebacterium diphtheriae). Los estreptococos son los
microorganismos mas buscados en cultivos faringeos, ya que la faringitis por
estreptococo beta hemolitico puede ir seguida de enfermedad cardiaca
reumatica o glomerulonefritis. Este tipo de infeccion por estreptococo afecta
con mayor frecuencia a nifios de 3 a 15 afos. Por tanto todos los nifios con
dolor de garganta y fiebre deberian ser sometidos a un cultivo faringeo para

identificar las infecciones estreptocdcicas (9).

2.4. PATOGENIA

2.4.1. Faringitis estreptocoécica

S. pyogenes la bacteria responsable del 20-40% de los episodios de
faringitis aguda en la edad pediatrica y del 2-26% de los casos en el adulto.
El papel de S. pyogenes en la faringitis aguda esta claramente establecido,
aunque también existen portadores asintomaticos, en particular entre
convivientes con personas portadoras de este agente causal. La infeccion
faringea aguda es de resolucion espontanea, la fiebre desaparece en tres a
cinco dias y el resto de los sintomas suelen resolverse en el plazo de una

semana.

2.4.1.1. Complicaciones supuradas: A nivel local pueden producirse

absesos o flemones peri amigdalinos y por extension directa del germen:
otitis media, sinusitis, mastoiditis, linfadenitis cervical supurada. Otras
complicaciones como las infecciones en el sistema nervioso central son

extremadamente raras.

2.4.1.2. Complicaciones no supuradas: Secuelas post-

estreptococicas como: Fiebre reumatica y glomerulonefritis (10).



El correcto diagnéstico de la faringitis aguda por estreptococo beta-
hemolitico del grupo A (SBHGA), es el punto clave para la prevencion de
complicaciones tanto supuradas como no supuradas. La mayoria de las
guias clinicas consideran razonable no realizar pruebas diagnosticas en
aquellos pacientes que no tienen sintomas ni signos sugerentes de infeccion
estreptococica. En aquellos pacientes con dos o més criterios se debe
realizar un test rapido por su rapidez diagnostica y alta especificidad, si

resulta negativo se debe confirmar con un cultivo faringeo (11).

2.4.2. FIEBRE REUMATICA

El indice de ataque de fiebre reuméatica después de una faringitis exudativa
estreptococica no tratada es aproximadamente 3%. Este indice varia de
acuerdo con la magnitud de la respuesta inmunolégica que puede
demostrarse con el examen de ASTO. Entre mayor el titulo, mayor el indice
de ataque. No existe ninguna correlacién entre el indice de ataque de Fiebre
Reumatica y los niveles basales de ASTO al momento dela infeccion. La
frecuencia de las recaidas de ataque reumatico después de infecciones
estreptococicas también tiene una correlacién directa con el grado de
respuesta inmunolégica a cada nuevo episodio de infeccion en el paciente
reumatico. Los pacientes con carditis reumatica tienen titulos mayores de
ASTO que los pacientes reumaticos sin carditis. El ataque de fiebre
reumatica se inicia generalmente cuando el nivel de ASTO ha alcanzado un
pico (1 mes después de la infeccidn), desafortunadamente, la presencia de
titulos altos de ASTO solamente apoya fuertemente el diagnostico pero no lo
establece con seguridad. En relacion con la fiebre reumatica, la especificidad
de este examen es baja ya que pacientes con tipos de artritis y condiciones
clinicas similares a la fiebre reumatica pueden sufrir de infecciones
estreptococicas agudas que aumentarian los niveles normales de ASTO. La
carditis reumatica generalmente es asintomatica en sus etapas iniciales y su
diagnéstico puede atrasarse, en los casos en que los sintomas comienzan a
aparecer, los niveles de ASTO ya han regresado a lo normal, solamente en

aguellos casos en los que se presenta una insuficiencia cardiaca de tipo
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agudo o cuando hay infecciones estreptocécicas recurrentes en el paciente
es que se puede demostrar la presencia de un titulo alto de ASTO (3).

2.4.3. GLOMERULONEFRITIS:

Es un padecimiento que se manifiesta en la segunda o tercera semana
después de una infeccion por estreptococo pyogenes. Es mas frecuente en
los nifios en edad escolar, pero menos comun en la fiebre reumatica. El
padecimiento se manifiesta por edema agudo, oliguria (disminucién de
produccién de orina), e hipertensiébn. En la orina vamos a encontrar

proteinuria, hematuria, leucocituria y cilinduria (12).

Constituye un grupo heterogéneo de enfermedades caracterizadas por
alteraciones morfolégicas y funcionales de los glomérulos. Se puede
manifestar como una nefropatia glomerular aislada o bien en el contexto de
diversas enfermedades sistémicas infecciones o disproteinemias y es una de
las causas mas frecuentes de insuficiencia renal crénica. Su origen se
asocia en muchas ocasiones de depdsitos de inmunocomplejos constituidos

por:

o Anticuerpos contra antigenos extra renales (estreptococos), o
enddgenos (lupus eritematoso sistémico)

o Anticuerpos contra la membrana basal glomerular.

Las lesiones producidas pueden, disminuir la superficie de infiltracion y
aumentar la permeabilidad de la membrana basal (13).

La clasificacion clinica se basa en la evoluciéon de la enfermedad en el

tiempo:

o Glomerulonefritis Aguda: Inicio subdito, bien delimitado en el tiempo,

habitualmente, en forma de hematuria, acompafiado o no de proteinuria,

edema, hipertension e insuficiencia renal.

o Glomerulonefritis rapidamente progresivas: En las que la funcién renal

se deterioran de forma progresivas a lo largo de semanas o meses, sin

tendencia espontanea a la mejoria.
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o Glomerulonefritis_cronica: Se caracteriza por su curso insidioso y

evolucion variable a lo largo de los afios, expresion de la persistencia y
progresion del proceso que inicio la enfermedad y que cursa con proteinuria
acompafiado o no de grados variables de hematuria, hipertension arterial e
insuficiencia renal y que puede evolucionar a insuficiencia renal terminal
(14).

2.5. INTERPRETACION DEL EXAMEN POR ANTIESTREPTOLISINA-O

El ASTO es el conjunto de anticuerpos especificos frente a la estreptolisina
O, un enzima extracelular producido por estreptococos del grupo A B-
hemolitico (S. pyogenes). EI ASTO puede detectarse desde una semana a
un mes después de la infeccidn estreptocécica. El S. pyogenes causa una
amplia variedad de infecciones en las vias respiratorias altas tales como la
faringitis aguda. Otras manifestaciones de infeccion glomerulonefritis, fiebre
reumatica, bacteriana. El diagndstico clinico no debe realizarse teniendo en
cuenta el resultado de un Unico ensayo, sino que debe integrar los datos

clinicos y de laboratorio.

2.6. PRUEBAS DE LABORATORIO

2.6.1. Determinacion de ASTO (Antiestreptolisina-O)

La ASTO son anticuerpos contra una toxina, la estreptolisina O, que
producen las bacterias estreptococo hemolitico del grupo A. Estos
anticuerpos se elevan a la semana y alcanzan el pico maximo a las 3 0 4
semanas, para descender gradualmente. Puede permanecer a titulos altos

hasta los 6 meses posteriores a la infeccidén bacteriana (15).

El valor alto de ASTO no es especifico de un tipo determinado de infeccion
post estreptocécica, sino que simplemente indica que la enfermedad
estreptococica ha estado presente. Los valores seriados de ASTO durante
varias semanas, seguidas de una disminucion lenta de los mismos,
respaldan en mayor medida el diagnéstico de infeccion estreptocdcica previa
a un valor Unico. La mayor incidencia de resultados positivos se produce
durante la tercera semana tras el inicio de los sintomas agudos que

presenta la enfermedad pos-estreptocdcica (16).

12



Valores normales de ASTO: Los valores normales de ASTO son
los inferiores a 200 Ul/ml (15).

2.7. METODOS CUANTITATIVOS

El andlisis cuantitativo busca descubrir y desglosar los componentes
existentes en una sustancia o materia, y dar los resultados mediante valores

numéricos. Los métodos cuantitativos son:

2.7.1. Turbidimetriay Nefelometria

Las medida turbidimétricas y nefelometrias se emplean para detectar
agregados particulados en las reacciones Antigeno-Anticuerpo, mientras que
la turbidez se puede medir del mismo modo que la absorbancia, las medidas
nefelometrias miden la luz dispersadas por las particulas a diferentes

angulos de la luz incidente.

Los componentes Opticos para las medidas fluorimétricas, turbidimétricas y
nefelometrias se parecen a las espectométricas de absorbancia. Como
fuentes de luz utilizan lamparas de halégenos o laser. Los sistemas que
seleccionan la longitud de onda son filtros de interferencia, rejillas o
difraccion y los detectores tubos fotomultiplicadores (17).

2.7.2. Medicion turbidimétrica

La turbidimetria permite la realizacion de analisis quimicos basandose en el
fenédmeno por el cual la luz, al pasar a través de un medio con particulas
dispersas de un indice refractivo diferente al de dicho medio, es atenuada en
intensidad mediante dispersion. En la turbidimetria se mide la intensidad de
la luz que se transmite a través del medio, es decir, la luz no dispersada por
particulas que permanecen en suspension. Cuanto mayor sea la cantidad de
particulas que exista en la disolucion menor cantidad de luz puede llegar al

detector y aparentemente es como si la luz se absorbiera (18).

La turbidez es la propiedad Optica de una muestra que hace que la radiacion
sea dispersada y absorbida mas que transmitida en linea recta a través de la

muestra. Cuando la luz atraviesa un medio transparente en el que existe una
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suspension de particulas sélidas, esta se dispersa en todas direcciones y

como consecuencia se observa una dilucién turbia (18).

La turbidimetria mide la intensidad de la luz transmitida por el medio, es
decir es proporcional al numero de particulas presentes en la disolucion y
por tanto la concentracion del analito. Las medidas turbidimétricas pueden
realizarse con un espectrometro. En consecuencia, la sensibilidad de la
turbidimetria esta limitada principalmente, por la exactitud y sensibilidad del
equipo, ya que este método mide el descenso de una sefal grande de luz.
Para medir la turbidez puede utilizarse cualquier longitud de onda, las mas
empleadas son: para la inmuno precipitaciébn con concentraciones pequefas
de sustancia que se mide, la de 340 nm; para las pruebas que emplean
particulas las de 500 a 700 nm y para los analisis con grandes

concentraciones de la sustancia que se mide la de 800 nm (17).

2.7.3. Nefelometria

Los nefelémetros son semejantes a los fluorolimétros, principalmente en que
la longitud de onda de la emisién y la de deteccién son la misma. Estos
instrumentos estan formados por los componentes que son similares a los

espectrometros.

Los aparatos que miden la dispersibn de la luz para cuantificar las
reacciones Antigeno-Anticuerpo deben detectar el exceso de antigeno. Las
tres fases de la cinética de la formaciébn de complejos inmunitarios por
turbidimetria o nefelometria- exceso de anticuerpo, equivalencia a exceso de
antigeno- se diferencia bastante para que el uso de algoritmos matematicos
con un ordenador permita detectar automaticamente el exceso de antigeno
(17).

2.7.4. Cromatoqgrafia

La cromatografia se ha convertido en un método analitico, para separar,
identificar y cuantificar los compuestos presentes en muestras liquidas o
gaseosas. Los solutos se separan, en base a la distinta velocidad de
desplazamiento cuando son arrastrados en una fase movil a través de un

lecho cromatogréafico que contiene una fase estacionaria (solida o liquida).
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La muestra se disuelve en la fase mévil y se hace pasar a través de la fase
estacionaria que esta se mantiene fija en una columna o sobre una
superficie plana. Las dos fases se eligen de tal modo que los componentes
de la muestra se distribuyen de modo distinto. Aquellos que son fuertemente
retenidos por la fase estacionaria se mueven lentamente con el flujo de la
fase movil, mientras que los que se retiene débilmente avanzan con mas
rapidez (19).

2.7.5. Método Espectrofotométrico - colorimétrico

Un espectrofotbmetro es un colorimetro mas sofisticado, en el cual la luz
monocromatica se obtiene mediante un prisma. Este instrumento puede
separar dos picos de absorcién usando un monocromador. Generalmente se

lo hace mediante una longitud de onda determinada.

La Ley de Beer- Lambert establece que la concentracion de una sustancia
es directamente proporcional a la cantidad de luz absorbida o inversamente
proporcional a la cantidad de luz transmitida. Este fendmeno sucede

mediante:

2.7.5.1 Absorbancia:
Cuando un haz de luz incide sobre un cuerpo trasllcido, una parte de esta

luz es absorbida por el cuerpo, y el haz de luz restante atraviesa dicho

cuerpo.

A mayor cantidad de luz absorbida, mayor sera la absorbancia del cuerpo, y

menor cantidad de luz sera transmitida por dicho cuerpo.

2.7.5.2 Transmitancia

Cuando a la cantidad de luz que atraviesa un cuerpo, en una determinada
longitud de onda. Cuando un haz de luz incide sobre un cuerpo traslicido,
una parte de esa luz es absorbida por el mismo, y otra fraccion de ese haz
de luz atravesara el cuerpo, segun su transmitancia (20).
2.7.5.3 Componentes de un espectrofotémetro:

-Lampara de Tungsteno: proporciona radiacién electromagnética como luz

visible, infrarroja o UV.
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- Rendija de entrada: su funcién es reducir la luz inespecifica y permitir que
la luz dispersa entre en el monocromador.

- Monocromador: produce luz de longitudes de onda especificas a partir de
una fuente de luz. Tipos de monocormadores tenemos: prismas (cristal,
cuarzo, cloruro sédico), redes de difraccion, filtros de interferencia.

- Rendija de salida

- Cubeta: en donde se contiene la solucion a estudiar-

-Foto detector: que liberan electrones cuando se los somete a luz.

- Medidor: dara un valor numérico observable en la pantalla (20).

2.7.6. Método anti-Dnasa B

Anti-DN-asa B, titulo de anti-desoxirribonucleasa B o analisis de ADN-B es
un andlisis de sangre para buscar anticuerpos contra una sustancia
producida por los estreptococos del grupo A, las bacterias que causan la
amigdalitis  estreptocécica. Este  microorganismo produce cuatro
desoxirribonucleasa inmunolégica y electroforéticamente diferentes,
designadas DN-asa (A, B, C, D) los anticuerpos contra la Anti-DN-asa-B, son
Gtiles junto con los titulos de ASTO, para la documentacién seroldgica de

infecciones faringeas producidas por el Estreptococo del grupo A (21).
2.8. METODO SEMICUANTITATIVO

En el método semicuantitativo, se define el titulo como la dilucién mayor que
da resultado positivo. Mediante diluciones de la muestra de acuerdo a lo que

especifique la técnica a utilizar.

2.8.1. Método de aglutinacién

Son utiles para la deteccion de antigenos y anticuerpos. Su fundamento es
inducir una agrupacion microscopicamente visible de particulas, causada por
interacciones antigeno anticuerpo que forman puentes entre ellas, cuando
una prueba se aglutina se procede hacer diluciones para observar el titulo de

dilucion mayor. Entre los tipos mas comunes de aglutinacion tenemos:

2.8.1.1 Aglutinacioén directa

Detecta anticuerpos contra antigenos celulares relativamente grandes, como

eritrocitos, bacterias y hongos. Antes se las realizaba en una serie de tubos
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de ensayo pero en la actualidad se las suele llevar a cabo en placas de
micro titulacion plastica que tienen muchos pocillos poco profundos que
cumplen la funcion de tubos de ensayo individuales. La cantidad de
particulas antigénicas de cada pocillo es la misma pero se diluye el suero
gue contiene los anticuerpos de modo que cada pocillo sucesivo tiene la
mitad de anticuerpos del pocillo anterior. Esta claro que cuanto mayor sea la
cantidad de anticuerpos con la que se comience mas diluciones habra que
efectuar para disminuir la cantidad hasta el punto en el cual no existan
anticuerpos contra el antigeno suficiente como para que se produzca la
reaccion. Esta es la medida del titulo, o concentracion de anticuerpos
séricos. En el caso de enfermedad infecciosa en general, cuanto mayor sea
el titulo de anticuerpos séricos mayor sera la inmunidad a la enfermedad. Sin
embargo, el titulo s6lo es de uso limitado en el diagnostico de una
enfermedad existente. No hay manera de saber si los anticuerpos medidos
se generaron en respuesta a la infeccién reciente o a una enfermedad

anterior (22).

2.8.1.2 Aglutinacion indirecta (pasiva)

Los anticuerpos contra los antigenos solubles pueden detectarse por medio
de pruebas de aglutinacién si los antigenos se adsorben sobre particulas
como micro-esferas de bentonita 0o, a mads a menudo, de latex. Estas
pruebas son conocidas como pruebas de aglutinacion con latex, se utilizan
con frecuencia para la deteccién rapida de anticuerpos séricos contra
muchas enfermedades bacterianas y virales. En este tipo de pruebas el
anticuerpo reacciona con el antigeno soluble adherido a las particulas, las
gue luego se aglutinan entre si del mismo modo que lo hacen las particulas
en las pruebas de aglutinacion directa. EI mismo principio puede aplicarse a
la inversa mediante el empleo de particulas recubiertas con anticuerpos para
detectar los antigenos contra los cuales son especificos, este enfoque es
especialmente comun en las pruebas utilizadas para detectar los

estreptococos (22).
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2.8.2 Método screening (inhibicion de hemolisis)

Es una prueba que deriva de la habilidad de algunos microorganismos de
adherirse a receptores de eritrocitos y aglutinarlos (hemaglutinacion). La
unién de estos virus a los glébulos rojos puede bloquearse utilizando
anticuerpos especificos para los virus y de esta forma se logra la inhibicion
de la aglutinacién (23).

2.8.3 Método de aglutinacion en latex

Las moléculas de anticuerpo pueden unirse a la superficie de particulas de
latex (poliestireno), con una distribucion al azar. Dado que el numero de
moléculas de anticuerpos unidas a cada particula de latex es muy grande,
también lo es el nUmero posible de sitios de unién al antigeno expuestos. El
antigeno presente en una muestra a probar, se une a los sitios de
combinacion del anticuerpo expuestos sobre las superficies de las particulas
de latex y se forman agregados con enlaces cruzados de particulas de latex
y antigeno. El tamafio de la particula facilita la visualizacion de la reaccion
de aglutinacién. Se ha demostrado que la aglutinacion de particulas de latex

puede detectar concentraciones de polisacaridos bacterianos (24).

Es un método de laboratorio para examinar ciertos anticuerpos o antigenos.
Los anticuerpos o antigenos conocidos son unidos a particulas de latex, con
el objeto de facilitar la visualizacién de la prueba. Se pueden emplear otras
particulas insolubles como el poliestileno o la bentonita. Las particulas de
latex son esferas de poliestilieno que se unen facilmente al fragmento
cristalizable de moléculas de inmunoglobulina G (IgG) o inmunoglobulina M
(IgM), esta ultima es mucho mas eficiente en aglutinar particulas naturales.
Los fragmentos de union del anticuerpo quedan expuestos y son capaces de
unirse al antigeno que se encuentra en la muestra. Cuando los antigenos
tienen varios epitopes (0 estructuras antigénicas repetitivas), los anticuerpos
multivalentes acoplados a multiples particulas de latex se unen al antigeno y
se produce un entramado de las particulas de latex que dan como resultado

una aglutinacion visible (25).
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. TIPOS DE REACTIVO DE LATEX:

e Para deteccion de antigenos: Son aquellas particulas unidas a
anticuerpos especificos que seran sometidas al suero y estas interactan
uniéndose a antigenos propias del anticuerpo.

e Para la deteccion de anticuerpos: Son aquellas particulas de poliestileno
continuas a antigenos que al someter con el suero estas interactuaran con

anticuerpos propias de los antigenos especificos.

2.9. TIPO DE MUESTRAS QUE SE UTILIZAN:

Para determinar Antiestreptolisina-O se puede utilizar sangre total para
pruebas de SCREENING (Inhibicion de Hemodlisis) o Suero, que se lo

obtiene mediante puncién venosa

2.9.1. Sangre Total

Es el producto que resulta de la adicion de solucion anticoagulante-
conservadora. Su almacenamiento se lo realiza a los 4°C. Durante el
almacenamiento, las plaquetas y los leucocitos dejan de ser funcionales a

las pocas horas de la extraccion.

2.9.2. Suero sanguineo

El suero sanguineo o suero hematico es el componente de la sangre
resultante tras permitir la coagulacion de ésta y eliminar el coagulo
resultante. El suero es util en la identificacion de algunos analitos en los que
no se requiere de la intervencion de un anticoagulante, ya que este podria

interferir en el resultado alterandolo.

2.10. PRUEBAS DIAGNOSTICAS: SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD

2.10.1. Sensibilidad

Es la probabilidad de clasificar correctamente a un individuo enfermo, es

decir, la probabilidad de que para un sujeto enfermo se obtenga en la prueba
un resultado positivo. La sensibilidad es, por lo tanto, la capacidad del test
para detectar la enfermedad (26).
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La sensibilidad de la turbidimetria estd limitada principalmente, por la
exactitud y sensibilidad del equipo, ya que este método mide el descenso de
una sefial grande de luz, tiene la ventaja de permitir la valorizacion
cuantitativa. La sensibilidad del método de aglutinacion en latex identifica el
componente presente en la muestra dandonos un valor aproximado,
ocasionalmente existen reacciones cruzadas debido a la presencia de otros

virus o bacterias con actividad antigénica (22).

2.10.1. Especificidad

Es la probabilidad de clasificar correctamente a un individuo sano, es decir,

la probabilidad de que para un sujeto sano se obtenga un resultado negativo.
En otras palabras, se puede definir la especificidad como la capacidad para
detectar a los sanos. En turbidimetria y aglutinacion en latex por tanto la
especificidad ayudara a clasificar los casos positivos y negativos utilizando
correctamente cada una de las técnicas para identificacion y analisis

correcta del analito a investigar.

2.10.2 Valor predictivo positivo:

Es la probabilidad de padecer la enfermedad si se obtiene un resultado
positivo en el test. El valor predictivo positivo puede estimarse, por tanto, a
partir de la proporcién de pacientes con un resultado positivo en la prueba

gue finalmente resultaron estar enfermos.

2.10.3 Valor predictivo negativo

Es la probabilidad de que un sujeto con un resultado negativo en la prueba
esté realmente sano. Se estima dividiendo el ndmero de verdaderos
negativos entre el total de pacientes con un resultado negativo en la prueba
(26).
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3. METODOLOGIA
3.1. TIPO DEESTUDIO

Transversal: La investigacion se realiz6 en periodo determinado.

Descriptivo: Se describe el objeto a estudiar, y para ello se recolect6 datos

que describan la situacion tal y como es.

3.2. UNIVERSO
Pacientes que acuden al servicio de consulta externa del Hospital Isidro
Ayora de la ciudad de Loja, con solicitud de examenes para andlisis clinico

en el periodo abril a mayo del 2014.

3.3. MUESTRA

110 pacientes que acudieron al Laboratorio Clinico del Hospital Isidro Ayora
de la Ciudad de Loja en el periodo abril a mayo del dos mil catorce,

cumpliendo con los criterios de inclusién y exclusion.

3.4. CRITERIOS DE INCLUSION

Para que sean parte del estudio, se tendra en cuenta:
o Pacientes con pedido de ASTO.

o Pacientes que cumplan con las condiciones previas a la toma de la

muestra.
3.5. CRITERIOS DE EXCLUSION
o Pacientes sin pedido de ASTO

o Pacientes que no cumplan con las condiciones previas a la toma de la

muestra.

3.6. PROCEDIMIENTOS, TECNICAS E INSTRUMENTOS

Dentro del desarrollo de este trabajo investigativo, se debe cumplir con las

tres fases especificas:
3.6.1 FASE PRE-ANALITICA:
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o Oficio al Director del Hospital Isidro Ayora de la Ciudad de Loja para
solicitar el permiso respectivo para la realizacion de la presente investigacion
(ANEXO 1).

o Condiciones previas a la toma de muestra (ANEXO II).

o Toma de muestra sanguinea (ANEXO llI).

3.6.2 FASE ANALITICA:

o Se tomo en cuenta control de calidad en las técnicas realizadas en el
laboratorio (ANEXO 1V).

o Procesamiento de muestra sanguinea

o Realizacion de la prueba de ASTO semicuantitativo (ANEXO V).

o Realizacion de prueba de ASTO cuantitativo (ANEXO VI).

o Registro interno de quimica sanguinea ASTO de los resultados
obtenidos mediante utilizacion del método semicuantitativo (ANEXO VII).

o Registro interno de quimica sanguinea ASTO de los resultados

obtenidos mediante el desarrollo del método de cuantitativo (ANEXO VIII).

3.6.3 FASE POST ANALITICA

o Validacién e interpretacion de resultados
o Entrega de resultados al Jefe Encargado del Laboratorio Clinico
(ANEXO IX).

o Fotografias de evidencia (ANEXO X).

3.7. PLAN DE TABULACION Y ANALISIS DE DATOS

Obtenidos los resultados se analizaron los datos segun las variables
propuestas. Se realiz0 el respectivo analisis e interpretacion de los mismos
mediante tablas y graficos utilizando en programa Microsoft Excel 2010 en

donde se plasmo los resultados obtenidos.
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4. RESULTADOS
41 RESULTADOS PARA EL PRIMER OBJETIVO: Determinar

Antiestreptolisina-O en muestras analizadas en el Laboratorio clinico del
Hospital Isidro Ayora mediante técnica semicuantitativa en el periodo Abril-
Mayo 2014.

Cuadro 1: Determinacion de ASTO en muestras analizadas en el
Laboratorio clinico del Hospital Isidro Ayora mediante técnica
semicuantitativa en el periodo abril a mayo 2014.

INTERPRETACION DE RESULTADOS FRECUENCIA PORCENTAJE %

Positivo (+) 2200 Ul/ml 20 18.18
Negativo (-)< 200 Ul/ml 90 81.82
Total muestras 110 100

Fuente: Registro de resultados de pacientes que acuden al Hospital Isidro Ayora de la Ciudad de Loja
Elaborado por: Alexandra Narvaez

100
80
60

40 9

20 |

Positivo (+) 2200 Ul/ml  Negativo (-) <200
ul/ml

Fuente: Registro de resultados de pacientes que acuden al Hospital Isidro Ayora
Elaborado por: Alexandra Narvaez

Figura N° 1: Determinacién Antiestreptolisina-O en muestras analizadas en
el Laboratorio clinico del Hospital Isidro Ayora mediante técnica
semicuantitativa en el periodo Abril a Mayo 2014.

Interpretacion de resultados: De acuerdo a los resultados obtenidos en el
estudio de las 110 muestras analizadas mediante la técnica semicuantitativa,
se evidencio que el 18.18% (n= 20), resultaron positivos en la determinacion
de ASTO, y el 81.82% (n=90) resultaron negativas.
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4.2 RESULTADOS PARA EL

SEGUNDO OBJETIVO: Medir

cuantitativamente la presencia de Antiestreptolisina-O,

en muestras

analizadas en el Laboratorio Clinico del Hospital Isidro Ayora de la Ciudad

de Loja en el periodo abril a mayo 2014, a través del método turbidimétrico

Cuadro 2: Medicion cuantitativa de la presencia de ASTO, en muestras
analizadas en el Laboratorio Clinico del Hospital Isidro Ayora de la Ciudad
de Loja en el periodo abril a mayo 2014, a través del método turbidimétrico

INTERPRETACION DE RESULTADOS FRECUENCIA PORCENTAJE %
Positivo (+) 2200 Ul/ml 20 18.18
Negativo (-) < 200 Ul/ml 90 81.82

Total muestras 110 100

Fuente: Registro de resultados de pacientes que acuden al Hospital Isidro Ayora de la Ciudad de Loja

Elaborado por: Alexandra Narvaez

100
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40 9
- P Ay

M Casos [ Frecuencia

Positivo (+) =200 Ul/ml

Negativo (-) <200 Ul/ml

Fuente: Registro de resultados de pacientes que acuden al Hospital Isidro Ayora

Elaborado por: Alexandra Narvaez

Figura N° 2: Medicién cuantitativa de la presencia de ASTO, en muestras
analizadas en el Laboratorio Clinico del Hospital Isidro Ayora de la Ciudad

de Loja, a través del método turbidimétrico.

Interpretacion de resultados: De acuerdo a los resultados obtenidos en
elestudio de las 110 muestras analizadas mediante el método turbidimétrico,
se comprobd que el18.18% (n=20) resultaron positivos en la determinacion
de ASTO, el 81.82% (n=90) resultaron negativas.
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4.1 RESULTADOS PARA EL TERCER OBJETIVO: Comparar los datos
obtenidos por la utilizacion de técnicas semicuantitativa y cuantitativa para la
determinacién de Antiestreptolisina-O, en muestras analizadas en el
Laboratorio Clinico del Hospital Isidro Ayora de la Ciudad de Loja en el
periodo abril a mayo 2014

Cuadro 3: Comparacion de los datos obtenidos por la utilizacién de técnicas
semicuantitativa y cuantitativa para la determinacion de ASTO, en muestras
analizadas en el Laboratorio Clinico del Hospital Isidro Ayora de la Ciudad
de Loja en el periodo abril a mayo 2014

NTERRTAION ™ | semcimomcavo | METO0 CUANTITATIVG
Frecuencia | Porcentaje % | Frecuencia | Porcentaje%
Positivo (+) =200 Ul/ml 20 18.18 20 18.18
Negativo (-) < 200 Ul/ml 90 81.82 90 81.82
Total de muestras 110 100 110 100

Fuente: Registro de resultados de pacientes que acuden al Hospital Isidro Ayora.
Elaborado por: Alexandra Narvéez

8 0,
100
50 9
0
METODO METODO
SEMICUANTITATIVO CUANTITAT{VO
M Positivo (+) 2200 Ul/ml @ Negativo (-) <200 Ul/ml

Fuente: Registro de resultados de pacientes que acuden al Hospital Isidro Ayora
Elaborado por: Alexandra Narvaez

Figura N° 3: Comparacion de los datos obtenidos por la utilizacion de
técnicas semicuantitativa y cuantitativa para la determinacion de ASTO, en
muestras analizadas en el Laboratorio Clinico del Hospital Isidro Ayora de la
Ciudad de Loja en el periodo Abril a Mayo 2014

Interpretacion de resultados: De acuerdo a los resultados obtenidos en el
estudio de las 110 muestras analizadas para determinacion de ASTO, el
18.18%, (n= 20), dieron positivas en los dos métodos utilizados
semicuantitativo y cuantitativo, también se obtuvo un 81.82% (n= 90) de
resultados negativos en los métodos utilizados semicuantitativo vy
cuantitativo.
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5. DISCUSION

La determinacion del ASTO, mediante técnicas semicuantitativa y
cuantitativa en muestras analizadas en el Laboratorio Clinico del Hospital
Isidro Ayora en la ciudad de Loja, durante el periodo Abril a Mayo del 2014,
propone comparar los datos obtenidos mediante los métodos utilizados para
la medicidon de especimenes sanguineos, empleando diferentes técnicas las
mismas fueron: cuantitativa y semicuantitativa, con el fin de disminuir al
méaximo el margen de error y aproximar de manera mas exacta los

resultados obtenidos.

La faringoamigdalitis aguda estreptocdcica afecta fundamentalmente a los
nifios en edad escolar de 5-15 afios alcanzando frecuencias que llegan al
15-30% también es observada en adolescentes y adultos jovenes donde
alcanza una frecuencia de 5-10% declinando su importancia solo después
de los 35 afios la incidencia es mas alta en invierno (27).

En nuestro pais Ecuador la faringoamigdalitis se considera una patologia
comun ya que es la infecciébn mas frecuente de origen bacteriano que afecta
las vias respiratorias. Segun el doctor Rodriguez, la incidencia en el
Ecuador, en la region Sierra apunta a los escolares de 12 afios. Se presenta
con mayor frecuencia en los meses de mayo, septiembre y octubre, por el
cambio brusco de temperaturas en esa época. En la Provincia de
Tungurahua en el afio 2009 la tasa de morbilidad por enfermedades
respiratorias agudas excepto influenza y neumonia se encontraba con un 0.9
% y la tasa de morbilidad en 4,4% (28).

Los métodos mas utilizados por su rapidez y eficacia para la identificacion de
infeccion por S. pyogenes la medicién de los titulos de ASTO, algunos de
éstos son el método de aglutinaciéon de particulas de latex e inmunoensayo

turbidimétrico.

Los reactivos de aglutinacién de particulas de latex son ampliamente usados
en el laboratorio de diagndstico debido a la rapidez, facil manejo. Estos

reactivos consisten en particulas de latex a las que se les ha adsorbido

26



ASTO purificada, aglutinando al mezclarse con suero que
contiene anticuerpos anti-ASTO (29).

Es por eso que basandonos en el tema antes mencionado se puede apreciar
qgue la misma es una relacién de discusion ya contenida en resultados
exactos enfocados en las muestras del laboratorio clinico del hospital Isidro

Ayora tales como las que explicaremos a continuacion.

Técnicas utilizadas cuantitativa y semicuantitativa, para 110 muestras
analizadas positivos y negativos permite deducir lo siguiente: De acuerdo a
los resultados obtenidos en el estudio de las muestras analizadas, 20
resultaron positivas en la determinacion de ASTO dando un porcentaje del
18.18% y como resultado negativo 90 muestras dando un porcentaje de
81.82%.

En el presente estudio se analizé 110 muestras cuyos pacientes tenian
pedido de ASTO, para la determinacion de Antiestreptolisina, la misma que
se realiz6 mediante método cuantitativo y semicuantitativo, dando como
resultado con los dos métodos valores similares, permitiendo la
confrontaciéon de los resultados en el presente estudio, lo que comprueba
que los métodos utilizados son especificos para la determinacion de ASTO.

Al comparar los resultados obtenidos, con otro estudio realizado por Avila,
P, en la Ciudad de Cuenca afio 2011, la medicion de ASTO, mediante
método turbidimétrico obtuvo resultados de ASTO mayor a 200 Ul/ml, mismo
que corresponde al 16,08 %, podemos observar claramente que los datos
obtenidos son similares utilizando el método cuantitativo lo que significa que
el procedimiento utilizado es netamente predictivo para la deteccion de
ASTO en suero sanguineo (30). En otro estudio realizado en la Ciudad de
Cuenca en el afio 2010-2011, por Rodas, J. en el cual los resultados indican
que el 86.9% de pacientes analizados tienen valores menor a 200 Ul/ml
utilizando el método de aglutinacion en latex. Comparando los resultados de
este estudio con la presente investigacion se obtuvo el 81.82% de resultados
negativos. Se puede deducir que los resultados son similares y que el

meétodo utilizado ha logrado cumplir con las expectativas planteadas que es
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determinar ASTO mediante semicuantificacion (31). A diferencia del estudio
realizado en Cuba en el afio 2009,Guerreiro A, en la determinacion de ASTO
utilizando los métodos de aglutinacion en latex y turbidimétrico se analizé 48
muestras, las cuales 40 dieron resultados positivos, 4 resultaron negativos, y
4 muestras dieron resultados diferentes utilizando ambos métodos, en este
caso la variacién de resultados se puede deber a la utilizacion de reactivos
por diferentes factores como son: la estabilidad del reactivo, muestras
incorrectamente tomadas ya que la hemolisis y lipemia también interfieren en
la determinacion de ASTO (32).Los resultados obtenidos en el presente
trabajo sefialan que los métodos de aglutinacion en latex y turbidimétrico
son precisos y con un buen nivel de confiabilidad para la determinacion de
ASTO. Los métodos mas utilizados por su rapidez y eficacia para la
identificacion de infeccion por S. pyogenes la medicién de los titulos de
ASTO, algunos de éstos son el método de aglutinacion de particulas de

latex e inmunoensayo turbidimétrico.
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6. CONCLUSIONES

Al utilizar el método semicuantitativo para la determinaciéon de
Antiestreptolisina-O, se obtuvo resultados positivos un 18.18% (n= 20) y
negativo 81.82% (n=90).

Para la medicion de Antiestreptolisina-O se aplicé el método cuantitativo
logrando resultados positivos un 18.18% (n= 20) y negativos un 81.82%
(n=90).

Al comparar los datos obtenidos en el presente estudio se consiguid
resultados iguales utilizando ambos métodos resultando positivos un
18.18% (n=20) y resultando negativo un 81.82% (n= 90) para la
determinacion de Antiestreptolisina —O.

Una vez realizado y aprobado el informe final de tesis, se entregé una
copia del trabajo investigativo al docente de investigacion del Hospital
Isidro Ayora de la ciudad de Loja con la finalidad de aportar estudios que
evalian los método analiticos semicuantitativo y cuantitativo utilizados

en el Laboratorio Clinico.
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7. RECOMENDACIONES

Informar a la comunidad mediante charlas educativas, sobre las formas
de transmision de la enfermedad y las enfermedades que puede causar
como son faringitis estreptocécica, fiebre reumatica, glomerulonefritis
de esta manera evitar el contagio y la propagacion de este tipo de
enfermedades.

Evitar el uso de muestras lipémicas o contaminadas ya que esto sera
un factor importante que interfiera en la obtencién de los resultados
obtenidos mediante la utilizacion de los métodos analiticos.

Realizar estudios de sensibilidad y especificidad de los métodos
utilizados en el presente estudio ya que aportard con informacién
necesaria sobre las técnicas utilizados en el Laboratorio Clinico

ayudando de esta manera a disminuir errores analiticos.
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ANEXO |
Solicitud de permiso al Director para analisis de muestras
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ANEXO Il

Condiciones previas Latoma de muestra sanguinea

Paciente debe tener un ayuno minimo de 8 horas antes de la toma de

muestra

Tener una dieta ligera de la noche anterior

No ingerir bebidas alcohdlicas

No fumar antes de la toma de muestra

Evitar el estrés antes y durante la toma de la muestra.

No hacer ejercicios vigorosos durante 3 dias antes de tomar la

muestra (33).
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ANEXO 11l

Toma de muestra Sanguinea (puncién venosa):

o Se solicita al paciente el pedido por parte del medico

o Se debe reunir todo el material a utilizar.

o Identificar correctamente al paciente. Acomodar para la extraccion.

o Colocar un torniqguete en la parte superior del brazo

(aproximadamente 5 cm por encima del pliegue) para producir congestiéon
venosa. El torniquete prolongado causa hemoconcentracion. El lazo debe
ser colocado de modo de producir una compresion del misculo no mayor a 1

mm.

o Seleccionar el sitio de la puncién: Pedir al paciente que abra y cierre

el pufio varias veces; escoger una vena accesible.

o Limpiar el sitio de la puncién, previo a puncionar debe estar seco.
Tener presente que una vez realizada la descontaminacion, no debe volver a

tocar el &rea venosa.
o Para realizar la puncion, el paciente debe tener el pufio cerrado.

o Colocar la punta de la aguja en un angulo de 15-30° sobre la
superficie de la vena escogida y atravesar la piel con un movimiento firme y

seguro.

o Una vez que penetra en la vena, la sangre llena los tubos aspiradores
automaticamente por la presién negativa dentro del tubo en el caso de
Vacutainer, mientras que con jeringas se debe halar el émbolo con
movimiento continuo para extraer la sangre hasta el volumen requerido.

Evitar presionar fuertemente la aguja durante la extraccion.

o Retirar la aguja y colocar un curita al paciente. Transportar la muestra

al lugar de analisis (34).
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ANEXO IV

Control de calidad en las técnicas estudiadas

El control de calidad en el laboratorio tiene como objetivo, que el producto
final del trabajo tenga un grado aceptable de seguridad, de conformidad con
los limites establecidos. Para realizar el control de calidad de las muestras

investigadas se tomaron en cuenta lo siguiente:
Método semi-cuantitativo:

o Control positivo (PC) y Control negativo (NC) se deben usar con cada
serie y comparar las muestras para distinguir una posible aglutinacion de

una aglutinacion.

o Control positivo (PC) debe mostrar una aglutinacion marcada a los 2
minutos.
o Control negativo (NC) debe producir una suspension suave sin

aglutinacion visible después de los 2 minutos.

Método Cuantitativo:

o Se empleara material adecuado en el equipo, material limpio y estéril.
o Los intervalos y limites de control deben adaptarse a los
requerimientos de cada laboratorio en particular, los valores deben situarse
dentro de los limites establecidos.

o Cada laboratorio debera establecer medidas correctivas a seguir en

cada caso que los valores se situen fuera de los limites.
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ANEXO V
ASTO SEMI-CUANTITATIVO

Método: La prueba de HUMATEX ASO contiene particulas de latex de poli
estireno, recubiertas con antigeno estabilizado estreptolisina —O el cual reacciona
inmunolégicamente con los anticuerpos correspondientes estreptolisina- O
(ASO), presentes en el suero del paciente o suero control. La reaccidn positiva se
indica por una clara aglutinacién visible de las particulas de latex en el area de
reaccion de la lamina utilizada.
Contenidos
LR: Reactivo de ASO de latex (tapa blanca): suspension de color amarillo de
particulas latex de poliestireno recubiertas con estreptolisina-O estabilizada 1.0
%.
PC: Suero control positivo (tapa roja): Control listo para su uso. Contiene
suficiente concentracion de ASO para producir una marcada aglutinacion.
NC: Suero control negativo (tapa verde): Control liso para usa no reacciona
con LR.
1 lamina con 6 areas.
LR, PC, NC, contiene azida de sodio al 0.095%
Estabilidad
LR, PCR Y NC: Son estables hasta la fecha de vencimiento cuando se
almacenan de 2-8 °C. No congelar.
Muestras
Suero Estabilidad Hasta 7 dias de 2-8°C

Hasta 3 meses a — 20°C
Esquema de pipeteo
A determinacidn cualitativa (prueba de tamizaje)
Llevar LR, PC, NC y muestras de suero de pacientes a tem. Ambiente. Mezclar
LR cuidadosamente antes de usar. Re suspender completamente la particulas
de latex.
Pipetear una gota en diferentes areas de la lamina:

Suero del paciente 40 ul
PC, tapa roja 1 gota
NC, tapa verde 1 gota

LR, tapa blanca sobre todas las
muestras y sueros controles

1 gota a cada uno

Mezclar con diferentes palillos y esparcir el fluido sobre todas las areas de
reaccion

Inclinar la lamina de atras hacia adelante por 2 minutos, de tal forma que la
mezcla rote lentamente dentro de las areas o colocar lamina en un rotador
automatico a 100 rpm

Al final de los 2 minutos leer resultado bajo luz artificial.

Interpretacion de resultados:

Cualquier aglutinacion visible indica un contenido de ASO de mas de 200 Ul/ml
en muestras sin diluir. El suero con resultados positivos en prueba de tamizaje
debe ser reanalizado con pruebas de titulacion.

Semicuantitativa:

Dilucién ASO (Ul/ml en muestra no diluida)
1+1 (1: 2) 400
1+2 (1: 3) 600
1+3 (1: 4) 800
1+4 (1:5) 1000
Continuar la prueba como se describe en la determinacion cualitativa
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Interpretaciéon de resultados

Leer el titulo de la ultima dilucién que presente aglutinacion visible. Multiplicando
el titulo por el factor de conversion 200 y reportar el resultado en Ul/ml).
Sensibilidad

HUMATEX ASO esta estandarizo para la deteccion de concentracion de ASO, en
sueros no diluidos en pacientes de aproximadamente 200 Ul/ml o mayores de
acuerdo con la preparacion de referencia de la OMS.

Control de calidad

PC Y NC, se debe usar con cada serie y comparar con las muestras para
distinguir una posible aglutinacion de una aglutinacion.

PC, debe mostrar una aglutinacién marcada a los 2 minutos.

NC, debe producir una suspension suave sin aglutinacion visible después de los
2 minutos.

Valor Diagnéstico

Los titulos elevados de ASO se pueden asociar a fiebre reumdatica o
glomerulonefritis. Un titulo elevado de ASO de mas de 200 Ul/ml puede indicar
infeccion estreptocécica aguda. El titulo de ASO debe ser controlado cada 2
semanas en periodos de 4 a 6 semanas.

Notas

Los sueros contaminados y altamente lipémicos pueden causar reacciones no
especificas y por lo tanto no deben ser analizados.

Un tipo mayor a los 2 minutos puede dar resultados falsos positivos debido al
efecto de desecacion.

Realizar pipeteo teniendo el gotero de forma vertical

Todos los reactivos contienen azida de sodio. No ingerirlo. Evitar el contacto con
la piel y membranas mucosas.
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ANEXO VI
INA-QUANT Antiestreptolisina O (Cuantitativo)

Generalidades:

Los estreptococos del grupo A causan diversas infecciones enfermedades
cutaneas, afeccion a las vias respiratorias superiores, glomerulonefritis,
endocarditis aguda, o fiebre reumatica aguda. Estas infecciones pueden provocar
mas tarde dafios renales o cardiacos. El diagndéstico precoz junto con un
tratamiento eficaz y control del paciente reducen los riesgos. Ciertos metabolitos del
estreptococo B- hemolitico como por ejemplo NAD glucohidrolasa, las
estreptodomasas NDA- asas y la hialuronidasa son toxinas enddgenas para el
organismo humano e inducen reacciones de defensa inmunoldgicas. Los
anticuerpos de mayor interés clinico son los dirigidos a las estreptolisina-O, la
desoxirribonucleasa estreptocécica, y la hialuronidasa estreptocdcica. La
determinacion inmunol6gica de anticuerpos especificos proporciona informacién
sutil sobre el grado de infeccién estreptocécica y sobre la evoluciéon de la
enfermedad. El test mas empleado es la determinacion de anticuerpos
Antiestreptolisina-O (ASO), El 85% de pacientes con fiebre reuméatica aguda
presenta un aumento de los niveles de ASO. Para obtener datos Uutiles la
concentracion de ASO deberia controlarse varias veces en intervalos semanales.
La evolucién de los titulos puede indicar un tratamiento antibi6tico realizado con
éxito, o bien un estimulo antigénico presente aun en caso que os sintomas clinicos
de la infeccién hayan desaparecido.

Principio:

Prueba inmunoturbidimétria.

Los anticuerpos Antiestreptolisina 0 humanos se aglutinan con particulas de latex
revestidas con antigenos estreptolisina o. El precipitado se determina por
turbidimetria.

Reactivos soluciones de trabajo

R 1 Tampé6n TRIS 170 mmol/L, pH 8.2
R2 Tampo6n Borato 10 mmol/L pH 8.2, particulas de latex recubiertas de
Antiestreptolisina o: 2MI/L

Reactivos estan listos para su uso
Conservacion y Estabilidad

ASLOT

Sin abrir 2-8° C

En uso y refrigerado en el analizador
Diluyente NaCl a 9%

Sin abrir de 2-8 °C

Esquema de pipeteo

Tipo de Medicion: dos puntos finales
Tiempo de Reaccién 10/ 10- 19
Longitud de onda: -/700 nm

Pipeteo de reactivo Diluyente H20
R1 124 ul -
R2 124 ul -
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Volumenes de muestra: Muestra Diluyente

Normal 2 ul -
Disminuido 4 ul -
Aumentado 4 ul -

Control de Calidad:

Para el control de calidad emplear material indicado

Los intervalos y limites de control deben adaptarse a los requerimientos a los
requerimientos de cada laboratorio en particular. Los valores deben situarse dentro
de lo establecido. Cada laboratorio deberd establecer medidas correctivas a seguir
en caso de que los valores se situen fuera de los limites.

Calculo:

Los sistemas Roche/Hitachi cobas c calculan automéaticamente la actividad del
analito de cada muestra.

Limitaciones del andlisis, Interferencias:

Ictericia, lipemia y hemolisis: sin interferencias significativas.

Farmacos: no se han registrado interferencia con paneles de farmacos de uso
comun en concentraciones terapéuticas.

Con fines diagnosticos, los resultados obtenidos en el test siempre deben evaluarse
junto al historial del paciente los examenes clinicos y los resultados de otros
analisis.

Limites e intervalos:

20- 60 Ul/ ml

Limites de referencia seran establecidos por cada laboratorio.

Valores Teoricos:

Adultos hasta 200 Ul/ mL

Nifios hasta 150 Ul/ Ml

En algunos casos de infecciones por estreptococo particularmente en infecciones
cutaneas, es posible que los titulos de ASO no aumenten. Debido a que los
anticuerpos Antiestreptolisina O, se detectan solo en el 85% de los pacientes con
fiebre reumatica, se recomienda la determinacién adicional de los anticuerpos anti-
hialuronidasa estreptocdcica.

Repetir el test pasadas una o dos semanas para realizar una evaluacién adecuada
de la infeccién estreptocécica. El diagndstico debe efectuarse correlacionando los
hallazgos clinicos y de laboratorio.

Los valores de ASO dependen de la edad y varian de una regién a otra segun la
frecuencia local de infecciones por estreptococo.
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ANEXO VII
Registro interno de resultados m. semicuantitativo

N° <200 |U/ml >200 IU/ml DILUCIONES(Método Semicuantitattivo)
Muestra Negativo Positivo % Ul/ml | 1/4 Ul/ml | /8 Ul/ml | 1/16 Ul/ml

1 235 400
2 49

3 342 400
4 53

5 32

6 4

7 74

8 50

9 34

10 54

11 24

12 10

13 37

14 38

15 220 400
16 55

17 49

18 26

19 215 400
20 300 400
21 49

22 55

23 18

24 46

25 46

26 47

27 50

28 46

29 55

30 20

31 30

32 223 400
33 226 400
34 32

35 59

36 79

37 9

38 16

39 40

40 29

41 88

42 48

43 56

44 71
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DILUCIONES (Método Semicuantitativo)

N° <200 IU/ml | 2200 IU/m
muestra Negativo Positivo Y% Ul/ml | 1/4 Ul/ml | /8 Ul/ml | 1/16 Ul/ml
45 510 600
46 41
47 32
48 59
49 79
50 220 400
51 16
52 40
53 29
54 88
55 75
56 95
57 230 400
58 68
59 87
60 77
61 62
62 71
63 55
64 19
65 71
66 255 400
67 82
68 210 400
69 52
70 150
71 25
72 41
73 72
74 53
75 163
76 82
77 120
78 111
79 37
80 82
81 209 400
82 242 400
83 34
84 20
85 70
86 80
87 32
88 45
89 90
90 110
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DILUCIONES (Método Semicuantitattivo)

e <200 IU/ml | 2200 U/mI
e Negativo Positivo Y Ul/ml | 1/4 U/ml | 1/8 U/ml | 1/16 Ul/ml

91 206 400
92 23

93 80

94 70

95 100

96 237 400
97 75

98 71

99 72

100 783 800
101 223 400
102 40

103 50

104 219 400
105 98

106 157

107 89

108 14

109 160

110 232 400
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ANEXO Vi

Registro interno de resultados prueba sanguinea asto- cuantitativo

o Método cuantitativos 200 Ul/ml Método cuantitativo2200 Ul/ml
N° Muestra . "
(Negativo) (Positivo)
1 235
2 49
3 342
4 53
5 32
6 4
7 74
8 50
9 34
10 54
11 24
12 10
13 37
14 38
15 220
16 55
17 49
18 26
19 215
20 300
21 49
22 55
23 18
24 46
25 46
26 47
27 50
28 46
29 55
30 20
31 30
32 223
33 226
34 32
35 59
36 79
37 9
38 16
39 40
40 29
41 88
42 48
43 56
44 71
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o Método cuantitativos 200Ul/ml Método cuantitativo2200Ul/ml
N° Muestra . o
(Negativo) (Positivo)
45 510
46 41
a7 32
48 59
49 79
50 220
51 16
52 40
53 29
54 88
55 75
56 95
57 230
58 68
59 87
60 77
61 62
62 71
63 55
64 19
65 71
66 255
67 82
68 210
69 52
70 150
71 52
72 41
73 72
74 53
75 163
76 82
77 120
78 111
79 37
80 82
81 209
82 242
83 34
84 20
85 70
86 80
87 32
88 45
89 90
90 110
91 206
92 23
93 80
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N° Muestra Método cuantitativos < 200 Ul/ml | Método cuantitativo 2200 Ul/ml|
(Negativo) (Positivo)
94 70
95 100
96 237
97 75
98 71
99 72
100 783
101 223
102 40
103 50
104 219
105 98
106 157
107 89
108 14
109 160
110 232
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ANEXO IX

Entrega de resultado al Jefe encargado del Laboratorio Clinico

HOSPITAL GENERAL ISIDRO AYORA

Lic. Angel Luzén.

RESPONSABLE DE EL LABORATORIO CLINICO DEL HOSPITAL GENERAL
ISIDRO AYORA DE LA CIUDAD DE LOJA

CERTIFICA:

Que la Srta. Alexandra Patricia Narvaez Guarnizo con Cl N° 1105028761, ha
realizado su trabajo de campo dentro del Laboratorio Clinico del Hospital Isidro
Ayora de la ciudad de Loja, dejando come muestra un ejemplar de su trabajo
investigativo. con su tema de tesis ‘DETERMINACION DE
ANTIESTREPTOLISINA-O MEDIANTE TECNICAS SEMICUANTITATIVA Y
CUANTITAIVA EN MUESTRAS, ANALIZADAS EN EL LABORATORIO CLINICO
DEL HOSPITAL ISIDRO AYORA DE LA CIUDAD DE LOJA DURANTE EL
PERIODO ABRIL A MAYO DEL 2014 ", bajo mi estricta y plena direccion,
cumpliendo con las correctas normas de bioseguridad establecidas dentro del
laboratonio y trabajando con cada una de sus muestras con élica y
responsabilidad.

Es todo cuanto puedo certificar y autorizo a la gortadora hacer uso de la
presente para los fines legales correspondientes

ISIDRO AYORA DE LA CIUDAD DE LOJA



ANEXO X

Figura N° 1: Toma de muestra sanguinea.

Figura N° 2: Proceso de centrifugacién y obtencion de suero sanguineo
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Figura N° 3: Andlisis mediante el Método cuantitativo

Figura N° 4: Analisis por método semicuantitativo
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Figura N° 5: Observacion de aglutinacion

Figura N°6: Entrega de resultados al Jefe de Laboratorio del Hospital Isidro
Ayora de la ciudad de Loja
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