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INTRODUCCION

La prueba mas ampliamente extendida para valorar la absorcion de lactosa es el test del hidrogeno espirado. Es un método no invasivo que mide el hidrogeno en el
aire espirado después de una noche de ayuno y post-administracion de una dosis de lactosa. En la actualidad, se ha identificado la presencia de dos polimorfismos
(C/T-13910y G/A-22018), en el gen MCM®6, asociados con la no persistencia de la lactasa, condicion responsable de la malabsorcion de lactosa en el adulto.

OBJETIVO

Nuestro objetivo es estudiar en nuestro hospital la aplicabilidad de las variantes geneticas G/A-22018 y C/T-13910 en el diagnaostico de la hipolactasia de tipo adulto
comparando el test genético con el test de hidrogeno espirado.

MATERIAL Y METODOS

A lo largo de este ano 2011 se realizo el estudio genético de ambos polimorfismos a 14 pacientes adultos, a los cuales se les solicitd el test del hidrogeno espirado.

El procedimiento fue:

~ Test del hidrégeno espirado: Se realizd una recogida basal (minuto O del test) previa a la administracion de 50 g de lactosa via oral. Después de la toma, se
recogieron muestras cada 30 minutos durante 3 horas. El test se considerd positivo si los valores superan 20 partes por milldon (ppm) respecto el valor basal en
cualquier punto de la curva.

~ Estudio genético de las variantes C/T-13910 y G/A-22018: Se realizd una extraccidon automatizada de ADN a partir de sangre periféerica con el sistema Cobas-
Ampliprep (Roche), y una posterior amplificacion y deteccion/revelado con el kit LactoStrip (Operon). Se considerd asociados a persistencia de actividad lactasa
los genotipos TT y TC de la variante 13910 y AAy AG de la variante 22018, y asociados a no persistencia de actividad lactasa los genotipos CC de la variante
13910 y GG de la variante 22018

RESULTADOS
Los resultados del test del hidrogeno y del estudio genético de cada paciente se recogen en la siguiente tabla.
H2 ppm
PACIENTE 13910 22018 _ _ _ _ _ _
0O min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min
1 C/IC G/G 15 13 30 35 35 30
2 TIT AIG 8 9 5 3 2 2
3 C/IC G/G 2 2 4 32 28 25
4 C/C G/G 6 26 68 77 50 23
5 CIT A/A 1 1 1 1 0 0
6 CIT AIG 1 2 3 3 3 2
7 C/C G/G 2 28 8 9 7 7
8 C/C G/G 11 6 40 65 77 39
9 TIT A/A 0 1 2 1 2 0
10 CIT AIG 4 3 3 2 2 3
11 C/C G/G 9 5 5 34 50 26
12 TIT A/A 0 0 0 0 1 0
13 CIT AIG 0 0 0 0 0 0
14 C/C G/G 5 6 20 27 18 23

El test de hidréogeno espirado fue positivo en 7 sujetos. Todos los individuos con test de hidrogeno espirado positivo presentaron el genotipo CC13910-GG22018.
Claramente la cantidad de hidrogeno espirado superé el punto de corte en algin momento de la curva respecto el valor basal en los genotipos C/C-13910 y G/G-
22018 (figura 1y 2).
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Figura 1. Hidrégeno espirado en diferentes intervalos de tiempo tras ingesta de lactosa en Figura 2. Hidrégeno espirado en diferentes intervalos de tiempo tras ingesta de lactosa en
genotipos CC, CTy TT de la variante C/T-13910. genotipos AA, GAy GG de la variante G/A-22018.

CONCLUSIONES

Las dos variantes relacionadas con el fenotipo de persistencia/no persistencia de la lactasa, C/T-13910 y G/A-22018, se pueden utilizar para el diagnostico de la
hipolactasia de tipo adulto. Este test resulta mas comodo para los pacientes y para el personal sanitario, dado que consume menos tiempo, no provoca sintomas
gastrointestinales ni sistemicos y solo se necesita hacerlo una vez en la vida.
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1 DATOS DE LA MUESTRA
PACIENTE:
TIPO DE MUESTRA:
PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION:
PROCEDIMIENTO DE ANALISIS: kit de diagnéstico LactoStrip (Operon S.A.)

POLIMORFISMOS DETECTADOS: C/T 13910 Y G/A 22018.

2 RESULTADOS

Polimorfismo 13910: T/T
Polimorfismo 22018: A/A

3 DIAGNOSTICO GENETICO

Tolerancia a la lactosa.

4 INFORMACION

En la mayoria de los humanos, la capacidad de digerir la lactosa, el principal carbohidrato presente en
la leche, disminuye rdpidamente tras el periodo de lactancia (intolerancia a la lactosa primaria). Esto se debe a
una reduccién de la enzima lactasa-florizin hidrolasa (LPH) que es la responsable de la hidrdlisis de la lactosa a
glucosa y galactosa, azicares que son fécilmente absorbidos en el infestino. Sin embargo, algunos individuos,
generalmente descendientes de poblaciones que han practicado tradicionalmente la ganaderia, mantienen la
habilidad para digerir la lactosa cuando son adultos.

La frecuencia de persistencia de la actividad lactasa varia en funcién de la poblacién: es elevada en las
poblaciones del norte de Europa (>90 % en suecos y daneses), va disminuyendo conforme descendemos hacia
el sur de Europa y el Oriente Medio (aproximadamente 50 % en Francia, Espaiia y cierfas poblaciones drabes) y
es muy baja en poblaciones asidticas y africanas no dedicadas al pastoreo (aproximadamente 1% en China, 5-

20 % en Africa del Este).

La persistencia de la actividad lactasa estd asociada a la presencia de dos polimorfismos localizados en el gen
MCMé (cromosoma 2, intrones 9 y 13, respectivamente): C/T 13910 y G/A 22018. Un individuo puede

presentar las siguientes combinaciones de cada uno de estos polimorfismos:

13910
« T/T: asociado a persistencia de actividad lactasa
T/C: asociado a persistencia de actividad lactasa
C/C: asociado a no persistencia de actividad lactasa.

22018
«  A/A: asociado a persistencia de actividad lactasa.
« A/G: principalmente asociado a persistencia de actividad lactasa.

« G/G: asociado a no persistencia de actividad lactasa
La validez de estos polimorfismos ha sido demostrada cientificamente con diversos estudios:
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1 DATOS DE LA MUESTRA
PACIENTE:
TIPO DE MUESTRA:
PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION:
PROCEDIMIENTO DE ANALISIS: kit de diagnéstico LactoStrip (Operon S.A.)

POLIMORFISMOS DETECTADOS: C/T 139210 Y G/A 22018.

2 RESULTADOS

Polimorfismo 13910: C/C
Polimorfismo 22018: G/A

3 DIAGNOSTICO GENETICO

Intolerancia primaria a la lactosa.

4 INFORMACION

En la mayorfa de los humanos, la capacidad de digerir la lactosa, el principal carbohidrato presente en
la leche, disminuye rdpidamente tras el perfodo de lactancia (intolerancia a la lactosa primaria). Esto se debe a
una reduccién de la enzima lactasa-florizin hidrolasa (LPH) que es la responsable de la hidrélisis de la lactosa a
glucosa y galactosa, azicares que son facilmente absorbidos en el infestino. Sin embargo, algunos individuos,
generalmente descendientes de poblaciones que han practicado tradicionalmente la ganaderia, mantienen la
habilidad para digerir la lactosa cuando son adultos.

La frecuencia de persistencia de la actividad lactasa varia en funcién de la poblacién: es elevada en las
poblaciones del norte de Europa (>90 % en suecos y daneses), va disminuyendo conforme descendemos hacia
el sur de Europa y el Oriente Medio (aproximadamente 50 % en Francia, Espafia y ciertas poblaciones drabes) y
es muy baja en poblaciones asidticas y africanas no dedicadas al pastoreo (aproximadamente 1% en China, 5-

20 % en Africa del Este).

La persistencia de la actividad lactasa estd asociada a la presencia de dos polimorfismos localizados en el gen
MCMé6 (cromosoma 2, intrones 9 y 13, respectivamente): C/T 13910 y G/A 22018. Un individuo puede

presentar las siguientes combinaciones de cada uno de estos polimorfismos:

13910
« T/T: asociado a persistencia de actividad lactasa
« T/C: asociado a persistencia de actividad lactasa
« C/C: asociado a no persistencia de actividad lactasa.

22018
« A/A: asociado a persistencia de actividad lactasa.
- A/G: principalmente asociado a persistencia de actividad lactasa.

«  G/G: asociado a no persistencia de actividad lactasa
La validez de estos polimorfismos ha sido demostrada cientificamente con dlversos estudios:
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En un estudio realizado con 196 individuos finlandeses, 137 con actividad lactasa persistente y 59 con
actividad lactasa deficiente, los resultados fueron:

v De los 137 con actividad lactasa persistente: ninguno presenté el genotipo CC13910 - GG22018;
74 presentaron el genotipo TT13910 - AA22018; 63 presentaron el genotipo TC139210 -
GA22018. :

v De los 59 con actividad lactasa deficiente: 59 presentaron el genotipo CC13910; de los 59, 6
presentaron el genotipo GA 22018 y 53 el genotipo GG22018.

En un estudio realizado con 40 casos de individuos no finlandeses (surcoreanos, italianos y alemanes)
con actividad lactasa deficiente: 40 presentaron el genotipo CC13910; de los 40, 1 presenté el genotipo

GA22018 y 39 el genotipo GG22018 (Enatah N. et al. Nature Genetics (2002). Vol 30: 233-237).

La intolerancia a la lactosa se muestra con sinfomas diversos, desde los mds tipicos (dolor y distensién
abdominal, flatulencia, diarrea) hasta otros muy variados como nauseas, vémitos, dolor de cabeza, falta de
concentracién, cansancio severo, dolores musculares y de articulaciones, efc.

5 METODO DE DIAGNOSITICO EMPLEADO

Para el genotipado de los polimorfismos 13910 y 22018 asociados con la intolerancia a la lactosa
primaria se ha empleado el Kit LactoStrip de la empresa Operon S.A. (Zaragoza, Espafa). Este test se basa
en la técnica del blot reverso y permite genotipar, de forma simultdnea, ambos polimorfismos. Como
resultado final se obtiene una serie de bandas coloreadas sobre una tira que se interpreta con ayuda de
una plantilla.

13910:
T/T: aparece una Gnica banda azul en la zona de andlisis de este polimorfismo (posicién inferior).
T/C: aparecen dos bandas azules en la zona de andlisis de este polimorfismo.
C/C: aparece una Unica banda azul en la zona de andlisis de este polimorfismo (posicién superior).

22018: :
« A/A: aparece una Unica banda azul en la zona de andlisis de este polimorfismo (posicién inferior).
« A/G: aparecen dos bandas azules en la zona de andlisis de este polimorfismo.
« G/G: aparece una Unica banda azul en la zona de andlisis de este polimorfismo (posicién
superior).

Tira de referencia

Control de revelado < < — 1:
Linea control <4 <4 o
C s
e « =t Lt Mt
< <

13910: C/C  139210: C/T  13910: T/T 139010 1@/E
22018: G/G 22018: G/A 22018: A/A 22018: G/A
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Resultado obtenido en la muestra analizada:

Control CT/GA Muestra Resultado
E £ [ 4
o) N
+ +
# 1 13910: C/C
22018: G/A

Intolerante a la lactosa

e;rnuno & molecular
. diagnostics
OPERON, S.A. Camino del Plano 19
50410-Cuarte de Huewva - (Zaragozal, Spain

Fdo. Dr. Susana Gamen
Directora del drea de 1+D de Biologia Molecular
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En un estudio realizado con 196 individuos finlandeses, 137 con actividad lactasa persistente y 59 con
actividad lactasa deficiente, los resultados fueron:

v De los 137 con actividad lactasa persistente: ninguno presenté el genotipo CC13910 - GG22018;
74 presentaron el genotipo TT13910 - AA22018; 63 presentaron el genotipo TC13910 -
GA22018.

v De los 59 con actividad lactasa deficiente: 59 presentaron el genotipo CC13910; de los 59, 6
presentaron el genotipo GA 22018 y 53 el genotipo GG22018.

En un estudio realizado con 40 casos de individuos no finlandeses (surcoreanos, italianos y alemanes)
con actividad lactasa deficiente: 40 presentaron el genotipo CC13910; de los 40, 1 presenté el genotipo
GA22018 y 39 el genotipo GG22018 (Enatah N. et al. Nature Genetics (2002). Vol 30: 233-237).

La intolerancia a la lactosa se muestra con sintomas diversos, desde los mds tipicos (dolor y distensién
abdominal, flatulencia, diarrea) hasta otros muy variados como nauseas, vémitos, dolor de cabeza, falta de
concentracién, cansancio severo, dolores musculares y de articulaciones, etc.

5 METODO DE DIAGNOSITICO EMPLEADO

Para el genotipado de los polimorfismos 13910 y 22018 asociados con la intolerancia a la lactosa
primaria se ha empleado el Kit LactoStrip de la empresa Operon S.A. (Zaragoza, Espafia). Este test se basa
en la técnica del blot reverso y permite genotipar, de forma simulténea, ambos polimorfismos. Como
resultado final se obtiene una serie de bandas coloreadas sobre una tira que se interpreta con ayuda de
una plantilla.

13910:
« T/T: aparece una Unica banda azul en la zona de andlisis de este polimorfismo (posicién inferior).
T/C: aparecen dos bandas azules en la zona de andlisis de este polimorfismo.
C/C: aparece una Gnica banda azul en la zona de andlisis de este polimorfismo (posicién superior).

22018: :
«  A/A: aparece una Unica banda azul en la zona de andlisis de este polimorfismo (posicién inferior).
« A/G: aparecen dos bandas azules en la zona de andlisis de este polimorfismo.
« G/G: aparece una Unica banda azul en la zona de andlisis de este polimorfismo (posicién
superior).

Tira de referencia

Control de revelado < <4 < <
Linea control <4 <4 < <
C i ——
e « =2 1 %
< <
pem —t =t ¢ ot

13910: C/C  13910: C/T  13910: T/T 13910: C/C
22018: G/G 22018: G/A 22018: A/A 22018: G/A
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Resultado obtenido en la muestra analizada:

Control CT/GA Muestra Resultado
B I B
—— s
4,[ ‘ 1 13910: T/T
: 22018: A/A

Tolerante a la lactosa

Yoperon

Immuno & molecular

OPERON, S. A Camino del Plono 19
éﬂﬂorcuvm de Huerrve - (Zorogozo!, Spain

Fdo. Dr. Susana Gamen

Directora del drea de 1+D de Biologia Molecular
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