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RESUMEN

Desde los comienzos de la década del 70 se conoce que el virus Junin (JUNV) y el virus de la
coriomeningitis linfocitica (LCMV), coexisten en la misma region de Argentina, produciendo infec-
ciones clinicas y subclinicas en humanos. La deteccién de anticuerpos para LCMV se viene rea-
lizando sélo por inmunofluorescencia indirecta (IFl), prueba que resulta en cruces serolégicos entre
algunos arenavirus. Los anticuerpos IFI no persisten indefinidamente y resultan indetectables du-
rante la fase clinica de fiebre hemorréagica argentina (FHA), por lo que en los casos de infeccio-
nes consecutivas por los virus JUNV y LCMV el diagnéstico etiolégico por IFI resulta confuso.
Para mejorar la resolucion del diagndstico etiolégico en estos casos se requieren pruebas de neu-
tralizacion (NT), que identifican la respuesta inmune tipo-especifica generada por los arenavirus.
En este trabajo se describe el desarrollo y estandarizacién de una NT por inhibicién del 75% de
ufp de la cepa autéctona Cba An 13065 de LCMV en células L. En sueros de individuos encuestados
en el area endémica de ambos arenavirus (JUNV y LCMV), y en sueros pareados de pacientes
con fiebre hemorrdagica argentina, esta NT detect6 anticuerpos para LCMV en muestras que ha-
bian resultado negativas por inmunofluorescencia, permitiendo distinguir infecciones secuenciales
por LCMV y JUNV en pacientes que presentaban seroconversiones concomitantes para ambos
agentes. El rango de titulos de anticuerpos NT encontrados para LCMV vari6 entre 5 y 640. Estos
anticuerpos son de aparicion posterior a los IFl y perdurarian de por vida. En consecuencia re
sulta recomendable la utilizacion de la sencilla y especifica prueba de NT descripta comon
con la IFI a fin de detectar las infecciones recientes y remotas por LCMV y, en los casos de wiac
ciones consecutivas por JUNV y LCMV, estudiar si existen interacciones entre las respuesas
seroldgicas a uno y otro agente.
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SUMMARY

Lymphocytic choriomeningitis virus neutralization test to disclose human nfections win
two arenaviruses in Argentina. The active coexistence of two paihogenc aremanrses. e

(JUNV) and lymphocytic choriomeningitis (LCMV), in the same regon of Argerina, fas Deen
known since the early 70's, and records of clinical and subcinica’ human ectons Dy one anc
or the other agent have been continuously produced for the last 25 years. Ans-LOMV antibody s
currently searched only by indirect immunofiuores: £, 2 lest hal shows Cross Meacions among
a number of arenaviruses yielding, in the cases of LCMV ang JUNV consecutive infections, a
concomitant seroconversion for both viruses, as an inconCiusive diagnosiic resull. In contrast
neutralization (NT) tests reveal arenavirus antibodies directed 10 unigue epiiopes on these virus

envelopes, thus allowing to disclose the sequence in the cases of consecutive infections. In this
paper, the characteristics of neutralization (NT) test for LCMV in cell cultures are described, as
well as its performance in the field diagnosis of LCMV human infections. The native LCMV strain
Cba An 13065 was inoculated on L-929 cell (ATCC CCL 1), and procedures were followed to
perform a constant virus-variable serum NT test. Final points of sera titrations were expressed
as the maximal serum dilution that yielded 75% of pfu inhibition. This NT test was assayed on
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paired serum samples of 36 patients with confirmed Argentine hemorrhagic fever (AHF) (a disease
caused by JUNV), who had had a known previous contact with LCMV through IFI. The use of
this one test led to confusing diagnosis of the disease due to concomitant seroconversion for
JUNV and LCMV. By using NT test, it was shown that: some of them were possibly not infected
by LCMV, and that 30/36 cases (83,3%) had a pre-existing level of LCMV antibody, with titers in
the range of 5 to 640, remaining unchanged 60 days after the clinical AHF. This shows that NT
: antibodies to LCMV are not influenced by the outcome of the immune response to JUNV, thus
confirming the efficiency of NT test as identificator among arenaviruses. To assess the perfor-
mance of this NT test in individuals having only IFl antibodies to LCMV, 126 serum samples
obtained through serological surveillance in a rural area of Argentina, were used. It was found
that NT had improved coincidence with IFI as IFI titers increased. Interpretations were based on
the pan-arenavirus antibody response obtained by using IFI as the only test. Results presented
herein prove that the described NT test is a valuable tool for the detection of LCMV infections,
particularly when a previous infection with LCMV has to be demonstrated during the acute phase
of Argentine hemorrhagic fever.
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El virus de la coriomeningitis linfocitica (LCMV),
aislado en 1933, es el virus prototipo de la fami-
lia Arenaviridae y uno de los seis agentes de este
grupo patégenos para el hombre. La mayoria de
las infecciones humanas por LCMV transcurren de
modo inaparente y, en los casos en gue se mani-
fiesta como enfermedad, es tipicamente una in-
disposicién febril con mialgias, leucopenia y
trombocitopenia, con el agregado, en algunos
casos de parotiditis, orquitis, artritis 0 pancreatitis
(8, 10). Con cierta frecuencia se presenta una
segunda onda de enfermedad febril que afecta al
sistema nervioso central (meningitis aséptica de
origen inmunopatolégico) y raramente evoluciona
hacia encefalitis severa (5). La infeccion prenatal
se adquiere por via trasplacentaria y existe evi-
dencia de gque pucde ser causa de hidrocsfalia y
otras alteraciones congénitas (2, 7, 20).

Algunas presentaciones clinicas de LCMV se
asemejan a la fiebre hemorragica argentina (FHA),
enfermedad producida por el virus Junin (JUNV),
otro de los agentes patégenos para el hombre de
la familia Arenaviridae. La activa coexistencia,
conocida desde comienzos de la década del 70,
de ambos arenavirus en la zona endémica de
FHA (1, 13), sumada a las semejanzas clinicas y
la deteccién de infecciones por LCMV solamente
por immunofluorescencia, son causas de diagnds-
ticos confusos, situacion que se complica con la
reciente descripcién de nuevos arenavirus en la
region cuya patogenicidad para humanos es aun
desconocida (3, 12). El diagnéstico etioldégico cer-
tero de las enfermedades febriles compatibles con
infecciones por arenavirus es imperativo por lo
anterior y porque, actualmente, es mediante ade-

cuadas baterias de pruebas seroldgicas que se
seleccionan los donantes de plasma de convale-
cientes para curar la FHA (14) y se vigila el esta-
do inmunitario de la poblacién expuesta a esta
patologia, para cuya prevencion se esta utilizan-
do desde 1830 una vacuna efectiva.

El método seroldgico hasta hoy mas inequivo-
co para discriminar el agente etioldgico en las
infecciones por arenavirus es la prueba de neu-
tralizacion (NT) que, al detectar anticuerpos diri-
gidos contra polipéptidos Unicos presentes en la
envoltura externa de estos virus (6), combina sen-
sibilidad y alta especificidad para evidenciar la
inmunidad tipo-especifica generada por los
arenavirus. Los anticuerpos neutralizantes (AcNT)
en la infeccion por LCMV son de aparicién tardia,
con fuios usualmente Pajos, Y persistivian por
prolongados periodos de tiempo (8). Esto deter-
mina que el diagndstico de infecciones recientes
por este agente deba realizarse, como efectiva-
mente se hace desde afios atrds, mediante prue-
bas de inmunofluorescencia indirecta (IFl), méto-
do que resulta en reacciones cruzadas con JUNV
en presencia de altos titulos de anticuerpos (17,
18). La IFI es, en consecuencia, de escasa utili-
dad para discriminar infecciones sucesivas por
LCMV y JUNV o viceversa, como es el caso fre-
cuente en el drea endémica de FHA, resultando
en confusas seroconversiones concomitantes para
ambos agentes.

En este trabajo se presenta una técnica de NT
para LCMV desarrollada en nuestro laboratorio,
con el objeto de establecer un diagnéstico
serolégico especifico de infecciones clinicas y
subclinicas por este virus en humanos.
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Se utilizé la linea celular L-929 (ATCC - CCL
entre los pasajes 566 y 585.
La cepa autéctona de LCMV denominada Cba
13065 y aislada en la provincia de Cérdoba por
ttini y col (20) fue el antigeno utilizado en las
uebas de NT. Este consistié en una suspensién
20% de cerebro de ratén albino lactante, inocu-
do con 2,5 x 108 ufp del virus. Como diluyente
wara las mezclas virus-suero o virus-medio se uti-
120 EMEM-NEAA (Gibco) con penicilina-estrep-
“omicina y, a los fines de estabilizar la reaccién de
meutralizacion, 10% de una mezcla de sueros hu-
manos obtenidos de individuos sanos (diluyente
A). Este mismo diluyente sin el componente sue-
0 humano normal se utilizé para obtener las dilu-
ciones iniciales del virus (diluyente B).
Se utilizaron muestras de suero de tres origenes:
a) Voluntarios humanos incluidos en 1988 en
las pruebas de eficacia protectora de la vacuna
Candid 1 contra la FHA. Por esta razén, la po-
blaciéon fue seleccionada en base a criterios que
definen el riesgo de contraer FHA: varones de 15
a 65 afos de edad que vivieran y/o trabajaran en
areas rurales de 41 comunas del sur de la pro-
vincia de Santa Fe (15). De cada voluntario se
obtuvo una muestra de suero pre-inoculacién. Un
total de 7.227 muestras de suero fueron estudia-
das mediante pruebas de IFl para detectar
anticuerpos para LCMV, encontrandose 172 sue-
ros positivos. En este trabajo se utilizaron 126
sueros positivos para LCMV procedentes de esta
encuesta seroldgica.
b) Pacientes de FHA con evidencias de algun
contacto con LCMV (n = 36) seleccionados al
azar y estudiados para evaluar seroconversiones
para LCMV. De cada paciente se usaron mues-
tras pareadas de suero obtenidas en la admisién
con diagnéstico presuntivo de FHA, y 60 a 90
dias luego del comienzo de los sintomas de la
enfermedad. El diagndstico de FHA en estos in-
dividuos se realizé por NT, segtn la técnica de
Webb y col (21).
¢) Individuos sanos (n = 11) de los que se ex-
trajeron muestras de 200 ml de suero que, luego
de un tamizaje negativo para JUNV, LCMV (por
IF1), HIV, hepatitis B y C, Chagas, sifilis y
brucelosis se reunieron como pool para ser utili-
zado al 10% como suero humano normal.
Para la titulacién de virus, células L-829, sem-
bradas en policubetas de seis cavidades, fueron

inoculadas con diluciones logarmtas & & s
pensién de LCMV. Luego de 2 asscrss 28
rus durante 1 h a 37 °C en incCubacion Sl s
4% de CO,, se cubrieron las monOCapas Son W
mezcla en partes iguales de agarosa Seasen &
1% en agua, y Medio BME (Sigma) con suee W
bovino al 6% v/v, L-glutamina (283 pg = &
antibiéticos (200 U de penicilina y 100 o5 =
estreptomicina/ml de medio). Los cultivos =miects
dos fueron incubados durante cuatro dias €= &

niendo 1:30000 de rojo neutro (Gibco). Las u'g
fueron contadas luego de un dia exira de incue
bacién a 37 °C como se ha indicado.

El método desarrollado para detectar AcNT fue
el de virus constante-suero variable. En las prue-
bas, se diluyd el virus en diluyente B hasta una
dilucién anterior a aquélla que contuviera aproxi-
madamente 2000 ufp/ml, ésta fue enfrentada a los
sueros problemas y control positivo, diluidos fac-
tor 2 0 4. La ultima dilucién del virus (que se mez-
clé con los sueros) asi como las diluciones de
sueros se realizaron empleando diluyente A. Las
mezclas virus-suero y el tubo conteniendo la di-
lucién original de virus, diluido 1:2 en el diluyente
B fueron incubadas 1 h a 37 °C. Todas las mez-
clas virus-suero fueron inoculadas en monocapas
de células L-929 y el procedimiento fue continua-
do como se ha descripto antes para la titulacion
del virus. Los resultados se expresaron como la
mas alta dilucién de suero que inhibiera el 75%
de las ufp contadas en la titulacion simultadnea del
virus.

Las pruebas de IFl para LCMV se realizaror
segun la técnica de Peters y col (17) para virus
Machupo.

La metodologia descripta en el presente traba,
permitié la sistematica obtencion de ufp por ino-

culacién de la cepa 13065 de LCMV en celulas
L-929. Las placas eran redondeadas, de bordes
nitidos y diametro variable (1-3 mm

Los resultados obtenidos con las muestras
pareadas de sueros procedentes de pacientes con
FHA se presentan en el Cuadro 1. El rango de
titulos encontrados en IF] (8 a 4096) presentd una

dispersion notablemente mayor que el rango de
5 a 640 obtenido para los mismos sueros por NT.
Los sueros de los 36 pacientes analizados pro-
dujeron diferente respuesta dependiendo del em-
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Cuadre 1. Titulos de anticuerpos inmunofluorescentes y
neutralizantes contra LCMV obtenidos en muestras parea-
das de suero de pacientes con fiebre hemorrdgica argentina

Paciente Agudo Convaleciente

N° IFI NT IFI NT

1 <4 5 256 <9
2 <4 5 128 5
8 <4 10 256 10
4 <4 5 512 5
5 <4 40 256 40
6 <4 5 256 5
7 <4 5 64 <5
8 <4 5 4096 5
9 <4 5 8 <15
10 <4 10 2048 10
11 <4 10 32 10
12 <4 5 8 10
13 <4 5 8 5
14 <4 40 32 10
15 <4 <5 64 5
16 <4 5 1024 5
17 <4 40 1024 160
18 <4 10 32 10
19 <4 <5 512 10
20 <4 10 32 40
21 <4 <i5 8 =5
22 <4 40 64 640
23 <4 <5 128 <5
24 <4 40 256 10
25 <4 40 8 40
26 <4 <5 32 40
27 <4 <5 64 <5
28 128 10 512 10
29 128 10 32 40
30 16 40 256 40
31 8 10 32 10
32 8 10 256 10
33 8 10 64 10
34 8 40 32 160
3B 32 10 32 10
K 128 40 2048 40

290 e IFl o NT al estudiarlos. Esta diferencia se
SNaE &0 la distinta capacidad de una y otra téc-
SNER & Setectar anticuerpos anti-LCMV durante
S SNES aguda de FHA: sélo 9/36 (25%) mues-
S Smacas en el periodo agudo resultaron po-
S pur L. mientras 30436 (83%) lo fueron por
B BamEae s puece observar en el Cuadro 1
S peseees come 08 SertScados con los nu-
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meros 21, 23 y 27 no se les detectaron anticuss
pos NT para LCMV.

El anélisis de las seroconversiones evidencia
das por IFl y NT demostré discordancias. Si, aus
a riesgo de incorporar algunos casos que st
muestran el error de las pruebas, se consides
seroconversion al incremento de una o mas ¢ .-
ciones entre el titulo de anticuerpos en la mues-
tra de la admisién y la de la convalecencia, s&
detectaron 34/36 (94,4%) seroconversiones para
LCMV por IFl, mientras que sélo el 25% (9/3&
seroconvirtié por NT.

La prueba de NT en estudio fue ensayada en
su capacidad de distinguir infecciones por diferen-
tes arenavirus como se muestra en el Cuadro 2.
Los virus Junin y LCMV fueron enfrentados con
sueros homdlogos y heterdlogos a fin de detectar
reacciones cruzadas entre estos dos agentes. Los
resultados obtenidos no evidenciaron reacciones
cruzadas entre JUNV y LCMV en pruebas de NT.

La aplicacién de esta técnica de NT en indivi-
duos sanos se presenta en el Cuadro 3. En este
grupo de 126 individuos se habia demostrado una
experiencia previa con el LCMV por resultar po-
sitivos para este virus en la prueba de IFI (rango
8-256). Los mismos sueros estudiados por NT
resultaron en titulos desde < 4 hasta 40. Un nu-
mero de ellos resulté negativo, observandose que
la concordancia de resultados positivos entre
ambas pruebas mejora en la medida que los titu-
los de IFI se incrementan.

La técnica de NT para la deteccién de anti-
cuerpos especificos para LCMV, cuyo desarrollo
y aplicacién se ha presentado en este trabajo,

Cuadro 2. Pruebas de NT homdlogas y
heterdlogas para determinar reacciones cruza-
das entre los virus JUNV y LCMV

Suero humano N° Virus
JUNV LCMV

Anti JUNV

i 640 <b

2 160 <15

3 1280 <5
Anti LCMV

4 <5 20

5 <5 20

6 <5 40

Neutr

"
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3. Correspondencia de resultados obtenidos por
uorescencia y neutralizacién en sueros humanos de
S

titulo Positivos Positivos % Concor-
IF1 NT dancia
93 45 485
30 25 83,3
3 3 100
126 73 57,9

Sermitird mejorar el diagndstico seroldgico de las
snfermedades febriles compatibles con infeccién
2or arenavirus, en el drea endémica de los virus
wuniny LCMV. La utilizacién de la cepa autéctona
~ba An 13065 de LCMV como antigeno involucra
menores riesgos en términos de bioseguridad y
mayor sencillez de ejecucidn. Es un ensayo repro-
ducible, sensible y especifico, cuya aplicacién re-
sulta decisiva para complementar la informacion
que se obtiene mediante la prueba de IFI que,
aunque se viene utilizando desde hace anos en
la busqueda de anticuerpos para LCMV, tiene
varias limitaciones. Agregado a la subjetividad de
su lectura, la IFl muestra reacciones cruzadas
entre todos los arenavirus que integran el Com-
plejo Tacaribe, asi como entre cada uno de éstos
y el LCMV. Por otra parte, los titulos bajos resul-
tan de dificultosa reproducibilidad. No obstante lo
anterior, la IFI continda siendo una prueba acep-
table para el tamizaje de infecciones por LCMV y
por otros arenavirus (16), aunque resulta muy
importante se la complemente con ensayos mas
especificos como la NT, dado que ambas técni-
cas detectan anticuerpos que difieren tanto en su
naturaleza como en su cinética de aparicién y
persistencia. En efecto, es conocida por diferen-
tes trabajos previos la muy temprana aparicién de
los anticuerpos IFI en la infeccién por LCMV, asi
como su limitada persistencia. Los AcNT por su
parte, aparecen tardiamente y persisten probable-
mente de por vida (9). Por lo anterior, resulta re-
comendable la utilizacién de esta NT conjunta-
mente con IFl, lo que permitira incorporar en las
encuestas las infecciones remotas por LCMV que
no son diagnosticables por IFI.

En nuestra experiencia con el diagndstico de
LCMV, la IFI ha resultado una prueba adecuada,
coincidiendo con lo reportado por otros autores (9,
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11) cuando se trata de infecciones puras y relati-
vamente recientes por este virus. En el area en-
démica de FHA la coexistencia de varios arena-
virus modifica esta conclusién, ya que en los ca-
sos de infecciones consecutivas por los arenavirus
LCMV y JUNV, la IFl sélo excepcionalmente de-
tecta, durante la fase aguda de la FHA, los Ac
anti-LCMV generados en una infeccién previa, lo
que frecuentemente conduce a seroconversiones
dobles (muestra de la admision negativa y mues-
tra de la convalecencia positiva para los dos vi-
rus). La aplicacién de la NT aqui descripta ha per-
mitido demostrar que en todos esos casos habia
ocurrido una infeccién previa por LCMV ya que
siempre detecté Ac especificos para este agente
en la muestra tomada en la admisién del pacien-
te. Por otra parte, los titulos de anticuerpos para
LCMV sélo excepcionalmente se incrementaron al
aparecer los anticuerpos anti-JUNV, lo que impli-
ca una demostracion adicional de que los Ac anti-
LCMV detectados por esta prueba no estarian
inespecificamente influidos por los anticuerpos
para JUNV. '

La deteccién por IFI de las "dobles seroconver-
siones" para los virus LCMV y JUNV en estos
pacientes es una demostracién epidemiolégica de
algunos hallazgos de otros autores sobre la simi-
litud de las secuencias proteicas de la nucleocép-
side interna de los arenavirus (4, 12). El sustrato
utilizado en las pruebas de IFI son células infec-
tadas, fijadas con acetona, y esto permite detec-
tar predominantemente reacciones citoplasmicas,
donde la mayor carga antigénica representa
antigenos de nucleocépside. En la convalecencia
de la FHA aparecen los Ac IFI para JUNV al mis-
mo tiempo que reaparecen, a titulos similares a
aquéllos en una respuesta anamnésica, los Ac
anti-LCMV ausentes durante la fase aguda de la
FHA. Resulta dificil explicar por qué los Ac anti-
LCMV de un paciente agudo de FHA pueden de-
tectarse sélo excepcionalmente por IFl. Es posi-
ble que se produzca un fenémeno de "enmasca-
ramiento" de los Ac IFI durante el montaje de la
respuesta a JUNV.

Finalmente, la NT aqui descripta es una herra-
mienta serolégica de gran utilidad para el estudio
de una situacion epidemioldgica hasta hoy unica
en el mundo: las infecciones consecutivas por are-
navirus en humanos y las eventuales interaccio-
nes entre las respuestas inmunes a las mismas.
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