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1. RESUMEN

Los estudios realizados tuvieron comoobjetivo aportar datos

para contribuir al control de la Fiebre Hemorrágica Argentina.

Con el objeto de determinar si otras especies, además de los

principales reservorios son capaces de desarrollar infecciones

persistentes, se estudió este especto en cuatro cricétidos: Akodon

azarae, habitante del área endémica, Akodondolores, Akodonmoli

Egg y Calomyscallidus, habitantes de zonas limítrofes.

Se obtuvieron las siguientes conclusiones:

a) C. callidus, tanto lactante comoadulto, inoculado por via

C

V

V

A. molinae

A. azarae

intranasal desarrolló una infección persistente evidenciada por

la detección de virus en cerebro y/o glándula salival hasta

2 meses pi.

Asimismo, se pudo observar transmisión horizontal de las

crias infectadas a sus madres.

lactante, inoculado por via ic, desarrolló una infec

ción persistente evidenciada por la presencia de virus infeccio

so en cerebro hasta los 2 meses pi y de antígeno viral hasta los

6 meses pi.

lactante, inoculado por via in, presentó virus en SNC

hasta los 2 meses pi, en baja concentración ya que sólo pudo ser

detectado por cocultivo.



d) Los aduitos, A. azarae, A. do1ores y A. moiinae desarro11aron

una infección asintomática evidenciada por 1a presencia de Acs.

f'D V Nuestros resuitados indican que otras especies, aparte de Ios

principaies reservorios de VJ, son capaces de desarroiiar in

fección persistente 1uego de 1a inocuiación experimenta]. Por

10 tanto, seria impertante determinar si se encuentran infec

tados en 1a naturaleza. Si esto fuera asi, e] contro] de los

roedores seria extremadamentedifici] y además cabria esperar

una mayor expansión dei área endémica de FHA.

La inmunización de 1a pob1ación susceptible es otra forma de

controiar esta enfermedad. Una aiternativa es 1a utiiización de un

antígeno inactivado. Para e110, se inactivó 1a cepa XJ-"ion 3 con

formaïdehido a1 0,1% ó 0,05%; se concentró por precipitación con

poïietiiengiicoi o por uitracentrifugación y 1uegode descartar

infectividad residua] en 105 antigenos inactivados se ensayó su

poder inmunogénico para ratones aduitos y cobayos. Asimismo, en

este üitimo huésped se determinó protección contra e1 desafio con

1a cepa prototipo XJ.

Se obtuvieron ias siguientes conciusiones:

a) Fue posib1e inactivar 1a cepa XJ-Cion 3 de virus Junin con for

ma1dehido sin destruir su capacidad antigénica, ya que 1a inocu

lación de antigenos inactivados a ratón aduïto y a cobayo indujo

en ambos 1a formación de anticuerpos neutraïizantes e inmunos



b

C

V

V

f1uorescentes.

La inmunización de cobayos con antígenos inactivados a pesar de

inducir anticuerpos neutraïizantes no protegió contra e] desafio

con 1a cepa prototipo XJ.

La ausencia de protección en 105 cobayos inmunizados frente a1

desafio con 1a cepa patógena, señaïa que otros mecanismos además

de 1a inmunidad humora], parecen ser indispensabïes para obtener

protección.



2. INTRODUCCION

2.1. Caracteristicas de ios Arenavirus.

Los Arenavirus cemprenden dos grandes grupos: a) Los Are

navirus denominados de? Viejo Mundoque inciuyen a1 virus de

1a Coriomeningitis Liníocitaria (LCM)y ei Compïejo Lassa: vi

rus Lassa, Mobaia y Mooeia y ios recientemente aisiados Ippy y

Skukusa ( 1) y ios virus de! Nuevo Mundc o "Compiejo Tacaribe”

gue comprenden a ios virus Junin (VJ), Machupo, Tacaribe, A

mapari, Fïexai, Pichinde, Latino, Paraná y Tamiami ( 2 ).

Los Arenavirus patógenos para ei hombre son: LCM,Lassa,

Machuoo y Junin.

E1 primer arenavirus aisiadc fue eï virus LCM,considerado

actuaimente comoprototipo de 1a famiiia ( 3 ). Se 10 descri

bió en 1968, como un virus envueïto de 50-200 nm de diámetro,

siendo 1a caracteristica estructurai más 11amativa, 1a presen

cia de uno o más gránuïos densos a Ios e1ectrones, que Iuego

se demostró que eran ribosomas derivados de 1a céiuïa huésped.

Posteriormente, en base a simiïitudes morioiógicas y anti

génicas se propuso e] nombre de Arenavirus para este grupo (4 )

y en 1970 e1 Comité Internacionaï de Taxonomia de Virus esta

b1eci6 1a famiïia Arenaviridae ( 5 ).

Los miembros de esta fami1ia son virus esféricos, ovoides

o p1e0m6rficos de 50-300 nm de diámetro, poseen una envo1tura



proveniente de ia céiuia huésped; su genomavirai consiste en

dos seqmentos de ARNde cadena simpie designados como L (1argé

y S (smaii) y presentan además ARNribosomai 28 S y 18 S de o

rigen ceiuiar.

Ei poiioéptido más abundante es ei N o NP de 1a nucieopro

teina que constituye e? 56-66%dei totai de ias proteinas y

está firmemente unido a1 ARNvira]. Se han descripto dos giicc

proteinas de membranas designadas GPI y GP2 para ios virus Pi

chinde, LCM,MachuooyLassa. Para ios virus Tacaribe, Tamiami

y Junin 5610 se ha identificado una giiccoroteina. Se han des

cripto otros poiipéotiCOS, entre eiios ei poiipéptido L a1 que

se ha adjudicado función de poiimerasa virai.

E1 ARNS contiene información para 1a proteina de 1a nuciec

cápside (N) y para ei precursor de 1a giicoproteinas de 1a

membrana virai (GPC) y e] ARNL codificaria para ei poiipéptido

L(5).
La estructura de 1a nucieocañside de ios Arenavirus en par

ticuias viraies intactas no se conoce con exactitud, si bien

se ha descripto 1a morfoiogia dei compiejo ribonucieoproteico

aisiado de viriones comouna estructura circuiar constituida

por subunidades semejantes a ias cuentas de un coiiar.

Una de ias particuiaridades de ios ARNde 1a famiiia Arena

viridae es su estrategia de repiicación. Se determinó por estu

dios de cionado y secuenciación dei ARNS de Pichinde y LCM,que



ese fragmento posee una dobie poiaridad o "ambisense" ( 7 ). Es

decir que 1a mitad 3' dei ARNS (que codifica para e1 poïipép

tido N) posee una secuencia compiementaria a1 ARNm de ese po

1ipéptido, o sea funciona c0mo ARN(-) y 1a mitad 5‘ (que codi

fica para ei poiipéptido GPC), tiene 1a misma secuencia que e?

ARNm de dicho poiipéptido, es decir funciona cono ARN(+).

Entre estos dos genes de distinta poïaridad se observa una

región interqénica c0n una secuencia compiementaria invertida

que daria iuqar a una c0nfiguración de ruio o "loop".

Asimismo, ios extremos 3' y 5' de] ARNS presentan secuen

cias compiementarias que darian 1ugar a moiécuias circuiares,

comoias observadas en aigunas micrografias eiectrónicas (6 ).

E1 ARNm de 1a GPC, no se podria sintetizar hasta que exis

ta repiicación dei ARNvirai. Ambas especies de ARNm, e] co

rrespondiente a1 N y e1 de 1a GFC, se reguiarian independiente

mente ya que utiiizarian dos tempïados distintos ( 7 ).

Todos Ios miembros de 1a famiiia Arenaviridae cruzan sero

1ógicamente por inmunofiuorescencia (IF) pero son antigénica

mente distintos entre si por neutraïización e inmunoprecipita

ción. Asi, ios virus dei CompiejoTacaribe, cruzan entre si

por FC pero 5610 débiimente con 105 arenavirus de] Viejo Mundo

LCM, Lassa 6 Mozambique ( 8 ).

A pesar de 1a distancia antigénica entre ei VJ y eivirus LCM,

ambosvirus pueden interactuar,ya.quese haobservado 1a formación



2.2.

de recombinantes por infecciones mixtas "in vitro" (9) y en

1a naturaïeza se ha aisiado LCMde roedores capturados en zona

endémica de FHA (10).

Los más cercanos dentro de] Complejo Tacaribe son Junin y

Tacaribe, ya que cruzan fuertemente por FCy comparten varios

epitopes de 1a nucïeocápside (11) comofue demostrado por es

tudios con Acs monocionaies. Más aün, se observó por inmunopre

cipitación, que Junin y Tacaribe compartirian por 10 menos un

determinante antigénico a nivei de 1a glicoproteina (12).

Arenavirus y sus reservorios.

Unade ias caracteristicas destacabies de 1os Arenavirus

es su capacidad de infectar en forma persistente a roedores y

de esta manera perpetuarse y diseminarse en 1a naturaieza.

Mims(1975) ha definido una infección persistente comoaque

11a en que e] virus se mantiene en e] organismo de] anima] du

rante periodos proiongados, generalmente toda su vida y ésta es

detectabïe por aigün métodoya sea comoparticuia infecciosa y/o

comoantígeno intraceiuïar (13).

Aunque se conocen más de 1700 especies de roedores agrupa

dos en 34 famiiias, Ios ArenavirUs persisten sólo en roedores

de las famiïias Cricetidae y Muridae. La ünica excepción es e]

virus Tacaribe que 5610 se aisió a partir de murciéiagos ( Ar:



tibeus so) en 1a isia Trinidad, y no de roedores (Tabia N°1)

(2).
E1 principe] mecanismo para ei mantenimiento de 1a infec

ción en roedores parece ser 1a transmisión horizontai , dado

que habituaimente se aisia virus de fauces y/o de orina. Para

ei virus LCM,se comprobó transmisión verticai a través de cé

1u1as sexuaies. En ios VJ y Machupose observó transmisión ver

ticai postnata .

La infección exoerimentai con Arenavirus en roedores cria

dos en ei iaboratorio ha demostrado que existen diversas res

puestas a 1a infección que dependen tanto del virus comodei

huésped.

Arenavirus dei Viejo Mundo

Los dos Arenavirus dei Viejo Mundo patógenos para ei hombre

son ios virus LCMy Lassa. E1 virus LCMproduce una enfermedad

1eve que sue1e ser inaparente y 5610 unos pocos casos han re

suitado fataies.

E1 ratón doméstico 6 Musmuscuius es ei reservorio natura],

10 que expïica 1a distribución mundiaï de esta enfermedad. E1

hamster es sensibie a 1a infección y es también capaz de trans

mitir e] virus a1 hombre. ( 14 ).

E1 modeio virus LCM-Musmuscuïus es e] mejor conocido. La
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Tabïa N°1

ARENAVIRUS Y SUS RESERVORIOS NATURALES

Arenavirus Aísïado de ; País de origen Habitat

Viejo Mundo:

LCM*

Cemo1ejo Lassa:
Laqsa*

Wñneía

Moba'la

Inny

Nuevo Mundo 6

Comoïejo Tacaribe:

Junïn*

Machupo*

Tacaríbe

Amaoarí

F1exa1

Pichinde
Latino

Parana

Tamiamí

Mus muscuïus.

Mastomysnataïensis

Mestcmysnataïensis

Pracmys jacksoni

Praonys sp

Caïom s muscuïinusY

Caïcmys ïaucña
Akodon azarae

Caïomys ca11osus

Artibnus 1íturatus
Artíbeus jamaicensis

0ry20mys qaeïdi

Neacomys quianae

Oryzomys soc

nryzomysaïbíquïaris
Ca1omys caïïosus

Oryzomys buccínatus

Sigmodon hisoídus

América y Eurooa

Oeste de Africa
Sur de Africa
Africa Centraï
fríca Centraï

Argentina
Argentina
Argentina
Boïivia

Trinidad

Amaná-Brasi]

Brasí1
Coïombía

Boïivia

Paraguay
Fïorida, USA

Peridoréstíco.

Savana

Savana

Savara

Savana

Pasturas

Pasturas
Perídoméstico

Bosaue
Periurbano

Bosque Tropica]

Pasturas
Peridoméstíco
Bcsoue Trooicá

* Patóqenos para e1 hombre

Datos obtenidos de Howard C. (1986) (2) Y KÏÏEYMP Et 61 (1985) (1).
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infeccion neonatai o en e] útero resuita en una infección per

sistente con detección de virus durante toda 1a vida de] ani

ma]. Iniciaimente, se postuló que 1a presencia de virus se de

bia a una faita de respuesta inmune de] huésped y se io consi

deró e] prototipo de toierancia inmunoiógica. Sin embargo,

posteriOrmente se demostró que.1os ratones persistentemente in

fectados presentaban en 1a edad aduita una giomeruionefritis

tardía con depósitos de inmunocompiejos en giuméruios, io que

indicaba 1a existencia de una respuesta inmune humorai (15).

Aunquese producen Acs contra ias proteinas viraies, 1a res

puesta ceïular -LT citotóxicos- se encuentra significativamente

disminuida en ios animaies persistentemente infectados. Este

efecto seïectivo se postuia comouna de ias razones de 1a per

sistencia virai (16). Asimismo, se ha observado acumulación de

ácido nucieico vira] en órganos de animales persistentemente

infectados mediante técnicas de hibridación moiecuiar, 10 que

sugiere 1a formación de particuias incompietas o defectivas

"in vivo" (17), que también podrian ser una de ias causas de 1a

persistencia virai.

Los Mus muscuius aduitos inocuiados con LCMdesarroiian

una infección aguda, que dependiendo de 1a dosis, via de inocu

Iación , caracteristicas de 1a cepa vira] (neuro o viscerotropa)

y de 1a cepa de ratón, puede resuitar en 1a muerte debido a

mecanismos inmunopatoiógicos de lesión o bien en 1a curación



con 1impieza de] virus de] organismo (15).

E1 virus Lassa fue aisiado en 1969 de dos médicos misio

neros que padecian 1a enfermedad en Lassa, Nigeria. Posterior

mente, se describió 1a enfermedad en distintos lugares de]

oeste de Africa.

En 1972, e] virus Lassa fue aislado de Mastomvs nataien

sj¿_(Muridae) considerado e] principai reservorio, que se dis

tribuye ampïiamente en ei continente africano.

La Fiebre Lassa es una enfermedad severa con 15-20% de mor

taiidad y cursa con miocarditis, miositis; neumonitis, encefa

1opatia; hepatitis y diátesis hemorrágica(18).

Posteriormente, se aisiaron otros virus reiacionados a

Lassa tanto de M. nataiensis comode otros roedores en distin

tas partes de] Africa.

Semejante a1 complejo Tacaribe en ios Arenavirus de] Nuevo

Mundo,existiría-un compiejo de Arenavirus africanos reiaciona

dos antigénicamente entre si y asociados con distintos reservo

rios pero con diferente potencia] de patogenicidad para e]

hombre (18), siendo hasta e] presente, e] virus Lassa e] ünico

patógeno demostrado para e] ser humano.

La infección experimenta] con virus Lassa en Mastomvsnata



1ensis puede producir tanto eniactantescomo aduitos una infec

ción persistente asintomática con eïiminación de virus a tra

vés de saiiva y orina y presencia de virus en cerebro, qanqiios

linfáticosy otros órganos, siendo 1a resouesta inmunehurorai

oobre y tardia. En roedores capturados en Sierra Leone se ob

servó bue 1os animaies infectados presentaban un reducido tama

ño coroorai, miocarditis y perivascuiitis (19).

Recientes estudios citogenéticos de Wastcmzsnataiensis han

determinado que existen tres esaecies con un número de cromoso

mas 2n iguai a 32, 36 y 38 que ocuoarian distintos nichcs eco

16qicos. M. nataiensis 2n= 36 seria infectado por e? vi.us Wo

Deia y W. nataïensis de 2n = 32 6 2n = 38 serian infectadas por

virus Lassa tanto en 1a naturaieza comoen ei 1aboratoric (18).

Los hábitos peridomésti os de estos roedores, ios eïevadosc

O l l 3 5tituios de Virus en orina (10 - 10 DICTSO/mi)y 1a reiativa

estabilidad dei virus Lassa, favorecen 1a transmisión a? hombre.

Asimismo, 1a transmisión de persona a persona es frecuente y de

importancia especiaimente comofuente de infección intrahospita

1aria.

Arenavirus dei Nuevo Mundo.

Sciamente dos arenavirus han sido aisiados en América de]

Norte, e? virus LCM -distribuido universaïmente- y e1 virus Ta

miami.



Este üitimo fue aisiado en 1970 en 1a Peninsuia de Fiorid

de su único huésped natura], 1a rata aigodonera, Siamodon his

2122;. La infección exnerimentai en animaies neonatos resulta

en una infección aersistente caracterizada por un tropismo vi

rai temorano por ei tejido 1inforeticu1ar, observándose virus

y a tigenc viraïen todo el tejido iinfohemopoyético yaaios 16

dias Di. Posteriormente, existe diseminación a todos ios órga

nos incïuido ei SNC.Lcs animaïes aduitos resuitaron poco ser

sibies a 1a infección.(20).

Los restantes arenavirus de’ comoiejo Tacaribe han sido

aisiados de roedores de Sud América, siendo patógenos para e]

hombre ei virus Machupoy ei Vd, agentes oroductores de 1a Fie

bre Hemorráqica Bcïiviana y Argentina,respectivamente. E1 virus

Tacaribe, debido a su estrecha reiación antigénica con ei VJ y

su faita de patoqenicidad nara e1 hombre se 10 ha propuesto co

mo una vacuna a virus heteróiogo contra 1a FHA.

E1 virus Machupose aisió en 1a naturaïeza so]amente de gg;

iomys caiiosus. Este roedor habita zonas de pasturas de 1a sie

rra Boiiviana y en ausencia de otros roedores peridomésticos,

se 10 encuentra en jardines y viviendas faciiitándose de es

ta manera ei contacto con ei hombre.(2)

En 1a infección experimenta] de Caiomxs ca1ïosus con virus

Machupo se observó que : a) ios neonatos desarroïïaban una in
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fección inmunotoïerante con viremia persistente; b) ios anima

ies mayores de 9 dias presentan una infección con respuesta di

vidida ya que 1a mitad desarroïian una infección persistente

inmUnotoierante caracterizada por una marcada anemia hemoïiti

ca, espiencmeqaïia, viremia, viruria y ausencia de Acs, ferti

Iidad reducida y una menor vida media y desarroiïo corporaï

(21), mientras oue 1a otra mitad presenta resauesta inmune hu

mora] capaz de 1a 1imoieza dei virus.

E1 número de casos de Fiebre Hemorrágica Boiiviana, se

redujo en 196«1y en 1a actuaiidad ya no se registran casos de

esta zocncsis. Ei controi se logró mediante e1 uso de trampas

que fue efectivo en reducir e1 número de roedores peridomésti

cos, siendo e] 98%de 10s animaies capturados C. caiïosus (22).

Fiebre Hemorrácica Aroentina: Caracteristicas de 1a enfermedad.

La Fiebre Hemorrágica Argentina (FHA) es una enfermedad en

demoeoidémicaque afecta principaimente a trabajadores ruraies

de una de 1as zonas agricoio-ganaderas más importantes de]

pais.

Fue descripta por primera vez en 1955 en epidemias de 1a

ciudad de Bragado ( Provincia de Buenos Aires ) aunque ya exis

tian datos ciinicos desde 1943 (23).

En 1958 fue aisïado e1 VJ, agente etioiógico de esta enfer



medad a partir de sangre y órganos de pacientes de FHA, por

dos grupos de investigadores dirigidos por el Dr. Parodi (24)

y el Dr. Pirosky (25). En 1959, el VJ pudo ser aislado de roe

dores silvestres pertenecientes a los géneros Calomxs , 552922

y fingí.(26).

La infección con VJ puede producir en el hombre enfermedad

clinica, existiendo formas leves, moderadasy graves. En estas

últimas el paciente puede fallecer con severas manifestaciones

hemorrágicas y/o neurológicas en la segunda semana de enferme

dad. La enfermedadclinica se caracteriza por sindrome febril,

diátesis hemorrágica, leuco y plaquetopenia y compromisova

riable del sistema hemopoyético, del riñón, higado y sistema

nervioso central (SNC). La mortalidad sin tratamiento oscila

alrededor de 15-20%(27), aunque actualmente 81 tratamiento

con plasma inmune en los primeros dias de la enfermedad ha

logrado reducir la mortalidad al 3% (28). Sin embargo, el 8-10%

de los casos de FHAtratados con plasma inmune desarrollan un

sindrome neurológico tardio, generalmente benigno y pasajero

(29), cuya fisiopatologia esta aún sin dilucidar.

No todas las infecciones con VJ dan lugar a manifestaciones

clinicas, ya que se han descripto infecciones subclinicas tanto

en áreas endémicas comoen el laboratorio. Estas infecciones

subclinicas se ponen de manifiesto por la presencia de Acs en

ausencia de enfermedad.



En areas endémicas de 1as Pcias de Buenos Aires y Córdoba,

1a prevaiencia de infección c1inica fue de 7.6 y 9.7%,resoec

tivamente y 1a de infección subcïinica fue muchomenor de

1.9% y de 4.4% (30).

La puerta de entrada de] VJ es cutáneo-mucosa: en ei camoo

e1 virus penetra nor escoriaciones de 1a pie1, frecuentes en

105 trabajadores ruraies , 6 a través de 1a mucosa conjuntivai

buca1 o nasai en contacto con aeroso1es producidos durante 1a

cosecha. Los roedores infectados son 1a principa] fuente de

contagio y 1a transmisión interhumana es de escasa importancia

aunque se han descripto aïgunos casos de contagio entre oarejas.

(31).

En e] Iaboratorio, se puede adquirir 1a infe:ci6n en forma

c1inica o subciinica por accidentes en 10s que e] virus entra

en contacto con 1a pie] erosionada o 1as mucosas a1 manipuïar

materiaïes infectados (inocu1aci6n con aguja, pipeteo o aeroso

1es) (32).

. Area endémica y epidemioïogia.

En 1958, cuando aparecieron Ios primeros casos de FHA,ei

2 de] noárea afectada por esta enfermedad abarcaba 16.000 km

roeste de 1a Pcia de Buenos Aires. Desde entonces este área se

exoandió a Ias Pcias de Córdoba, Santa Fe, y La Pampa, incre
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mentándose su superficie 5 veces desde 1963 hasta 1975 (33).

Actuaimente, se estima que abarca una superficie de 120.000 hoz

con una población de más de 1.000.000 de personas (Fig N°l).

Se han registrado brotes anuaies sin interrupción desde 1958,

y se notificaron más de 20.000 casos durante este periodo de

28 años (34).

La incidencia de 1a FHA no es iguai en ios diferentes 1u

gares y esta incidencia varia año a año de acuerdo a ias zonas

En generai, es a1ta durante un periodo de 5 a 10 años en un

áreanueva y 1uego deciina, auncue se siguen reportando casos

en viejas iocaiidades. Tambiénse han observado variaciones er

1a incidencia giobai de FHA,que fue mayor durante ïos primeros

15 años desde a1 aparición de 1a enfermedad y hubo una signifi

cativa disminución en 1a üitima década.

La FHAtiene una prevaiencia estacionai, e] mayor número

de casos se da durante ios meses de Abrii, Mayoy Junio. Esto

coincide con ei aumento de 1a densidad de reservorios de VJ y

con 1a época de 1a cosecha de] maiz y sorgo, 10 que favorece

e1 contacto de] trabajador rura1 con Ios roedores infectados

(34).

2.5. Aisiamiento dei Virus Junin de reservorios naturaïes y ecoioqia.

En 1959, Parodi y c01., aisïaron por primera vez e] VJ de
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Calomys muscuïinus, Caïomys 1aucha, Akodon azarag_y Mus muscu

lus_capturados en zona epidémica de 1a Pcia. de Buenos Aires

(26). Posteriormente, Sabattini y co]. en 1a zona endémica de

1a Pcia. de Córdoba, recuperaron VJ dei 21%de ios Caiomxs y

de] 10%de 105 Aggggn_capturados (35). En un segundo estudio,

se aisió VJ de] 28% de ios C. muscuiinus, 21% de ios Caïomxs

laugha y en menor proporción de A. azarae y Mus muscuius (36).

Estos porcentajes señaian 1a importan ia de Caiomxs comoreser

vorio.

E1 VJ también se ha aisïado a partir de roedores de áreas

1ejanas a 1a conocida como endémica. En 1959, Ruggiero y co].

recuperaron VJ a partir de Mus muscu1us en a1 región de Azu]

(Pcia de Buenos Aires) (37).

Weissenbacher y co]. (38) recuperaron VJ de) cerebro de un

A. azarae capturado en 1a región de Pila (Pcia. de Buenos Ai

res) ubicada a 280 km de) foco endémico de FHAy demostraron

Acs IF en dos habitantes de] 1ugar. Estos datos indican que e]

VJ no estaria restringido a1 área conocida como endémica y en e]

futuro podria esperarse 1a aparición decasos ciinicos en nuevas

zonas aün no reconocidas como endémicas.

En zona endémica, se ha demostrado también 1a actividad de

otro arenavirus, e] virus LCM,que se ais]ó_de Musmuscuius

capturados cerca de Pergamino (Pcia. de Buenos Aires) y en 1a

Pcia. de Córdoba asi comotambién se detectó infección por este
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virus en pacientes con diagnósticociinico presuntivode FHA(10).

Los estudios ecoiógicos de 1as comunidades de roedores

rea1izados tanto en ambientes naturaies comoen áreas trans

formadas por 1a actividad dei hombrehancontribuido a1 escia

recimionto de esoectos epidemioiógicos de 1a FHAasi como a 1a

eiaboración de pronuestas destinadas a1 controi de roedores.

Los roedores más comunmente capturados en área endémica

son: Caiomys muscuiinus, Caiomys 1aucha, Akodon azarae,Boiomys

obscurus, Orvggmvsgnjoripes y Musmuscuius (39;.

Estos roedOres se reproducen desde mediados de primavera a

principios de otoño. Las menores densidades se registran en

primavera y comienzos de1 verano para 1uego aumentar exoonen

ciaimente a fines de verano y otoño, cayendo en ios meses de

Juiio a Agosto con 1as heiadas y 1a faita de cobertura vegeta?

(40).

Se ha observado que e] desarroiio de1a actividad agricoïa

o agrico1a-ganadera 11eva a una uniformidad de Ïos habitats

disponibies con una disminución en e1 número de Ias especies.

Los roedores se distribuyen de acuerdo a sus caracteristicas en

estos ambientes. Asi, en áreas de cu1tivo se podrán encontrar

especies que tengan una baja exigencia en cuanto a habitat, gran

capacidad de incremento e invasión. En este grupo se encuentran

C. muscuiinus y C, 1aucha.

En cuanto a ambientes no perturbados, como ios bordes de]
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camino y/o de los cuitivos donde se conserva 1a vegetación

autóctOna,habitarán especies con una menor capacidad de incre

mento, que prefieran mayor cobertura vegetai y quesean capaces

de competir y defender su habitat. En este üïtimo grupo se en

cuentran A. azarae, B.obscurus y Orvzomysnigripens (41).

De estas esoecies, ias dcs primeras dominan etoióqicamen

te a C. muscuiinus. Por eso, es oue hay menor cantidad de 237

lgmxs en ios bordes, pues 1a mayor estabiiidad de este habitat

hace que sean Ios procesos de competercia ios determinantes

de 1a camposición finai de ias esoecies de ese ámbito (41).

Estudios de ias c0munidades de roedores en iaszonas de Per

gamino y Rio Cuarto demostraron que ei avance de 1a agricultu

ra en especia] e] incremento en 1a producción dei maiz, 11e

va consigo un incremento de 1a densidad de Ca10mvsreservorios

y 1a disminución de ios sistemas de contro] de estos, taies co

mo predadores y especies c0mpetidoras (42).

Infección experimentaï con virus Junin en roedores siivestres.

Los principaies estudios de 1a infección experimenta] con

VJ se ha reaiizado en Caiomvs, empieándose tanto cepas sa1vajes

como atenuadas.

a) Infección de Caiomys con cepas sa1vajes.

Sabattini y coi. (35,36) estudiaron 1a respuesta de Caïomzs
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aduïtos y Iactantes a 1a infección con 1a cepa salvaje Cba AN

9446, aisïada de sangre de C. muscuïinus capturado en e] área

endémica. Esta cepa, inocuiada por via ic o in a C. muscuiinus

y C. iaucha 1actantes, induce una infección persistente y asin

tomática, con viremia que se mantiene de por vida acompañada

de e1iminación de virus por sa1iva y orina.

La infección experimenta] de Caiomvs aduitos no siempre

resuita en una infección persistente. Soiamente un bajo porcen

taje de estos animaies desarroiia una viremia persistente.

Martinez Peraïta y co]. determinaron que ias g1ándu1as sa

1iva1es constituyen en C. muscuiinus un importante sitio de re

piicación de VJ, ya que presentan a1tos tituios y particuias

virales en brotación por microscopia e1ectr6nica, todo eiio sin

a1teración histoïógica (43).

La e1iminaci6n de VJ a través de 1a saïiva sugiere 1a posi

bi1idad de transmisión horizonta1 como mecanismo de mantenimien

to de 1a infección en 1a naturaïeza. Esta fcrma de transmisión

ha sido demostrada experimentaimente cuando e1 contacto entre

1os roedores es estrecho y continuado (35).

Asimismo, se ha observado que puede ocurrir transmisión de

1a madre a 1as crias 1uego de] nacimiento (tranSmisión vertica]

postnatai), durante 1a iactancia, probab1ementepOr transferen

cia de 1a infección a 1as crias a través de 1a sa1iva y/o 1eche

de 1a madre(35). No existen aün datos sobre 1a existencia de
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transmisión antenatai (traspiacentaria o por céiuias germina

1es).

Vituiio y co]. observaron que C. muscuiinus iactantes ino

cuïados con Cba AN9446 por via in desarroiïan una infección

persistente sin signos neuroiógicos de enfermedad, pero presen

tan una mortaiidad de] 70%entre Ios 24-40 dias oi, precedida

por un retraso en e1 crecimiento. Los sobrevivientes presenta

ron una marcada reducción en 1a eficiencia reproductiva. Este

hecho señaia que 1a transmisión verticaï por si scia seria in

suficiente comomecaniSmode mantenimiento dei virus en 1a na

turaieza.(44)

Estos resuitados son similares a 105 observados en 1a in

fección de C ca1iosus con virus Machupo, en donde 1a infecciér

persistente va acompañada de un menor peso corporai y una re

ducción de 1a fertiiidad. (21)

Por e1 contrario, cuando se inocuiaron Cnmscuïinus aduitos

con esta cepa, se observó e] desarroiio de una infección persis

tente pero sin mortaiidad ni a1teraciones en 1a fertiiidad (44)

b) Infección de Caïomys con cepas atenuadas.

La cepa XJ-Cion 3 de VJ es atenuada para e1 cobayo pero es

neurotrópica y neuroviru1enta para distintos huéspedes experi

mentales como1a rata, ei ratón y e] primate Cebus apeiia (45).

Contrariamente a 10 observado con cepas saivajes, 1a cepa XJ



23

Cion 3 es patógena también para e] C. muscuiinus iactante y

aduito.

Se han observado distintas respuestas a 1a infección con

esta cepa dependiendo de 1a edad de] huésped y de 1a via de

inocuiación. Cuando se inocuiaron C. muscuiinus con XJ-Cion 3

por via ip, soiamente ios animaies de 1-10 dias fueren sensi

bles, registrándose una morbiïidad dei 80%y mortaiidad dei

50%. En ios sobrevivientes, asi c0mo en aigunos que nurca pre

sentaron signos de enfermedad,se detectó una infección persis

tente con aitos tituios viraies en cerebro (46) y OCJsicnaimeh

te viremias recurrentes hasta ios 60 dias (47). En estos C.mus

cuiinus Crónicamente infectados se observó meningoenceFaiitis

independientemente de 1a presencia o no de Acs Neu (48).

E1 virus recuperado en cerebro o sangre de Ezmuscuiinus

persistentemente infectados fue 5610 parciaimente neutraiizadc

por e] suero dei mismoanimai, mientras que este neutralizó en

forma compietaa 1a cepa origina] utiiizada para su infección.

La recuperación de estas variantes antigénicas de animaiss cró

nicamente infectados expiicaria porqué 1a respuesta inmune hu

moraï no fue, por si soia, capaz de e1iminar ei virus de] or

ganismo (47). (49).

E1 tratamiento de C. muscuiinus inocuiados con XJ-Cion 3

con ciciofosfamida no produjo variaciones importantes en e1 cur

so de 1a infección, demostrando que 10s Acs no serian importan
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tes en e1 mecanismode defensa (50). Por e] contrario, en este

mismo sistema g¿_!ysgulinus_- XJPC10n3 via ip, se observó que

1a administración de suero antitimocito durante ios primeros

dias de vida produce un descenso de 1a mortaïidad y un retraso

en 1a fecha de muerte con respecto a Ios contro1es sin inmuno

deprimir, indicando que 1a inmunidad ce1u1ar jugaria un papei

en 1a patoïogia de 1a infección aguda (51).

Cuandose utiïizaron ias vias in ó ic, XJ-Cïon 3 produjo

en C. musculipus_1actantes una infección aguda, con eievada

morbimortaïidad. En ios sobrevivientes no se detectó virus en

cerebro ( por métodos convencionaies) presentando Acs Neu en

circuïación . (Vitu11o AD, Comunicación Personai).

Contrariamente a 1a aïta sensibi1idad de ios C. muscuiinus

1actantes inocuiados con XJ-C10n3por via ip, ios adu1tos resuï

taron ser resistentes.

Se observó que e] VJ es capaz de rep1icar en macrófagos peri

toneaies de animaïes iactantes tanto "in vivo" como" in vitro",

mientras que en Ios macrófagos de adultos sóïo rep1ica "in vitro".

Este hecho podria expïicar 1a faïta de sensibiïidad de ios roedo

res aduïtos a 1a infección ip. (52).

Cuando se empïea una via de infección más cercana a 1a natu

ra1 como es 1a via in, 1a cepa XJ-Cïon 3 induce en Caïomxs

adu1tos una mortaiidad de] 50%, con aisiamiento vira1 positivo

y meningoencefaïitis, aün en presencia de Acs Neu. En estos



animaies no se observa eliminación de virus por fauces y orina

(53).

Asi también, 1as hembras aduitas en contacto con sus crias

infectadas con XJ-Cïon 3, son capaces de infectarse presentando

Acs circuiantes y en un 26%de eïias se detecta una infección

persiste con signos neuroiógicos (54).

c) Infección de otros cricétidos.

Los estudios de infección exoerimenta1C0n VJ de otros cri

cétidos son escasos y fragmentarios.

A. azarae naturaimente infectado con VJ fue capturado tanto

dentro c0mofuera dei área endémica. (35936,38)

Los animaïes 1actantes inocuiados con 1a cepa Cba AN94A6,

por via ic 6 in no presentaron morbimortaiidad detectándose vi

remia transitoria y Acs circuïantes.

Los aduitos inocuiados por via ip ó ic tampoco presentaron

morbimortaiidad o infectividad en sangre u órganos y desarroiia

ron una rápida respuesta inmune humoraï. (36)

Otros dos cricétidos estudiados fueron Phxiiotis giiseofia

yg¿_y gglgmzsobscurus. La primer especie no es habitante de1

área endémica y resuitó poco sensibie a infectarse con VJ. La

segunda, habitante de1 área endémica , fue sensibie a 1a infec

ción con VJ presentando viremia hasta Ios 30 dias pi.(36).



'¿6

2.7. Métodos de contro] de 1a enfermedad.

Los roedores juegan un papei importante en 1a diseminación

de muchas enfermedades infecciosas de] hombre y animaies dcmés

ticos y habituaïmente 1a transmisión de una enfermedad puede

reducirse mediante e1 contro] de 1as pobïaciones de ios roedo

res reservorios.

Sin embargo, existen otras formas de disminuir estas infec

ciones. Asi, e1 controi de artrópodos vectores, 1a inmunización

de 1a pob1ación susceptibie y 1a provisión de medidas sanita

rias y médicas adecuadas, son otros caminos destinados a1 con

troi de estas enfermedades.

En e1 caso de 1a FHA, ios esfuerzos se han orientado en dis

tintas iineas de trabajo: reducción de reservorios, reducción

de 1a exposición de] hombre a1 virus, inmunización de 1a pobia

ción susceptibïe y tratamientoprecoz de ios casos deciarados de

enfermedad.

La administración temprana de piasma de conva1escientes es

1a ünica terapia especifica para FHA(29), no habiéndose utiii

zado aún drogas antiviraies en estos pacientes. Experimentos

recientes con ribavirina en e1 primate Caiiithrix jacchus in

fectado con 1a cepa XJ demostraron que esta droga aumenta 1a

sobrevida y retarda 1a fecha de muerte de ios animaies infec

tados (55).
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2.7.1. Contro] de roedores.

La consideración de 1a situación ecoiógica y epidemioïógica

es esencia] para poder adoptar decisiones en ei contro] de roe

dores. Por ejempio, es necesario tener en cuenta 1a distribu

ción y preva1encia de 1a infección en pobiaciones de roedores,

sus hábitos y densidades en ias diversas áreas y su sensibiii

dad a métodos de 1ucha.

Los métodos habituaies para contro1ar roedores son: contro]

ambienta] o cu1tura1 mediante 1a modificación de] ambiente;con

tro1 quimico con rcdenticidas u otros productos; controi bioió

gico mediante agentes bioiógicos taïes comoparásitos, predado

res u otros patógenos que disminuyan 1a pobiación de roedores,

y 1a uti1ización de trampas (56).

En 1964, en San Joaquin, Boiivia se uti1izó un programa de

erradicación de roedores que iogró reducir exitosamente Ios ca

sos de Fiebre Hemorrágica Boiiviana, Se capturaron 3020 roedo

res de 105 cua1es 2896 fueron C. caiiosis, iográndose una re

ducción en e] número de casos de Fiebre Hemorráqica Boiiviana

dos semanas después dei comienzo de1 programa (22).

Para FHA,e] contro] de roedores reservorios es más compïe

jo dado que existe más de una especie reservorio: Caiomxsmus

cu1inus, C. ïaucha, A. azarae y Musmuscuius y con excepción de

éste üïtimo que posee hábitos peridomésticos, ïas otras espe

cies tienen hábitos rurales y se encuentran ampïiamentedistri
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buidos en una vasta regiónaqricoia.

Los estudios de aisiamiento en 1a naturaieza y 105 de infec

ción experimenta] señaian a C. muscuïinus y C; 1aucha como 103

reservorios más importantes de VJ. Además, debido a que estas

dos especies se encuentran principaïmente en ias áreas de cai

tivo, scn 1as más importantes en 1a transmisión de] virus a1

hombre.

Unmétodo de contro? propuesto fue, cercar ias pobiaciones

de Caicmys , favoreciendo e1 desarroïio de habitats estabies

donde se beneficiaria ei crecimiento de roedores de] género

Akodon.Esta hirátesis seria váiida si Akodonu otros cricéti

dos no pasaran a ocuoar e? papei de Caiomvs en 1a cadena epide

mioiógica de FHA(39).

Más recientemente, basándose en estudios sobre densidad de

roedores en reiación a1 tipo de c;1tivo y manejo agricoia,

Busch . y coi. propusieron e1 desarroïio de 1os cuitivos de so

ja en reeemp1azo de 105 cuïtivos de maiz, asi c0mo e1 pastoreo

intensivo en 105 campos antes de 1a siembra.(57).

Se ha observado una disminución de 1a incidencia de FHA

coincidentemente con 1a introducción de] cu1tivo de soja en

área endémica. Sin embargo, 1a aparición de FHAen 1a Pcia de

Santa Fé fue coincidente con ei aumento de] área de cuitivo de

lasoja (34) por 10 que estas medidas son aün tema de controver

51a.
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Si bien 1a incidencia de FHAha decrecido en 1a ü1tima dé

cada, ei área afectada por esta enfermedad ha ido en aumento,

y por 10 tanto 1a pobiación exouesta es mayor.

Vane11a (53) y Kravetz (¿2) hansugerido una distribución

de] VJ muy suoerior a1 área conocida hasta e] momento, basán

dose en 1a distribución de los reservorios naturaies dei virus.

Si ias condiciones ecoióqicas faciiitan eT contacto entre ios

roedores y e] hombre se producirian casos humanos de FHAen zo

nas no conocidas aün c0mo endémicas.

Tanto 105 estudios iniciaies de Ruggiero (37), y de Parodi

(26), cemó ios más recientes de Weissenbacher y coi. (38) apo

yan esta hipótesis.

Por otra parte, se desconoce si otras especies de cricéti

dos re1acionados a ios reservorios principaies,C. muscuiinus

y C. 1aucha, podrian actuar como reservorios de] VJ en ausencia

de eiios. Si esto fuera asi e] controi de roedores comométodo

de 1ucha contra 1a FHAresuitaria aün más compiejo.

Unode Ïos objetivos de este estudio fue determinar si A,

azarae, A. moiinae, A. do1ores y C. ca11idus; cricétidos con

una ampiia distibución en nuestro paisson capaces de infectarse

persistentemente con VJ y actuar de aïguna manera comoreservcrios.

E1 género Akodon sp está compuesto de aproximadamente 20

especies diferentes y se encuentra dentro de 1a tribu Akodon
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tini (53). E1 reconocimiento de ias especies dentro de este

grupo es diffcii y su distribución es poco conocida. Unaparti

cu1aridad de este género es 1a de presentar poiimorfismos cro

mosómicos, es decir que dentro de una misma especie existen va

riaciones en e] nümero y morfologia de sus cromosomas.

En e1 caso de A. azarae se observó poiimorfismo en e] par

de cromosomassexuaies, dando 1ugar a cinco tipos diferentes de

hembras (B(0. En A. moiinae se observó poiimorfismo en ei par

N°1, siendo posibie encontrar especimenes con nümero dipioide

de cremosomas (2n) iguai a 42, 43 6 44. En 1a naturaieza, ei

más abundante es 2n=42. A. doiores no 5610 presenta poiimorfis

mo dei par N°1 sino también de] N°3-S, variando su ccmpiemen

to cromosómico de 34 a 40 (61).

A. azarae, presenta una ampiia distribución que abarca la

Argentina, Brasii y Uruguay. En Argentina se capturó en Corrien

tes, Entre Rios, Santa Fe, Córdoba, La Pampa, Buenos Aires, Cha

co y Formosay provincias dei noroeste.(62 ). A. moiinae se ha

capturado en e] sur de 1a Pcia de Buenos Aires (Laguna de Cha

sicó) y en Rio Negro (Fuerte Generai Roca ). A. doiores se 10

encontró en Córdoba ( Deán Funes y Laguna Larga) y eh Catamar

ca (La Carrera) (60) y su distribución abarcaria ias Sierras

de Córdoba (63) (Fig. N°1).

E1 género Calomxs (tribu Phi110tini) ha sido revisado taxo

nómicamentepor distintos autores que han reconocido diferentes
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Figura N°1

AREA ENDEMICA DE FHA Y DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE AKODON AZARAE,

A.DOL3RES, A. MOLINAE y CALCHYS CALLIDUS.

"'=‘=_ AREA ENDEMICA

o A-AZARAEB
, o o A-MOLINAES

á o A_DOLORES
AC.CALLIDUSÍ

a {1 I
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números de especies en cada caso. En 1962, Hershkovitz reaiizó

una revisión taxonómica de Caiomxs (Hesperomxs), reconociendo

1a existencia de sólo cuatro especies, agrupando básicamente a

ias especies grandes bajo e] nombre de C. caiiosus y a ias es

pecies pequeñas como C. 1aucha. (64)

E1 compiejo especifico C. caiiosus reuniria además de ésta

a las especies C. venustus y C.-fecundus.

Independientemente de 1a poca variabiiidad morfoiógica ex

terna de estas especies, Ios estudios citogenéticos han puesto

de manifiesto ia existencia de diferencias cromosómicassufi

cientemente importantes que indican aislamiento reproductivo

entre 1as mismas. Este tipo de estudios ha permitido reconocer

comoespecie plena a C. caiiidus (65) originaimente descripta

por Thomas como subespecie de C. venustus.

En 1961, Cabrera estabieció su habitat en 1a Mesopotamia y

Pcia. de Santa Fe (63). Recientemente, ha sido capturado en 1a

Pcia. de Chaco, 10 que hace suponer que su distribución geográ

fica puede ser más ampïia. (Fig N°1) (42).

Se han estabiecido coïonias de A. azarae (66), A. moiinae

(67), A. doiores (68) y Caiomzscaiiidus (69) y se han estudia

do sus parámetros de crecimiento y reproductivosen condiciones

normaies de bioterio.



2.7.2. Imunización de 1a Dobiación.

En ias infecciones viraies e] mejor método de controi ha si

do 1a inmunización de 1a población susceptibie. Ciásicamente

ias vacunas viraies pueden reaiizarse con virus hom61ogo,ya sea

vivo y atenuadc o por ei contrario con virus inactivado. Otra

posibi1idad es 1a utiiización de un virus heter61ogo es decir

antidénicamente re1acicnado con e1 virus a prevenir.

Recientemente, se handesarroiiado nuevas aiternativas taïes

comovacunas a subunidades viraies en forma de péptidos sinté

ticos o producidos por ingenieria genética en céïuïas procaric

tas o eucariotas. Otros caminos son ia utiiización de anti

cuerpos antiidiotipo o 1a obtención de recombinantes entre un

virus no patógeno para e] hombre (Ej: Vaccinia) en cuyo genOma

se han insertado genes dei virus patógeno.

Cua1quiera sea e] método adoptado, es imprescindibie que e]

antígeno obtenido sea eficaz en su capacidad de inducir protec

ción e inocuo, es decir incapaz de provocar daño a1 huésped ya

sea por mecanismosdirectos o indirectos.

Los estudios sobre vacunas para FHAhan seguido distintas

iineas de investigación: vacuna a virus homóïogovivo y atenua

do, a virus inactivado, a virus heteróiogo (virus Tacaribe ) y

a subunidades con 1a g1icoproteïna GP38de virus Junin.( 70 )
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Vacunas a virus vivo v atenuado.

Uno de ios marcadores de viru1encia de] VJ más utiiizados

es ei cobayo ya oue este huésped reproduce muchos aspectos de

1a FHAhumana. Muchas cepas aisiadas de pacientes son 1eta1es

para cobayo e inducen una enfermedad hemorrágica, tai es e]

caso de 1a cepa prototipo XJ. Se han descripto también cepas

con moderada ( Mcg) o atenuada patógenicidad para cobayc. Exis

ten evidencias que indican que en 1a naturaieza existirian cenas

de VJ con distinto potencia] patogénico para ei hombre (71).

Se han estudiado tres cepas atenuadas para ei ccbayo: cepa

XJ-Cicn 3, XJo y Candid 1.

La cepa XJ-Cicn 3 ha sido una de 1as primeras vacunas ensa=

yadas. Esta cepa fue cionada en céiuias MA111y 1a immunfzación

de cobayos por via im ios protege sóiidamente contra e] desafio

con 1a cepa prototipo patógena XJ (72).

En este ha11azgo se basóun ensayo piioto de immunización de

636 voiuntarios humanos con XJ-Cion 3 en 1969-1971. Los contro

ies ciinicos reaiizados no demostraron aiteraciones de impor

tancia, 1a 1euco y p1aquetopenia observadas fueron 1eves y fuga

ces y se detectó un a1to indice de conversión seroïógica que

a1canzó un 90% a1 cabo de Ïos 3 primeros meses, un 74% a1 año

(73) y se mantuvo hasta 105 9 años en a1gunos casos estudiados

(74).
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Sin embargo, trabajos posterioresreaiizados en cobayos de

mostraron que 1a cepa XJ-Cion 3 inccuiada pcr via im provoca

una mortaiidad de] 16% (75) eïevándose a 75% cuando se empiea

1a via ic (76).

Otra cepa atenuada estudiada, derivada de 1a XJ es 1a va

riante atenuada XJo. Esta cepa tiene comoventaja sobre 1a ante

rior ei hecho de no haber sido cionada en céiuias heteropioides.

Se c0mporta en forma similar a XJ-Cion 3 en ios distintos hués

pedes experimentaies y sustratos ceiuiares ensayados. La inocu

lación por via im a cobayos produce una mortaiidad dei 11%y

ios sobrevivientes quedan protegidos contra ei desafio con 1a

cepa patógena (77). Cuando XJo se inocu1a por via ic se compor

ta en forma simiïar a XJ-Cion 3.

Es importante destacar que tanto XJ-Cion 3 como XJo son

capaces de producir infeccionestranspiacentarias (78) y en ei

caso de XJ-Cion 3 de persistir en e] cerebro de cobayos (79) y

ratones (80) asi comotambién ser neuroviruienta para e1 prima

te Cebus ape11a por via ic (81).

Por estas razonesy pore] hechode haber sido cionada en 1a

iinea heteropioide MA-lll, 1a cepa XJ-Cion 3 se dejó de uti1i

zar, a pesar de ios resuïtados promisorios iogrados iniciaimente.

Recientemente,una nuevacepa,T1amadaCandid 1 fue seiecciona

da como candidata a vacuna por ei Dr. Barrera Oro en USAMRIID,

USA.
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La Candid 1, se obtuvo por cionado de 1a cepa XJ44 en céiu

ias fetaies de puimón de monoy es menos virulenta para e] co

bayo y el ratón 1actante que 1a cepa parenta] (XJ44). Sin em

barqo, es capaz de invadir ei cerebro de] cobayo 1actante has

ta 1os 14 dias 1uego de 1a inocuiación periférica (92).

Candid 1 no fue viru1enta para monos Bbesgí 1uego de 1a ino

cu1aci6n por vias combinadas: intrataiámica , intraespinai e in

tramuscuiar (83). Las 1esiones observadas en e] SNCtanto en

monos Eggsgs_(8d) como de Cebus aoe11a inocuiados con Candid 1

fueron significativamente menos severas due ias observadas en

animaies inocuïados con cepas patógenas (85).

Nc se detectó persistencia vira1 en cobayos inocuïados con

esta cepa hasta ios 19 meses pi, ni en Ehgsgs_estudiadcs hasta

ios 7 meses (86).

Estudios de inmunogenicidad reaiizados en cobayos y 5355!;

inocuiados con dosis variabïes de Candid 1 por via subcutánea

indicaron que e] 96% de ios cobayos y e] 90% de Ios Bhgsgs_pre

sentaban Acs Neu contra e] Candid 1 o XJ-Cïon 3. Sin embargo,

5610 e] 34% de Ios cobayos y e1 50% de los monos tenia Acs Neu

contra cepas viruientas de VJ. A pesar de esto, 71/76 cobayos y

20/20 de ios monosfueron protegidos contra ei desafio con ce

pas viruientas (87).

Dado que Candid 1 pasó todos Ios requisitos precïinicos de

laAdministración de Drogas y Medicamentos (USA) para e1 ensayo
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en voluntarios humanos, se inocuiaron 41 voiuntarios de ese

pais. La evaïuación ciinica preliminar indicó un bajo nive] de

efectos coiateraies (88). La via de administración más adecua

da fue 1a intramuscuïar y se observó conversión seroiógica en

e] 97%de ios vacunados, aunque ios titulos de Acs fueron bajos.

En nuestro pais, se han obtenido resuïtados semejantes en los 9

voiuntarios vacunados con Candid 1 (89). Asi también, se ha de

mostrado que e] 98%de Ios vacunados presentó estimuiación de 1a

respuesta inmuneceiuiar medida por transformación de iinfocitos

(90). Los estudios de esta cepa atenuada de VJ se encuentran en

etapas avanzadas -y los resu1tados existentes hasta ei momento

son muyaientadores.

Sin embargo,1as dificuitades para descartar la persisten

cia , 1a neuroviruiencia y aün 1a reversión de 1a viruiencia

de una cepa atenuada de un Arenavirus capaz de persistir en e]

SNCjustifican 1a búsqueda de caminos a1ternativcs. taies como

una vacuna a virus inactivado.
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Vacuna a virus Heteróiogos:

E1 virus Tacaribe integra e] Compiejo Tacaribe y está es

trechamente re1acionado antiqénicamente con ei VJ ( 8). En 1a

Isïa Trinidad, pais donde se aisïó e] virus Tacaribe de 1a na

turaieza (a partir de murciéiagos) no se observó enfermedad

atribuibie a este virus ni presencia de anticuerpos en pobia

dores (91) aun entre ios recoiectores de murciéiagos infecta

dos (98.

E1 virus Tacaribe, como 1a mayoria de ios arenavirus, es

patógeno para ei ratón 1actante, sin embargo, no 10 es para

ratones aduitos, conejos y e1 primate Caiiithrix jacchus.(45 )

La inocuiación experimenta] dei virus Tacaribe a cobayos y

Caiiithrix jacchus por distintas vias, produce infecciones ina

parentes e induce a1tos tituïos de Pcs Neuconfiriéndoie pro

tección duradera frente a1 desafio con 1a cepa XJ (93) (94}.

En los cobayos infectados en forma inaparente se ha obser

vado ausencia de patogenicidad, de daño tisuiar y de inducción

de mecanismos inmunopatoiógicos de Ïesión y no se pudo detectar

persistencia virai. (95)

En e] marmoset Ca11ithrix jacchus, e] virus Tacaribe no es

viruiento aün cuando es inocuiado por via intrataiámica ya que

no se observan signos de enfermedad ni de daño histoiógico en

ei SNC (96).



Estos datos de faita de patogenicidad para eï ser humanoy

de inocuidad e inmunogenicidad para cobayos y primates a1ientan

1a idea de 1a posibïe utiïizaciñn de] Virus Tacaribe comovacu

na heteróïoga contra 1a FHA.

Vacunas a virus inactivado

Se han ensayado diversos métodos de inactivación de VJ: inac

tivación fotodinámica con coïorantes, 1uz UVy formaidehido (FA).

La inactivación fotodinámica con rojo neutro indujo protec

ción parciaï en cobayos contra e] desafio con 1a cepa patóqena,

asi como también estimuïó una respuesta secundaria humoraï en

dos vo1untarios humanos que habian padecido 1a enfermedad pre

viamente (97).

Por inactivación con azu1 de metiïeno, se obtuvo un antigeno

que protegió a cohayos contra dosis bajas de 1a cepa XJ. (98).

Con1uz uïtravioieta, se ïogró inactivación pero 1a reactivación

detectada hizo que estos estudios fueran discontinuados (99).

E1 FA es un inactivante aceptado para vacunas de uso humano

y se utiliza con éxito en 1a preparación de vacunas eficaces para

diversas enfermedades humanas como1a poïiomieiitis (Vacuna Saïk),

1a Fncefaïitis Équina dei Este y de] Oeste y 1a hepatitis B, asi

c0mo numerosas vacunas de uso veterinario.

En1ainactivaci6n deVJ conFAse han obtenidoresuïtados contra

dictorios. Cuandoseinactivó ïacepa MC2de VJ con FA a1 2%-se
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obtuvo protección en e] 98%de ios cobayos contra ei desafio

con 1a misma cepa, que es de patoqenicidad intermedia para e]

cobayo (100).

Por ei contrario,cuando se iractivó 1a cepa XJ-C1on 3 con FA

en iquaïes condiciones, no se obtuvo protección de cobayos con

tra e1 desafio Conia cepa patógena XJ, aunque se ïogró una débi?

respuesta inmune humorai (101).

E1 estudio de inactivaciór de] VJ con FA no ha sido exhausti

vo. E1 VJ se iractiva rápidamente con FA a 37°C. A una concentra

ción de 0.05%, no se recuoera virus infeccioso a 105 50 min.

mientras que con una concentración mayor (0.2%) e] tiempo de

inactivación se reduce a 30 min. Si bien 1a inactivación fue

efectiva, 105 antiqenos obtenidos no indujeron protección contra

e] desafio con XJ. Esto puede atribuirse a destrucción de 1a ca

pacidad antigénica dei virus, por e1 efecto de] formoï sobre Ias

gïicoproteinas de envoïtura y/o a 1a baja masa antigénica utiïi

zada.(101).

Por 10 tanto, e1 objetivo de este estudio fue determinar si

era posibïe conservar 1a antigenicidad de XJ-Cion 3 modificando

1as condiciones de inactivación con FAy de esta manera obtener

un antígeno de VJ con capacidad protectora para cobayos.
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3. OBJETIVOS

3.1.

3.2.

Infección experimenta] con virus Junin (VJ) de Akodonazarae,

A. doiores, A. moiinae y Caiomxs caiiidus.

Determinar si otros cricétidos habitantes de zonas endémicas

o iimitrofes a 1a mismay diferentes dei principaï reservorio

C.muscu1inus,son capaces de desarr011ar infección persistente

con VJ. Para eiio se estudió 1a respuesta a 1a infección experi

mentai con este virus en Akodon azarae, Akodon moiinae, Akodon

doTores y 5319535 cailjgus¿

Obtención de un antígeno inactivado de VJ con efecto protector.

-Determinar si era posibie preservar 1a antigenicidad de] virus

Iuego de 1a inactivación con formaidehido.

-Determinar si los antígenos inactivados inducian protección en

cobayos frente a1 desafio con una cepa patógena.
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A. RESULTADOS DE LA INFECCION EXPERIMENTAL CON VIRUS JUNIN EN

AKODON qZARAE, A. DOLORES, A. MOLINAE Y CALOMYS CALLIDUS.

Dado que A. azarae, A. moiinae , fi. doiores y Caiomvs ca17i—

gus poseen una distribución geográfica que se suoerpone y sobre

pasa ei área conocida como endémica de FHA, nos interesó conocer

si estos roedores eran capaces de desarroiiar infección persis

tente con VJ.

En este capituio se describen ios resuitados obtenidos en 1a

infección exoerimentaï con 1a cepa XJ-Cion 3 de VJ en ejempiares

aduitos y 1actantes de estos cuatro cricétidos.

Se inocuiaron animaies de ias cuatro esnecies de 48-72 hs de

vida con 103 DICT50 de 1a cepa XJ-Cion 3 por via ic ó in

y aduitos mayores de un mes con 104 DICT50por distintas vias de

inocu1ación.

Comocontroies se uti1izaron 4-8 roedores de 1a miSmaedad

que se inocu1aron con cerebro de ratón normal.

En todos ios casos se estabieció:

- Morbimorta1idad

- Virus en órganos en etapas agudas de 1a infección.

- Persistencia vira1 en ios sobrevivientes.

- Respuesta inmune humora].
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4.1. Akodonazarae

4-1-1- LaCtanteS por via intracerebra] (Fig.2 )

En ei 62%de Ios animaïes 1actantes inocuiados (28/45), se

observaron signos de enfermedad entre Ios 7-25 dias pi. Estos

signos fueron: tembiores, excitación , movimientos reptoides,

pérdida de] equiiibrio, convuisiones y paráiisis dei tren poste

rior (Fig. 3). Cinco animaies enfermos se sacrificaron para estu

dios viroiógicos e inmunohistoquimicos; ei resto murió entre ios

13 y 25 dias pi (fecha promedio de muerte ÏtES : 16,9 Í 0,8 dias)

Quince ratones murieron sin presentar enfermedad, en 1a pri

mera semana pi, probabiemente por faita de Cuidados maternos.

Los dos únicos animaies sobrevivientes en ios que no se ha

bian observado signos de enfermedad, se sacrificaron a ios 3 me

ses pi para determinar persistencia vira1.

E1 porcentaje tota] de mcrtaïidad observado en 1a infección

de A. azarae Iactante por via ic fue de] 9 % (Fig. 2)

Tanto en animaies que murieron espontáneamente como en aque

1105 que se sacrificaron enfermos se recuperó VJ de cerebro en

a1tos titu1os y se detectó antígeno vira1 en improntas y/o cortes

de cerebro por IFI. Se detectaron Acs IF en cuatro sueros estu

diados a partir de 10s 13 dias pi (Tab1a 2).

Debido a 1a aita mortaiidad, sóio se estudió persistencia en
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Figura N°2

INFECCION EXPERIMENTAL DE A. AZARAE LACTANTE CON XJ-CLON 3, VIA IC.

3
10 DICT50
XJ-Cïon 3, vía ic

A. azarae (48-72 Hs) n = 45

MORBILIDAD = 62%

//'/, \\\‘*

Enfermos | No enfermosn=28\\\‘\\\\\ ,////////'n
Esïüg;;;;:/;, Muertos Estudíados a

105 20-24 días pi n = 38 90 días pi.
n = 5 n = 2

MORTALIDAD = 95%

Virus + Virus

Ag + A9

Acs IF + Acs IF +> 1/40

Negativo
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FIGURA 3

A. AZARAE LACTANTE INOCULADO CON XJ-CLON 3 VIA IC.

Se observa 1a postura característica correspondiente a "spin test” positivo.
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Tabïa N°2

DETECCION DE VIRUS, ANTIGENO VIRAL Y ANTICUERPOS EN AKODON AZARAE

LACTANTE INOCULADO CON XJ-CLON 3, VIA IC.

i_T‘-_"—T‘ ¡
l Morbi- ' SNC ' Acn Dias pi
i 1idad Virus * Antigeno ** IF

i

i 2 si 13 104 +++ 1/2

: s si 20.- 24 1o3 - 1o6 g +++ 1/2 '

E 2 i no 90 < 5 Neg .>1/40
l N v 3

¿Controies E E

E 5 no 20-- 30 s 5 l Neg E Neg Iv Í

1: 3 UFp/m'l Neq E 5 llFP/m'l.

** :IFI en imprentas y/o cortes de cerebro.
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dos animales sacrificados a los 3 meses pi. En estos no se recu

peró virus de sangre, cerebro o "pool" de bazo, higado y riñón

por plaqueo ni se pudo detectar antígeno viral en cortes de SNC.

Los sueros de estos animales presentaron Acs IF en titulos:>1/40.

4.1.2. Lactantes por via mucosa.(Fig. 4)

Dadoque A; azarae resultó sensible a la infección por via

ic, nos interesó conocer si la infección por una via natural como

la in producia infección persistente.

Se inccularon 19 lactantes por via in. En 6 crias de la misma

camada se observaron signos leves de enfermedadentre losl7-20 dias

pi, tales comomovimientos lentos y lateralización de la marcha.

Cinco de estos animales murieron entre los 17-20 dias pi y uno

fue sacrificado a los 17 dias. No se observó enfermedad en el res

to de los ratones que fueron sacrificados a los 20, 27, 35, 60 y

70 dias pi.

No se recuperó virus de cerebro de los animales sacrificados

a los 17, 20 y 27 dias pi por aislamiento en ratón lactante, ni

se detectó infectividad en hisopados de fauces en 10 animales a

los 15 dias y en 5 a los 30 dias pi, por el mismo método.

Sin embargo, cuando se utilizó el cocultivo, una técnica de

aislamiento viral más sensible que la inoculación de ratón lac
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Figura N°4

INFECCION DE AKODON AZARAE LACTANTE CON XJ-CLON 3 VIA INTRANASAL.

3
10 DICT50
XJ-Cïon 3, vía in.

A. azarae (48-72 h) n = 19

MORBILIDAD = 31%

Enfermos No enfermos

n = 6 n = 13

Estudiado Muertos Sacrificados

a Ios 17 días pi. n = 5 a Ios días pi:
n = 1

l 20 : n = 227 : n = 4
A9 ._

} Negativo * 35 ' n ' 3virus 60 : n = 2

-Acs Negativo 70 z F = 2
Virus: + hasta 35 días pi **

Ag + hasta 60 días pi

Acs IF: +

* Ais1amiento en ratón.
** Co-cu1tivo,
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tante, fue posib1e rescatar virus de cerebro de ios dos animaïes

estudiados a ios 27 y de 105 tres estudiados a 10s 35 dias pi.

(Tabia 3). Esto se confirmó a1 detectar antígenos de VJ por IFI

en improntas de cerebro de ratones inocuïados con sobrenadantes

de ios cocuitivos.

Los cocu1tivos correspondientes a ios animaies sacrificados a

ios 60 y 70 dias pi fueron negativos.

Además, se observó antígeno vira] en improntas de cerebro de

Aggdgp a 105 20, 27, 35, 60 y 70 dias pi, coincidiendo en algunos

casos con ei aisiamiento vira] por cocuitivo. Asimismo, se detec

taron Acs IF en suero a partir de 105 20 dias pi.

4.1.3. Animaiesaduitos por distintas vias de inocuiación.

Se inocuiaron 35 ejempiares aduitos (2 meses de edad) por viaim

in e ip. (Tabia 4). Ninguno de estos animaïes presentó mortaiidad.

Tampocoserecuperó virusdefauces o sangre a ios 10, 15 y 30 dias.

No se detectó infectividad en cerebro ni en "pooi" de órganos

(bazo, riñón, higado y puimón) a Ios 10, 15, 30 y 70 dias pi y

tampoco se observaron antígenos viraies en 1as improntas de cere

bro (30 y 70 dias pi).

Se detectaron Acs IF en sueros (diiuidos 1/5) en 2 de 9 anima
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Tab1a N°3

DETECCION DE VIRUS, ANTIGENO VIRAL Y ANTICUERPOS EN AKODON AZARAE LACTANTE

INOCULADO CON XJ-CLON 3, VIA INTRANASAL.

Animaïes Morbí- Estudiado a SNC Acs

inOCU1ad°S 1idad días pi. Virusa Antígenob IFC
(n)

5 si 17-20d NR NR NR

1 s1 17 Neg* NR Neg

2 no 20 Neg* +(1/2) +

2 no 27 Neg* +(1/2) +

2 no 27 Pos(2/23** Neg +

3 no 35 Pos(3/3)** +(2/2) +

2 no 60 Neg(0/2)** +(1/2) +

2 no 70 Neg(0/2)** +(1/2) +

Controïes

n = 8 no 15-60 Neg Neg Neg

a: aísïamiento vira] por: * inocuïación en ratón 1actantezN69552.2 109100L50/m1.
** cocuïtivo de céïuïas Vero.

b: IFI en improntas de cerebro. N°de animaïes positivos / N°estudiados.

c: Sueros diïuïdos 1/5.

d: Estos 5 Akodonmurieron espontáneamente.
NR: No realizado.
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195 inocuïados por vía in, 7 de 9 ínocu1ados por vía im y 5 deS

por vía ip.

En otro experimento se estudiaron un tota] de 10 hembras que

estuvieron en contacto con crías infectadas por vía in 6 ic. En

e11as no se observó mortaïidad y no se detectaron Acs IF en sus

sueros a Ïos 2 meses post-contacto.
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Tab1a N°4

INFECCION EXPERIMENTAL DE AKODON AZARAE ADULTO CON XJ-CLÑN 3.

Animaïes Vía Morbimor- Aisïamíento Anticuerpos
Inocuïados ta1ídad Víraïa IFb

15 in No Neo 2/9

15 1m No Neg 7/9

5 ip No Neq 5/5

azde cerebro, "0001" de bazo, hígado, riñón y puïmón y de sangre y/o

fauces en cu1tivo de céïuïas Vero.

b: N°de sueros positiv0s / N°de sueros estudiados.

Neqzs 1.2 10910 DICTSO/mïpara órganos.
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4.1.4. Concïusiones

a)

U' v

O
V

Los anima1es Iactantes inocuiados por via ic resuïtaron muy

sensibies a 1a infección presentando una mortaiidad de] 95%,

a1tos tituios de virus en cerebro en etapa aguda y en ios

dos únicos sobrevivientes no se detectó infección persistente.

Los Iactantes inocu1ados por via mucosa presentaron baja

mortaïidad (28%), infectividad en cerebro detectable por co

cuïtivo hasta e] mes pi,y fue posibïe detectar una infección

proïongada ya que se observó antígeno vira] en cerebro de

dos animaies sacrificados a Ios dos meses pi.

Los aduïtos fueron pOCOsensibïes ya que no se observó mor

ta1idad, ni infectividad en órganos,.sangre o fauces.

No se observó transmisión horizontaï de 1as crias inocuïadas

con VJ a 195 hembras en contacto con Tas mismas.
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4.2. Akodon doiores

4.2.1. Lactantes por via intracerebra].

En e] 70%de Ios animaies inocuiados (26/37) se observaron

signos de enfermedad entre ios 7-35 dias pi. Los signos obser

vados fueron: pérdida de equiiibrio, peio erizado, tembiores,

convu1siones y paráiisis dei tren posterior. Quince de estos

animaies murieron, siendo ei dia promedio de muerte221, SÏ 1.6.

Cinco animaies murieron en fechas tempranas (10 dias pi) sin

enfermar, probabiemente por faita de cuidados maternos. La mor

taiidad registrada fue de] 64%.

Se sacrificaron seis animaies enfennos para ei estudio de

1a etapa aguda de 1a infección y 11 sobrevivientes a 105 35

(n = 6), 70 (n = 4) y 90 (n = 1) dias pi. (Tabia N°5).

Se aisió virus de cerebro en aitos tituios (102- 105 UFP/

m1) de animaies sacrificados entre ios 17-24 dias pi. Estos

aisiamientos coincidieron con 1a detección de antígeno virai en

improntas y/o cortes de cerebro por IFI. No se rescató virus de

sangre, cerebro ni "pooi" de bazo, higado y riñón de animaies

sobrevivientes sacrificados a 1os 35 dias pi y 70 dias pi (por

inocu1aci6n en ratón Iactante).

Se detectó antígeno virai en 1a impronta de un A. doïores

estudiado a ios 35 dias pi, siendo negativas las improntas dei



Tabïa N°5

DETECCION DE VIRUS , ANTIGENO VIRAL Y ANTICUERPOS EN AKOÜON DOLORES LACTANTE

INOCHLADO CON XJ-CLON 3, VIA IC.

SNCAnima] Morbi- Estudiando a Acs

(n) 1idad Ios (días Di) Virusa Antïaenob IF

¡si
1 si 17 10' +++ >.1/4

. 2 5* _5 S1 20-24 10 -10 +++ - 1/20
ii

6 si (3/6) 35 Neq + (1/6) >.1/40

4 si (2/4) 70 Neg** Neg >.1/40

1 no 90 Neq*** Neg >.1/40

Contro1es

n = 5 no 30-60 Neq Neg Neg

a: aísïamiento vira] en : * cuïtivo de tejidos (UFP/mï) Negzs 5 UFP/m1

** ratón 1actante

*** co-cu1tivo de

b: IFI en imprentas y/o cortes de cerebro.

Neq ¿a 2.2 IoglnDLSO/mI

cerebro



resto de los animales (Tabia N°5).

Se reaïizó cocu1tivo de cerebro de un anima] sacrificado a

Ios 90 dias pi. No se aisïó virus en ninguno de 105 4 subcuïti

vos reaïizados.

Se observó una rápida respuesta inmune humora] que permitió

detectar Acs IF desde los 17 dias pi, a1canzando tituïos >-1/40

a 10s 35 dias pi.

4.2.2. Aduitos por distintas vias de inocuïación.

Se inocuïaron 6 A. doïores mayores de dos meses de edad

con 104 DICTSO,dos por via ic y 4 por via ip. No se observó

morbimortalidad. Los animaïes fueron sacrificados a 105 40 dias

pi.

No fue posib1e recuperar virus de cerebro ni órganos por

inocuïación en ratón Iactante. Se detectaron Acs IF en Ios dos

animaïes inoculados por via ic y en dos de Ios cuatro inocu1a

dos por via ip.

Las hembras en contacto con las crias infectadas, no presen

taron morbimortaIidad asi comotampoco Acs IF en sus sueros.
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4.2.3. Conclusiones

a) A. dolores lactante es sensible a la infección con la cepa

XJ-Clon 3 por via ic, presentando un 6 % de mortalidad y

altos titulos virales en cerebro en la etapa aguda de la in;

fección.

b) En los lactantes sobrevivientes a la infección no se detec

tó infección persistente.

c) Los adultos son poco sensibles a la cepa XJaClon 3.

d) No se observó transmisión horizontal de las crias inoculadas

a las hembras en contacto con las mismas.
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4.3. Akodonmoiinae.

4.3.1. Lactante por via intracerebrai (Figura N°5)

Doce de ios 20 A. moiinae inocuiados presentaron signos de

enfermedad entre ios 6-34 dias pi; estos consistieron en in

coordinación de 1a marcha, convuisiones y paráiisis dei tren

posterior. Siete de estos aniraies murieron entre ios 10-34 dias

pi y ios cinco restantes fueron sacrificados en distintas fecbas

y sóio uno de eiios fue sacrificado enfermo (Fig. N°5).

En 1a primer semana pi cinco roedores murieron sin presentar

enfermedad. Dadoque se detectó virus en cerebro a ios siete

dias pi, no puede descartarse que estas muertes tempranas se de

ban a 1a iniección virai.

Si se considera 1a muerte de ios animaies con y sin signos

de enfermedad 1a mortaiidadd tota] fue dei 6 2.

Se aisió virus de cerebro a ios 7, 15, 21, 37 y 57 dias pi,

con tituios de 4.5, 5.2, 4.5, 4 y 3.3 10910 DLSO/grespectiva

mente. No se detectó infectividad a ios 131 y 182 dias pi por

inocuiación de ratón 1actante. Los aisiamientos de bazo e higa

do fueron negativos y en sangre de detectó virus a ios 7 y 15

dias pi, en bajo tituïo. Cabe señaïar que se aisió virus de cere

bro tanto de 1 anima] enfermo (21 dias pi) como de aqueiïcs

que se encontraban aparentemente sanos en e1 momentodei sacri



Figura N°5

INFECCION EXPERIMENTAL DE A. MOLINAE LÜCTANTE C9N XJ-CLON 3, VIA IC.

3
10 DICT50
XJ-Cïon 3, vía ic.

(n: 20)Akodon moïínae

MCRBILIDAD = 60%\
Enfermos No enfermos

n = 12 ,///"//,)n = 8\\\\\\\
Estudíados Muertos Estudiados a 105

n = 5 n = 7 n = 5 (días pi)

a 105 21, 37 7 : n = 2

57, 131 y 182 15 : n = 1

días pi. I
Virus : + 57 días pi MORTALIDAD= 60% Virus: +

Ag : + 182 días pí ( 12/20) Ag : +

Acs IF: > 1/54 Acs: '+
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ficio (Tabïa N°6).

Se detectó antígeno vira] en cortes por criostato de cere

bro desde Ios 7 días pi hasta ios 182 días, cuando se dió por

finaïizado e] estudio.

A los 7 días pi 1a inmunofiuorescencia se observó en for

ma foca]. La cantidad y extensión de 1os focos positivos fue

en aumento a 10 Iargo de] tiempo, aicanzando e] máximo entre

105 15 y 57 días pi para 1uego disminuir a Ïos 131 y 182

días pi (Fig. N°6).

E1 antígeno se observó en forma de gránuïcs finos en e]

citopiasma de neuronas corticaïes e hipocampo así como tam

bién en céiuïas de epéndimo, p1exos coroideos y meninge parie

ta1. Losanimaies contro1es fueron negativos.

A partir de 1os 21 días pi, en Ias mismas céïuïas que pre

sentaban antígeno viraï se observaron depósitos de Ig cuando

se utiïizó 1a técnica de IF indirecta con fÏUOTeSCeïnaPara de“

tectar Ag y 1a directa con rodamina para 105 depósitos de Ig.

La intensidad de los inmunocompïejos fue en aumento para 11e

gar a un máximo a Ïos 131 y 182 días pi coincidiendo con 1a

disminución de antígeno viral y con 1a no detección de virus

infeccioso en cerebro.

Los animaïes sacrificados en estas dos ü1timas fechas no

presentaban signos de enfermedad a pesar de 1a masiva presen
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Tabïa N°6

ESTUDIO VIROLOGICO, INMUNOHISTOQUIMICO Y RESPUESTA INMUNE EN AKODON MOLINAE

LACTANTE INOCULADO CON XJ-CLON 3, VIA IC.

Sacri- Signos neuroïógicos Virus en a Estudio IF Acs
ficio a 1a cerebro sangre en SNC

(días pí) 2°semana Sacríf. (IogloDLSO/mï) Ag Ig IF

7(n=2) no no 4.5 2.4 + Neg Neg

15 no no 5.2 2.4 +++ Neg 1/2

21 si si 4.5 NR ++++ +/- 1/64

37 si no 4.o Nega ++++ + NR

57 si no 3.3 Neg +++ +++ >4/64

131 si no Neg Neg ++ ++++ >4/64

182 si no Neg NR + ++++ >4/64

Controïes

7-57 no no Neg Neg Neg Neg Neg
(n=5)

a: Neg ¿52.2 IogloDLSO/m1(titu1ado en ratón 1actante); b: 1a cantidad de Ag ó
de depósitos de Ig, se evaïuó con 1a siguiente escaïa: -: sin Ag; +/- pocas
cé1u1as con Ag (1%); ++: 1-10%; +++: 10-25%; ++++:>25%; NR: No reaïízado.
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FIGURA 6

COQTE DE CEDERQO DE A. MOLINAE LACTANTE INÜCULADO CÜN XJ-CLON 3 VIA IC.

Se observa Aq viral en neuronas a 105 37 días pi.
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cia de inmunocompïejos a nive] SNC.

Se detectaron Acs IF a partir de 1os 15 dias pi, obteniér

dose titulos =>1/64 a 1os 21 dias pi.

4.3.2. Aduïtos Dor distintas vias de inocuïación.

Se inocuiaron 15 animaïes, Spor'viaim.5 por via in y 5 por

via io, 10s animaïes no presentaron signos de enfermedad ni

mortaïidad y no se detectó virus en sangre ni en fauces asi

como tampoco en órqancs (bazo, higado, cerebro, riñón) a 10s

10, 15, 30 y 7C dias oi. No se observó Ag en 1as inprcntas de

cerebro a 1os 30 y 70 dias pi.

Sóio se detectaron Ac IF en 105 anima1es inocu1ados por

via ip. En 1os restantes animaïes no se detectó respuesta

inmune humoraï.
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4.3.3. Conc1usiones

1) Akodon mo1ínae 1actante.

a- Es sensibïe a 1a infección exoerimentaï con 1a cepa

XJ-Cïcn 3 por vía ic presentando una mortaïídad de]

6 %.

b- Los anímaïes desarroïïan una infección persistente ya

que es posíbïe rescatar virus de SNChasta 105 dos me

ses pí y detectar antígeno hasta por 1o menos 1os seis

mESES .

c- Coincidentemente con e1 desarro110 de 1a respuesta in

mune humoraï se observan masivos depósitos de Ig en

neuronas con Ag viraï sin que estos inmunocompïejos

provoquen signos c1ïnicos de enfermedad neuroïógica.

2) A. mo1inae adu1to es poco sensíbïe a 1a infección expe

rimentaï con 1a cepa XJ-Cïon 3.



4.4. Caïomxs ca11idus (Figura N°7)

4.4.1. Lactantes y aduitos por via intracerebra] (Tabïa N°7)

Lactantes:

Se detectó un 35%de morbiiidad (lO/28) a partir de Ios 11

14 dias pi. Los signos observados fueron ataxia, oc1usión ocu

1ar y 1ateraïización de 1a marcha. Si bien no se registraron

105 pesos corporaies, ios animaies infectados presentaron

menor tamaño corpora] comparado con ios animaies no infecta

dos.

Los animaies enfermos no se recuperaron, ya que murieron o

fueron sacrificados con ios signos mencionados a ios 2 meses pi.

Se registró una mortaïidad de] 17%entre ios 11-21 dias pi.

Por probiemas técnicos, no pudo reaïizarse e1 aisïamiento dei

virus en 1a etapa aguda. En periodos tardios (2 meses pi) soia

mente pudo intentarse e] aisiamiento en cuitivo de tejidos

(procedimiento menos sensibïe que piaqueo o inocuiación a ratón

1actante) recuperándose VJ de cerebro de sóio 1 de 9 animaies.

Se detectaron Acs Neu en "pooï" de sueros, con indices de

neutralización >-2.

Adu1tos:

La mitad de ios animaïes inocuïados (7/14) presentaron sigros
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FIGURA 7

CALOMYS CALLIDUS ADULTO.
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Tabïa N°7

INFECCION EXPERIMENTAL DE C.CALLIDUS CON XJ-CLON 3 PGR VIfi IC.

Morbiïidad Morta1id?d Aís1amiento víra]
Anímaïes en cerebroa AcsC

(n) % días días Etaoa aguda 2 meses

Lactantes b
28 35 (11-60) 17 (11-21) NR + (1/9) +

Aduïtos
14 50 (12-55) 50 (14-55) +(3/3) N69 +

a: aísïamíento en cu1tivo de tejidos. Neg :51,2 IogloDICTSO/mï

b: N°de positivos/N°de animaïes estudiados

c: Acs Neu a 105 2 meses pi.

+: Indice de neutra1ización:> 2.
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de enfermedad semejantes a ios observados en ios ïactantes:

ociusión ocu1ar y 1atera1ización de 1a marcha a partir de 1a

segunda semana pi.

Tres animales fueron sacrificados enfermos entre ios 13 y

17 dias pi y cuatro murieron entre ios 14-55 dias pi. Se aisïó

virus de fauces de dos animaies y de cerebro de ios tres ani

maies sacrificados en 1a etapa aguda de 1a infección. Los sie

te sobrevivientes fueron sacrificados a 10s dos meses pi, no

recuperándose virus en cerebro ni en sangre por inocuiación en

cultivo de tejidos. Se detectaron Acs Neu en "pooi" de sueros

con indices de neutraiización entre 2 y 4.

4.4.2. Lactantgsgyfaduitos por via mucosa.

Lactantes: (Fig- N°8)

Se inocuiaron 26 C. ca11idus_1actantes de los cuaies, 20

presentaron signos de enfermedad a partir de 1a segunda semana

pi. Estos consistieron en ataxia, ociusióntotai oparcia] deios

ojos (Fig..°9)y1atera1izacióndeialnarcha(Fig. N°10).Seregis

tró unretraso en ei crecimiento que se evidenció por un menorpeso

corpora] comparadocon1a media de peso norma], estadiferencia

resuïtó significativa aïos 20 dias pi(Fig. N°11). Losochoanima

les quesobrevivieron recuperaronsu peso hastaiiegar a vaiores

normaies a 105 2meses cuandofueron sacrificados (Fig. N°12).
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Figura N°8

INFECCION EXPERIMENTAL DE CALOMYS CALLIDUS LACTANTE POR VIA IN.

103 DICT50——————-— c. caHidusr (48-72 hs)

XJ-Cïon 3, vía in n = 26

MORBILIDAD = 77%

I ataxia
ocïusión ocuïar

Enfermo.4áEÉ . ..
s\\\1aterahzac1on

n = 20 pérdida de peso

Aisïamiento víra] de hísopado
farïnqeo y ocuïar: +

Pérdida de peso +

Muertos Sobrevívíentes

n = 12 (60%) n = 8

(13-54 días pi) Sacrificio 2 meses pi.

Virus en cerebro -Seroïogïa : Acs : +
-Cocu1tívo SNC : +

-Ais1amíento en ratón

Cere ro G1. Saïívaï
I

+ + +
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FIGURA 9

CALOMYS CALLIÜUS LACTANTE INOCULADO CON XJ-CLON 3 VIA MUCOSA A LOS 21 DIAS pí.

Se observa oc1usíón de ambos ojos.
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FIGURA 10

CALÜMYS CALLIÜUS LACTANTE INOCULADO CON XJ-CLON 3 VIA VUCOSA A LOS 21 DIAS pí.

Se observa 1atera1ízacíón de 1a marcha.
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FIGUQA 11

.CALOMYS CALLIDUS LACTANTE INOCULADO CON XJ-CLON 3 VIA MUCOSA A LOS 21 DIAS pi.

Se observa un anima] infectado con menor peso corpora1 y un contro] sin

infectar de 1a misma edad.
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Figura N°12

CURVAS DE PESO DE CALOMYS CALLIDUS LACTANTE INOCULADO POR VIA IN
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En 1a primer semana pi, 6 animaies murierOn sin presentar

cuadro c1inico probabiemente por faita de cuidados maternos.

Doce de ios 20 animaies enfermos (60%) murieron,siendo 1a fecha

promedio de muerte 22.5 Í 11.4 (Y'Ï ES). La mortaïidad totaï fue

de] 69%.

Se aisió virus de hisopado faringeo a los 10,20, 30 y 45 dias

pi, disminuyendo ei porcentaje de aisïamiento positivos con e]

tiempo. Asimismo, fue posibie recuperar virus de hisopado ocuiar

de 2 de 3 animaies que presentaban ociusión ocuiar y en 4 de

5 roedores se detectó virus en cerebro entre ios 15-20 dias pi.

(Tabïa N°8).

Los 8 sobrevivientes fueron_sacrificados a los dns meses Di

sin siqnos de enfermedad ( Tabia N° 9 ). Los seis cocuitivos

de cerebro reaiizados resuïtaron positivos. Asimismo,se detectó

virus en 5 de 7 cerebros y en Sde 7 giánduias saiivaïes por ais

1amiento directo en ratón 1actante.

Se detectó antigeno virai en cuatro improntas de cerebro por

IF indirecta ( Tabia N°9).

E1 virus aisiado de cerebro tanto en 1a etapa aguda como a los

dos meses pi, se comprobó que era VJ por neutraiización con un

suero anti-VJ de rata en cu1tivo de tejidos.

Se detectaron Acs IF y/o neutraiizantes en todos ios sueros

estudiados.



TabIa N°8

AISLAMIENTO VIRAL DE CALOMYS CALLIQQÉ_LACTANTE INOCULADO CON XJ-CLON 3

VIA IN

Aisïamiento vira] dea

Días pi Hisopado Cerebro
Fauces Ocuïar

10 8/10b NR 2/2

20 9/11 2/3 2/3

30-45 3/9 NR NR

60 0/3 NR 7/8C

a : En ratón Iactante

b : N° positivos / N° de anima1es estudiados

c : Se reaïizó por inocuïación en ratón Iactante y/o cocuïtivo.

En 1a Tabla N° 9 se detaïïan Ios resuïtados obtenidos.
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TABLA N° 9

PERSISTENCIA DEL VIRUS JUNIN EN CALOMYS CALLIDUS LACTANTE INOCULADO POR VIA IN,

A LOS DOS MESES PI.

Anima] Cocuïtivo Ais1amiento vira] a Ag en
de Acs

NC cerebro Cerebro G]. sa1íva1 Cerebro

(1og10 DLSO/mï) ( IF )

1 + 2.7 2.7 + 1/2ob

2 + 2.7 Es 2.2 NR NR

3 + NR 2.7 + >1/gcb

4 NR 2.3 :E 2.2 + NR

5 + Neg NR NR >1/eeb

6 NR Neg 2.3 + >1/5 C

7 + 3.5 2.3 + >1/s C

8 + 2.7 2.3 NR >1/s C

Contro1es
(n=2) Neg s 2.2 s 2.2 Neg Neg

a : En ratón Iactante

b : Acs Neu

c : Acs IF.

Neg :5 2.2 logloDLSO/mï.



7/

Aduitcs

Dos de 105 siete animaies inocuiados presentaron ociusión

otuiar y 1atera1izaci6n de 1a marcha a 105 18 dias pi y fueron

sacrificados a ios 20 y 22 dias pi. Se aisïó virus de fauces

de uno de 10s animaies y de cerebro de ambos por inocuiación

de ratón 1actante. En ios anima1es oue no enfermaron no se de

tectó virus en fauces a ios 15 y 30 dias pi.

De ios 5 sobrevivientes, se aisió virus en 1 de 3 cocuitivos

de cerebro reaiizados (Tabia N°10).

Se detectaron Acs Neu, en "pooï" de sueros con un indice de

Neu => 3.

4.a.3. Estudio de 1a transmisión horizonta]: Transmisión de] virus

de crias infectadas a sus madresL (Tab1a N°11).

Se estudiaron 4 hembras que estuvieron en contacto con 1as

crias infectadas con XJ-Cion 3, 3 de e11as con crias inocuïadas

por via in y una con crias inoculadas por via ic.

Una hembra (en contacto con crias inocuïadas por via in) pre

sentó oc1usi6n ocuïar a ios 2 meses y ïateraiización de 1a mar

cha a Ios 7 meses pi. Ctra hembra (en contacto con crias inocu1a

das por via ic) presentó Iateraïización cuandofue sacrificada a

Ios dos meses pi.(F19-13 y Fig. 14).

De ambas fue posibïe rescatar virus de cerebro por inocuïación
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Tabïa N°10

INFECCION EXPERIMENTAL DE CALOMYS CALLIDQÉ_ADULTO POR VIA INTRANASAL

Anima] Morbiiidad Sacrificados Virus en Acs a

(n) ( dias pi ) Cerebro Fauces IF

. b b
2 51 19-22 + 2/2 + 1/2 NR

5 no eo - 0/2 b - 0/5 b 5/5

+ 1/3 C

a : N°de positivos / N° animales estudiados. Sueros diiuidos 1/5.

b : Aisiamiento en ratón lactante. Neg :52.2 iogloDLSO/mi.

c : Aislamiento por cocuitivo.
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FIGUQA 13

CALÜMYS CALLIDUS HEMBRA INFECTADA CON XJ-CLON 3 POR CONTACTO CON SUS CRIAS.

A Ios 2 meses post-contacto. Se observa ocïusíón ocuïar.
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FIGURA N°14

CALOMYS CALLIDUS HEMBRA INFECTADA CON XJ-CLON 3 POR CONTACTO CON SUS CRIAS.

A ‘Ios 7 meses post-cantacto. Se observa 1atera11’zac1’ón de 1a marcha.
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en ratón Iactante, y en una de eïias se detectó antígeno virai

por IF en impronta de cerebro.

En ias hembras restantes no se observaron signos de enferme

dad y ios aisiamientos viraies de cerebro resuïtaron negativos.

Las 4 hembras desarro11aron respuesta inmune humorai medida

por Acs IF, 10 que demuestra que en todas existió transmisión

dei virus a partir de ias crias infectadas.
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Tabla N°11

TRANSMISION HORIZONTAL DE CRIÁS INFECTADAS CON XJ-CLON 3 A SUS MADRES.

Cerebro

2 Morbíïidad Sacrificio Virusa Antïgeno

N° (meses pi) (1oqlnDLSO/m1)Vira1

1 si 7 > 2.7 +

2 no 7 s 2.2 N69

3 no 7 Í 2.2 Neg

4 s1 2 >- 2 7 NR

Q N° 1, 2 y 3 en contacto con crías inocuïadas con XJ-C10n 3 vía in.

Q N° 4 en contacto con crías ínocuïadas con XJÁCIOn3 vía ic.

a: aisïamiento en ratón 1actante. Neg¿5 2.2 IogloDLSO/mï.
b : Acs IF en sueros díïuïdos 1/5
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4.4.4. Conc1usiones

1) Caïomvs ca11idus tanto 1actante comoaduïto, es sensibïe a

4

V

V

\z

VV

1a infección con VJ ( J-Cion 3) por via intracerebra] aunque

1a via mucosa resuitó más exitosa.

Es posibie rescatar virus de cerebro en 1a etapa aguda de 1a

infección.

Existe e1iminación vira] por fauces en aduïtos en 1a etapa

aguda y en 1actantes hasta ios 45 dias pi.

Tanto ios Iactantes comoaduïtos sobrevivientes son capaces

de estabiecer una infección proiongada con VJ hasta ios 2

meses pi.

Es posibïe 1a transmisión horizonta] de] virus.

Por 10 tanto, C. ca11idus podria, teóricamente, insertarse

en 1a cadena natura] de transmisión de VJ. Esto señaïa 1a

necesidad de rea1izar estudios a campopara determinar si

existe infección naturaï con VJ en este cricétido.
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4.5. Conciusiones Generaies de] Capituio 4.

1)

3)

A. azarae, A. dolores3 A. moïinae y C. ca11idus son sensibies

a 1a infección con virus Junin, siendo Ios 1actantes ios más

susceptibies ya que ias cuatro especies presentaron mortaiiu

dad, infectividad en cerebro y respuesta inmune humorai.

Los adultos desarroiiaron una infección asintomática eviden

ciada sólo por 1a presencia de Acs, con excepción de g¿_ca¡

iiidus que desarroiió infección persistente.

A. moiinae 1actante inocuiado por via ic fue capaz de desa

rroiiar una infección persistente evidenciada por 1a presen

cia de virus infeccioso en cerebro hasta los 2 meses pi y

de antigeno vira] hasta 1os 6 meses pi.

A. doiores 1actante desarroiió soiamente una infección agu

da y no pudo detectarse persistencia vira1 por métodos con

vencionaies de aisiamiento, aunque esta no puede descartarse

dado que no se reaiizaron cocuitivos.

A. azarae lactante inocuiado por via in, presentó virus en

ei SNChasta ios dos meses pi, en baja concentración ya que

sóio pudo ser detectado por una técnica muy sensibie comoe]

cocuitivo.
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5) C. caiïidus 1actante y aduïto inocuiado por via intranasa]

fue capaz de desarroiïar una infección persistente evidenciada

por 1a detección de virus en cerebro y gïánduïa sa1iva1 hasta

10s 2 meses pi. Se determinó 1a eiiminación de virus por sa

1iva hasta ios 45 dias pi. Asimismo, se determinó transmisión

horizontaï entre crias infectadas y sus madres.
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5. RESULTADOS DEL DESARROLLO DE UN ANTIGENO INACTIVADO DE VIRUS JUNIN.

5.1. Efecto de 1a temperatura sobre 1a infectividad vira] de 1a ceoa

XJ-Cïon 3.

Se estudió e] efecto de 1a exposición a 0°C y 37°C sobre 1a

infectividad de] VJ crecido en céïuias Vero.

7,Se utiiizó un Iote de XJ-Cion 3 (titu1o inicia] de 10 35UFP/

m1) para e] estudio a 37°C y otro Iote, con idéntico número de
6,81pasajes, (tituio de 10 UFP/m1)para e1 estudio a 0°C. Se c010

caron 7 m1 de 1a suspensión viraï a 0°C (baño de hieio a 4°C) 6

a 37°C (baño de agua) durante 48 hs. Se obtuvieron aiicuotas

(1 m1) a las 1, 3, 6, 9, 12, 24 y 48 hs que se conservaron

a -7G°C hasta su tituïación por p1aqueo en céiuias Vero bajo

agarosa.

A 0°C, e] tituïo se mantuvo invariabïe durante 9 hs, mientras

que a 1as 24 hs disminuyó 1 log y soiamente 0.20 Iogs más a ias

48 hs.

Por ei contrario, a 37°C se observó un descenso de 3 logs a

1as 24 hs con respecto a1 tituio inicia] (Tabïa 12 y Figura 14).

La posterior inactivación de XJ-Cïon 3 con FAse reaïizó a

0°C dado que a esta temperatura se observó una menor inactivación

térmica. Para evitar inactivación vira] por efecto de] pH, éste
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Tabïa N°12

EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA INFECTIVIDAD DE VIRUS JUNIN XJ-CLON 3

A pH: 7.2

Tiempo Temperatura

(horas) 0° 37°C
(Iog10 UFP/m1)*

0 6.81 7.35

1 NR 7.40

3 6.82 6.22

6 NR 5.78

9 6.88 5.62

12 NR 5.50

24 5.83 4.40

48 5.62 NR

* Cada muestra fue tituïada por dup1icado
NR: no reaïizado.
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se mantuvo en e1 rango de 7.0 - 7.2, ya que es e] pH de] sustra

to (Vero) donde repïicó e] virus y porque en este rango se mantie

ne por más tiempo 1a infectividad (102).

Inactivación de XJ-Cïon 3 con formaidehido a1 0.1 y 0.05% a 0°C.

Un iote de XJ-Cion 3 - Vero (tituio inicia]: 105,34UFP/mi)

se fraccionó en 2 a1icuotas (7 m1) y se inactivó con FA en con

centraciones finales de 0.05 ó de 0. Z, respectivamente, incubán

dose a 0°C con agitación constante durante 48 hs a pH:7 - 7.2.

Se obtuvieron a1iquotas a 1as 0, 1, 4, 9, 12, 24 y 48 hs, a

ias que previa neutra1ización de] FAcon bisuifito de sodio a1

35%, se conservaron a -70°C hasta su tituiación.

Para ambas concentraciones se observó a] tiempo 0 un pequeño

descenso de] tituio por ei agregado dei FA. A 1as 4 hs de trata

miento se detectó un descenso de 1 Iog y 1uego 1a inactivación

se hizo más 1enta, no detectándose infectividad a ias 24 hs para

0.1% y a 1as 48 hs para 0.05% de FA. A partir de ias 4 hs de tra

tamiento, 1a inactivación fue 1inea1 para ambas concentraciones

de FA (Figura 15).
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Figura N°15
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5.3. Obtención de antigenos inactivados de VJ con dos dosis de forma]

dehido,4y concentrados por precipitación con PEGL_9 uitracentri

fuaación.

Con e1 objeto de ïograr una inactivación segura, para 1a pos

terior obtención de Ags inactivados se utiiizaron tiempos de tra

tamiento mayores a ios requeridos para ia no detección de infecti

vidad por métodos standard de aisiamiento (un pius de airededor

de 24 hs).

Para eiio, se utiiizaron 70 hs de tratamiento para 1a concentra

ción de 0.05% y 50 hs para 0.1%. De acuerdo a ias curvas de inacti

vación obtenidas, con estos tiempos de tratamiento se obtendrian
-4

10 UFP/m1o sea una particuia infectiva cada 10 1 de suspensión.

Para 1a obtención de ios Ags inactivados se utiiizaron iotes de

6’5 UFP/m].XJ-Cïon 3 crecidos en céiuias Vero, con tituios de 10

En 1a figura 16 y 1a Tabia 13 se presenta ios Ag obtenidos: Ag A

inactivado con 0.1% de FA 50 hs; Ag B: inactivado con 0.1% 50 hs y

concentrado 10 x precipitación con PEG; Ag C: tratadocon FA a] 0.1%

50 hs y concentrado por uitracentrifugación y posterior purificación

en gradiente de sacarosa; Ag D: inactivado con 0.05% 70 hs y Ag E:

iguai que e] anteriOr y concentrado por precipitación con PEG.

Para detenminar 1a eficacia de 1a precipitación con PEG, un 10te

de XJ-Clon 3 se concentró 30 x con PEGy posteriormente se inactivó

con FA a1 0.1% 50 hs (Ag F). Se recuperó un 17.5% de 1a infectivi
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Figura N° 16 ANTIGENOS INACTIVADOS CON FA.
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Tabïa N°13

INACTIVACION DE VIRUS JUNIN (XJ-CLON 3) CON DOS DOSIS DE FORMALDEHIDO Y

CONCENTRACION POR PRECIPITACION CONPEG 0 ULTRACENTRIFUGACION

Antigeno Tituio Formaidehido Concentración Concentración
Iniciai Fina] de

(iogloUFp /m1) % hs Proteinas
( mg/m] )

A 6.7 0.1 SC N0 5.6

B PEG (10x) NR

C 6.5 Uïtracentrifugación y 1-6
purificación en gra
diente de sacarosa(100x)

D 6.7 0.05 70 N0 6.0

E PEG (10x) NR

F 6.0 0.1 30 Concentración con PEG 5.4

previa a 1a inactiva
ción (30'x)

Contr01* 3.2

* Sobrenadante de céiuias Vero sin infectar.

NR : no reaïizado.
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dad inicia] Iuego de 1a precipitación con PEG(Tabia 14).

Las técnicas de concentración con PEGy u1tracentrifugación y

purificación en gradiente de sacarosa se encuentran detaiiadas en

e] apéndice técnico.

Para cada antigeno, se determinó infectividad residuai e inmu

genicidad para ratón aduito y cobayo. En este üitimo, se reaiiza

ron estudios de protección contra ei desafio con 1a cepa patóge

na XJ.

5.3.1. Determinaciónde infectividad residuai.

La presencia de virus infectivo en cada uno de ios Ags se de

terminó por:

a) Inocuiación directa: en ratón 1actante por via ic. Se utiii

zaron dos camadas de diez ratones cada una. Se consideró

negativo cuando no se observaron signos neuroiógicos y/o muer

te durante Ios 21 dias de observación.

b) Pasaje ciego: A ios 7 dias pi se reaiizó un pasaje ciego a

partir de Ios ratones inocuiados con e] Ag inactivado.

c) Cocuitivo de cerebro: a partir de cerebro de 2 ratones inocu

iados con ei pasaje ciego se reaiizó cocuitivo a ios 7 dias pi.

No se detectó infectividad residuai luego de 1a inactivación

con FA a1 0.1% 50 hs o a1 0.05% 70 hs (Ag A y D) asi como tampoco
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Tabïa N°14

RECUPERACION DE XJ-CLON 3 LUEGO DE LA PRECIPITACION CON PEG.

Fracción V01. UFP/m1 UFF Iotaïes %
E

(m1) (x 10') Recuperación

Virus

c1arificado 200 5.5 1100 100

Sobrenadante 200 0* 0 0

Precipitado
resuspendido 7 27.5 192.5 17.5

* Ausencia deinfectividadtanto por inocu1ací6n en ratón 1actante comopor
pïaqueo bajo agarosa.



en Ios mismos Ags concentrados por precipitación con PEGo por

u1tracentrifugación (Ag B, C y E).

Sin embargo, cuando XJ-Cïon 3 fue concentrado y posteriormente

inactivado con FA (Ag F), se detectó virus residual en ei cocui

tivo de] pasaje ciego. E1 virus ais1ado se confirmó como VJ me

diante neutraiización con un inmunosuero especifico anti-VJ. Por

10 tanto, este Ag no se utilizó para 1as posteriores pruebas de

inmunogenicidad en ratón aduito o cobayo.

5.3.2. Antigenicidad para ratón aduito ( Tabïa N°15)

Se estudió e1 poder antigénico de 1os Ags A, B, C, D, y E por

inocuiación en ratón aduito. Se utiiizaron ïotes de 5 ratones

que se inocuïaron con 3 dosis semanaies de 0.3 m1 por via ip.

Con e] mismo esquema de inmunización se inocuió un grupo contro]

6,5 UFP/mi).de 4 ratones con XJ-Cïon 3 sin inactivar (Tituio: 10

A ios 10 dias de 1a ü1tima dosis se obtuvo sangre por punción re

troorbitai obteniéndose suero para determinar Acs IF y Acs Neu.

Todos ios antígenos fueron efectivos en inducir respuesta

inmune humora]. Se detectaron Acs IF con tituios de 1/5 a 1/10 y

Acs Neu con tituios de 1/20 a 1/40. No se obtuvieron diferencias

significativas en ïos tituïos de Acs obtenidos con Ags concentra

dos y no concentrados.

Los ratones inocuiados con XJ-Cion 3 sin inactivar presentaron
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Tabïa N°15

INMUNOGENICIDAD PARA RATON ADULTO DE ANTIGENOS DE XJ-CLON 3 INACTIVADOS

CON FORMALDEHIDO

Tratamiento Anticuerpos*
Antïgenos

% FA Concentración Neu IF

A 0.1 No 1/40 1110

B 0.1 PEG 1/40 1/10

C Ultracentri- 1/20 NR

fugacíón

'D 0.05 No 1/40 1/5

E " PEG 1/40 1/5

XJ-Cïon 3

(106°5UFP/m1) No No 1/160 >114o

* : en"p001"de sueros.
FA : Formaïdehïdo.
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tituios de Acs mayores a ios obtenidos con 105 Ags inactivados.

5.3.3. Antigenicidad para cobayps (Tabia N°16)

E1 cobayo es un huésped experimenta] que ha sido utilizado

tanto como marcador de atenuación de cepas de VJ asi como en

estudios de fisiopatogenia, ya que es ei huésped experimenta]

que mejor reproduce 105 signos de 1a FHAhumana.

Dado que XJ-Cion 3 inactivada con FA fue inmunogénica para

ratón aduito, nos interesó determinar si también 10 era para

e] cobayo y si era capaz de protegerio contra el desafio con

XJ.

Se ensayaron dos antígenos inactivados con FA a1 0.1% 50 hs:

ei Ag A (no concentrado) y e] Ag C (concentrado 100 x por uitra

centrifugación y purificado en gradiente de sacarosa).

Ag A:(no concentrado)

Se inocuiaron 5 cobayos con 4 dosis semanaies de 1 m1 por via

im, sin adyuvante. A ios 10 dias de 1a üïtima dosis se obtuvie

ron muestras de sangre y se determinaron Acs IF y Acs Neu.

En ios 5 sueros se detectaron Acs IF con títuios de 1/20 a

1/80 y Acs Neu con tituïos de 1/20 a 1/40.

Estos cobayos inmunizados no fueron protegidos contra ei desa

fio con 1a cepa XJ de VJ (Item 5.3.4.) La faita de protección
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Tab1a N°16

IMMUNIZACION DE COBAYOS CON ANTIGENOS INACTIVADOS.

Cobayo Anticuerpos *

No Neu IF

Ag A Ag C Ag A Ag C

1 1/20 1/16 1/80 Neg

2 1/40 1/8 1/20 Neg

3 1/40 1/8 1/20 NR

4 1/40 1/8 1/40 Neg

5 NR 1/8 1/40 NR

Controïes

(n = 5) Neg Neg

* : A 1os 10 dias de 1a üïtima dosis de Ag

Ag A : Inactivado con FA a1 0.1%. 4 dosis semana1es de 1 m1 via im.

A9 C 3 Inactivado con FA a1 0.1% y concentrado por u1tracentrifuga

ción y purificado. 3 dosis semanales de 0.5 m1 con adyuvante
de Freund,via subcutánea.
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observada podria deberse a un nive1 de Acs insuficientes. Por

10 tanto, decidimos en un segundo experimento utiïizar un Ag

concentrado y purificado con e1 objeto de obtener una mayor

respuesta y con e110 protección.

Ag C: (concentrado con u1tracentrifugaci6n).

Se inocuiaron 5 cobayos con 3 dosis semanaies de 0.5 m1 con

adyuvante de Freund, por via subcutánea. Se utiiizó un grupo

contro] de 5 animaies sin inmunizar. A ios 10 dias de 1a üiti

ma dosis se obtuvieron muestras de sangre para determinar Acs

Neu e IF.

Se detectaron Acs Neu en tituios de 1/8 a 1/16 pero no se

observaron Acs IF.

Con e] objeto de estudiar e] poder neutraïizante de Ios

Acs inducidos por XJ-Cion 3 inactivada contra 1a cepa XJ (cepa

desafio), se determinó mediante neutraiización cruzada e] ti

tuio de Acs Neu contra XJ-Cïon 3 y contra XJ en ios sueros de

ios cobayos inmunizados con e] Ag C.

Se utiiizó 1a técnica de reducción de piacas bajo agarosa.

La neutraiización se rea1izó con "pooi" de sueros de Ios 5

cobayos contra 100 UFP de XJ-Cïon 3 y contra 100 UFP de XJ.

Nose ha11aron diferencias significativas entre los dos ti

tulos de Acs contra ias dos cepas, contra XJ-Cïon 3 fue de 1/24
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y contra XJ fue de 1/12.

5.3.4. Estudio de protección de cobayos.

Los cobayos inmunizados con 4 dosis de] Ag A, tres dosis de]

Ag C y ios animaies controïes sin inmunizar se desafiaron con

100 DL50 de 1a cepa XJ por via im, a Ios 12 dias de 1a üitima

dosis.

No se observó protección contra e] desafio ya que ios anima

1es inmunizados murieron entre ios 11-14 dias pi, en igua] fe

cha que 105 controïes. En ambos grupos se observó descenso de

peso a partir dei tercer dia post-desafio y todos eïïos exhibie

ron e1 cuadro hemorrágico tipico de 1a Fiebre Hemorrágica Expe

rimentai en 1a autopsia.
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5.4. Conciusiones

1)

N
V

(A) V

La inactivación de XJ-Cion 3 con FA a1 0.1% 6 0.05% a 0°C

fue 1inea1 a partir de 1as 4 hs de tratamiento, no detectán

dose virus a ias 24 hs para 1aconcentraci6n de 0.1% y a Ias

48 hs para 0.05% de FA.

Fue posibie inactivar XJ-Cion 3 con FAsin destruir su capa

cidad antigénica, ya que 1a inocuïación de Ag inactivados a

ratón aduito y cobayo indujo formación de Acs Neu e IF.

La inmunización de cobayos con estos Ag inactivados a pesar

de inducir la formación de Acs Neu no protegió contra ei

desafio con XJ.

La ausencia de protección en cobayos inmunizados frente a1

desafio con 1a cepa patógena, señala que otros mecanismos

además de 1a inmunidad humorai, parecen ser indispensabies

para obtener protección.
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6. DISCUSJON

Los estudios expuestos en esta tesis tuvieron comoobjetivo

contribuir a1 contro] de 1a FHA.E1 contro] de esta enfennedad se

puede reaiizar por dos caminos principaïes: reducción de roedc

res reservorios de VJ y 1a inmunización de 1a pobiación suscepti

bie.

Para estabïecer un programa de contro] de roedores es necesa

rio conocer todas ias especies que puedan estar invoïucradas en

ei mantenimiento de] virus en 1a naturaieza, su densidad, distri

bución y caracteristicas ecoiógicas. Hasta e1 presente, se aisïc

VJ de C.muscu1inus, C. 1aucha, A. azarae y Mus muscuïus pero se

desconocía si otras especies podrian también desarroïiar infec

ciones persistentes con VJ y de esa forma ser reservorios poten

ciales de] virus.

Para investigar ese área, en este estudio se determinó 1a

respuesta a 1a infección experimenta] con VJ de cuatro especies

de cricétidos: Akodon azaragJ Akodon moiin__a_gJAkodon doïores y

Caiomvs ca11idus.

En e] género Akodon, 1a respuesta a 1a infección experimentai

con la cepa XJ-Cïon 3 fue heterogénea dependiendo de 1a edad, via

de inocuïación y de 1a especie. Los anima1es aduitos fueron poco

sensibies ya que no se observó morbimortaiidad, no se detectó vi

rus en sangre, fauces u órganos y 1a respuesta inmune humora] va
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rió con 1a via de inocuiación, siendo en aigunos casos negativa.

Por e] contrario, ios Akodon1actantes demostraron ser sensi

bies. Cuandose utilizó 1a via ic, desarroïïaron una infección

lata] cuya severidad fue mayor para A. azarae, aicanzando casi

un 100%de mortaiidad; siendo menor para A. moiinae y A. doiores.

En ios animaies sobrevivientes a 1a infección se detectó in

fección proiongada en A.m01inaey A. azarae. La infección persis

tente en A. moiinae se evidenció por aisiamiento de virus de ce-J

rebro hasta ios dos meses y de antigeno vira] hasta Ios 6 meses pi.

Un hecho destacabie'fue 1a presencia de depósitos de Igs

coexistiendo con antigeno vira] en e] cerebro de animaies que no

presentaban signos ciinicos de enfermedad. Los inmunocompiejos se

detectaron por TF desde 1a aparición de 1a respuesta inmune humo

ra1 y Taintensidad de 105 depósitos fue en aumento con e] trans

curso de 1a infección.

Dado que nuestro estudio finaiizó a 105 6 meses desconocemos

si 1a presencia de inmunocompiéjospodria ocasionar patoiogia

tardia o bien representar 1a limpieza de] virus de] SNC.

Por otra parte, Akodonazarae Iactante inocuiado por una via

natura] como 1a mucosa presentó baja morbimortaiidad y fue posibie

detectar una infección proiongada en SNChasta los dos meses pi,

cuando conciuyó e] estudio.

Cabe señaïar que 5610 se detectó infectividad, cuando se uti

1izó una técnica muysensibie comoe1 cocuitivo. Esto üitimo su
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ción de Ag intracitopíasmático no infeccioso.

Resuïtados simiiares se observaron en 1a infección de 1a rata

aïgodonera (Sigmodon hisoidus) con virus Tamiami. En este modelo,

a pesar de no detectarse infectividad se producía una acumuiación

progresiva de antígeno intracitopiasmático en ausencia de pat010—

gía. Se sugirió que este "switch" de virus infeccioso a antígeno

intracitopiasmático podría ser una de ias razones de 1a ausencia

de efecto citopático (20).

Por otra parte, nuestros resuitados de infección experimenta]

de A. moiinae se asemejan a 10 observado para C. muscuíinus (prin

cipa] reservorio de VJ) inocuiado con XJ-Cion 3 vía ip. En este

üítimo caso, 10s aduitos resuitaron resistentes mientras que 105

1actantes presentaron una mortaiidad dei 50%. Los sobrevivientes

desarroïiaron una infección persistente en cerebro acompañadade

meningoencefaíitis (46).

Por ei contrario, en A. doiorg¿_y A. azarae sobrevivientes a

1a inocuiación ic no se detectó infección persistente, si bien

ésta no se puede descartar fehacientemente ya que 5610 se utiii

zaron métodos convencionaíes de aisiamiento viraí.

En genera], en ios estudios de infección experimenta] con are

navirus en sus reservorios se ha podido correíacionar los ha11az

gos observados en 1a naturaleza con ios resuítados obtenidos en

e] 1aboratorio.
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Sabattini y co]. no observaron infección persistente en A:

azarae Iactante inocuiado con 1a cepa Cba AN9446 (aisiada de

C;muscu1inus). Sin embargo, esta no puede descartarse, ya que

no utiiizaron 1a técnica de cocuitivo (36).

Nuestros resuitados coinciden en parte, con los ha11a2905de

A. azarae naturaimente infectado con VJ(tanto dentro comofuera

de] área endémica),

En e] caso de A. azarae se requieren estudios posteriores con

cepas de VJ aíSÏadaS a partir de] mismo huésped para dilucidar

este probiema.

Otro aspecto importante en ei género Akodones 1a infiuencia

que podria tener ei po1imorfismo cromosómico en 1a infección vi

ra].

Recientemente, se aislaron en Africa arenavirus re1acionados

a1 virus Lassa de cricétidos cercanos a M.nata1ensis (principai

reservorio). Se observó que existirian M.nata1ensis con distintos

compiementos cromosómicos (Zn = 32, 34 y 36) y diferente sensibil

1idada1a infección con virus Lassa (18).

Teniendo en cuenta este antecedente y considerando que Akodon

presenta poiimorfismo cromosómico, tanto en autosomaS (A¿E911235_Y

R. dolores) como en cromosomassexuaïes (A. azarae), seria impor

tante en futuros estudios a camaoy en e] Iaboratorio, determinar

en este género 1a reiación entre genotipo y sensibilidad a1 VJ.
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La infección experimenta] de C. caiiidus con XJ-Cion 3 demos

tró oue esta especie es sensibie a 1a infección y capaz de desa

rroliar una infección persistente con eiiminación de virus a tra

vés de sa1iva.

Los resuïtados obtenidos se asemejan a 105 observados en 1a

infección experimenta] de C. muscuiinus tanto con XJ-Cion 3 como

con 1a cepa saivaje Cba AN 9446.

C. ca1iigus_1actante inocuiado por via natura] (mucosa) pre

sentó una mortaiidad de] 70%y en ios sobrevivientes se detectó

virus en cerebro y giánduïa saiiva] hasta 105 dos meses pi, no

5610 por 1a técnica de cocuïtivo sino también por un método menos

sensibie comoes 1a inoculación en ratón Iactante.

Los signos de enfermedad observados fueron simiiares a ios

presentados por C. muscuiinus inocuiado con XJ-Cion 3 via ip, ya

que se observó cuadro neuroiógico y un menor tamaño corpora]. Es

te retraso en ei crecimiento en animaies infectados también fue

observado en C. musculinus inocuiado con Cba AN9446 (44), C.ca110

su¿_con virus Machupo (21) y en Mus muscuius con LCM(103). En es

te üitimo caso, se detenninó que ei menor peso corporai se debia

auna deficiencia en 1a hormona de] crecimiento y se demostró que

1a repïicación vira] era primariamente en cé1u1as secretoras de

esta hormonaen giánduïa pituitaria (103).

Por otra parte, 1a ociusión ocuiar observada también seha des

cripto en 1a inocuiación decobayos con VJvia in (104)y en otros vi

rus taïes comoen 1a infección congénita deratones por Reovirus(105).
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Es de destacar ouetanto losC.callidus adultos inoculados por

via incomo las hembrasquese infectaron naturalmentepor contacto

con sus crias, desarrollaron infecciones persistentes. Este último

hallazqo denuestra,además, laexistencia de transmisión horizontal

ya ouecrias inoculadaspor viaic comoinfueroncabaces detransmitir

la infeccióna susmadres probablementeatravésde la saliva.

Un hecho similar se observó en el principal reservorio, Q;

musculinus inoculado con XJ-Clon 3 via ip, donde se observó trans

misión horizontal ya que un 26%de las hembras en contacto con sus

crias infectadas desarrollaron infección persistente acompañadade

meningoencefalitis (54 ).

Por otra parte, en nuestro estudio se detectó virus en el cere

bro de una hembra.infectada naturalmente con XJ-Clon 3 a los 7 me

ses pi. Este hecho, sugiere que la respuesta inmune humcral obser

vada no seria suficiente para la limpieza viral.

En el modelo C. musculinus - XJ-Clon 3 se observó la aparición

de variantes antigénicas tanto en la etapa aguda comoen animales

persistentemente infectados. Estas variantes escaparian a la res

puesta inmunehumoral, lo que podria explicar la persistencia del

virus a pesar de la presencia de Acs (47).

Asimismo, la respuesta a la infección de C. callidus con XJ

Clon 3 es semejante a la presentada por C. musculinus con Cba AH

9446 via in. En este modelo se observó que los lactantes desarro

llaron una infección persistente con virus en sangre, fauces y ori
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na. Si bien, no se observaron signos neuroiógicos de enfermedad

se registró una mortaïidad de] 7 %entre ios 24-40 dias pi, pre

cedida por un retraso en e] crecimiento. Los C. muscuïinus_persis

tentemente infectados presentaron una marcada reducción en 1a

eficiencia reproductiva.

Por e] contrario, ïos C. muscuiinus__adu1tos desarroiiaron

una infección persistente pero no presentaron mortaiidad ni a1te

ración en su potencia] reproductivo (44).

Si bien se ha podido determinar 1a existencia de transmisión

verticaï post-nata] (35), 1a importancia de 1a misma en e] mante

nimiento de] VJ en 1a pobïación de roedores no se conoce con exac

titud.

De acuerdo a Ios datos ya comentados, debido a 1a fertiiidac

reducida de ios C. muscuiinus inocuïados a1 nacimiento, 1a trans

misión horizontai seria fundamenta] para e] mantenimiento dei

virus en 1a naturaieza.

No ocurriría 1o mismo con Ios C. muscuïinus adultos donde 1a

fertiiiCad no se ve afectada. En este caso, tanto 1a transmisión

verticai como1a horizonta] podrian contribuir a 1a permanencia

dei VJ en 1a naturaïeza (44).

La importancia de 1a transmisión horizontaï se ha demostrado

tanto por estudios reaïizados en 1a naturaieza(35,36) comode in

fección experimentaï (35,36,44).

Las giánduïas saiivaies serian uno de ios principa1es sitios
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de repiicación virai (43).

En nuestro estudio, 5610 en e] caso de C. caiiidus se obser

v6 transmisión horizontal de] virus de ias crias infectadas a

sus madres, 10 que coincidió con 1a detección de virus en sa1i

va y giánduia saiivai y con 1a sensibiïidad a 1a infección de

ios aduitos. La existencia de transmisión horizontal asi comosu

capacidad de desarroiiar una infección persistente señaian 1a

potenciaiidad de esta especie para sostener una infección en 1a

naturaieza.

Por ei contrario, en Aggggnno se observó infección de ias

crias a sus madres coincidiendo con 1a poca sensibiiidad a 1a

infección de ios aduitos.

Esta distinta sensibiiidad a 1a infección relacionada con 1a

edad dei huésped se ha observado también en otros modeios de

infección con arenavirus. Tai es e] caso de C. muscuiinu¿_y XJ

Cion 3 via ip (46); 1a rata aigodcnera y ei virus Tamiami (20);

C. caiiosus y Machupo (21).

Unade ias principaies caracteristicas de ios arenavirus es

su capacidad de producir infecciones persistentes aunque ios me

canismos que iievan a 1a persistencia no se conocen. Probabiemen

te, existan müitipïes factores invoiucrados, ya sean dependientes

dei virus y/o dei huésped.

Para e] VJ, se ha observado que 1a presencia de mutantes Ts

y particuias defectivas serian importantes en 1a instaïación
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y/o mantenimiento de 1a persistencia "in vitro". (106).

"In vivo", en C. muscu1inus infectado persistentemente con

XJ-Cion 3 se observó 1a presencia de variantes antigénicas (47).

Más aún, ios estudios reaïizados con ratones atimicos (107) asi

como en e? modelo C. muscuiinus - XJ-C1on 3 sugieren un pape1

fundamenta] de ios 1infocitos T tanto en 1a inducción de enfer

medad neurológica como en 1a instalación o mantenimiento de 1a

persistencia, ta] vez a través de un defecto funciona] y/o

cuantitativo. En apoyo a esta hipótesis, se ha demostrado que

1a infección timica temprana de] ratón neonato inmunocompetente

está asociada a1 establecimiento de una infección persistente

(108).

En C. mqscuiinus neonatos inocu1ados con XJ-Cion 3, 1a ad

ministración de suero antitimocito aumenta 1a sobrevida y evita

1aaparición de 1esiones en SNC(51). Por 10 tanto, un defecto en

1a respuesta T dependiente podria, anáïogamente, infiuir en e]

estabïecimiento y/o mantenimiento de 1a infección persistente en

pob1aciones de roedores.

Nuestros resuitados indican que, además de 105 conocidos re

servorios de VJ, otros cricétidos son capaces de infectarse con

VJy desarroiïar infecciones persistentes.

Sin embargo, para considerar su pape1 en e] ciclo naturaï

de] VJ debe tenerse en cuenta no 5610 1a capacidad para estabie

cer una infección persistente, sino también ios factores eco1ógi
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cos y etoiógicos que permitan poner en contacto una pobiación

infectada con una susceptibïe.

Por 10 tanto, en futuros estudios de captura en e1 campo de

beria tenerse en cuenta a estas especies, en especia] C. caïiidus

y A. moiinae, y verificar si están o no infectados con VJ en 1a

naturaieza.

Dadoque estas especies se encuentran distribuidas en distino

tos puntos dei pais,dentro y fuera de] área endémica, cabe 1a

posibiiiCad de que actuén comoreservorios aiternativos de VJ fa

ciiitando 1a diseminación virai a otras áreas distintas de ias ya

conocidas, actuando comonexos entre C. musculigus_infectados y

no infectados o, en ausencia de éstos, convirtiéndose eïios mis

mos en reservorios de importancia epidemiológica.

Si esta hipótesis es correcta, resuitaria casi imposibïe con

troiar 1a FHAmediante métodos de contro] de roedores, ya que no

seria simp1emente controïar una o dos especies, sino un conjunto

de cricétidos que aunque compartenuna serie de caracteristicas

bioiógicas por derivar de un mismotronco evoïutivo, poseen a1

mismotiempo sus particuiaridades ecoiógicas y etoiógicas asi co

mouna ampiia distribución rura]. Por otra parte, cabria esperar,

en e] futuro, una mayor expansión de] área endémica de FHA,

En e] caso de 1a Fiebre Hemorrágica Boiiviana, e] contro] de

roedores fue efectivo debido a que existe una soïa especie reser

vorio, con hábitos peri-domiciïiarios.
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Para FHA, 1a situación es distinta ya que existe más de una

especie reservcrioy éstaspresentan una ampiia distribución ruraï.

Los métodos de controipropuestos hastaei presente se basan en me

didas destinadasa cambios en 1as prácticas agricoias. Por 10 tan

to, si bien e1contr01 deïos roedorescomo método de 1uchacontra 1a

FHAes posibïe, requiere aün dernayoresestudios einvoiucrainedidas

muycmnpiejasy costosas. La inmunizaciónde 1a poblaciónsusceptibie

es otra forma de contro] deesta enfennedad. Una aiternativa esia

utiiización de una vacuna a virus inactivado.

Anaiizaremos ahora ios resuitados obtenidos en 1a preparación

de Ags de VJ, inactivados con FA.

En un trabajo previo, observamos queïa cepa XJ-C10n3 crecida

en cerebro deratón 1actantee inactivada con Formaidehido(FA) a1

0.2% ó 0.05% a 37°Ceraincapaz deinducir encobayos Acs Neu ni pro

tección contraei desafiocon 1a ceanJ (101). Esta ausenciade pro

tección , fue adjudicada a 1a destrucciónde 1as giicoproteinasde

envo'ltura por acción de] FA6 bien a 1a bajamasa antigénica utiiizada.

Sin embargo, e1 FAes un agente inactivante quese ha utiiizado

ampïiamente en1a preparación devacunas viraies tanto humanas comode

uso veterinario. Dadoqueios estudioscon este inactivante no fueron

exhaustivos, en este estudio decidimosmodificar las condiciones de

inactivación con e] objeto de preservar 1a antigenicidad de] virus

En primer 1ugar, se uti1izó 1a iinea ceïuïar Vero comosustra
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to para eicrecimientc deXJ-Cion 3. En estos üïtimosaños, ias cé

1u1as Vero fueronaceptadas para producción de vacunas para uso

humanoya que se demostró ausencia de tumorigenicidad en ratas re

cién nacidas, de ADNce1u1ar y particuias C y anáiisis carioiógi

cos normales (109). Asi, han obtenido licencias para uso humano

ias vacunas contra 1a poiiomieiitis inactivada (vacuna Saik) y ia

de 1a rabia producidas en estas céiuias (110).

Por otra parte, uti1izamos O°Cpara 1a inactivación con FA,ya

que si bien 1a inactivación con FA es más 1enta a esta temperatu

ra que a 37°C, 1a inactivación térmica es menor.

Las curvasde inactivación conFA a1 0.05% 6 0.1%fueroniineaïes

a partir delas 4 hsde tratamiento. Para Iapreparación denuestros

antigenos utiiizamos tiemposmayoresa ios requeridos parano detectar

infectividad. Deacuerdoa1as rectasobtenidas esto equivaidriaa

tener airededor de 10'4UFP/m1. Este es un vaior aceptado para 1a

preparación de 1a vacuna contra 1a aftosa (111).

Nose detectó infectividad residua] en 1cs antígenos inactiva

dos, aún 1uego de 1a concentración.

Sin embargo, cuando concentramos con PEGun Iote vira] previa

mente a 1a inactivación, detectamos infectividad en cocuitivos

(1uego de dos pasajes porratón). Esto, probabiementese debaa 1a

formación de agregadosde particuïas viricas durante 1a precipita

ción con PEGquedando aigunos viriones protegidos de 1a acción

de] inactivante. Por Iotanto, este Ag no se utiiizó en ïos ensayos
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de antigenicidad.

Los restantes Ags (A, B, C, D y E) en ios que se demostró

ausencia de infectividad residua], resuïtaron inmunogénicospara

ratón aduïto ya que éstos presentaron Acs IF y Neu.

Los tituïos de Acs obtenidos con 1os Ag concentrados y no con

centrados fueron simiiares y en aigunos casos se observaron titu

Ios menores con Agsconcentrados (Tabla N°15 y 16). Probablemen

te, esto se deba a 1a baja eficiencia de recuperación de los mé

todos de concentración utiiizados. En 1a concentración con PEGse

recuperó un 17%de 1a infectividad iniciai. En 1a concentración

de] virus Pichinde con una metodoiogia simi1ar se obtuvo una rec

cuperación mayor a 1a nuestra (27 a1 43%) (112).

La baja recuperación de 1a infectividad en 1a concentración

con PEGpodria deberse a destrucción de 1a particuia vira] y/o

a 1a formación de agregados. La concentración con PEGy suifato

de amonio de1 virus Sincicia] Respiratorio Humano,determinó que

1a pérdida de infectividad inicia] se debia a 1a agregación de

particuïas virales y no a 1a destrucción de 1as mismas (113).

Por otra parte, nofueposibie caicuïarla eficienciade 1acon

centración poruïtracentrifugación, dadoqueinactivamospreviamen

te a 1a concentración. Aunque,entrabajos queutiïizaron unmétodo

simiïar‘sedeterminó queïa recuperaciónera nomenor a1 40%(114).

Para 105 ensayos de inmunogenicidad y protección decobayos se

uti1izaron los Ags A y C (XJ-C10n 3 inactivado con FA a1 0.1%).

Con ambos Ags se detectaron Acs Neu. Los tituïos a1canzados
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con e1 Ag C (concentrado y purificado) fueron menores a 1os obte

nidos con e] Ag A sin concentrar. Los tituios relativamente bajos

obtenidos con e] Ag C probabïemente se deban a que durante e]

proceso de concentración se haya perdido masa antiqénica.

De tai'manera que con un Ag sin concentrar (Ag A) se obtuvo

una mayor respuesta inmune (títuïos de 1/40). Sin embargo, tampo

co en este caso se observó proteccióncontra e] desafio con VJ.

Esta faïta de protección podria deberse a distintas causas: a)

destrucción dei poder antigénico de] virus por acción de1 FA; b)

niveï de Acs Neu insuficiente o inadecuada ca1idad de 1os Acs pr"

ducidos; c) faïta de inducción de aïgün otro mecanismode protec

ción ta] como 1a inmunidad ce1u1ar.

E”.hecho de que tanto ios ratones aduïtos comoios cobayos presentaran

Acs Neu indica que e] FA no destruyó 1a capacidad antigénica de

XJ-Cïon 3.

La importancia de 1a inmunidad humora] en 1a recuperación y

protección de 1a FHAha sido precisada por estudios reaïizados

tanto en cobayos como en humanos. La administración precoz de sue

ro anti-VJ es capaz de modificar e1 curso de 1a enfermedad tanto

humana comoexperimentaï, disminuyendo 1a mortaiidad. En e1 trata

miento de 1a FHAse demostró que 1as dosis de Acs Neu son importan

tes para Iograr 1a recuperación de 1a enfermedad (29).

Ennuestro estudio, aunqueseaicanzarontituïos de Acs Neu de 1/40

estospudieron ser insuficientes para frenar 1a infección.

Otra posibiïidad es que 1os Acs dirigidos contra 1a cepa XJ-C10n3
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no neutraiizaran eficientemente a 1a cepa desafio XJ. Datos publi

cados sobre neutraiización cruzada entre distintas cepas de VJ in

dicaron que un suero anti-XJ-C10n3 neutraïizaba 15 veces menos a

1a cepa XJ que a XJ-Cion 3 (12),

Por 10 tanto, determinamos1a eficiencia de neutraiización de

ios sueros de 105 cobayos contra 1a cepa XJ y XJ-Cion 3. Dado que

se observó una diferencia de sóio una diiución entre ambostitulos

de Acs, este no es ei caso de nuestros Ags inactivados.

Asimismo, 1a capacidad inmuncgénica de XJ-Cion 3 (vivo) se de

terminó en 105 primeros estudios de inmunización de cobayos. Los

animaies inocuiados con una sóia dosis de XJ-Cion 3 (sin inacti

var) desarroiiaron aitos tituïcs de Acs Neuy se icgró protec

ción completa contra e] desafio con XJ. En estos estudios se basó

1a experiencia piioto de inmunización con XJ-Cion 3 en voiuntarics

humanos (72,73).

Si bien, e] pepe] benéfico de ios Acs Neu ha sido comprobado en

numerosos estudios, e] papel de 1a inmunidad ce1u1ar en 1a protec

ción no está tan ciaro.

Los estudios de administración de inmunosueros indican que si

bien se modifica 1a infección con XJ, nunca se Iogra un 100%de

protección (115. Las causas de este fenómeno se desconocen.

En e] modeïo ratón se ha demostrado ei pape] fundamenta] de

los Iinfocitos T tanto en 1a Iimpieza como en 1a inducción de

encefaiitis. Sin embargo, no se sabe con exactitud comoactúan en

e] cobayo y en e] humanc.\unque, existenindicios queseñaïan oueia
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innunidadceiuïar cumpïiria un importante papei comomecanismo pro

tector.

La nueva cepa atenuada Candid 1, inocuiada a cobayos y monos

induce Acs Neu en e] 96% de ios cobayos y e] 90% de ios Rhesus,

contra Candid 1 6 XJ-Cïon 3 pero cuando se enfrenta a 1a cepa pa

tógena desafio, e] porcentaje disminuye a] 3 % de ios cobayos y

a1 50%de 105 monos. A pesar de eso, 1a protección iograda fue dei

100% (87).

Por otra parte, e] virus Tacaribe inocuiado a cobayos protege

contra ei desafio con VJ en presencia de Acs contra Tacaribe

y no contra Junin. En otro ejempïo, moncs_Bbesgs inocuiados con

Candid 1 desarroiiaron aitos titulos de Acs Neu contra VJ y bajos

o nuios contra e] virus Machupo.Sin embargo, estos resistiéron

ei desafio con Machupo (116).

En estos estudios de inmunizadión cruzada, se desconoce si

1a protección se debe a 1a inmunidad ceiuiar o a una primo-esti

muiación cruzada que aceiera 1a respuesta humora] antiviraL

Mas aún, en cobayos inocuiados con VJ se demostró que Ios poii

morfonucieares cumpiirian un ro] defensivo en 1a FH experimenta]

(117). Asimismo, en cobayos inocuiados con 1a cepa atenuada XJ 44

se detect6,además de 1a respuesta inmunehumora], actividad Iitica

en suspensiones ce1u1ares de bazo a ios 6 dias pi. Esta actividad

se adjudicó a citotoxicidad anticuerpo dependiente (118).

Todos estos datos señaian que 1a inmunidad ce1u1ar tendria un

papel importante en 1a protección a 1a infección con VJ.
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En 1as infecciones con arenavirus dei Viejo Mundoe] mecanismo

inmunoiógico dominante para 1a recuperación y protección parece

ser 1a inmunidad ceiuïar mediada por 1infocitos T (118 ).

En un estudio reaiizado con virus Lassa en cobayos¡se observó

que 1a estimuïación de céïuias citotóxicas seria cïave para 10

grar protección contra e] desafio con cepas patógenas (119).

Dado que nosotros no estudiamos 1a respuesta inmune ce1u1ar

en cobayos inmunizados con ios Ag inactivados, desconocemos si

1a faita de protección observada se debe a que 1a respuesta ceiu

lar no fue estimuiada, ya sea por una masa antigénica insuficien-.

te o porque ei Ag no fue capaz de estimuiarïa.

Nuestros resuitados indican que es posible inactivar a1 VJ

con FAy conservar su capacidad antigénica dado que Ios cobayos

inocuiadcs con 105 Ag inactivadosdesarroiïaronAcs Neu. Sin-embar

go, no son protegidos contra el desafio con XJ. Esta falta de

protección podria deberse a Acs Neu insuficientes y/o a 1a ausen

cia de mecanismos de inmunidad ce1u1ar necesarios para iograr una

protección efectiva.

La controversia sobre ventajas y desventajas de 1as vacunas a

virus vivo y atenuado y a virus inactivado ha sido ejempiificado

con 1a vacuna contra 1a Poiiomieïitis.

La vacuna atenuada de 1a Poïiomieïitis (Vacuna Sabin) es muy

efectiva en 1a prevención de 1a enfermedad, pero su inocuidad ha

sido cuestionada ya que sehan demostrado casos de poiio para1iticos
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asociados a vacunación en paises donde 1a Po1iomie1itis estaba

erradicada (120).

Por otra parte, una de ias desventajas atribuidas a 1a vacuna

Poiio inactivada ha sido su menor potencia comparada con 1a de 1a

vacuna Sabin. Sin embargo, ios recientes avances de 1a tecnoiogia

de cuitivo de tejidos asi comoen ios procesos de concentración y

purificación han permitido 1a obtención de vacuna poïio inactivada

que se administra en una única dosis (121).

Otro aspecto a tener en cuenta es que en aigunos casos, Ags que

son pobres inductores de Acs Neu son responsabïes de 1a inducción

de Acs protectores.

Existen ejempios de Ags inactivados que, a pesar de inducir una

buena respuesta inmune humora], no protegen. Un ejempio dentro de

Ios virus envueltos es e] caso de Ios paramixovirus. Estos poseen

dos giicoproteinas de superficie: 1a hemoag]utinina-neuroaminidasa

(HN) y e] componente F. Se observó que 1a vacuna contra e1 Saram

pión preparado por inactivación con FA o con Tween 80 y éter inducia

Acs Neu. Sin embargo, no protegia, a pesar de haberse demostrado

previamente 1a efectividad de 1a inmunización pasiva. Esta falta de

protección se debió a 1a destrucción de una parte cruciai dei com

pcnente F por efecto de] inactivante. Si bien Ios Acs contra 1a

hemoagïutinina son suficientes para neutraiizar e] virus, los Acs

contra F son necesarios para prevenir e] desarroïio de 1a enferme

dad ( 122 ). Los vacunados con esta vacuna presentaron una enfer

medadatipica que se adjudicó a 1a sensibiiización previa contra
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1a hemoagiutinina. Asi también, se obtuvieron resultados simiia

res con 1a vacuna inactivada de] virus de ias paperas.

Con respecto avacunas inactivadas de arenavirus, se han ensa

yado Ags concentrados de] virus Lassa inactivados con FA o radia

ción gammaó UVen cobayos. Sin embargo, a pesar de inducir Acs

IF estos no fueron efectivos en inducir Acs Neu ni protección

contra e] desafio. En otro estudio, empieandoLassa inactivado

con radiación gammajunto con Egrggteiiapertussis comoadyuvante,

se observó 1a inducción de Acs contra las principaies proteinas

estructuraies de] virus pero no protección (118).

E1 principa] probiema que se piantea para 1a producción de

una vacuna inactivada de un arenavirus, es obtener 1a masa anti

génica adecuada ya que ios titulos viraies obtenidos en

cultivo de céiuias son reiativamente bajos. Aunquecon 1a nueva

tecnoiogia de cuitivo de tejidos en microcarriers o en fibra hue

ca asi comométodos de concentración y purificación se podria so

1ucionar este inconveniente. Por otra parte, por ingenieria gené

tica se podria producir grandes cantidades de 1a giicoproteina

de envoitura responsable de 1a inducción de Acs Neu.

Con respecto a1 VJ, ios estudios de secuenciación y cionado

de] ARN(123) asi como Ios que se reaiizan con Acs monocionaies

(124) para determinar epitopes de neutraiización permitirán en un

futuro no muy iejano contar con una vacuna a subunidades o inciu

so recombinates que contengan losgenes de1VJ inductores de protec
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Asi también,1a utiiización de adyuvantes taies c0mopéptidos

muraminicos u otros de reciente desarroiio podrian mejorar 1a in

ducción de 1a respuesta inmune tanto humora] como ceiuïar.

Se han ensayado también dos arenavirus re1acionados con Lassa,

virus Mopeia y Mobaia, como candidatos a vacunas atenuadas. Estos

son atenuados para primates y cobayos y proveen una sóiida protec

ción contra e] virus Lassa. Sin embargo, se desconoce su patogeni

cidad para humanos. Es más, el virus Mopeia persiste en bazo de

primates por periodos proiongados (118).

Por 10 tanto, para 1a obtención de una vacuna atenuada contra

un arenavirus deberán considerarse 1as caracteristicas particuia

res de este grupo de virus en cuanto a su capacidad de desarro

11ar infecciones persistentes y de invadir e] SNC.

Estudios con 1a cepa XJ-Cïon 3 han demostrado que esta cepa

atenuada, que en su momento fue utilizada como vacuna en humanos,

es neuroviruienta (81) y capaz de causar daño en e1 miocardio en

e] primate Cebus apeiia (125) y producir infecciones transpiacen

tarias y persistencia en cobayo (78) asi como efectos mutagéni

cos (126) para este ü1timo huésped.

Es más, se ha demostrado que ei VJ puede modificar su tropismo

hacia e] SNCpor pasajes sucesivos en e] mismo huésped (127), 10

que señaia e] riesgo de que una cepa atenuada revierta a 1a viru

1ancia.
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Los estudios con1a cepa atenuada Candid 1, se encuentran en

etapas muy avanzadas y con resuïtados muy aientadores se ha ini

ciado 1a inmunización en voiuntarios humanos (89).

Sin embargo, ios riesgos que impiica una vacuna a virus ate

nuado justifican que se continúe con 1a búsqueda de otras aiter

nativas. Estas inciuirán, además de ios Ags inactivados que has

ta e] presente no parecen ser muyefectivos, 1a utilización de

péptidos producidos por ingenieria genética, anticuerpos anti

idiotipo o bien de recombinantes. Por otra parte, 1a protec

ción heteróioga conferida por e] virus Tacaribe contra e] VJ en

cobayos y marmosets en ausencia de neurotropismo y persistencia

vira], sugiere que su potencia] uso en humanosdeberia ser con

siderado (95).

En conciusión, se requieren estudios más profundos, no soio

con referencia a 1a obtención de Ags potentes y seguros sino

también sobre ios mecanismos de fisiopatogenia y protección en

1a Fiebre Hemorrágica Humanay Experimenta].
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7. APENDICE TECNICO

7.1. Virus Junin

7.1.1. Cepa XJ-Cion 3: Esta cepa se originó a partir de] cionado

7.1.2.

de 1a cepa XJ prototipo en céiulas MA111. Se uti1izó un 10

te con 8 pasajes en cerebro Iactante después de su cionado

(72).

Su tituïo fue de 1.31 x 108 UFP/m] en céiuïas Vero.

Cepa XJ prototipo : Esta cepa fue aisiada a partir de sangre

y órganos de un paciente de 1a locaiidad de Junin en 1958 y

fue mantenida por pasajes sucesivos en cerebro de ratón 1ac

tante y en cobayo.

Se empieó un iote con ios siguientes pasajes: cobayos 2, ra

tón 1actante 13, cobayo 25, ratón 18, céiuïas Vero 2. Su ti
5,5

tuio fue de 10 DLSO/mi (ratón) y de 2,3 x 105 UFP/m].

7.2. Aisiamiento y titulación vira].

7.2.1. Preparación de Iotes viraïes. Cepa XJ-Cion 3 en cerebro de

ratón 1actante: Se utiiizaron ratones Rockiand de 48-72 hs

de vida que fueron inocuiados por via ic con 103 DL50de

XJ-Cion 3. Los animaies fueron sacrificados a Ios 7 dias pi,

y con sus cerebros se reaiizó un homogeneizado a1 10%en
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soiución de Hanks + 3%de suero de ternera + antibióticos

e] que se centrifugó a 10.000 g 40 min. a 4°C. E1 sobre

-70°C hasta su utiiinadante se fraccionó y congeïó a

zación.

Cega XJ-Cion 3 en cultivo de tejidos: Monocapas de céiuias

Vero crecidas en boteïias Roux se infectaron con una multi

pïicidad de infección de 0.1 UFP/ céiuïa. Luego de 2h de ad

sorción se coïocaron 60 m1 de Eagie + 5%de suero de ternera

+ 0.01M de Hepes a pH=7.Z.

Se cambiólei medio diariamente,previo lavado de 1a monocapa.

A los 4 y 5 dias pi se cosechó e] sobrenadante, que fue cen

trifugado a 2000 rpm 30 min. a 4°C para eïiminar restos ce

1u1ares. E1 lote vira] fue fraccionado y conservado a -70°C

hasta su utiiización. Los tituios aicanzados fueron de 107’3
6,3

a 10 UFP/m].

. Procesamiento de 1as muestras.

Las muestras de órganos se conservaron a -70°C hasta su

procesamiento . Se realizaron macerados a1 10%con Hank's ó

Eagie + 3%suero de ternera + 1%antibióticos. Luego se cen

trifugó a 10.000 g durante 40 min. a 4°C y e] sobrenadante

fue inocuïado puro o en diïuciones decimaïes en ratones Jac
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tantes; o cu1tivo de céïuias Vero para su titulación por

ACPo por p1acas bajo agarosa.

e inocuiada con di

1uciones decimaïes a partir de 1a diiución 10-1.

La sangre fue obtenida con heparina

Los hisopados de fauces u ocuiares se obtuvieron con hiso

po y este fue 1uego coïocado en un tubo con 0.5 m1 de Eag1e +

% suero de ternera + 2%antibióticos e inoculados en ratón
o1actante o cültivo de Céluïas.

. Tituiación en ratón lactante.

Se emplearon ratones cepa Rockiand de 48-72 hs provenien

tes de una coionia mantenida en e] Depto. de Microbioiogia.

Las muestras se inocuiaron (0.02 m1),por via ic,a camadas

de 9-10 animaies. Se registró mortaïidad entre 105 9 y 21

dias pi de aquelios animaïes que exhibieron signos neuroiógi

cos de FHA.

E] tituio se determinó por e] método de Reed y Muench (128)

en DLSO/ m1.

Las muestras tuvieron 10s siguientes iimites de detección:

para Ios sobrenadantes diiuidos a1 décimo (10'1) se consideró

neg cuando fue 252,2 logIODLSO/m1y para ios sin diïuir (100)

fue :El,7 'logloDL50 /m1.
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7.2.4. Titulación en cuitivo de céiuias mediante ACP.

7.2.5.

Se utiiizaron monocapasconfïuentes de céiuïas Vero cre

cidas en tubo, 1as que se mantuvieron con medio Eagïe + 3%

de suero de ternera + antibióticos. Se 1nocu1aron0,2 m1 por

diiución a cuatro tubos. Se incubó 1 h a 37°C y 1uego se

añadió medio de mantenimiento. Se cambió e] medio 2 veces

por semana observándose 1a aparición de ACPdurante 14 dias.

E1 tituio se determinó por e] método de Reed y MüenchdZB).

E1 vaicr limite de detección fue de 1,2 10910 DICTSO/mi.

Tituiación en cuitivo de céiuias mediante UFP.

Se utiiizaron monocapas de cé1u1as Vero crecidas en bote

11as de 25 m1. Se inocuiaron 0.2 m1 de ias muestras por du

piicado.

Luego de 1 h a 37°C, 1as monocapas se cubrieron con 8 m1

deunadnezcia en partes iguaies de agarosa (Sigma) a1 1%.y

Mem2x + 4%de suero de ternera + antibióticos. Las bote11as

se -incubaron invertidas a 37°C y a1 6to dia 1as piacas se

reveiaron con una segunda capa de agarosa con rojo neutro a1

4%.

A1 7modia se ieyeron las piacas. Para faciiitar 1a 1ectura

se consideró 1a diiución que contenia entre 50-100 piacas.

Titulo = X (número de UFP promedio) = UFP/m1

dilución x voïumen dei inócuio

Neg = S 5 UFP/m1.
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7.2.6. Aisiamiento por 1a técnica de cocuitivo.

La muestra de órgano se 1avó con soïución salina de

Hank's y se cubrió con antibióticos 1 h a 4°C. Posteriormen

te se cortó en trozos pequeños. Los microexpiantos se resus

pendieron en Mem+ 5%suero de ternera + antibióticos. Una

parte de 1a suspensión de expiantos, se mezció con dos partes

5 cé1u1as/m1). Sede una suspensión de céiuias Vero (1.5 x 10

inocularon 5 m1 de 1a mezcia a bote11as de 25 m1, por dup1i

cado. Los cocuitivos se observaron diariamente y se hicieron

3 repiques. E1 sobrenadante de cada subcuitivo se inocuió en

ratón Iactante para determinar infectividad y de cada sub

cuïtivo se prepararon cubres de tubos Leightonpara determi

nar Ag por IFI (129).

7.3. Animaies de experimentación.

7.3.1. Akodon azarag (Fisher, 1829) y Caiomys ca11idus (Thomas, 1916):

Tanto los animaïes aduïtos como1os 1actantes fueron provistos

por e] bioterio de 1a Comisión de Energia Atómica (Ezeiza), a

cargo de] Dr. C. Quintans.

La coionia de Caïomxs caïiidus se fundó a partir de dos pare

jas de ejempiares capturados en e] Parque Naciona] E1 Pa1mar

(Pcia de Entre Rios) (69).
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- La coionia de A. azarae provino de 8 ejemplares captura

dos en Diego Gaynor (Pcia de Buenos Aires) (130).

Akodonmoiinae (Contreras, 1968) ygfikodon doiores (Thomas,

. Ratones: Se utiiizó la cepa Rockiand criada

1916): Los animaies fueron provistos por el bioterio de]

Instituto de Bioiogia Ceiuiar (IMBICE;La Plata) a cargo de]

Dr. F. Duiout.

La coionia de A. moiinae se fundó a partir de ejempiares

capturados en Chasicó (Pcia de Buenos Aires) y posteriormente

se incorporaron ejempiares de Sierra de 1a Ventana (67).

Los ejempiares de A. moiinae utiiizados en este estudio po

seian un compiemento cromosómico 2n= 42.

A. doiores derivó de 5 parejas capturadas en Deán Funes

(Pcia de Córdoba). Los animaies utilizados poseian un compie

mento cromosómico de 2n=38—40.(68).

En ias cuatro coionias se descartó infección con VJ y LCM

en ios animaies fundadores.

en e] bioterio

de1.Depto. de Microbioiogia, Facuïtad de Medicina (UNBA).

Se empïearon iactantes (48-72 hs) para ei aisiamiento y

tituiación virai y aduitosámayores de 1 mes) para Ios ensayos

de inmunogenicidad de los antígenos inactivados.
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7.3.4. Cobaxos:

Se utiïizaron animaïes de exocria de 300-400 gr.

7.4. Mantenimiento de 1os animaies.

Cricétidos:

Unavez trasiadados Ïos animaïesde las respectivas coïonias

fueron aïojados en cajas metáiicas individuaies (madre y su ca

maday aduitos) en e] bioterio dei Depto. de Microbioiogia (Fac.

de Medicina).

Se aiimentaron con dieta para ratones (Purina N°1) y agua

'hd-iibitumÍ'Se mantuvieron con cicios qu-oscuridad de 14 y 10

hs y con una temperatura de alrededor de 25°C.

Cobaxos:

Se ubicaron 3-4 animaies por jauia. Se 105 aïimentó con aii

mento b1anceado (Purina N°4), agua'ad-Iibitum" y verde dos ve

CES por semana .

7.5. Técnicas Seroiógicas.

7.5.1. Acs Neu::Se detenninaron por tres técnicas distintas. En e]
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texto se especifica cuá] se utiïizó en cada caso.

7.5.1.1.

7.5.1.2.

7.5.1.3.

Técnica de Virus constante-suero variable Los sueros inac

tivados (56°C 30 min.) se diïuyeron 1:2 a partir de 1a di

lución l/b en medio de mantenimiento. Cada di1uci6n se mez

cïó en partes iguaies con 200 DICT50de XJ-Cïon 3. Se incu

bó 1h a 37°C y 1uego se inocuió a monocapas de céïuïas Vero

crecidas en tubo y se midió infectividad residuaï por ACP.

E1 tituïo de Acs se expresó como 1a máxima di1uci6n en.don=

de no se observó ACP.

Técnica de virus variable-suero constante: DiïucioneS'de

1:5 de suero inactivado se mezclaron con di1uciones decima

1es crecientes de VJ ( diiución fina] de] suero 1:10) y se

incubaron por 1 h a 37°C. La infectividad residual después

de 1a neutraïización se midió por ACPen cé1u1as Vero.

El titulo de Acs Neu se expresó como indice neutraïizante

que representa 1a diferencia entre e] titulo de virus en

e] contro] y e] titu1o de virus en presencia de] suero en

sayado. Se considera comopositivo cuando este indice es

=’ 2.

Técnica de reducción de p1acas: Se rea1izaron di1uciones

1:2 de Ios sueros inactivados y se mezciaron en partes
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iguaies con 200 UFP/0.2 ml de XJ-Cïon 3. Luego de 1 h de

incubación a 37°C se plaqueó en monocapas de células Vero.

E1 tituio de Acs se consideró como 1a diiución de suero que

reduce un 50%el número de piacas contro].(131).

Para ias tres ténicas se uti1izaron los siguientes contro-'

1es: Virus + medio; virus + suero norma]; y virus + suero

anti-VJ de titu1o conocido.

7.5.2. Ags_lf: Se utilizó 1a técnica de IF indirecta sobre céiulas

BHK/21persistEntemente infectadas con VJ (132).

Para reveïar 1a reacción se utiiizaron anti-Ig tota1es con

tra ratón (GIBCO) o contra cobayo (Hyiand) marcadas con

fiuoresceina, según e] caso.

Se utiiizó comocontro] positivo un inmunosuero anti-VJ pre

parado en rata ó cobayo. La 1ectura se reaiizó en un epimi

croscopio de fïuorescencia Car] Zeitz.

7.6. Técnicas inmunohistoguimicas.

Los trozos de órganos para IF se congeiaron inmediatamen

te en isopentano :enfriado en una mezcla de hieio seco en

acetona y Iuego a -70°C o bien directamente en tanque de N2

quuido, hasta su procesamiento.
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Se reaiizaron cortes de aproximadamente 2); de espesor con

criostato y se fijaron 10 min. en acetona a 4°C.

Para 1a detección de Ag vira] se empleó 1a técnica de IFI.

Los cortes se cubrierOn con un suero anti-VJ preparado en ra

ta 30 min. a t°C ambiente. Luego de dos 1avados con PBS

(pH: 7.2) se tiñeron con suero anti-Ig totales de ratón con

jugado con f1uoresceina (1/30). Se incubó 30 min. y 1uego se

1avó 2 veces con PBS.

Los preparados fueron montados con una mezcia de giicerci

PBS (1:4).

Para detectar simuitáneamente en un mismo corte Ag vira]

e Igs se utiïizó 1a técnica de dobie tinción con fiuoresceina

rodamina. La búsqueda de Ag se reaiizó ta] como se describie

ra previamente, mientras que las Igs se investigaron median

te un suero anti-Igs ratón marcado con rodamina.

La detección de Ag en improntas de cerebro se reaiizó

con 1a misma técnica que 1a uti1izada para cortes de órganos.

7.7. Inactivación con FA

Se utilizó una soiución a1 10% de formaidehido a1 37% (FA)

( Merck ) en buffer fosfato. La inactivación se realizó con

las concentraciones finales de 0.05 ó 0.1% de FA a OÉC(baño

de hielo en 1a heiadera) con agitación constante.
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La acción de] FAfue neutraiizada con bisuifito de Sodio

(Merck) a1 35%(en esta concentración e] bisuifito es equi

moiecuiar con ei FA a1 10%) (134).

Concentración por precipitación con PEG.

Los iotes viraies se concentraron con PEG6000 (Biochem)

70 g/1itro y CINa23,2 g/iitro. La mezcia se disoivió con agi

tación constante a t°C ambiente y iuego se incubó a 4°C duran;

te 2 hs.

Se centrifugó a 10.000 rpm 1 h. E1 sobrenadante se descar

tó y-e] precipitado se resuspendió en buffer tris-CiNa-EDTA

(0 01 M, 0.1 M, 0.001 M) a pH= 7.2 . Se sonicó a 1.5 Amperes

45 seg. (112)

Concentración por uitracentrifugación y purificación en gra

diente de sacarosa.

La concentración y purificación se reaiizó en e] Centro de

Viroiogia Anima] (CEVAN)bajo 1a dirección de] Dr. José La To

rre, de acuerdo a 1a técnica descripta por Martinez Segovia,

ZN et a1. (114).

E1 lote vira] se centrifugó a 26.000 rpm en un rotor Ti 70

en una centrífuga Beckman L4.
E1 precipitado resu5pendido en 1 m1 de tampón fosfato
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0. 25 Msacarosa, se sembró sobre un gradiente discontinuo

de sacarosa (1.5 m1 sacarosa 50%en buffer fosfato + 1.5 m1

sacarosa 20%). Se centrifugó a 40.000 rpm durante 3 hs en un

rotor SN41. Se extrajo con pipeta Pasteur 1a banda opaïescen

te (1 m1) formada en 1a interfase de] gradiente.

7.10. DeterminaC16n degprOteinas

Se utiiizó 1a técnica de Bradford para determinar 1a

concentración de proteinas. (134).
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