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VI DISCUSION

La mayoria de los arbovirus especialmente en los Bunyavirus son aislados
mediante cultivos celulares debido a su gran afinidad por éstos; algunas literaturas
mencionan la afinidad del virus Phlebotomus fever por las lineas Vero y BHK-
21(19, 27), pero no mencionan la afinidad con la linea celular C6-36; por lo que
se realizd una prueba con las lineas celulares de Vero y C6-36 dando mejores
resultados con Vero. El efecto citopatico producido en las lineas celulares Vero E-

6 y BHK-21 indican su afinidad por éstas.

La preparacion del antigeno viral para la prueba de ELISA es un proceso
complegjo porque involucra determinar en qué linea celular se adapta mejor y en
gué tiempo se debe cosechar para obtener una buena cantidad de antigeno, esto

significa conocer su efecto citopatico éptimo para su procesamiento.

El ELISA tiene que redlizarse bagjo las mismas condiciones de temperatura
de incubacion ( 37°C), nimero de lavados (5 veces por ciclo) y tiempo de
desarrollo del color antes de la lectura (30 min), para garantizar la
reproducibilidad de la prueba. Una incubacion prolongada, una elevada
temperatura, un menor nimero de lavados, afectaria los resultados de O.D. dando
valores mas atos de los reales. En condiciones opuestas a lo anterior daran como

resultado una disminucién en los valores de O.D.
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L os resultados de especificidad y sensibilidad en relacion con la prueba de
PRNT fueron mayores a 80%, indicando una buena elaboracion y estandarizacion
de esta prueba. Purificando € antigeno mejoraremos la union especifica del

anticuerpo 1gG a antigeno viral y aumentaremos los valores antes mencionados.

Con la prueba inmunoenzimatica se obtuvo una seroprevalencia de
16.25% para € virus Phlebotomus fever. Estos datos no pueden ser comparados
con trabgos anteriores debido a que no hay estudios previos que demuestren la

seroprevalencia de la infeccion.

En la estandarizacion de la prueba de PRNT, para la titulacion se ensayo
con la semilla viral obtenida en cerebro de ratones lactantes y con la obtenida en
la linea celular Vero; notéandose una gran diferencia en € titulo viral entre ambas
semillas, dando mejor resultado la semilla viral de Vero E-6. Esto puede ser
debido a que @ virus Phlebotomus fever, no presenta una buena afinidad frente a

|as células de cerebro de raton.

Debido a que crecieron muy pocas placas en la semilla obtenida en ratones
lactantes, es necesario realizar pasgjes sucesivos para incrementar € titulo del
virus. En algunos trabajos se menciona més de veinte pasgjes en ratones lactantes
para utilizar la semilla viral en la prueba de PRNT (1.) estos pasajes sucesivos

permiten que e virus en estudio logre adaptarse mejor en éste tipo de células.

Elaboracion y disefio en formato Pdf, por la Oficina General de Sistema de Bibliotecas y Biblioteca
Central.



ESTANDARIZACION DE LA PRUEBA DE ENSAYO INMUNOENZIMATICO PARA
LA DETECCION DE ANTICUERPOS IGG EN SUEROS DE HUMANOS PARA EL
VIRUS PHLEBOTOMUS FEVER. Cruz Malpica, Cristhopher Donat's

Tesis UNMSM

En la determinacion de la dilucion éptima de trabajo para € virus en la
prueba de PRNT, es de vita importancia redizar diluciones méximas, ya que
pueden aparecer placas superpuestas y contarlas como una, por efecto de “over
lap”. Para esto, en todas las pruebas de PRNT se incluyen dos diluciones, 1:10 y
1:100 de la dilucién de trabajo; con € fin de demostrar que no hay “over lap” y

gue ladilucion de trabajo es la correcta.
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