Infancia y Medio Ambiente

PROTOCOLO 7 ANOS

Valencia
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1. INTRODUCCION:

La cohorte de nacimientos de INMA-Valencia se inici6 en el
afo 2003. Se realizdé una prueba piloto en noviembre aunque
finalmente el reclutamiento de mujeres se llevd a cabo entre
febrero de 2004 y junio de 2005. En total aceptaron participar

855 mujeres embarazadas (tasa de aceptacion de 54%).

El area de estudio corresponde al departamento de salud 6
(se compone de 34 municipios) y un barrio de Valencia del
departamento 7 (Benicalap). En total el area de estudio
comprende una poblacién de unos 288.580 habitantes distribuida
en 1372 m2.

El hospital Universitario La Fe, es el hospital publico de
referencia donde todas las mujeres del &area de estudio acuden a
hacerse el cribado poblacional del sindrome de Down en la semana
12 de gestacion, por lo que la poblacion se seleccion6 mediante
muestreo consecutivo de entre todas las embarazadas del &rea de
estudio que acudian a este cribado y cumplian unos criterios de
inclusion: 1)Tener al menos 16 afos cumplidos; 2) Estar en la
semana 10-13 de gestacién; 3) Embarazo anico; 4) Intencién de
continuar el seguimiento y dar a luz en el hospital; 5) No tener
ningln impedimento para la comunicacién y 6) No padecer
enfermedad crénica previa al embarazo.

A las mujeres se les realizdé un seguimiento durante todo el
embarazo y a continuacién a sus hijas e hijos en varios momentos
a lo largo de la infancia (1, 2, 4-4.5 y 5.5 afos).

Tabla 1: Esquema seguimiento cohorte INVMA-Valencia

2003 : 2004 : 2005 : 2006 : 007 2008 : 7008 : 2010 : 2011 | N

EM3ARAZO 833
NACIMIENTC 787
1afo 707
2AR0S 688

4.5 4005 ; : : : 533
555AR0S 5 5 5 5 5 ; :




En el periodo 2012-2013 la cohorte de Valencia del proyecto INMA
tiene planeada una visita a los 7 afios de edad. El principal
motivo de la visita es la evaluacidon de la salud respiratoria y
alergia de los nifios y nifias, y esta motivado principalmente por
la participacion del estudio INMA en el proyecto MeDALL (en el
que participarian 350 nifios y nifias de cada cohorte), y por el
proyecto FIS P111/02591 (IP: C IAiguez) que pretende realizar
las determinaciones planeadas en MEDALL sobre el resto de los
nifnos participantes en la cohorte INMA-Valencia (llegando hasta
los 550 que siguen en la actualidad), asi como medir en el
grueso de la cohorte la exposiciéon a particulas ultrafinas en el
interior del domicilio (este objetivo al no concederse el FIS
P111/702591 (IP: Jordi Sunyer)no podra alcanzarse de momento).
Por otro lado se evaluard la prevalencia de obesidad y los
factores asociados para lo que se elaborara un CFA reducido (FIS

P111/01007., (IP: JesUs Vioque). Ademas la visita constara de4,//’
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procedimientos para satisfacer otros objetivos relacionados con
los proyectos FP7-ENV-2011 P N° 282957 DENAMIC y PS09/02333 (PI:
F Baquero).

El proyecto MeDALL (acroénimo de Mechanisms of the Development
of AlLLergy), (http://medall-fp7.eu/) (Bousquet et al, 2011) es
un proyecto europeo dentro del 7° programa marco que tiene como
objetivo principal la determinacion de los mecanismos de
iniciacion de la alergia con el fin de obtener herramientas para
su diagnostico temprano, prevencion y tratamiento. El estudio
INMA participa como cohorte joven en este proyecto, en los WP 2
“Phenotype of IgE-asociated allergic disease” y 3 “Building
discovery combining existing birth cohorts in the initiation of
early-onset allergy” que es el encargado de desarrollar los
“SOPs” (Standard Operating Procedures).

En la visita de los 7 afios se incluye todos los procedimientos y
cuestionarios que MeDALL propone como “Core”, ademas del
cuestionario de actividad fisica que es opcional. Sin embargo
se completardn con procedimientos propios de INMA (ej.
Cuestionario de salud y ambiental mas extenso y laboral.
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2. ESQUEMA DE LA VISITA 7 ANOS AL HOSPITAL LA FE

Se realizard una sola visita que constara de tres partes:
exploracion fisica, extraccioéon y recogida de muestras bioldgicas
y obtencién de datos mediante cuestionarios. Se realizara en el
nuevo hospital La Fe, concretamente en Consultas Externas del
Servicio de salud respiratoria y alergia infantil (Torre B,
planta 2).

Previo a la visita: cartas, llamadas, monitorizacion, preparacién material, etc.

Visita: Recepcién de las familias
Consentimiento Informado
Cuestionario funcién pulmonar y
dermatitis
Actualizacién datos de contacto Evaluacion clinica
Cuestionarios —Talla, peso, perimetro abdominal, bioimpedancia y
:iﬁwlggemal y laboral tension arterial
_CFA —Dermatitis atépica (SCORAD)
-Test neuropsicoldgicos —Espirometria, oscilometria y cuest. funcion pulmonar
(autocumplimentados) —Exhalado bronquial condensado (EBC)
.SDQ (capacidades-dificultades) —Test neuropsicol6gicos: N-BACK (memoria de
.Conner (trastornos de la atencién y trabajo), ANT (capacidad de atencion) y TAPPING .

el funcionamiento neuroldgico) o
Muestras biolégicas

*Escaneo de la cartilla infantil (Pag. 3, 22, «Extraccion/recogida: Sangre, Orina y heces

23, 24y 25)
Entrega de informes (Antropometria, TA y Espirometria)
Agradecimientos y despedida de las familias
Muestras: Procesamiento y
Monitorizacion y recogida material almacenaje




3. MANUAL DE PROCEDIMIENTOS

Un profesional de enfermeria serd quien realice la exploracion
fisica.

1. Exploracion fisica:
1. Tensién arterial, talla, peso ,perimetro abdominal vy,
bioimpedancia
11. Dermatitis atopica (SCORAD)
111. Funcidén pulmonar

4.1 Tension arterial

La medicion debe ser efectuada después de 5 minutos de reposo

por 1o menos.

-Colocar al sujeto sentado comodamente, con la espalda apoyada y

con el brazo derecho relajado, semi-flexionado y apoyado en una

mesa con la palma de la mano hacia arriba.

- Colocar el aparato de tensiéon arterial encima de la mesa y
colocar el manguito del aparato en el brazo derecho del nifo. EIl
brazo derecho debe ser sin ropa que lo comprima, apoyado en la
mesa durante la medicion y el manguito debe estar colocado a la

altura del corazén del nifo.

- Deben mantenerse quietos durante todo el rato que dura la
medicion. Se les puede coger de la mano para facilitar que estén
relajados y tranquilos.

- Apuntar la tensiodn arterial sistélica y diastolica y el ritmo
cardiaco que indica el aparato.

- Tomar 2 mediciones en cada nifio. (Si no hay suficiente tiempo,
por favor tomar por lo menos 1 medicién.)

El aparato de tensid6n arterial utilizado es el OMROM M4-1. Se
utilizan los manguitos adaptados para nifios (con didmetro de 14-
24 centimetros) que se utilizaron en la visita de seguimiento a
los 4-5 afios.

http://www.bloodpressuredirect.co.uk/omron705 bloodpressuremonit
or_html




OMRON M4-1

4.2 Valoracion antropométrica

La valoracién antropométrica se realiza a los nifios y nifas.
Consta de la mediciéon de peso, talla y perimetro abdominal.

4.2.1 Peso, porcentaje de masa grasa Yy talla
Se debe pesar y tallar sin zapatos y con ropa ligera. Se pesa y
se talla dos veces.
La talla se mide con los pies casi juntos y piernas rectas,
hombros relajados, brazos a los lados, mirando al frente,
columna recta y cabeza recta en el plano de Frankfurt.
Para medir el peso se utilizard el impedanciémetro TANITA BC-571
utilizado en la medicién de la visita de los 4 afios en Valencia.
Se utilizara un objeto de peso conocido para calibrarlo
mensualmente. Peso maximo: 200 Kg. El nivel de accuracy debe ser
de 100 gramos.
Procedimiento: 1) . Pulsar el botén "Guess'™. 2). Introducir la edad
con las flechas (arribaZabajo) y pulsar "Set'”. 3). Introducir el
sexo con las flechas (arribaZabajo) y pulsar "Set". 4).
Introducir la altura con las flechas (arribaZabajo) y pulsar
"Set". 5). Esperar 5 segundos y cuando aparezca en la pantalla
0.0Kg subirse a la bascula. 6). Tras la aparicién del peso en
kg, esperar 5 segundos mas sin moverse para la medida del % de
masa grasa. 7). Ambas medidas apareceran en la pantalla de
manera intermitente.

www . tanita.com




TANITA modelo CB-571

El tallimetro utilizado es el Tallimetro AfA6 Bayal. Modelo
Atlantida S11. Mide desde 20 cm hasta 207 cm de longitud. Merece
destacarse, que previo a cada medicion se debera llevar la barra
mévil hasta el tope y comprobar que la lectura es de 14,7 cm.
para asegurarse que el equipo se encuentra perfectamente
calibrado para su uso. Se recomienda mover con suavidad el
dispositivo movil para evitar su descalibracién. La accuracy

debe ser de 0.1 cm.

Tallimetro AA6 Bayal. Modelo Atlantida S11.



4.2.2 Perimetro abdominal
- Descubrir la cintura del nifio o la nifia apartando la ropa.
- Colocar al sujeto de pie, relajado, con la columna recta, los
brazos a los lados, con los pies separados unos 25 cm (un palmo
aproximadamente) .
- En el lado derecho, medir la distancia entre justo debajo de
la costilla inferior y justo encima de la cresta iliaca (inicio
de la cadera). Es importante estar en frente del nifio o la nifa
mientras se realiza la medicion. Usar un boligrafo para marcar
ligeramente la piel en el punto intermedio entre la costilla
inferior y la cresta iliaca.
- Colocar la cinta alrededor del nivel del punto intermedio

marcado sin comprimir la piel y después de una expiracidon suave,

colocando bien el trocito. Pedir a otra entrevistadora que mire
que la cinta esté horizontal y recta/nivelada por todos los
lados.

- Apuntar el perimetro con una precision de 0.25 cm.

- Tomar 2 mediciones después de una pequefia pausa.

- Si hay una diferencia mayor de 0.5 cm entre ambas mediciones,
tomar una tercera medicion.

La cinta métrica utilizada es el modelo SECA 201. Mide desde 15
hasta 205 cm y tiene divisiones de 1 mm. Permite hacer lectura
sin superposicion de ambos extremos de la cinta.

https://www.seca-online.com/seca-201.27

s

TN
\ o

Seca modelo 201



4.3 Dermatitis atopica:

SCORing Atopic Dermatitis (SCORAD): Se realiza a los nifios que
presenten dermatitis atdpica, su objetivo es determinar la
severidad de la dermatitis atépica (extensidon e intensidad)=> se
obtiene una puntuacién que clasifica en leve, moderada o severa.
Procedimiento: rellenar la hoja de evaluacion SCORAD y calcular
puntuacién en programa SCORAD95 (consultar ANEX010: SOPs de
MeDALL pag 4-10)

4.4 Espirometria y oscilometria.
- Los indices que se determinaran son:
1) Capacidad vital forzada (FVC)
2) Volumen espiratorio forzado en el primer segundo
(FEV1)
3) FEV6, FEV.50, FEV.75
4) Flujo espiratorio forzado entre el 25%-75% de la FVC
(FEF25—75%)
5) Flujo espiratorio forzado maximo instantaneo cuando
el 50% de la FVC queda por expirarse (MEF50)
6) Flujo espiratorio maximo (PEF)
- Procedimiento (consultar: Manual procedimientos Anexo 1)
-Cuestionario funcion pulmonar (realizar al nifio o nifa)
(consultar ANEX01)

10



5 Muestras Bioldgicas nifas y nifios:

5.1 Recogida de orina (aprox. 70 ml en 12 alicuotas de 5 ml
) conservar a -80°C)

5.2 Extraccion de sangre (aprox. 10 ml) en todos los nifios y
nifias (envio N=150 que dispongan sangre de cordoén):

- Biomarcadores

- Alergenos
- DNA
5.3 Recogida de heces (aprox 50-100 gr) n= 40

5.1 Orina y heces:

Orina:

Se recogen 70 ml, a ser posible al principio de la visita, se
realizan 12 alicuotas en criotubos de 5 ml. Las alicuotas se
realizaran con pipetas Pasteur de 4.8 ml, una por nifio, usando
guantes de latex.

Se almacenaran de la siguiente forma: 4 alicuotas a -80°C y las
8 restantes a -20°C. Periddicamente seran trasladadas al CSISP.

Heces: pendiente desarrollar el protocolo.

5.2 Sangre:

Se ofrecera, y pedira consentimiento informado, a todos los
nifios y nifias de la extraccién de unos 10-12 ml. Se aplicara
pomada anestésica EMLA sobre la zona a realizar la puncidén. La
extraccion se realizara con palometa y jeringuilla y luego se
pasard a los tubos con gel separador y EDTA. Posteriormente se
centrifugard y se haran las alicuotas de suero, plasma y buffy
coat. Las etiquetas resistentes a -80°C se imprimiran en el
CSISP segln previsiones y se llevaran a La Fe. (Ver documento
“Cédigos de etiquetado en el proyecto INMA”. Anexo 7)

Para los analisis de Medall se enviardan las muestras de 150
nifas y nifios que dispongan de sangre de corddn. El resto de
muestras tomadas se almacenaran en el biobanco del CSISP hasta
que haya Tfondos para su analisis. (Ver esquema muestras de
sangre).

11
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INMA Valencia 7 afios lﬂm’%
Extraccion de sangre de las nifias/os (todas/os) rensiay Mo Ambinte

| Sangre (volumen estimado de extraccion: 10 ml, con jeringuilla de 10 ml y palometa 23G). Pomada anestésica EMLA 5gr |
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8-8.5 ml > Tubo de 8.5 ml con gel separador para centrifuga 2
Envio n=1
- Etiquetar S01 502 S03 S04 SO5 S06 nvio n=150
- Invertir el tubo suavemente DDDDDD - 5 .
6 veces inmediatamente <4horas  Centrifugar . 6x 0.5 ml suero Tapon verde
después de la extraccion. —> 1500 g —  Alicuotas de _Etiquetar. Criotubos de polipropileno con
- Mantener el tubo al menos 10- min suero rosca interma. (Ej. Nunc 1.0 mi)
. . 07 ,
30 min antes de la > L Envion=150_ [ Viena
centrifugacién en un lugar 1x 0.2 ml suero Tapon lila I0E -WP5
- oscuro. Efiquetar. Criotubo de polipropileno con

rosca interna. (Ej. Nunc 1.0 ml)

S08 S09 S10 S11 S12 S13

Resto (5-6) x 0.5
ml alicuotas suero
Etiguetar. Criotubo de polipropileno con
rosca interna. (Ej. Nunc 1.0 ml)

Tapon blanco

2.5-3 m|=> Tubo EDTA de 3 ml

Alicuotas de 00000
. _ PO1 P02 P03 = 444
. - Etiquetar <4 horas plasma (n=3) > 0000606066
- Mantener el tubo en el —» Centrifugar > 3x05ml plasma Tapn rojo 00000000
agitador, al menos 30 min 2000-3000g Etiquetar. Criotubo de polipropileno con 29229922
antes de la centrifugacion 15 min. rosca interna. (Ej. Nunc 1.8 mi)
protegido de la luz. Resto 01 i
- » [ envio
- i ’ ) 1x1ml Tapon
I — Una vez se ha extraido todo Etiquetar. Criotubo de polipropileno con naranja
| el plasma se recoge todo lo rosca interna. (Ej. Nunc 1.8 ml)
b P que queda: el “buffy coat” Envio | n=150
PR (leucocitos y plaquetas) y
eritrocitos

En el caso de obtener una cantidad de sangre insuficiente, la prioridad de llenado de tubos es la siguiente:
1° Se llenaran 2.5ml en el tubo EDTA. No habra problemas en la posterior reparticion en los tubos P01-P03 y A01, son componentes diferentes.

2° Se llenara con el resto de sangre el tubo con gel separador para la centrifuga. En la reparticion de esta sangre, se dara preferencia al tubo S07
(tap6n lila) de 0.2 ml,
posteriormente se llenaran los tubos del S01 al S07 (tapén verde) de 0.5 ml cada uno y el resto de suero en los tubos S08-S013 (tapén blanco).
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interna. (Ej. Nunc 1.0 ml)




6 Cuestionario a las madres y padres

6.1 Salud (ANEXO 2)
- Asma/pitos
- Rinitis alérgica
- Dermatitis atépica o eczema
- Reacciones alérgicas alimentarias
- Caracteristicas sociodemograficas
- Otras: inmunizacién e infecciones
6.2 Exposicioén ambiental y laboral (ANEXO 3)
6.3 Frecuencia alimentaria (ANEXO 4)
6.4 Estrés (padres): [SDQ](ANEXO 5)
e Cuestionario de capacidades y dificultades (SDQ-Cas)
(26 preguntas) autocumplimentado por las madres.
Evaluacién de desarrollo emocional y comportamiento.
e Conner

Instrucciones generales para la aplicacién de cuestionarios:

El encuestador o encuestadora leerda textualmente a la
entrevistada los encabezados de las preguntas, excepto cuando se
indiqgue lo contrario en las instrucciones especificas de cada

cuestionario.

Existen preguntas cerradas con respuestas de tipo Si, No, No
Sabe/No Contesta (Ns/Nc). La opcién NS/NC ha de evitarse al
madximo, sSi es necesario se repetirda la pregunta y se intentaréd

averiguar si se entendidé correctamente.

Asi mismo existen otras preguntas cerradas con diversas opciones,
éstas se leen a la entrevistada y se le pide que seleccione la
opcién que corresponde. En el caso de que ninguna de las opciones
se adecue a las caracteristicas de la entrevistada, existe la
opcién “otra”, cuando se seleccione dicha opcién se le pedira que
especifique, anotidndose su respuesta en el espacio reservado para
ello.




= No guie ni sugiera las respuestas a la entrevistada. No diga:
iesta usted segura de que..... ? en relacidn a su respuesta, sin

embargo asegurese de que la persona entiende las preguntas.
= En los cuestionarios en papel, utilice siempre una letra clara y
legible, todos los cuestionarios han de poder ser leidos sin

ninguna dificultad por cualquier persona.

Instrucciones generales sobre datos que se incluyen en los

cuestionarios:

» La edad: se anotaran siempre los afios cumplidos, si por ejemplo

la mujer tiene 36 aflos y 7 meses, se anotara 36 afios.

= Para los datos numéricos: cuando la entrevistada no quiera o no
sepa contestar se utilizard el cédigo 9, 99, 999 segun Ilos

digitos posibles de la respuesta.

3.12 Cartilla de salud
Escaneo de la cartilla de salud infantil: se realiza la copia de la

pagina 3 (alergias), de la 22-23 (vacunas) y de la 26-27
(antropometria). Posteriormente se introducira en una base de datos.
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