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determinaciones de anticuerpos contra el HCV. Se
debe realizar trimestralmente determinaciones de an-
ticuerpos contra el HCV a todos los hijos de madres
con anticuerpos contra el HCV.

En la literatura existen amplias revisiones sobre
las propiedades ideales de la leche materna para la
lactancia de los recién nacidos (9, 10). Es incuestio-
nable el papel de la lactancia materna en la disminu-
ci6n de la morbi-mortalidad de los infantes debido a
la considerable reduccion de la frecuencia de enfer-
medades intestinales y respiratorias (11, 12). Tam-
bién los trastornos de tipo alérgico son significativa-
mente menos frecuentes en los nifios amamantados
con pecho que en los alimentados con férmulas, pro-
bablemente debido a que estas Gltimas presentan de-
terminada cantidad de antigenos sin tener los apro-
piados factores inmunomoduladores presentes de
forma natural en la leche humana (13).

La creacion de la flora intestinal del nifio, durante
la primera semana de vida, y la alta cinética de re-
cambio hasta el segundo mes hacen que la leche
materna se considere particularmente importante en
este periodo. Ademds, debe considerarse que el in-
maduro sistema inmune del recién nacido (14) desa-
rrolla un violento cambio de la esterilidad de la vida
intrauterina al entorno agresivo. La nutricion del in-
fante con leche matema parece ser de ayuda espe-
cialmente en este periodo pues facilita. el desarrollo
del sistema inmune de manera armonica.

Recientemente se ha estudiado la posibilidad de
transmision del virus C de la hepatitis mediante la
lactancia materna sin encontrar RNA del HCV en la

leche de madres infectadas con el HCV (8). Los au-
tores del estudio sugieren que no debe interrumpirse
la lactancia materna de las madres positivas al virus
de la hepatitis C. El consenso general de los especia-
listas reunidos en este taller es que el consejo médico
a una madre infectada por el HCV de lactar o no a su
hijo es un problema de riesgo beneficio. Teniendo en
cuenta el conocimiento del estado actual sobre la
transmision de la enfermedad no se puede justificar
con todo rigor cientifico una u otra conducta.

Control de foco de la hepatitis
producida por el virus C

Los pacientes que resulten positivos en el examen
de anticuerpos contra el HCV deben ser remitidos a
una consulta especializada para su mejor estudio y
seguimiento, siempre con el conocimiento de su mé-
dico de atencién primaria. Se notificaran como en-
fermedad de declaracion obligatoria todos los casos
diagnosticados como hepatitis C aguda. Se sugiere la
activacion de los grupos de atencidn a las hepatitis a
nivel provincial y la creacion de los mismos en las
provincias en que no exista, para un mejor cumpli-
miento del programa de atencion a esta enfermedad
elaborado por el Ministerio de Salud Publica. Se
propone que los responsables del programa de aten-
cion deben realizar talleres y otras actividades que
apoyen la asistencia integral del problema. Se tuvo
presente la necesidad de actualizacién de los pro-
gramas docentes en relacion con los -conocimientos
actuales sobre el manejo de la hepatitis virales.
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Introduccién

La determinacion de la actividad antiviral de interfe-
ron (IFN) es una técnica necesaria en los laboratorios
que ftrabajan con estas moléculas para propésitos
como el control y desarrollo de procesos de produc-
cién, de la calidad de los productos finales, determi-
nacion de niveles de IFN endégeno, asi como capa-
cidad de produccion de estas sustancias en
individuos sanos y enfermos, control de tratamientos
con IF'N, determinacion de la presencia de anticuer-
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pos neutralizantes de la actividad antiviral, y otras
investigaciones relacionadas con la produccién y el
mecanismo de accion de los IFN. Todos los proble-
mas anteriormente relacionados requieren un método
de determinacion confiable, seguro y rapido. Gene-
ralmente se utilizan métodos que se basan en la inhi-
bicién del efecto citopdtico (ECP) producida por el
IFN en células retadas con algun virus. En nuestro
pais se usa este sistema (1), tifiendo al final las célu-
las con un colorante y leyendo la intensidad de la
coloracion en el equipo SUMA (Centro de Inmu-
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noensayo, La Habana). El procedimiento presentaba
aun varias limitaciones como son el que la computa-
dora acoplada al equipo de lectura no es IBM com-
patible, lo que dificulta la interrelacién con el resto
de los sistemas de control automatico en uso y el
programa de calculo de los resultados no contempla-
ba todos los parametros exigidos par las regulaciones
internacionales.

En este trabajo se presentan los resultados de
utilizar el fotémetro del sistema SUMA para leer la
coloracién de los pozuelos secos de las placas de ti-
tulacion de la actividad antiviral y el calculo del
titulo de IFN mediante un programa desarrollado en
el software EXCEL 5 para Windows, que tiene en
cuenta todos los puntos de diluciones de las micro-
placa. Este programa se aplico al estudio colabora-
tivo para el establecimiento de un patrén interna-
cional de interferén alfa.

Materiales y Métodos

Se utilizaron células HEp-2 (ATCC No. CCL 23)
multiplicadas en medio MEM suplementado con
10 % de suero de ternera fetal, 2,2 mg/mL de bicar-
bonato de sodio y 40 pg/mL de gentamicina, e incu-
badas a 37 °C y 3 % de CO,. Las Células se emplea-
ron después de 3 a 10 pases. Como virus productor
de ECP se utilizé el Mengo (cepa del Instituto de
Biologia Molecular, Universidad de Zurich, 1982),
multiplicado en fibroblastos de raton 1.929.

Se usaron muestras de IFN alfa leucocitario de
distintos origenes: 2 preparaciones de patrones inter-
nos (L3 y L4), 2 de patrones internacionales de la
OMS (69-19 y Ga23-902-530) y una muestra de un
lote de produccion de IFN alfa leucocitario.

Para el estudio colaborativo se emplearon 10
muestras denominadas A, B, C, D, E, F, G, H, JyK
distribuidas por la National Institute for Biologicals
and Control de Gran Bretafia, por encargo de la
OMS. Estas muestras se recibieron liofilizadas en
ampulas y fueron reconstituidas con 1 mL de agua de
inyeccion. Posteriormente fueron diluidas segin los
titulos supuestos que traian asignados.

Se empled la técnica de titulacion establecida en
los procedimientos Patrones de Operacion para esta
actividad. Las placas de titulacién, una vez tefiidas,
fueron leidas secas en el equipo SUMA. El programa
de célculo toma estos resultados y i): calcula el valor
promedio de los controles de virus y células de la
placa, eliminando un punto que se aleje mas de 1,3
desviaciones standard (DS) de la media; ii): normali-
za todos los valores de absorbancia de la placa,
ajustandolos a 0 (control del virus) y 100 (control de
células). Los valores extremos (mayores que 0,99 y
menores que 0,01) no serdn tenidos en cuenta poste-
riormente; iii): realiza la transformacién Probit de los
valores anteriores para lograr la linealidad de los 8
puntos correspondientes a las diluciones de cada
muestra; iv): hace el analisis de regresion de los va-
lores anteriores vs. las diluciones para cada muestra;
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v): elimina los puntos que se alejen de la recta de re-
gresion en mas del valor del intervalo de confianza al
75 % de la misma; vi): recalcula la recta de regre-
sion; vii): calcula la dilucidén que corresponde al va-
lor Probit = 5 (50 % de proteccién de las células por
el IFN); viii): calcula el titulo como el antilog, de la
dilucion anterior, multiplicado por las diluciones
previas que haya sufrido la muestra y ix): compara
las pendientes de las rectas de regresion entre si, para
el andlisis de paralelismo de la relacién dosis-
respuesta de las muestras.
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Figura 1. Comparacion entre los procedimientos de calculo a partir de las lecturas de absorbancia
o de sus transformaciones Probit. Las flechas indican el punto de 50 % de proteccion y ol Log, de la

dilucién correspondiente.
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Figura 2. Ejemplos de resultados obtenidos; A: resultados de 2 muestras cuyas pendientes no fue-
ron diferentes estadisticamente; B: 2 muestras con pendientes que fueron diferentes estadistica-

mente.

Resultados y Discusién

El grafico de las lecturas de absorbancia en funcién
de la dilucion es una curva sigmoidal. Otros grupos
en el mundo calculan la dilucion que corresponde a
50 % de proteccion (punto medio entre las lecturas
de los controles de virus y células) tomando los
puntos de esta curva que permitan trazar una recta y
asegurandose que el valor de 50 % esté incluido en
ella. Esto implica la seleccion visual de los puntos
que van a ser tomados. La transformaciéon Probit, al
linealizar el grafico, permite utilizar todos los puntos.
Solamente se eliminan del calculo aquellos que
constituyen valores extremos o que sean errores gro-
seros. Sin embargo, en el programa que se presenta
esta seleccion se realiza automaticamente evitando la
decision subjetiva del operador. Figura 1 y 2.
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Se calcularon los titulos de las diferentes muestras
mediante el programa desarrollado, no habiendo di-
ferencia con el célculo a partir de las lecturas direc-
tamente. Esto confirma la confiabilidad del procedi-
miento de calculo que se presenta, aprovechando la
ventaja de que todo el proceso es automatico.

El célculo de las pendientes, que se realiza auto-
méticamente tampoco arroj6 diferencias significati-
vas entre las muestras ensayadas por 1o que se puede
concluir que hubo paralelismo entre las mismas, lo
cual era de esperar al tratarse del mismo tipo de in-
terferén,

En cuanto al estudio colaborativo se titularon las
muestras en 4 ocasiones, se calcularon los titulos y se
hicieron los andlisis de paralelismo de las pendientes.
Los resultados fueron enviados al NIBSC y formaran
parte del analisis conjunto intemacional.

El programa de calculo constituye una mejora con
relacién al existente actualmente en los aspecios co-
mo; I): elimina los puntos que constituyen errores
groseros con relacion a la recta de regresion lo que
mejora la precision del calculo; ii): hace analisis de
paralelismo de las muestras de una misma placa me-
diante la comparacidn de las pendientes de las rectas
de regresion, como establecen las recomendaciones
intemacionales para el control de las preparaciones
de interferén; iii): estd desarrollado en EXCEL para
Windows, o que permitira acoplarlo facilmente a los
nuevos modelos de equipos SUMA y IBM compati-
bles; iv): permite acumular los valores para analisis
histéricos y otros célculos que se desee hacer con
ellos; V). puede aplicarse a otros ensayos de activi-
dad que se basen en medicién del crecimiento o ni-
mero de células, EGF e IL-2.
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