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INTRODUCCION

La leche materna se considera el alimento ideal para el recién nacido durante
los primeros 4 a 6 meses de vida. Laventaja s ignificativa d e | a | actancia
materna es la pr otecciéon qu e l a leche l e ¢ onfiere al r ecién nac ido ¢ ontra
infecciones. La | eche h umana co ntiene unos 4,000 | eucocitos/mm?, |la mayor
parte son macrofagos que fagocitan y matan microorganismos. El resto de los
leucocitos son linfocitos (T, B y células nulas), algunos polimorfonucleares y
células epiteliales. Ademas la leche presenta anticuerpos IgA, IgM e | gG los
cuales le dan proteccion al recién nacido contra los diversos patogenos del

medio ambiente.

En al gunas ocasiones | a g landula m amaria puede m ostrar una af eccion
inflamatoria, que puede acompafarse o no de infeccion. Uno de los factores
importantes para un pr oceso i nflamatoriod el a g landula mamariae s el
vaciamiento i neficaz de la | eche del pec ho, lo c ual pu ede d esarrollar una
infeccion de uno o ambos senos causada por la contaminacién bacteriana de
una grieta del pezdn, por la obstruccion de los conductos lactiferos o por una
severa congestion de las glandulas mamarias. Por o general es secundaria a
las grietas del pe zén, est a i nfeccion af ectaaun ade ca da20 mamas que
amamantan. Aunque | a mastitis puede apar ecer en cualquier periododela
lactancia, es frecuente entre los 10 y 28 dias post parto. Se puede contraer

mastitis de una vez y generalmente se presenta en un solo seno.

Se ha d escrito una afeccién llamada mastitis subclinica, la cual se caracteriza

por desarrollar una inflamaciéon del pecho sin signos ni sintomas de mastitis.

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA. 1



INTRODUCCION

Esta mastitis subclinica sélo puede ser diagnosticada a partir de un aumento en
los niveles de sodio - potasio o de interleucina - 8 (IL-8). Esta ultima es una
quimiocina con actividad proinflamatoria. Ademas en una mastitis clinica los
niveles de IgA e 1gG se e ncuentran el evados, | o cu alen muchos casos
beneficia al infante proporcionandole proteccion pasiva en contra de los
patogenos locales causantes de la mastitis. En el caso de la mastitis subclinica
nose tieneu na evidenciasi | os ni veles de anticuerpos se encuentran
aumentados o di sminuidos en | aleche de estas mujeres, y menos aun si
aumentan los niveles de anticuerpos especificos contra algun patégeno. Es por
ello que el objetivo de esta tesis fue examinar los niveles de IgA vy la actividad
neutralizante de la leche en contra del virus del herpes simple tipo 1 en la leche
de mujeres con mastitis subclinica, mediante la medicion de los porcentajes de
neutralizacion utilizando cultivos de células VERO, que son susceptibles a este

virus.
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MARCO TEORICO

ANATOMIA DE LA MAMA

La mama es considerada como una glandula sudoripara modificada de la piel,
adaptada para la produccion de leche, una secrecidén de valor nutricional alto,
adecuadamente adaptada para las necesidades de los recién nacidos y unica
fuente de alimento durante los primeros meses de vida. La gl andula mamaria
limita en su cara posterior con la aponeurosis o fascia del musculo pectoral y
contiene abundante tejido graso en donde no hay tejido glandular. La grasa y el
tejido conectivo, junto con los ligamentos de Cooper (que unen la glandula a la
piel) constituyen los elementos que dan forma y sostén ala mama. La mama,
ademas, co ntiene vasos arteriales, venosos y linfaticos, asi co mo el ementos
nerviosos, es casi totalmente simétrica (la izquierda es de mayor tamafo que la
derecha en la mayoria de | os casos) situada en el térax bajo la piel y siendo

atrofica en el varon."?(Figura 1)

Figura 1.- Anatomia de la mama. (IMAGEN TOMADA DE

3
http://www.medela.cl/breastfeeding/img/bre_breast_detail_web_sp_l.jpg (17/10/2008 14:22)) )
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MARCO TEORICO

En la base del complejo areola-pezon se localizan ciertos elementos conocidos
como celulas mioepiteliales. E stas células son est rictamente epiteliales en
cuanto asu origen, aun que co n la par ticularidad de q ue so n ca paces de
moverse al a manerad e |l as fibras musculares. E stas células mioepiteliales
provocan la salida de la leche almacenada en los galactoforos y la ereccién del

pezoén ante estimulos como succion, roce, tacto vy frio.

La glandula m amaria constade d os elementos fundamentales: | os acinos
glandulares, d onde se enc uentran | as células productoras de leche y los
ductos, conjunto de estructuras arboriformes o ramificadas, tubulares y huecas,
cuyas luces confluyen progresivamente en c analiculos y gr uesos hasta
terminar en uno de los doce a dieciocho galactéforos. Los galactéforos son
dilataciones ductales a modo de reservorios situados inmediatamente por

detras del pezon.

Durante el embarazo las mamas se vuelven turgentes y aumentan de tamano.
La pigmentacion de la piel de |a areola y del pezén aumenta muy notablemente
y aparecen una pequefias eminencias granulares en los bordes de las areolas
conocidos como tubérculos de M orgagni, co rrespondientes al des arrollo de
glandulas sebaceas prominentes. La circulacion d ela mama au menta y se
hacen patentes las venas superficiales, so bre todo en| as mujeres de raza
caucasica, ef ecto qu e se i ncrementa dur ante | a lactancia. Los pezones se
ensanchan y por los poros lactiferos se expulsan, de manera o menos patente,
un material acelular, espeso, llamado comedones que corresponden a tapones

de queratina que hasta entonces obturaban los ductos en su extremo final. (42)

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA. 4
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CAMBIOS DURANTE LA LACTANCIA

La lactancia tiende a mantener los cambios ocurridos durante el embarazo. La
produccion d e | eche e nl as mamas co mienza i nmediatamente d espués del
parto. Al cabo de 12 a 24 horas la mama segrega calostro, un liquido espeso al
que s e at ribuyen propiedades laxantes (tiene u n co ntenido e n co lesterol
elevado) que facilitaria la evacuacion del meconio del intestino del recién
nacido. Pocas horas después la mama deja de producir calostro para secretar

leche normal.

CARACTERISTICAS ANTIMICROBIANAS DE LA LECHE HUMANA.

La leche materna contiene una variedad de sustancias antimicrobianas
(relativamente r esistentes contra protedlisis intestinal qu e pr oporcional a
proteccion al infante (Tabla 1).

Los factores inmunolégicos que c ontiene la | eche y q ue so n co nsiderados
protectores contra las infecciones y que pueden modular la inflamacién en los
alvéolos mamarios son: La | actoferrina, una glicoproteina de 70 3 aminoacidos,
se encu entra e n el evadas concentraciones enl al eche h umana yt iene
acciones bacteriostaticas y bactericidas. La | izosima, una pr oteina de ca dena
simple de 12-kDa, lisa a las bacterias susceptibles atravesando los
peptidoglicanos de | as p aredes de cé lulas bact erianas. E | i nhibidor del a
secrecion de la proteasa del leucocito (SLPI), es un inhibidor de la proteasa
séricad e 11. 7-kDa, pr otege t ejidos finos contral a de gradacion por | as

proteasas que son lanzados por los neutrdfilos, tales como elastasa y

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA. 5
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casepcina G. Dos quimiocinas, interleucina-8 (IL-8) y RANTES (regulated on
activationnor malT ce llexp resseda nds ecreted); se e ncuentran en

concentraciones relativamente elevadas en leche humana. La IL-8 se produce
enr espuesta aest imulos inflamatorios y desempefau np apel en el

reclutamiento y la activacion de neutréfilos y de linfocitos. RANTES, una
quimiocina producida por los linfocitos , células NK, y las células ep iteliales
mamarias, est an implicadas en | a qui miotaxis de m acréfagos. Durante la
mastitis clinica evidente, la | actoferrina, la lisozima, y los niveles de IL-8 se

incrementan en la leche de humanos y de bovinos.© -9

TABLA1®

Componentes de la leche humana con propiedades inmunolégicas

Neutrofilos Componentes Secretores libres

Linfocitos Oligosacaridos y probiéticos

Lactoferrina, lactoferricina By H Compuestos anti-inflamatorios

Lizosima Acidos grasos

Macréfagos Citocinas: TGFB e IL-10

Lactoperoxidasa Receptores antagonistas de IL-1
Lactoferrina Receptores de TNFa e IL-6
Nucledtido-hidrolizantes sCD14

k-Caseina y a-lactoalbumina Complemento y receptores del complemento
Péptidos de la leche Acidos grasos de cadena larga no

poliinsaturada
Haptocorrina B-Defensina-1

Acidos grasos de cadena larga poliinsaturada Factor bifido

Mucinas Hormonas y factores de crecimiento
Lactaderina Anticuerpos anti-idiotipicos
Nucledtidos

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA. 6
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VENTAJAS INMUNOLOGICAS DE LA LECHE MATERNA.

Una de las ventajas significativas de la lactancia materna es la proteccién que
confiere co ntra infecciones; est o nop uede du plicarse enu naf érmula
pediatrica, p ues lal eche humana contiene f actores tanto ce lulares como
humorales. L a | actancia materna pr omueve | a ¢ olonizacion de Lactobacillus
bifidus en el colon. Cuando predomina este anaerobio gram positivo, en vez de
E. coli y bacteroides, se suprime el crecimiento d e est afilococos, shigellas y
protozoarios. Ademas, son menos probables las infecciones entéricas por E.

coli.

Estas y otras propiedades antiinfeccidésas de |l aleche hu mana son de su ma
importancia e n ni ios de | os paises menos desarrollados. Las infecciones
intestinales son la causa principal de mortalidad infantil en todo el mundo. En
los paises donde el abastecimiento de agua esta mal regulado, y la diarrea en

lactantes es comun, se debe recomendar la lactancia humana. (1%~ '2

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA. 7
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MASTITIS

La mastitis es un proceso inflamatorio y purulento de los alvéolos, cisternas,
senos, conductos glandulares y espacios intersticiales de la glandula mamaria,
en algunos casos hay metastasis, produciéndose infeccion generalizada. La
mastitis puede se ragu daocr Onica, | apr imeraes de co rtadur acion,
frecuentemente febril y con sintomas muy evidentes; la segunda es de tipo
insidioso por lo que al principio pasa desapercibida hasta que después de una
evolucion lenta, se manifiesta por lesiones claras, asi como también por la
disminucion en | a produccion de | eche y alteracion en su calidad. La m astitis

mas comun es la cronica. ¥

Los criterios clinicos para considerar que existeuna m astitisso n
enrojecimiento, aumento de la temperatura del pecho, dolor, fiebre, y/o puede
presentar malestar y fatiga. Los marcadores bioquimicos incluyen decremento
en los niveles de lactosa, niveles elevados en la concentracion de Na®, CI', K7,

y lactoferrina.  (14-19)

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA. 8
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EPIDEMIOLOGIA DE LA MASTITIS.

La m astitis es relativamente co mun, r eportandose deu n5aun3 3% de

mujeres en | actancia. E | pr oblema o curre co munmente en | os primeros tres
meses de la alimentacion, con una frecuencia del 74 al 95%. Generalmente es
unilateral y raramente se convierte en destete. El absceso es raro después de
las primeras seis semanas de la lactancia. Algunas madres pueden sufrir de
mastitis recurrente co nunm ismo i nfante o ene mbarazos sucesivos. La

tradicion y los textos sostienen que la mastitis es causada con frecuencia por el
estancamiento de la leche. E| estancamiento d e | al eche so lamente e s un
estimulo de gran alcance al pecho y al desarrollo de la fiebre maternal. En
diversas sociedades las varias practicas culturales se han c onvertido p ara
prevenir el estancamiento, tal como el uso del masaje o de usos herbarios para
promover la expresion de la leche antes y después del nacimiento. En algunas
ocasiones sin embargo, la infeccidén es facilmente perceptible pues las cuentas
bacterianas au mentan. Los patégenos ¢ omunes cultivados son
Staphylococcus aureus, seguido del Streptococcus spp., Bacterias Gram
negativas tales como Escherichia coli, 0 mezclas de organismos. Salmonella
spp y Candida se han identificado en casos raros. Por ejemplo, S. aureus es el
responsable de la mayoria de las epidemias intrahospitalarias adquiridas de
mastitis puerperal. Estos organismos colonizan con frecuencia a madres. En un
estudio longitudinal conducido durante un afo en infantes criados al pecho,
Lindberg et al ® i dentificaron| at oxina pr oducida por esp ecies de

Streptococcus spp tantoe npi el maternac omo enl as heces infantiles,

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA. 9
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demostrando | a co lonizacién al argo pl azo, si n ef ecto cl inico o bvio sobre

madres o infantes.

La mastitis es f recuente en |a se gunda yterceras emanas postparto, y la
mayoria de est udios sefialan que entre el 74% y el 95% de | os casos ocurren
en las primeras 12 semanas. Sin embargo, puede ocurrir en cualquier momento
de la lactancia, incluso e n el se gundo afio. El absceso mamario también es

frecuente en las primeras 6 semanas postparto, pero puede ocurrir tarde.”

CAUSAS DE LA MASTITIS

Como se menciono anteriormente, las dos principales causas de la mastitis son
el estancamiento de la leche y la infeccion. El estancamiento de la leche es
habitualmente la causa primaria y ésta puede acompafnarse o progresar hacia
la infeccidn o no hacerlo, por lo tanto una extraccion eficaz de la leche reducira

en gran parte esta afeccion. "

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA. 10
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MASTITIS SUBCLINICA

Los estudios en humanos han demostrado cambios bioquimicos en |la leche, y
en animales domésticos hay evidencia de cu entas bacterianas crecientes. La
mastitis subclinica co nduce a ca mbios enlas uniones entre |l as células del
epitelio luminal, por lo consiguiente hay un aumento en la salida de sodio, de
células inflamatorias, y ot ros mediadores en | a leche. La | eche materna
“normal”; contiene 1 mmol de sodio, esto aumenta en la mastitis subclinica de
12 a 20 mmol. A pesar de lo anterior estas mujeres con mastitis subclinica
estan lactando normalmente o not ienen ningun dolor d el p echo. L a m astitis
subclinica se pr esenta enf orma u nilateral e nl a mayoria de mujeres. La

importancia clinica de la mastitis subclinica no es clara. '~ 2%

Se piensa que el aumento de los niveles de IL-8 (de entre 63 a 2000 pg/mL)
indica que esta ocurriendo una respuesta inflamatoria, a pesar de la ausencia
de signos clinicos. Se ha encontrado que la mastitis subclinica es comun entre
las mujeres en B angladesh, T anzania, Malawi y Sudafrica. T ambién s e ha
observado u nau mentod el ar elacion so dio-potasio en| al eche materna
asociado con escasa ganancia ponderal de | os nifios, a pes ar de qu e el nifio
reciba alimentos suplementarios, ocu andoe Inu merod et omas esta
disminuido, de tal manera que la produccién de leche es menor de 400 mL al
dia. Esto sugiere que la mastitis subclinica puede estar asociada con un

vaciamiento inadecuado de la leche.
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Interleucina 8

La IL-8 integra la familia de citoquinas inflamatorias de bajo peso molecular que
han sido referidas como quimocinas, entre las cuales la IL-8 es la mejor
caracterizada. Estas citocinas presentan la particularidad estructural que las
caracteriza, | a pr esencia de cu atro r esiduos conservados de ci steina. A ctua
como factor quimiotactico y activante para los neutrofilos y en menor grado

para los basdfilos y los linfocitos.

Lal L-8 es pr oducida p or f agotitos m ononucleares, L infocitos T act ivados,
neutrofilos, eosi  nofilos, f ibroblastos, cé lulas endoteliales, pl aquetas,

queratinositos, hepatocitos, condorcitos, astrocitos y células NK.

El ADNc humano indica que el precursor protéico posee 99 a minoacidos, el
cual genera una proteina madura de 8 kDa. A pesar de que la IL-8 es capaz de
generar pue ntes disulfuro intercatenarios, no est a acl arado aun sila forma
biolégicamente activa esta constituida por la forma monomérica o dimérica. Se
han o btenido productos maduros que difieren el numero de a minoacidos que
los constituyen (69 — 72 — 77 aminoacidos) dependiendo d e |a fuente ce lular
utilizada. El péptidode 72 aminoacidos es el que pose e m ayor pot encia
bioldgica, este hecho sugiere la existencia de un mecanismo de activacion que

podria requerir de una division proteolitico.

La IL-8 ejerce ademas gran numero de actividades pro-inflamatoria, pr oduce
degranulacién de los neutrdfilos, induce la expresién de moléculas de adhesién

y favorece asi la adherencia de los neutrofilos a las células endoteliales. Posee
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efecto co-mitogénico para los queratinocitos y actua como factor autocrino en

ciertos melanomas. ¢!+ %2

Leche e infecciones virales

Aunque la leche es considerada como un alimento asi como un factor protector
contra los patdégenos ¢ omunes del medio ambiente, también se ha asociado
como un factor d e riesgo para la adquisicion de algunas infecciones virales,
como es el caso del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). Por ejemplo,
en mujeres VIH-positivas se ha asociado con el desarrollo de una mastitis
subclinica y un aumento de la carga viral en la leche materna de estas mujeres,
esto es considerado como un factor mayor de tasas de transmisién vertical
(madre-hijo) del VIH. Se ha observado una tasa de transmisién vertical del VIH
20 veces mayor cuando existe mastitis clinica. Otro virus transmitido en menor

frecuencia por la leche es el virus herpes simple (HSV) 24,

El herpes es causado por dos virus llamados virus herpes simple tipo 1 (HSV-1)
y virus herpes simple tipo 2 (HSV-2). Los virus herpes simple pertenecen ala
familia de los Herpesvirus, estan muy distribuidos a nivel mundial. EI HSV es un
virus de tamarfio medio e nvuelto de doble cadena de D NA, con una ca pside

icosaédrica que contiene 162 capsoémeros. (Figura 2)

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA. 13
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Figura 2 - Estructura gen eral del H erpes Virus. (tomado de

http://web.njit.edu/~pkb3/herpesvirus_biographix.jpg , 29/10/2008 ; 22:10)(25)

La infeccion del HSV en los recién nacidos es la consecuencia de que la madre
tenga herpes genital. El riesgo de contagio es del 30% al 50%, comparado con
el 1% eninfantes nacidos de mujeres con H SV r ecurrente al momento del
nacimiento. Las infecciones en piel, ojos y boca no suelen ser fatales, pero una
infeccion diseminada al sistema nervioso central (SNC) presenta un indice de
mortalidad de 1 80% e n ause nciad e t erapia, y muchos de |l os infantes que
sobreviven pueden tener secuelas neurolégicas. EI HSV neonatal es un
padecimiento r elativamente r aro, co n un a estimacién de 50 0a 2500 c asos
anuales en Estado Unidos. Una de sus caracteristica es mantener un estado de

latencia después de la infeccion primaria.® 2%
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Aunque existe poca informacion sobre la actividad neutralizante de la leche
contra virus, existen estudios en los cuales se ha descubierto que diferentes
proteinas presentes en la leche (B-lactoglobulina, apo-lactoferrina y Fe*'-

lactoferrina) inhibe la replicacion del rotavirus 9.

Porlo que la finalidad de esta investigacién fue |a de d eterminar |a actividad

neutralizante de la leche materna de mujeres con mastitis subclinica, en contra

del HSV-1.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A diferencia de la mastitis clinica, la mastitis subclinica no muestra signos ni
sintomas, so6lo los niveles de Na/K o IL-8 elevados que nos pueden poner de
manifiesto | a presencia d e est e padecimiento. A unque | a leche materna es
considerada como un alimento también tiene una actividad protectora para el
recién nacido contra los gérmenes del medio ambiente tales como: rotavirus,
enterovirus, enterobacterias etc. A pesar de lo anterior la leche materna
también se ha asociado como un factor de riesgo para la adquisicion de
infecciones virales como virus de la inmunodeficiencia humana y virus herpes

simple (HSV por sus siglas en inglés).

Los reportes en la literatura mencionan que la leche de mujeres con mastitis
clinica presentan niveles elevados de anticuerpos lo que podria beneficiar al
recién nacido, sin embargo la especificidad de estos anticuerpos hacia
diferentes patdégenos es desconocida. En el caso de laleche de mujeres con
mastitis subclinica se desconoce si hay aumento o disminucidén en los niveles

de anticuerpos asi como de su especificidad hacia los diferentes patégenos.

Debido a lo anterior es necesario conocer o evidenciar que la leche de mujeres
con mastitis subclinica los niveles de anticuerpos se encuentran aumentados o
disminuidos y si estos anticuerpos tienen la capacidad de proteger contra virus
como el HSV tipo 1 (HSV-1) que es uno de los patdgenos que pueden causar

infecciones en el recién nacido.

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA. 16



OBJETIVOS

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Evaluar| a act ividad ne utralizante d e | eche materna de mujeres con

mastitis subclinica contra el virus herpes simple tipo 1.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Demostrar si |la leche de mujeres con mastitis subclinica tiene actividad

neutralizante contra el virus herpes simple tipo 1.

e Comprobar s i exi ste un a co rrelacion ent re los niveles de IL-8 y los
niveles de actividad neutralizante contra el virus herpes simple tipo 1 de

la leche materna.

e Evaluar si existe correlacion entre los niveles de anticuerpos IgA con la
actividad neutralizante en contra del virus herpes simple tipo 1 de | eche

de mujeres con mastitis subclinica y sin mastitis subclinica.
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HIPOTESIS

HIPOTESIS

Ha: La leche de mujeres con mastitis subclinica presenta baja actividad

neutralizante contra el virus herpes simple tipo-1

Ho: La leche de mujeres con mastitis subclinica presenta alta actividad

neutralizante contra el virus herpes simple tipo-1

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA. 18



DISENO EXPERIMENTAL

DISENO EXPERIMENTAL

e POBLACION DE ESTUDIO
Mujeres en etapa de lactancia. Que est uvieron h ospitalizadas en el Instituto
Nacional d e P erinatologia Isidro E spinoza de | os R eyes durante el periodo
2005 -2006. Las mujeres se clasificaran con mastitis o sin mastitis de acuerdo
a los datos clinicos que el médico del Instituto Nacional de Perinatologia

reporte en su expediente.

e CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION
Inclusion:

e Mujeres en periodo de |actancia que ha yan c oncebido e n el | nstituto

Nacional de Perinatologia y que quieran participar en el estudio.

Exclusion:

e Mujeres que tengan infeccidn detectada de VIH.

e Mujeres que no quisieron participar en el estudio.

e Mujeres que tengan cancer, enfermedad autoinmune o alergia.

¢ Mujeres que estén recibiendo antibioticos, o antivirales

Eliminacién:
e Mujeres que durante el periodo d e | actancia q ue reciban medicamento
(antibidtico, antiinflamatorio, inmunosupresores, hormonas).

e Mujeres que desarrollen una mastitis clinica durante el estudio.
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e Mujeres que durante el periodo de lactancia desarrollen e nfermedades

infecto-contagiosas

Variables que afectan la deteccién de la actividad neutralizante de la leche

contra el virus herpes simple tipo-1

Calidad en la toma de muestra.
Estado de conservacion de la muestra.
Manejo adecuado de los cultivos celulares.

Estado de salud de la paciente.

MATERIAL

Material biolégico:

e (Células VERO (ATCC CCL-81)
e Virus del Herpes Simple tipo I, HSV- | (ATCC VR-1545)

e Muestras de leche materna (de 49 pacientes de ambos pechos)

Material de laboratorio

e Pipetas estériles desechables (FALCON)

e Tubos de conicos estériles de 15 mL (FALCON)
e Placas estériles de 96 pozos (FALCON)

e Filtros tipo “pirinola”, de 0.20u poro (FALCON)

e Puntas estériles para pipeta automatica de 20-200 uL (FALCON)
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Equipo

Lector de placas de ELISA CERES 900 HD ( Bio-Tek Instruments, Inc.)

Incubadora Water-Jacketed CO, Incubator (Bellco Biotecnology)

Incubadora V.I.P. CO; Incubator 417 (Lab-Line instruments Inc.)

Microscopio optico (Carl Zeiss)

Campana de flujo laminar (Veco)

Pipeteador automatico (Pipet-Aid, Drumond scientific Co. )

Pipeta de repeticion (Stepper 411, Socorex)
Camara de Neubauer (Superior)
Microcentrifuga ( Eppendorf)

Centrifuga (HN-SII, Internacional Company)

Reactivos

Solucién de Hank's (GIBCO)
Tripsina (GIBCO)

Medio M199 (GIBCO)

Suero Fetal de Ternera (GIBCO)
Azul Tripano (MERK)
Metanol (Merk)

Cristal Violeta (Sigma)

Acido acético glacial (Merk)
NaCl (Hylel)

KCI (J.T. Baker)

KH,PO4 (J.T. Baker)

Na,HPO,4 (Sigma)

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA.
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METODOS

Preparacion de Células

Se utiliz6 una botella con crecimiento al 100% de células VERO, y se procedi6
de |l a siguiente manera, s e extrajo el medio d e cr ecimiento c on una p ipeta
Pasteur estéril, sin tocar la pared de la botella enla que las células estaban
adheridas, a continuacion se les agregé 5 mL de solucion Hank's a la botella
para lavar las células, se retiré el Hank’s (sin tocar la pared de | a botella en |a
que | as células estaban adh eridas),y se agr egaron2. 5 mLde T ripsina
(concentracion 1:10 en agua bidestilada esteril), se agité suavemente la botella,
y se checo en el microscopio hasta que se inicio la separacion de las células (la
pared en la que las células estan adheridas, se noto opaca) se retiro la tripsina
(sin tocar la pared de la botella), y se agregaron 2.5 mL de medio M 199 5%, se
golped la botella (para desprender las células de la pared, el medio se noto
mas turbio), se adicionaron otros 2.5 mL de medio M199 al 5%. Para contar las
células, se tomaron 10 uL de suspensién celular, y se mezclaron con 90 uL de
azul tripano, se colocaron en una camara de Neubauer, contando las células
viables (las cuales se ven claras, las que se ven azules estan muertas) en los
cuatro cuadros externos, el numero total de células se dividié entre cuatro, y se
multiplico por 10 0,000, este es el numero de células presentes pormL. Se

ajusté el numero de células a 20,000 por cada 100 pL de suspensién celular.
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METODOS

Titulacion del HSV Tipo 1 por el Método de Dosis Infectivas para Cultivo

de Tejidos al 50% (DICT s0)

Se prepararon diluciones decimales del virus HSV-1, desde 10" hasta 107%,
utilizando co mo diluyente medio M 199 al 2%, se tomaron 100 uL de ¢ ada
dilucidon y se depositaron en u na microplaca de 9 6 pozos, también se incluyé
control negativo (el cual consistié solamente de células no infectadas), y control
positivo (células infectadas con el virus sin diluir), a cada pozo se le agregaron
100 ulL de s uspension celular (la cu al se ajustd 20,000 porcada 100 uL de
suspension celular) a continuacion se incubd la microplaca a 37 °C en
atmésfera de humedad con 5% de CO,, la placa se observo a las 48 horas
anotando los pozos en los que hay infeccién de las células, para calcular el

titulo del virus se utilizo el método de Reed y Muench.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

10" 102 10° 10* 10®° 10° 107 10°® C- C+
10" 102 10° 10* 10®° 10° 107 10°® C- C+
10" 102 10° 10* 10®° 10° 107 10°® C- C+
10" 102 10° 10* 10®° 10° 107 10°® C- C+
10" 102 10° 10* 10®° 10° 107 10°® C- C+
10" 102 10° 10* 10®° 10° 107 10°® C- C+
10" 102 10° 10* 10®° 10° 107 10°® C- C+
10" 102 10° 10* 10®° 10° 107 10°® C- C+

T ¢ M moO @ >

C- = Control Negativo
C+ = Control Positivo
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Preparacion de las Muestras

Las muestras de leche se centrifugaron a 10,000 rpm durante 10 minutos, y se

filtraron co nu na membranade 0.22 um, se h icieron d iluciones de e stos

filtrados de 1:4, utilizando c omo diluyente medio M 199 al 2%. E stas se

guardaron en refrigeracion hasta su uso.

Infeccion de las Células

Se prepararon 2 microplacas de 96 pozos de la siguiente manera

1-3 4-6 7-9 10-12 1-3 4-6 7-9 10-12
A | Control (-) Muestra5 Muestra 13 Muestra21 A | Muestra29 Muestra 37 Muestra 45 Vacio
B | Control (-) Muestra6 Muestra 14 Muestra22 B Muestra 30 \jyestra 38 Muestra 46 Vacio
C|Control (+) Muestra7 Muestra15 Muestra23 C |Muestra3l  yiestra39 Muestra47 Vacio
D | Control (+) Muestra8 Muestra 16 Muestra24 D |Muestra32  nijestra 40 Muestra 48 Vacio
E | Muestra1 Muestra9 Muestra17 Muestra25 E | Muestra 33 Muestra41 Muestra49 Vacio
F | Muestra2 Muestra 10 Muestra 18 Muestra 26 F | Muestra 34 Muestra 42 Vacio Vacio
G| Muestra3 Muestra 11 Muestra 19 Muestra27 G | Muestra35 Muestra43  Ya%i0  vacio
H| Muestra4 Muestra 12 Muestra20 Muestra28 H | Muestra36 Muestradd  VaCio  yagio

Se agregaron 50 pL de la dilucion de leche a los pozos donde van las muestras

(de acorde al numero de muestra) por triplicado, al control positivo se le

agregaron 50 pL de medio de M 199 2%, vy al control negativo se le agregaron

100 uL de mediode M 199 2%, a c ontinuacion se agregaron 50 L del virus

diluido (a una concentracién de 200 DICTsp) a los pozos correspondientes a las

muestras, y la microplaca se incubd durante 1 hora a 37 ° C en atmdsfera de

humedad con 5% de CO; con agitacién cada 15 minutos. Transcurrida la hora,

se agregaron 100 uL de células VERO ajustadas a 20,000 células por cada 100

pL, y nuevamente se incub6 durante 24 horas a 37 °C en atmosfera de 5% de

CO..

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA.
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Observacion del dafo celular
Después de 24 horas de incubacién, se checd |a microplaca en el microscopio
optico y se obse rvo el dafio ce lular en ca da po zo, | as células dafadas y/o

infectadas tienen una apariencia redonda y globosa. (Figuras 3 — 5).

Cuantificacion del dafio celular

Se desecho el sobrenadante de la microplaca y se depositaron a cada pozo
100 uL de m etanol, se incubd6 por 7 minutos, se dese chd el metanol, y se
agregaron 50 plL de cristal violeta al 2% ( evitando que el colorante se escurra
por las paredes de los pozos), se incubd la microplaca a 37 °C por 10 minutos,
transcurrida la incubacion s e lavo 5 v eces la microplaca adicionando a ca da
pozo 200 uL de PBS. Después de los lavados se agregaron 100 uL de acido
acético glacial al 33% a cada pozo, y se leyo la microplaca en el espectro a 620
nm.

Para obtener el porcentaje de la actividad citolitica de la leche se utilizo la
férmula:

% Actividad Citolitica = Abs g del problema x 100

Absgyo del control positivo

Y para calcular el porcentaje de la actividad neutralizante se utilizo:

% de Neutralizacion = 100 - % Actividad citolitica
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Observacion del dafio celular

Figura 3. - Células VERO no infectadas.

Figura .- Células VERO infectadas

Figura 5.- Células VERO protegidas

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA.
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Técnica Para la cuantificacion de IgA (por inmunodifusién radial, RID por
sus siglas en ingles, utilizando el kit NL BLINDARID SUBCLASES IgA

HUMANA, Codigo de Producto: RK0O15)

El método se basa en el reconocimiento de la IgA por un anticuerpo de conejo
anti IgA Humana embebido en un gel. EI método consiste en aplica 5 uL de la
muestra en ca da po zo, se debe c errarlatapadelaplacaei ncubarestaa
temperatura ambiente (20 — 24 °C). (Bajo ninguna circunstancia se puede secar
el gel durante la incubacion). La i ncubacién minima es de 24 hor as, parala
difusion co mpleta es de 96 h oras. L a temperatura i nfluye en el diametro del
halo final, por 10 que debe evitarse temperaturas extremas. | ncubando a una
temperatura de 20-24 °C el diametro del calibrador sin diluir para IgA1 es de 9
mm (£0,3mm) y para el diametro del calibrador sin diluir para IgA2 es de 8,0
mm (0,3 mm). E vitar temperaturas extremas. P ara conocer |a concentracion

de Inmunoglobulinas dirigirse a la tabla de referencias.

Técnica para la cuantificacién de IL-8 (utilizando el kit IL-8 ELISA, IBL
Hamburg, REF BE53081).

Antes de usar los reactivos se mezclaron sin hacer espuma. Cada micropozo
se lavo dos veces con 300 uL del buffer de lavado por pozo. Después del
ultimo lavado, se secaron perfectamente los pozos con papel absorbente para
remover el exceso del buffer de lavado. Se le agregé 100 uL del diluyente de la
muestra, por duplicado, a todos los pozos estandar. Se prepararon diluciones

del est andar pi peteando 10 0 uL de | L-8/NAP-1 S tadard ( 2000 pg/mL), por
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duplicado en los pozos A1y A2 (figura 6) se mezcld el contenido y se transfirid
100 uL al los pozos B1 y B2 respectivamente. Se continu6é este proceso 5
veces, para crear dos filas de dilucién estandar de IL-8/NAP-1 con rangos de
1000 a 16 pg/mL. Se descartdé 100 uL del ultimo micropozo usado (G1,G2).

Transferir 100

IL-B/Ma)

Stndard 100 ul ':b | ] I | Descarar 100 ol

1 n

Al B1 cA 01 51

100ul de Diuyente de muestra

Figura 6.- Preparacion de las diluciones estandar de IL-8/NAP-1.

Posteriormente se agregd 100 pL de diluyente de muestras, por duplicado en
los pozos destinados para el blanco y 50 ulL del diluyente para las muestras en
los pozos designados paralas muestras (Figura 7). S e agregaron 50 ulL de

cada m uestra, por dup licado, enl os pozos designados y sem ezcld el

contenido.
1 2 3 4
A Estandar 1 Estandar 1 Muestra 1 Muestra 1
(1000 pg/mL) (1000 pg/mL)
B Estandar 2 Estandar 2 Muestra 2 Muestra 2
(500 pg/mL) (500 pg/mL)
C Estandar 3 Estandar 3 Muestra 3 Muestra 3
(250 pg/mL) (250 pg/mL)
D Estandar 4 Estandar 4 Muestra 4 Muestra 4
(125 pg/mL) (125 pg/mL)
E Estandar 5 Muestra 5 Muestra 5
(63 pg/mL) Estandar 5
(63 pg/mL)
F Estandar 6 Estandar 6 Muestra 6 Muestra 6
(32 pg/mL) (32 pg/mL)
G Estandar 7 Estandar 7 Muestra 7 Muestra 7
(16 pg/mL) (16 pg/mL)
H Blanco Blanco Muestra 8 Muestra 8

Figura 7.- Acomodo final de la microplaca.
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Se preparo el conjugado — peroxidasa (HRP-Conjugate), y se adiciond 50 uL de
esta solucion a cada pozo, incluyendo a los pozos blanco. Se cubri6 la placa y
se incubo a t emperatura ambiente (18 °C a 25 ° C) por 2 h oras. Finalizado el
tiempo de incubacién, se prepard la solucidon de sustrato TMB. La microplaca

se lavo 3 veces como se describid anteriormente.

Se depos itaron 1 00 ulL de I su strato T MB at odos los pozos (incluidos los
blancos).y se incubd la microplaca a temperatura ambiente (18 °C a 25 °C) por
aproximadamente 10 minutos, y se agité a 100 rpm. Se evité la exposicidon
directa de la placa a fuentes de luz intensa. El color desarrollado en la placa se
monitored y | ar eaccion se paro m ediante |l aa diciond e 1 00 uL de a cido

sulfurico 8N. La microplaca se leyo en un lector de ELISA a 610 nm.

e Los valores de IgA e IL-8, fueron proporcionados por la Dr. Marcela
Lopez Hurtado, Investigadora del Laboratorio de Virologia, del
Instituto Nacional de Perinatologia “Isidro Espinoza de los Reyes”,
los cuales forman parte del protocolo de investigacion intitulado “
Prevalencia de mastitis clinica y subclinica”, con registro 212250 —
08211, perteneciente a dicho organismo.

e DISENO ESTADISTICO
Los resultados se evaluaron mediante | a prueba d e F isher par a v alores no

paramétricos, y la prueba T de estudent para valores paramétricos.
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Titulacion del HSV Tipo 1 por el Método de Dosis Infectivas para Cultivo

de Tejidos al 50% (DICT s0)

La férmula para calcular el DICTsy porel métodode Reed y Muench es la

siguiente:

log DICTso= log dil | 50% = (50 = % |50%)
(%150% = % |50%)

x log FD

Donde:

dil | 50% = Dilucion menor del 50% de infeccion

dil % | 50% = Porcentaje de la dilucion menor del 50% de infeccion
dil % 1 50% = Porcentaje de la dilucion mayor del 50% de infeccion

FD = Factor de Dilucion

Los resultados obtenidos de la titulaciéon del virus se muestran a continuacion:

Diluciones | . # Pozos # Pozos no Acumulados Acun:}lglados Proporcién % dgl
infectados infectados infectados . Infectados total Infeccion
infectados
107 8 0 40 0 40/40 100
107 8 0 32 0 32/32 100
10°° 8 0 24 0 24/24 100
10 7 1 16 1 16/17 93.75
107 5 3 9 4 9/13 60
10°® 3 5 4 9 4/13 30.76
107 1 7 1 16 1117 5.88
10°® 0 8 0 24 0/24 0

log DICTso = log 10° = __(50 = 30.76) x log 10
(60 = 30.76)
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log DICTs = 6 = _(19.24) x1
(29.24)

log DICTs, = 6 = (0.658) x 1

|Og DlCT50 = 5.342

1 DICTs, =10 >** EN 1 mL, por lo tanto en 0.1 mL 10°3*

anti log 10°3** =2 197 859.8 DICTso/ mL

Para obtener una dilucion de 2000 DICT5, / 0.1 mL, se requiere hacer una

dilucién 1:1098.9
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RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Debido a la gran variabilidad de los niveles de IL-8 e IgA, como se muestra en
las figuras 8 y 9, se decidid analizar estos valores mediante los percentiles 25,
50 y 75 de ambos parametros. Los resultados se muestran en la tabla 2. En la
percentila 25 de | as leches tanto del seno derecho como izquierdo los valores
promedio de IL-8 fueronde 5 1.75 y 49. 8 p g/mL, r espectivamente. P aral a
percentila 50 fueron 79y 95.5 pg/mL, y finalmente para la percentila 75 fueron

231.75y 229.5 pg/mL respectivamente para pecho derecho e izquierdo.

En cuanto a los valores de IgA observamos que la percentila 25 de las leches
los niveles fueron de 605 mg/L para ambos pechos, para la percentila 50 de la
leches | os niveles de IgA fueron de 865 y 610 mg/L para pecho derecho e
izquierdo r espectivamente y f inalmente p ara la per centila 75 de |as | eches

fueron de 1030 mg/L para ambos pechos.

TABLA 2. NIVELES DE IL-8 E IgA DE LECHE MATERNA EN LOS

PERCENTILES 25,50 Y 75.

MAMA DERECHA MAMA IZQUIERDA

25% 50% 75% 25% 50% 75%

IL-8 (pg/mL)| 51.75 79 231.75 49.8 95.5 229.5
IgA (mg/L)| 605 865 1030 605 610 1030
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FIGURA 9.- Niveles de IgA en leche humana.
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Deteccidon de IL-8 como indicador de mastitis subclinica

Enlatabla 3 se muestralos niveles promedio de IL-8 el gA, asi co mo el

porcentaje de n eutralizacion de laleche de mujerescon ysin dolordela

glandula mamaria, | os r esultados mostraron qu e | a leche pr oveniente d e

pechos sin dolor presentan niveles de IL-8 mayores que la leche de senos que

muestran dolor, mientras que los pechos con dolor muestran niveles mas

elevados de IgA que los que no presentan dolor. Por otra parte, el porcentaje

de ne utralizacion de la |l eche de p echos con dolor y sindolor no presenta

diferencia significativa en los porcentajes promedio.

TABLA 3. NIVELES DE IL-8, IgA Y DE ACTIVIDAD NEUTRALIZANTE DE

LECHE DE MUJERES CON DOLOR EN MAMAS.

MAMA DERECHA

MAMA [ZQUIERDA

DOLOR SIN DOLOR DOLOR SIN DOLOR
n= 16 n =33 n=22 N =27
IL-8 (pg/mL) 160.83 + 50.522 333.41 + 107.772 158.90 +29.172 332.69 + 135.55%
IgA (mgiL) 1060.14 + 330.75 1006.37 £ 171.43 1014.21 + 253.95 898.84 + 197.38
% N 66.06 +4.11 70.67 + 2.8 70.54 + 3.47 66.92 + 2.48

%= Media y error estandar

%N = Porcentaje de neutralizacién, que es la actividad de la leche para inhibir la infeccion por

el Virus de Herpes Simple Tipo | (HSV-I)
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De acuerdo a los valores de los percentiles 25, 50 y 75 de IL-8 se analizaron
las concentraciones de IgA, y el porcentaje de la actividad neutralizante de la
leche. En la Tabla 4 se muestran los valores de estos porcentajes. En el caso
de | gA, par a el per centil 25 se obs ervo una m edia p ara pec ho d erecho de
875.441 con un error estandar de 87.67 mg/L para el percentil 50 presento un
valor de mediade 974.18 con un er ror estandar de 207.24 mg/Ly para el
percentil 75 mostré una media de 1034.39 con un error estandar de 193.81
mg/L, par a el per centil 25 del pec ho izquierdo se observd una media de
1110.02 con error estandar de 414.86 mg/L, para el percentil 50 una media de
1122.92 con un er ror est andar de 2 82.55 mg/L, y para el percentil 75 una
media d e 100 1.58 con un er ror est andarde 196. 09 mg/L. E n el ca so del
porciento de neutralizacion, en e | percentil 25 del pecho derecho se evidencio
una media de 67.41 con un error estandar de 3.86%, en el percentil 50 una
media de 67.12 con un error estandar de 2.74% y en el percentil 75 una media
de 70.5 con un error estandar de 2.43, mientras que en el pecho izquierdo, en
el percentil 25 mostré una media de 64.03 con un error estandar de 3.55, en el
percentil 50 una media de 71.18 con error estandar de 2.66, y en el percentil 75

una media de 69.37 con un error estandar de 2.23.
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TABLA 4. NIVELES DE IgA, Y DE ACTIVIDAD NEUTRALIZANTE DE LA LECHE MATERNA ACORDE A LAS PERCENTILES

25,50Y 75 DE IL-8 EN LECHE MATERNA.

Percentiles de IL-8 de la mama derecha (pg/mL) Percentiles de IL-8 de la mama izquierda  (pg/mL)

51.75 (pg/mL)? 79 (pg/mL) 231.75 (pg/mL) 49.8 (pg/mL) 95.5 (pg/mL) 229.5 (pg/mL)
25 % 50% 75% 25% 50% 75%

lgA (mg/L) 875.441 + 87.67° 97418 +207.24 1034.39 +193.81 | 1110.02+414.86 1122.92 + 282.55 1001.58 + 196.09

%N 67.41 + 3.86 67.12+£2.74 70.5+2.43 64.03 + 3.55 71.18 £ 2.66 69.37 £ 2.23

% = Valores expresados en los percentiles.
® = Valores de media y error estandar.

%N = Porcentaje de neutralizacion, que es la actividad de la leche para inhibir la infeccién por el Virus de Herpes Simple Tipo | (HSV-I)
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De acuerdo a los valores de los percentiles 25, 50 y 75 de IgA se analizaron las
concentraciones de IL-8, y el porcentaje de la actividad neutralizante de la leche. En
la Tabla 5 se muestran los valores de estos porcentajes. En el caso de IL-8, para el
percentil 2 5 se obs ervo una media para pecho d erechode 229.03 conun error
estandar de 11 9.08 pg/mL para el percentil 50 el valor de la media fue de 274.77
con un error estandar de 135.28 pg/mL y para el percentil 75 se observo una media
de 240.8 con un error estandar de 101.41 pg/mL, para el percentil 25 del pecho
izquierdo se observo una media de 219.68 con error estandar de 147.96 pg/mL, para
el percentil 50 la media fue de 310.81 con un error estandar de 149.73 pg/mL, y para
el percentil 75 una media de 308.29 con un error estandar de 107.53 pg/mL. En el
caso d el p orcentaje d e n eutralizacion, en e | per centil 25 del pecho d erecho s e
observo una media de 62 con un er ror estandar de 5.42%, en el percentil 50 u na
media de 67.8 con un error estandar de 3. 23% y en el percentil 75 una mediade
63.85 con un error estandar de 2.88%, con significancia estadistica (p<0.002) con
respecto al pecho izquierdo, mientras que en el pecho izquierdo, en el percentil 25
se observo una media de 65.81 con un error estandar de 4.42%, en el percentil 50
una media de 70.21 con error estandar de 2.55%, y en el percentil 75 una media de

68.26 con un error estandar de 2.33%.
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TABLA 5. NIVELES DE IL-8 Y DE LA ACTIVIDAD NEUTRALIZANTE DE LA LECHE MATERNA ACORDE A LAS
PERCENTILES 25,50 Y 75 DE IgA EN LECHE MATERNA.

Percentiles de IgA de la mama izquierda

Percentiles de IgA de la mama derecha (mg/L) (mg/L)
605 (mg/L)? 865 (mg/L) 1030 (mg/L) 605 (mg/L) 610 (mg/L) 1030 (mg/L)
25% 50% 75% 25% 50% 75%

IL-8 (pg/mL)| 229.03 + 119.08° 274.77 + 135.28 240.8 + 101.41 | 219.68 + 147.96 310.81 + 149.73 308.29 + 107.53

% N 62 +5.42 67.8 +3.23 63.85 + 2.88* 65.81 +£4.42 70.21 £ 2.55 68.26 + 2.33

% = Valores expresados en los percentiles.
® = Valores de media y error estandar.

%N = Porcentaje de neutralizacion, que es la actividad de la leche para inhibir la infeccidn por el Virus de Herpes Simple Tipo | (HSV-I)

*=p <0.002
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DISCUSION

DISCUSION

En est a i nvestigacion | os niveles de | L-8 de leches de m adres sin m astitis
clinica (corroborada de acuerdo a sus niveles de IL-8) mostré que el 74% de
las madres presentaban niveles mayores de 63 pg/mL niveles IL-8 que son
considerados como v alores que pr esentan | as mujeres con m astitis clinica
(valores de 63 a 2000 pg/mL) ). A pesar de lo anterior, los senos de estas
mujeres no mostraron ningun otro signo clinico para considerar que sufrieran
de una mastitis clinica, excepto el dolor que lo presento el 48% de las mujeres
analizadas, aunque este dolor fue leve. De estas mujeres el 4.35% sufrian de
dolor en pecho derecho, 30.44% dolor en el pecho izquierdo y 65.21% dolor en

ambos pechos.

Al co mparar | os niveles de | L-8 e | gA de pechos con dolor ysin dolor, se
observé que los niveles de IgA se encontraban elevados en aquellos senos que
mostraron dolor y que los niveles obtenidos de IL-8 eran mayores en los senos

sin dolor.

Debido a la gran variabilidad de los datos de IL-8 e | gA obt enidos en este
estudio y que no r eflejan una verdadera mastitis, se opto analizar |os valores
por p ercentiles al2 5%, 5 0% y 75% par a co nocer los valores de e stas
moléculas en las mujeres estudiadas. E 17 5% d el a p oblacion n o mostré
evidencias de inflamacion (el rango del 25% fue de 11.803 a 41.973 pg/mL y el

del 50% de 53.862 a 73.104 pg/mL de IL-8) s6lo el 25% presento inflamacién
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(80.899 a 190.863 pg/dL). Para pecho izquierdo los rangos fueron en el 25% de
la poblacion de 15.402 a 43.868 pg/mL; para el 50% de 58.538 a 84.154 pg/mL
y finalmente para el 75% de 113.713 — 191.363 pg/mL de IL-8. Como se puede
observar el 75% de la poblacion femenina estudiada mostré niveles mayores

de IL-8 en su leche a los reportados para la leche normal.

En cuanto a |l os rangos de IgA del pecho derecho estos fueron de 265.795 a
686.675mg/L para el 25%, 595.142 a 728.858 mg/L parael 50% y de 986.6 a
1027.684 mg/L para el 75%, y para el pecho izquierdo de 392.613 a 678.367
mg/L para el 25%, 610 mg/L para el 50% y 750.061 a 1077.631 mg/L para el

75%.

Al realizar la asociacion entre los niveles de IL-8 de la leches con su actividad
antiviral se observé que no existe ninguna asociacion mientras que al analizar
los niveles de IgA de la leche con su actividad antiviral se observé que el 75%
de las leches con valores menores a 1030 mg/L no tienen actividad
neutralizante contra el HSV-1, a diferencia del 25% de las leches con valores
mayores o iguales a 1030 mg/L que mostraron una actividad neutralizante del

75% contra el HSV-1.

En est a i nvestigacion al par ecer | os anticuerpos IgA participan de m anera
importante para la neutralizacion de virus HSV-1 ya que s6lo niveles mayores

de 890.627 mg/L tuvieron esta actividad.
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CONCLUSIONES

e EI 75% de las leches maternas tuvieron actividad neutralizante en contra

del HSV 1

e EI75% del as leches maternas analizadas en este estudio m ostraron
niveles de IL-8 mayores a 64 pg/mL, niveles reportados como positivos

para mastitis clinica.

¢ No existe correlacion entre niveles altos o bajos de IL-8 con la actividad

neutralizante de la leche en contra del HSV-1

e EI25% del as leches maternas que mostraron mayor act ividad
neutralizante en contra el Virus HSV-1, tuvieron niveles de IgA mayores

de 1030 mg/L.

e La IgA de la leche materna de mujeres con mastitis subclinica tuvieron

actividad neutralizante contra el HSV-1.
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APENDICE 1

APENDICE 1

ABREVIATURAS

IgA Inmunoglobulina A

HSV | Herpes Simplex Virus Type |

IL8 Interleucina 8

kDa Kilo Daltons

RANTES Regulated on act ivation normal T cell
expressed and secreted

SLPI Inhibidorde|l ase crecibndel a

proteasa del leucocito
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APENDICE 2

PREPARACION DE SOLUCIONES.

PBS 1x

NaCl 8.4¢
KCl 0.2g
KH,PO, 029
NagHPO4 2.9 g

H,O Desionizada 1000 mL

Se disuelven las sales en 800 mL de agua desionizada en el orden descrito en
un vaso de precipitados, se ajusta el pH final de la solucion a 7.2, y se lleva a

1000 mL en un matraz volumétrico.

CRISTAL VIOLETA 2%

Cristal Violeta 249

H20O Desionizada 100 mL

Se disuelve el cristal violeta en40 mL de agua desionizada en un v aso de
precipitados, aforar a 100 mL y dejar madurar durante 24 horas, filtrar en papel

Whatman # 4 y guardar a temperatura ambiente en un frasco ambar.
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APENDICE 3

Tabla de referencias RID

Este m étodo no necesita | a co nfeccién d e una ¢ urva de ca libracién — las
concentraciones correspondientes a cada didametro de halo se leen
directamente d e | a tabla d e r eferencias RID. P ara g arantizar que s e h aya
alcanzado el tamario el halo completo la duracion de difusiéon debe ser de cémo
minimo 96 horas. P ara | a verificacion d ebe i ncluirse enc ada placa un

calibrador sin diluir.

Curva de Calibracion a Punto final de la RID

En este método se emplean el calibrador sin diluirademas de dos diluciones
para confeccionar una curva lineal estandar. Para alcanzar el tamafio del halo
total la duracion de difusion debera ser de como minimo 96 horas. La curva
estandar se puede emplear para varias placas de un mismo lote. En este caso

debera ser aplicado en la placa un calibrador sin diluir como control.

Curva de calibracién previa a Punto final para RID

En este método se emplean el calibrador sin diluir mas las dos diluciones para
confeccionar una curva estandar. Esta no es lineal, dado que los diametros de
halo se determinan antes del punto final. La difusion minima recomendada es

de 24 horas.

Deberia confeccionarse una curva de calibracion para cada placa.
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Aplicacion de Calibradores y Muestras

Antes de usar, ag itar co n cu idado e | ca librador, el co ntroly | as muestras.
Aplicar 5 ul del calibrador sin diluir en un pocillo. En caso de seguir el método
DOS o TRES, aplicar también los calibradores diluidos (60% y 10%) en pocillos
correspondientes y en el resto de los pocillos 5 pyl de muestras y controles

convenientemente diluidos.
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