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RESUMEN

Objetivos: Estudiar la capacidad neutralizante de muestras séricas humanas para ser empleada como prueba de
confirmacion frente a otras técnicas y evaluar la relacién de neutralizaciéon en diferentes poblaciones para cepas de FA:
287-78 (nativa) y 17D (referencial). Materiales y métodos: Se empleé la cepa 17D para la estandarizacion de la prueba
en células VERO utilizando dos métodos (solido y semi-liquido); ademas, se seleccionaron muestras séricas huma-
nas en base al antecedente vacunal (presente o ausente), a la procedencia (endémica y no endémica) y la positividad
a virus del dengue, las cuales fueron evaluadas por ELISA. Las poblaciones seleccionadas se enfrentaron por la
prueba estandarizada (PRNT) frente a las cepas de FA: 17D (cepa vacunal derivada del prototipo Asibi) y 287-78 (primer
aislamiento de FA del Instituto Nacional de Salud del Perd). Resultados: Se obtuvieron buenos resultados con el
método semi-liquido, siendo el séptimo dia el 6ptimo de coloracién de las placas. De los cuatro grupos seleccionados,
tres fueron positivos por ELISA y los resultados por PRNT fueron para la suspensiéon 17D, 29 negativos y 67 positivos
con titulos entre 1:10 y 1:2560; y para la cepa 287-78, 17 negativos y 79 positivos con titulos entre 1:10 y 1:2560.
Conclusiones: La técnica semi-liquida con tiempo de coloracion al séptimo dia ofrece 6ptimos resultados en plaqueo
y neutralizacion. Ademas, el ELISA resultd ser menos especifico frente al PRNT y se encontro variacion en relacion a
titulos y capacidad neutralizante en algunos sueros para ambas cepas.

Palabras clave: Fiebre Amarilla/diagnéstico; Tests de neutralizacion; Test de ELISA (fuente: BIREME).

ABSTRACT

Objectives: To study the neutralizing capability of human serum samples in order to be used as a confirmation test
compared to other techniques, and to assess the neutralization relationship in different populations for 287-78 (native)
and 17D (referential) YF strains. Materials and methods: The 17D strain was used to standardize the test in VERO cells
using two methods (solid and semi-liquid). Additionally, human serum samples selected on the basis of having received
YF vaccine (yes/no), their origin, and being positive for Dengue virus, and these samples were assessed using an
ELISA. The selected populations were confronted using the standardized test (PRNT) with YF 17D strains (vaccinal
strain derived from the Asebi prototype) and with YF 287-78 (the first YF strain isolated by the Peruvian National Institute
of Health). Results: Accurate results were obtained with the semi-liquid technique, the seventh day was the optimum time
for plate staining. Three of the four selected groups were positive for ELISA. The findings for PRNT were: using YF 17D
strain, 29 negatives and 67 positives, with titers between 1:10 and 1:2560; and for YF 287-78, 17 negatives and 79 positive,
with titers between 1:10 and 1:2560. Conclusions: The semi-liquid technique with the staining time at the seventh day
showed up optimal results for plating and neutralization. Additionally, the ELISA method turned out to be less specific compared
to PRNT and variations related to titers and neutralizing capability in some sera for both strains were detected.

Keys word: Yellow fever/diagnois; Neutralization tests; Enzyme-linked inmunosorbent assay (source: BIREME).

INTRODUCCION

La Fiebre Amarilla (FA) es una enfermedad febril aguda,
causada por un virus de la familia Flaviviridae, género
Flavivirus, siendo considerada como una de las arbovirosis
mas importantes que se presentan en nuestro pais2.
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En la actualidad, se cuenta con una vacuna antiamarilica
sumamente eficaz (vacuna de virus vivo atenuado de la
cepa 17D3), la cual brinda proteccion individual y colectiva
a la poblacion, detiene la propagacion geografica de la
enfermedad creando una barrera de inmunidad y previe-
ne epidemias®. Sin embargo, a pesar de ello, la FA conti-
nda siendo una causa importante de morbilidad y morta-
lidad en amplias zonas tropicales de América y Africa®®®.
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En el Perq, para efectos de la vigilancia diagnostica y
confirmacion, el Instituto Nacional de Salud (INS) recibe
muestras séricas de todo el pais con el diagndstico clini-
co de FA para la realizacion de los procedimientos de
laboratorio correspondientes, como: aislamiento y
tipificacion viral, serologia por ELISA de captura de IgM e
IgG (MAC y GAC ELISA) e inhibicion de hemaglutinacion
(IHA) a FA. Ante la falta de una prueba de confirmacién
serologica y para estudios de investigacion epidemioldgica,
se propone la estandarizacion de la prueba de neutrali-
zacion por reduccion en placas (PRNT) como método
para el diagnéstico seroldgico especifico de FA. Para ello,
se evalud la capacidad neutralizante de los anticuerpos
presentes en poblaciones seleccionadas frente a la cepa
287-78 (pimer aislamiento en el Peru) y la cepa vacunal
17D, asi como se confrontd los resultados entre PRNT y
una prueba inmunoenzimatica (ELISA).

MATERIALES Y METODOS

Se incluyeron 96 muestras séricas provenientes de
la seroteca de Virologia del INS, procedentes de zonas
endémicas y no endémicas del pais obtenidas entre los
afos 1998 - 2000. Las caracteristicas y procedencia de
las muestras se mencionan en la Tabla N°1.

Como patrones se utilizaron sueros hiperinmunes
especificos (HMAF) para FA y Dengue y sueros controles
positivos y negativos (IgM e 1gG).

PRODUCCION DEL STOCK DE SEMILLAS VIRALES

Se utilizaron 2 cepas de FA: 287-78 CRL-12 (décimo
segundo pasaje en cerebro de raton lactante), aislada a
partir de una muestra sérica procedente de la ciudad de
Ayacucho (brote epidémico del afio 1978) y la cepa vacunal
17D -V3 (tercer pasaje en células VERO), como referencial.

Ambas cepas fueron mantenidas mediante pasajes suce-
sivos en cultivos de células C6/36 con la finalidad de incre-
mentar la cantidad de particulas virales. Para ello, se inocu-
16 0,3 mL de cada cepa en frascos de 25 cm? con monocapa
confluente de células C6/36 y, para permitir la absorcién
viral, se dejo incubando 60 minutos a temperatura ambien-
te. Luego de este periodo, se adiciond 5 mL del medio de
mantenimiento (E-MEM 2% SBF) y se dejé incubando a 28°C
por 10 dias. Al cabo de esto, se someti6 al proceso de
congelamiento y descongelamiento para asegurar la ho-
mogeneidad del virus en la suspension. Finalmente, se
centrifugd a 2500 rpm por 15 minutos y el sobrenadante se
alicuoté 1 mL/vial, para luego ser conservado a -70°C. La
confirmacion viral se realiz6 mediante la prueba de
inmunofluorescencia indirecta (IFI).

Tabla N°1. Tipos de muestras incluidas en el estudio

Criterios N ° de muestras Caracteristicas de la muestra Procedencia
1 49 Casos agudos de FA, sin antecedente vacunal. Zonas del centro y sur del Pert
de zona endémica de FA.

2 11 Casos con diagndstico negativo a FA y Dengue, Zonas del oriente del Pera.
con antecedente vacunal.

3 27 Casos con diagndstico a Dengue, sin antecedente Zonas del oriente y norte del Perq.
vacunal, de zona no endémica a FA.

4 9 Casos positivos a ELISA FA, con antecedente Zonas del centro del Per(.

vacunal.

Siguiendo el mismo procedimiento, se replicé hasta el
tercer pasaje con el propédsito de incrementar el titulo
viral, esto para el caso de la cepa 287-78; mientras que la
cepa 17D se mantuvo en el primer pasaje, debido a que
el titulo fue aceptable en relacién a cantidad y claridad de
las placas.

TITULACION DE LAS SEMILLAS VIRALES POR PLAQUEO
- LINEA CELULAR VERO. TECNICA SEMI-LIQUIDA PARA FA

Para la titulacion viral se sigui6 el método descrito por
Morens’ con algunas modificaciones: a partir de cultivos
de células VERO clon E-33 con 4 dias de siembra se
preparé una suspension de 3 x 10° células/mL en medio
de crecimiento (E-MEM 10% SBF) de la siguiente mane-
ra: se elimind el medio de crecimiento del frasco de 75
cm? y se lavd la monocapa de células con Tripsina - DTA 10x,
luego se adicioné 1,5 mL de Tripsina-EDTA 10x, dejan-
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dose incubar 1 minuto a temperatura ambiente hasta
observar el desprendimiento de las células, momento
en el cual se elimind la tripsina. Se suspendieron las
células adicionando 10 mL de medio de crecimiento y se
homogeniz6 con la ayuda de una pipeta. Se realizd el
conteo de células en camara de Neubauer, calculando el
promedio de sus 4 cuadrantes y ajustando la concentra-
cién a 3 x 10° células/mL con la siguiente formula:

Volumen final a afiadir = [10x Xcel. ]-10

3
donde:
10 : constante obtenida en funcion al factor de la
camara de Neubauer.
X cel. : promedio de células contadas con ayuda de
la cAmara de Neubauer.
10 : volumen del medio de crecimiento adicionado

al frasco con células.
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Para la titulacion viral por plaqueo se «sembré» 0,5 mL
de la suspensién celular por pocillo, en placas plasticas
de poliestireno de 24 pocillos. Luego, se inoculé 0,05
mL (por triplicado) de las diluciones seriadas en base 10
del virus (a partir de la suspension original hasta la dilu-
cién 10°). Después de 150 minutos de incubacion a 37°C
en atmosfera con CO, al 5%, se adicion6 el medio de
soporte a razon de 0,5 mL/pocillo. Se incubaron las pla-
cas en las mismas condiciones durante 7 dias, periodo
en el cual se colorearon las células con solucion de azul-
negro de naftol y &cido acético (colorante de plaqueo),
para luego proceder al conteo de las placas virales for-
madas. Una vez contadas, se calculé el titulo del virus en
unidades formadoras de placas por mililitro (UFP/mL) usan-
do la siguiente formula:

Titulo del virus = X placas x 20 x inversa de la dilucion viral

donde:
X placas : promedio de placas contadas.
20 : constante obtenida a razon de los volimenes

usados en el inéculo.

PROCESAMIENTOS DE LAS MUESTRAS SERICAS POR
MACY GAC ELISA

Se utilizé la técnica descrita por el laboratorio de
Arbovirus y Rickettsias del INS2. El antigeno empleado
para esta técnica correspondio a la cepa de FA 287-78.

PROCESAMIENTOS DE LAS MUESTRAS SERICAS POR
PRNT PARAFA

Se realizaron diluciones al cuadruple de cada muestra
de suero, previamente inactivados a 56°C por 30 minutos
(para inactivar al complemento), desde 1:10 a 1:1024 en
medio de mantenimiento como diluyente. Un volumen de
0,03 mL de cada suero fue incubado a 4°C durante toda
la noche con 0,03 mL de la dilucién de trabajo del virus
calculado para dar 15-30 UFP/0,05 mL en el volumen
final de la mezcla virus-suero y/o controles. Después de
la incubacién, fueron inoculados 0,05 mL de la mezcla
virus-suero sobre células VERO, previamente sembra-
das en placas de poliestireno de 24 pocillos en forma
similar al descrito en la titulacién viral por plaqueo. Los
pasos siguientes fueron similares a los antes descritos
(Ver titulacion de las semillas virales por plaqueo). Para
cada suero se cont6 el nimero de placas virales en cada
dilucién y se determiné el porcentaje de reduccién por
cada muestra en relacion con el virus control, utilizando
la siguiente férmula:

N° de placas formadas ]
en dilucién de suero X100
[N° de placas de la dilucion de respaldo]

% PRNT = 100 -

Toda muestra con un porcentaje de reduccion del nime-
ro de placas mayor o igual a 70% se considerd positiva
de anticuerpos, teniendo en cuenta los criterios emplea-
dos por Morens’ y Alvarez®.

ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis de los resultados se utilizo el progra-
ma SPSS/PC version 7,5. Para determinar el coeficiente

de correlacion entre las cepas de FA 287-78 y 17D se
utilizaron los analisis de Tau_b de Kendall y Wilcoxon,
debido a que los resultados obtenidos no presentaron
una distribucién normal.

RESULTADOS

Para el cumplimiento de los objetivos propuestos, las
cepas de FA 17D y 287-78 fueron inoculadas en la linea
celular C6/36, incubadas a 28°C y observadas hasta el
décimo dia, periodo en el cual fueron «cosechadas». Du-
rante los 10 dias de observaciéon no se diferencié efecto
citopatico, pero se confirmd la presencia del virus me-
diante IFI con el empleo de anticuerpos monoclonales
especificos, obteniendo para la cepa 287-78 CRL-12 con
pasaje C6/36-3 una inmunofluorescencia de 4+ y para la
cepa 17D-V3 pasaje C6/36-1, 3+ (recordemos que 4+ en
IFI representa 100% de positividad en un campo de
inmunofluorescencia celular y 3+ un 75%). Cabe men-
cionar que en los pasajes anteriores, C6/36-1 y C6/36-2
para la cepa 287-78 CRL-12 tuvieron como resultado de
IFI 2+ y 3+, respectivamente.

DETERMINACION DEL TITULO VIRAL POR PLAQUEO

Para el desarrollo de la titulacién viral por placas de
las cepas de FA 17D V3- C6/36-1y 287-78 CRL12-C6/36-
3 se ensayaron diferentes técnicas: una bajo capa de
agar o método sélido descrito por Dulbecco y Vogt®, el
cual no ofrecié resultados apreciables para ninguna de
las cepas; y el método semi-liquido descrito por Morens’,
el cual ofrecid6 mejores resultados. En este método se
obtuvo que el momento éptimo de coloracion de las pla-
cas fue el séptimo dia. Una vez determinado el dia 6pti-
mo de coloracion de la metodologia adecuada, se proce-
saron las cepas de FA, obteniéndose los siguientes titu-
los virales: FA 17D-V3-C6/36-1 de 10 *7” UFP/mL, FA 287-
78 CRL-12 - C6/36-2 de 10%° UFP/mLy FA 287-78 CRL-12
- C6/36-3 de 10** UFP/mL.

A su vez, se determind la dilucion de trabajo a ser usado
en el PRNT en los valores de 1:5 para la cepa 17D-V3-
C6/36-1 y 1:13 para la cepa 287-78 CRL-12-C6/36-3; en
éstas, se observaron placas homogéneas sin superposiciones,
las cudles fueron contadas en numero promedio de 20 al
ser mezcladas con los sueros problema y en las dilucio-
nes de respaldo (controles de infectividad viral o
plaqueo)( Ver Figuras N°1 y N°2).

Figura N°1. Titulacién de la cepa de FA 287-78 CRL-12-C6/36-
3 correspondiente a una cepa prototipo peruano. Se obser-
van placas mixtas (grandes y pequeas). Titulo de trabajo 1/5.
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Figura N°2. Titulacién de la cepa de FA 17D V3-C6/36-1
correspondiente a una cepa referencial, donde se obser-
van placas pequefias. Titulo de trabajo 1/13.

MORFOLOGIA Y TAMANO DE LAS PLACAS

Para la cepa 17D-V3-C6/36-1 se observaron placas
pequefias regularmente esféricas y de didmetro aproxi-
mado 0,5 mm, mientras que para la cepa 287-78 CRL-12-
C6/36-3 las placas formadas fueron mixtas (pequefas y
grandes) variando entre 0,5-1 mm de diametro, todas es-
féricas con borde difuso. En ambos casos, las placas fue-
ron neutralizadas en el mismo grado por el suero
hiperinmune (HMAF) para FA y el suero control positivo.

PRNT PARAFA

De las 96 muestras séricas humanas empleadas en
el estudio, 67 (69,8%) fueron positivos a PRNT al 70%
para la cepa 17D-V3-C6/36-1y 79 (82,3%) positivos para
la cepa 287-78 CRL-12-C6/36-3, con titulos que variaron
desde las diluciones de 1:10 hasta >1:2560. La Figura
N°3 muestra los resultados obtenidos en concordancia para
ambas cepas, donde 72 muestras fueron positivas para
las cepas 17D y 287-78 y 16 fueron negativas a ambas.
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Figura N°3. Resultados de PRNT. Se observa una muestra
con titulo 1/10 (1) y otra 1/40 (3).

Entre las muestras discordantes, una no fue captada para
la cepa 287-78, siendo ésta positiva para la cepa 17D; el
porcentaje de reduccién de ésta (muestra 37) fue 67%
para la cepa 287-78 y 80% para la cepa 17D, siendo
considerada en este caso como positiva, de acuerdo al
criterio tomado (PRNT al 70%) (Tabla N°2).
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Tabla N°2. PRNT al 70% - Muestras discordantes

17D 287-78
Muestras PRNT Dilucién PRNT Dilucién
N°10 47% 1:10 85% 1:40
N°20 51% 1:10 71% 1:10
N°33 55% 1:10 83% 1:10
N°49 60% 1:10 75% 1:40
N°73 59% 1:10 88% 1:40
N°82 62% 1:10 87% 1:40
N°86 43% 1:10 88% 1:10

De las 7 muestras positivas para la cepa 287-78 y negati-
vas para la cepa 17D (muestras 10, 20, 33, 49, 73, 82 y 86)
se observaron diferencias no significativas en porcentaje
de reduccién en relacién a ambas cepas. En relacién a los
titulos hallados, se observaron diferencias marcadas para
ambas cepas como se muestra en la Tabla N°3.

Tabla N°3. Frecuencia de titulos de PRNT al 70% para
las cepas 17D vs 287-78

Titulo 17D 287-78
Negativo (<1:10) 23 17
1:10 27 11
1:40 23 19
1:160 15 28
1:640 7 16
1:2560 1 5
1:10240 0 0

Utilizando el analisis de Tau_b de Kendall, se obtuvo un
coeficiente de correlacion de 0,647 para ambas cepas y
con la prueba de Wilcoxon un p= 0,02, lo que indica que
existen diferencias en cuanto a la capacidad neutralizante
de los sueros con relacion a cada cepa.

Tomando en cuenta los criterios de seleccién de mues-
tras (ver Tabla N°1), se obtuvieron resultados con cierta va-
riabilidad. Estos resultados se muestran en la Tabla N°4.

Tabla N°4. PRNT al 70%: cepas 287-78y 17D

Positivos Negativos
Criterios

287-78 17D 287-78 17D

1 43 40 6 9

2 8 8 3 3

3 19 16 8 11

4 9 9 0 0
Total 79 67 17 29
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Las muestras agrupadas en vacunados (20) y no vacu-
nados (76) (datos obtenidos de una ficha epidemioldgica)
mostraron una ligera diferencia en sus titulos de PRNT,
encontrando variaciéon en cuanto a la reacciéon de
anticuerpos para ambas cepas s6lo en los no vacuna-
dos (p<0,01).

La sensibilidad y especificidad de la prueba de PRNT fue
corroborada al ser enfrentada con los sueros controles e
hiperinmunes, dando resultados positivos con los de FA
y negativos con los de Dengue.

Finalmente, se evalud la relacion entre el PRNT y ELISA
(MAC y GAC ELISA), donde se pudo determinar que el
ELISA es una prueba menos sensible para el diagnésti-
co de FA (Tabla N°5). En ambos casos se empled la cepa
287-78 como antigeno viral.

Tabla N°5. Positivos ELISA vs. PRNT

Criterios GAC MAC PRNT Total de
ELISA ELISA Muestras

1 12 46 43 49

2 0 0 8 11

3 18 27 19 27

4 9 3 9 9
Total 39 76 79 96
DISCUSION

El virus de FA se replica en diferentes lineas celulares,
siendo las mas empleadas VERO y C6/36%%14, Méndez
reporta que los primeros aislamientos del virus de la FA
en el Peru se hicieron en la linea celular C6/36, obser-
vando efecto citopatico entre los 6 y 8 dias; debemos
mencionar que dentro de éste grupo figura la cepa 287-
78, la que fue mantenida en pasajes sucesivos en cere-
bro de raton lactante. El presente trabajo describio en su
primera parte la produccion del «stock» de semillas vira-
les de FA en células C6/36 para la cepa 17D a partir del
tercer pasaje en células VERO (17D-V3) y la cepa 287-78
a partir del décimo segundo pasaje en cerebro de raton
lactante (287-78 CRL-12). Cabe resaltar que para am-
bos casos no se observé efecto citopatico. Sin embargo,
se pudo asegurar la replicacion viral en C6/36, aun cuan-
do no hubo efecto citopatico por la prueba de inmunofluo-
rescencia y por la prueba de plaqueo, utilizando la linea
celular VERO®.

La técnica de plaqueo, neutralizacion y el uso de diferen-
tes lineas celulares fueron usadas por diferentes auto-
res. Alvarez®, us6 el método semi-liquido descrito por
Morens’ en células BHK-21; Barry*4, empled la técnica bajo
capa de agarosa modificado en células VERO; y Méndez,
uso la técnica bajo capa de agarosa en células LLCMK,.
En el presente trabajo se utilizaron dos métodos: bajo
capa de agarosa y semi-liquido utilizando células VERO,
siendo ésta ultima la que ofrecié buenos resultados en
cuanto a formacion de placas. Para los trabajos de
plaqueo, el periodo de incubacién para su coloracién fue

de 4 a 5 dias®!, mientras que en el método estandariza-
do, el tiempo de coloracion éptimo fue 7 dias. Ademas,
se encontré que en relacién de un pasaje a otro, el incre-
mento en el titulo fue 103% UFP/mL para las cepas 287-
78 CRL-12-C6/36-2 y C6/36-3, representando un incre-
mento del 50% en relacion al pasaje anterior.

Sobre la morfologia y tamafio de las placas, se encontra-
ron diferencias entre 17D y 287-78, debido probablemente
al origen y mantenimiento de ambas cepas, dado que
una de ellas fue atenuada (17D) y la otra silvestre (287-
78) mantenida en cerebro de raton lactante. Muchas ce-
pas silvestres causan placas de tamafio y morfologia
variable’.

La interpretacion de las pruebas seroldgicas en infeccio-
nes por FA en las diferentes areas puede algunas veces
resultar dificil, debido a la falta de datos reales en la ficha
epidemioldgica'’ y/o a la dificultad de obtener una segun-
da muestra del paciente por diferentes motivos. Debe-
mos considerar que la mayoria de las muestras del estu-
dio fueron tomadas en promedio después del segundo
dia de iniciado la enfermedad, presentando muchos titu-
los de PRNT cercanos a 1:10, donde los anticuerpos
neutralizantes adn estan en formacion®, segun reporta
Morens’, ademas que el titulo de anticuerpos se incrementa
conforme aumenta el tiempo de enfermedad. En nuestro
caso, se obtuvieron titulos de anticuerpos superiores a
1:160 después de los 30 dias de enfermedad. Para las
muestras con antecedente vacunal y diagnéstico positivo
a FA, los titulos de anticuerpos fueron méas elevados y
para las muestras que no refirieron antecedente vacunal
los titulos fueron variados (17D: <1:10 hasta >1:640 y
287-78: <1:10 hasta >1:2560).

De acuerdo a los resultados obtenidos, podemos obser-
var que la cepa 287-78 fue mas susceptible a ser neutra-
lizada que la 17D, pues encontramos un numero hete-
rogéneo en los titulos de PRNT hallados en relaciéon a am-
bas cepas. Debemos mencionar ademas que las reaccio-
nes de neutralizacion detectan anticuerpos dirigidos con-
tra antigenos superficiales de los virus (glicoproteinas de
envoltura o antigenos de la cipside). Estos anticuerpos son
tipo-especifico, por lo que permiten determinar el subtipo
viral causante de la enfermedad®.

Las muestras analizadas de acuerdo a los criterios de
inclusion procedieron de diferentes departamentos (zo-
nas) del pais. Para el criterio 1 (zonas de centro y sur del
pais), los resultados muestran que hay variabilidad en
relacion a titulos de PRNT en ambas cepas; para el crite-
rio 2 (zonas del oriente), se observé una diferencia no
significativa en relacion a titulos de PRNT para ambas
cepas; para el criterio 3 (zonas del oriente y norte), las
muestras presentaron diferencias en porcentajes de re-
duccién en placas y en titulos para ambas cepas, resulta-
do que puede ser explicado por un posible contacto con
algun brote epidemico o que hayan tenido el antecedente
de vacunacién y que no figuré en su ficha clinica
epidemiologica; y para el criterio 4 (zonas del centro), se
encontraron resultados positivos con titulos altos, pero con
diferencias en cuanto al comportamiento inmunolégico
para ambas cepas.
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Indudablemente, la respuesta humoral juega un impor-
tante papel en la inmunidad a la FA adquirida previamen-
te en forma natural, por exposicion a parientes antigénicos
cercanos al virus amarilico en areas de transmision, lo
cual da origen a casos inaparentes de la enfermedad,
cuyo diagnostico clinico es dificil de determinar®.

Finalmente, podemos mencionar que el GAC ELISA tie-
ne menor capacidad para detectar anticuerpos cuando
observamos el criterio 2 (muestras con diagnostico ne-
gativo a FA y Dengue, con antecedentes vacunal) donde
encontramos que de las 11 muestras, 8 fueron positivos
para PRNT, mientras que para GAC ELISA todos fueron
negativos. Para los otros criterios, podemos asumir que
los anticuerpos de tipo IgM cumplen un rol importante en
los procesos de neutralizacion, coincidiendo con los de
Morens y la Organizacion Mundial de la Salud, tal como
se observan en los resultados por PRNT>.

Los resultados obtenidos nos permiten contar con una
metodologia util en el diagndstico seroldgico de FA y otras
arbovirosis frecuentes en nuestro pais.
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