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AISLAMIENTO DEL VIRUS DE LA CORIOMENINGITIS LINFOCITARIA DE SERES HUMANOS
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Resumen Los antecedentes del virus de la coriomeningitis linfocitaria (vLCM) en Argentina se basan en la de-
teccion de anticuerpos en roedores y seres humanos y en el aislamiento de s6lo una cepa viral a
partir de un roedor Mus domesticus en el sur de la provincia de Cérdoba. El objetivo de este trabajo fue registrar
los casos diagnosticados por serologia como LCM y realizar el aislamiento y tipificacién de cepas humanas del
VLCM en Argentina. Durante los Gltimos 19 afios se diagnosticaron por inmunofluorescencia indirecta (IFI) y/o
enzimoinmunoensayo (ELISA) 15 casos de LCM vy, al incorporar la prueba de neutralizacion (NT), éstos fueron
clasificados como ocho confirmados, tres probables y cuatro negativos. La distribuciéon geogréafica de los casos
abarcé tres provincias: Cordoba, Bs.As. y Santa Fe. El aislamiento viral se intent6 en cinco pacientes clasificados
como confirmados, resultando dos aislamientos positivos (P5226 y P8573), que fueron identificados como vLCM
por IFl y NT. La importancia del aislamiento de cepas de vLCM en esta zona, radica en que su coexistencia con
otros arenavirus, como los virus Junin y Oliveros podria generar modificaciones en la virulencia y/o patogenicidad
para humanos asociada a cambios gendmicos. Futuros estudios de la variabilidad antigénica, genémica y de viru-
lencia de las cepas de vLCM de la Argentina asi como también la busqueda sistematica de la infeccién humana,
contribuirdn a conocer la importancia de este agente viral en nuestro pais y derivar en medidas de control.

Palabras clave: LCM, aislamiento viral, diagnéstico serolégico

Abstract Isolation of lymphocytic choriomeningitis virus from human individuals . The activity of lymphocytic
choriomeningitis virus (LCMv) in Argentina has been previously reported on the basis of serological
evidence in rodents and humans and the isolation of only one strain of LCMv from a Mus domesticus captured in
the province of Cérdoba. The aim of this paper was to register patients with serological diagnosis of LCM, to isolate
and to identify human strains of LCMv in Argentina. During the last 19 years, 15 cases were diagnosed as LCM by
immunoflourescent indirect assay (IFl) and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) but when neutralizing assay
(NT) was incorporated, eight cases were classified as confirmed, three as probable and four as negative. The
geographic distribution of the cases included three provinces: Cérdoba, Buenos Aires and Santa Fe. Viral isolation
was attempted in five patients classified as confirmed and only two resulted positive (P5226 and P8573). They were
identified as LCMv by IFI and NT. The coexistence of LCMv with other arenaviruses, such as Junin and Oliveros
viruses, in the same area, raises the probability of interactions between them, which could modify the virulence
and/or pathogenicity for humans associated to genomic changes. Future studies of antigenic, genomic and virulence
variability of different Argentine strains of LCMv, as well as the systematic search for human infection, will contribute
to define the importance of this viral agent in our country and to implement control measures.
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El virus de la Coriomeningitis Linfocitaria (vLCM) es
el prototipo de la familia Arenaviridae, por haber sido el
primero de estos agentes aislado, en 1933, durante una
epidemia de encefalitis de San Luis'. Los arenavirus com-
prenden dos serocomplejos, el complejo LCM-Lassa
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(Viejo Mundo) que incluye los virus: LCM, Lassa, Mopeia,
Mobala e Ippy y el complejo Tacaribe (Nuevo Mundo)
que incluye los virus: Tamiami, Whitewater Arroyo,
Pichindé, Amapari, Flexal, Guanarito, Junin, Latino,
Machupo, Oliveros, Parana, Pirital, Sabia y Tacaribe. Se
conocen seis arenavirus que producen enfermedad se-
vera en humanos: el vLCM, agente asociado con enfer-
medades del sistema nervioso central (SNC)?y malfor-
maciones congénitas® y los virus Lassa, Junin, Machupo,
Guanarito y Sabia, agentes etiologicos de fiebre he-
morragica en Africa occidental, Argentina, Bolivia, Ve-
nezuela y Brasil respectivamente*.
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Los arenavirus poseen un genoma RNA de cadena
simple, bisegmentado. El segmento S (small) codifica la
nucleoproteina (N) y una glicoproteina precursora (GPC)
que por clivaje post transduccional origina dos glico-
proteinas de la envoltura viral (GP, y GP,)* relacionadas
con polipéptidos Unicos presentes en la envoltura exter-
na de estos virus, que son diferentes para cada uno de
ellos y sirven para su identificacion. El segmento L (large)
codifica la RNA polimerasa y una pequefia proteina con
capacidad de unién a metales®’. Ambos segmentos han
sido relacionados por distintos investigadores con las
caracteristicas de patogenicidad de LCM, dependiendo
del huésped?.

La historia natural de los arenavirus esta caracteriza-
da porque generalmente infectan a un nimero limitado
de especies de pequefios roedores, los que actian como
reservorios y habitan areas geograficas bien definidas.
La Unica excepcidn es el vLCM que se extiende a Amé-
rica, Europa, Asia, Africa y Oceania, continentes todos
en los que se encuentra su reservorio, el roedor Mus
domesticus®.

Los roedores se infectan cronicamente vy liberan vi-
rus en las secreciones orofaringeas, orina y materia fe-
cal. Existen evidencias de que la inhalacion de virus se-
ria la principal via de transmision para el hombre?, aun-
gue no se descartan otras vias de entrada como las
mucosas, ingestion o pequefias escoriaciones en la piel*.

La infeccion por vLCM en humanos evoluciona por lo
general subclinicamente, con aparicién de anticuerpos.
Cuando se manifiesta clinicamente, puede presentar tres
formas, a) enfermedad febril no diferenciada, de sinto-
matologia gripal, b) meningitis aséptica y c¢) menin-
goencefalitis. La enfermedad comienza con un cuadro
febril, mialgias, dolor retrocular, decaimiento y anorexia’®.
Puede haber artralgias, artritis, parotiditis u orquitis*?. La
remision se produce en una semana o aparece la me-
ningitis aséptica. Raramente progresa hacia una ence-
falitis, la que puede ser fatal. Las pruebas de laboratorio
muestran leucopenia y trombocitopenia, como en la FHA,
y elevacion de LDH y TGO. El LCR, en los casos con
compromiso neurolégico, puede presentar recuentos
celulares entre 100 y 1000 linfocitos y glucosa normal o
baja®®. La infeccion prenatal se adquiere por via trans-
placentaria y estd asociada a la aparicion de hidrocefa-
lia y otras alteraciones congénitas® 4.

El vLCM se recupera de la sangre o suero en la fase
aguda de la enfermedad (primera semana). El diagnés-
tico seroldgico se efectla por conversidn serologica
(aumento del titulo de anticuerpos entre los sueros de
fase aguda y de convalecencia)®>e.

Los antecedentes de vLCM en Argentina se basan
en la deteccion de anticuerpos en roedores'’ y seres
humanos?®®2, y al aislamiento de sélo una cepa viral a
partir de un roedor M. domesticus en el sur de la provin-
cia de Coérdoba?. El aislamiento de cepas autdctonas
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de este virus reviste importancia para conocer: su distri-
bucidn, el grado de virulencia y también para poder pro-
ducir antigenos con cepas locales. El presente trabajo
informa el diagndstico por serologia y aislamiento viral
de casos humanos de LCM ocurridos durante 19 afos
en la zona pampeana de Argentina.

Materiales y métodos

Muestras de pacientes. Para el diagnostico serolégico de LCM
se incluyeron muestras de suero de pacientes tomadas entre
los aflos 1982 y 2000, que a pesar de tener un diagnéstico cli-
nico presuntivo de FHA, fueron negativos para el virus Junin,
agente etioldgico de esa enfermedad. De cada paciente se
cont6 con una muestra del periodo agudo y una de la convale-
cencia. Para el intento de aislamiento viral se utilizé6 sangre
entera heparinizada del periodo agudo de la enfermedad.

Cultivos celulares. Se utilizaron células L-929 (ATCC-CCL
1) entre los pasajes 567 y 589, sembradas en botellas T 75 y
T 150 para la preparacion de los antigenos para inmunofluo-
rescencia indirecta (IFl) y enzimoinmunoensayo (ELISA), y
sembradas en placas de 6 pozos para realizar la prueba de
Neutralizacion (NT).

Animales. Se utilizaron tanto para el aislamiento de vLCM
como para la preparacion de ascitis inmune, ratones albinos
libres de patégenos especificos (spf) de la cepa swiss N:NIH,
exocriada.

Para la preparacion de sueros inmunes se utilizaron cone-
jos New Zeland obtenidos de un proveedor comercial.

Preparacion de liquidos inmunes. El liquido ascitico hiperin-
mune se preparé en ratones adultos (r ad) realizando tres
inoculaciones intraperitoneales cada 15 dias de la cepa proto-
tipo de vLCM WE y una inyeccion intraperitoneal de sarcoma
180, extrayendo el liquido ascitico entre los 8 y 15 dias de la
Gltima inoculacion.

El suero hiperinmune se obtuvo en conejos realizando dos
inoculaciones por via intramuscular y diez por via subcutanea
con la cepa prototipo WE; este esquema se repitié cada 30 dias
durante tres meses, extrayendo la sangre a partir de los 30 dias
de la dltima inoculacion.

Pruebas utilizadas para el diagnéstico serolégico. Para los
casos producidos entre 1982 y 1995 se utilizé la prueba de IFI
para detectar anticuerpos segun la técnica de Rowe y col.?,
empleandose como antigeno células L- 929 infectadas con la
cepa Cba An 13065; de vLCM.

En 1995 se ensay6 una prueba de ELISA que, comparan-
dola con la IFI resulté ser mas conveniente por su objetividad
y mayor capacidad para detectar infecciones previas por
VLCM%, y desde ese momento este ELISA se viene utilizando
como técnica de tamizaje para anticuerpos anti vVLCM. Esta
técnica basicamente consiste en la adaptacién de la prueba de
ELISA ya existente para virus Junin®, empledndose como
antigeno células L-929 infectadas con la cepa Cba An 13065.

La prueba de NT se realizé en células L-929 enfrentando
los sueros de los pacientes con aproximadamente 100 ufp de
la cepa Cba An 13065, el procedimiento utilizado fue descripto
por Ambrosio y col?.

Aislamiento viral. El aislamiento viral se intent6 en aquellos
pacientes positivos por serologia para vLCM de los que se
disponia de la muestra aguda de sangre entera heparinizada.
La muestra de sangre del paciente se inoculé por via
intracerebral (i c) en grupos de ratones recién nacidos (rrn) de
no mas de 48 hs. de vida y en grupos de ratones adultos (r
ad) de 30 a 35 dias de edad (1° pasaje). A los 7 dias se hizo
un pasaje ciego con una suspensién al 20 % en buffer de
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fosfatos pH 7.2 , antibiéticos y albumina bovina de cerebros de
los rrn a otros grupos de la misma edad y/o adultos (2° pasa-
je). Se observé diariamente la apariciéon de enfermedad o muer-
te durante 21 dias post inoculacion (p i). Ante algin sintoma
dudoso se efectu6 la prueba de rotacién que consiste en sus-
pender al ratén por la cola y rotarlo, con lo cual acentda la
sintomatologia en los ratones efectivamente enfermos. Se co-
secharon y conservaron a —70°C todos los ratones enfermos
y muertos a partir de los cuales se obtuvo una suspensién de
cerebro al 20% para nuevos pasajes, con el fin de obtener se-
millas maestras y de trabajo.

Identificacion de cepas. Se realizé por IFI enfrentando cé-
lulas L 929 infectadas con cada cepa aislada y distribuidas
sobre portaobjetos para IF, con diluciones factor dos del liqui-
do ascitico hiperinmune anti vLCM, cepa WE. La cepa aislada
fue identificada como vLCM cuando el titulo de anticuerpos anti
WE enfrentado a las cepas a tipificar fue igual (+ una dilucién)
al titulo obtenido con la cepa homéloga (WE).

La identificacién se confirmé por NT utilizando la misma
técnica que la empleada en el diagnéstico serologico?. Se uti-
lizé una dilucion 1/5 del suero inmune anti WE preparado en
conejo, y la cepa aislada fue identificada como vLCM cuando
esta dilucién neutralizé por lo menos en un 80 % aproximada-
mente 100 ufp de la cepa.

Resultados

Se estudiaron los sueros de 3759 pacientes por IFI y/o
ELISA, detectandose 15 pacientes positivos para vLCM
(Tabla 1). Al incorporarse la prueba de NT, que sélo se
realiz6 cuando se dispuso de una muestra adicional del
suero correspondiente, los resultados fueron clasifica-
dos en: ocho confirmados, tres probables y cuatro ne-
gativos para vLCM.

Los pacientes clasificados como confirmados presen-
taron conversion seroldgica por IFl 0 ELISA, dos de ellos
(P 5345 y P 7136) también presentaron conversién por
NT. Los tres pacientes clasificados como casos proba-
bles, presentaron algin inconveniente para la confirma-
cion. En dos pacientes, los sueros del periodo agudo
fueron positivos por NT lo cual indicaria que la infeccién
por vLCM fue anterior a la enfermedad actual o que hubo
un error en la fecha considerada como inicio de la en-
fermedad. En otro paciente (P 40082) no se dispuso de
la muestra de suero del periodo agudo.

Los casos clasificados como negativos presentaron
bajos titulos (ej. 8 en IFI; 800 en ELISA) en el suero de
la convalecencia y resultaron negativos por NT, por lo
gue se consideraron reacciones inespecificas en las prue-
bas iniciales.

El aislamiento viral se intenté con la sangre
heparinizada del periodo agudo de cinco pacientes con-
firmados por seroconversion, resultando dos aislamien-
tos positivos (Tabla 2). La muestra de sangre del 4° dia
del paciente 5226, no enferm6 ni mato ratones lactantes
del 1°y 2° pasaje, pero resulté positiva en r ad desde el
primer pasaje, éstos enfermaron o murieron al 7° y 8°
dia post inoculacion. La muestra de sangre del paciente
8573 fue negativa en la inoculacion original en rrny r ad,
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TABLA 1.— Resultados de pacientes con serologia positiva
para LCM

Paciente Dias post  Titulo de Anticuerpos* Interpretacién

comienzo IFl o NT
sintomas ELISA***

P 5226 4 <4 NH**
22 >8 NH Confirmado
142 512 NH

P 5345 9 <4 <5 Confirmado
35 =8 10

P 5953 4 <4 NH
65 16 NH Confirmado
96 16 NH

P 6013 6 <4 NH Confirmado
65 256 NH

R 23745 5 <4 NH Confirmado
70 128 NH

P 7136 5 <4 <5
66 16 10 Confirmado
104 64 NH

P 8280 4 <4 NH Confirmado
72 16 NH

P 8573 7 100 NH Confirmado
67 51200 NH

P 7182 6 <4 40 Probable
68 32 >160

P 7205 6 <4 40 Probable
68 64 640

R 40082 72 128 10 Probable
167 128 40

P 6114 5 <4 <5
74 8 <5 Negativo
124 8 NH

P 6514 5 <4 <5 Negativo
66 8 <5

P 7273 5 <4 <5 Negativo
65 8 <5

R 50303 5 <100 <5 Negativo
36 800 <5

* Inversa de la dilucién ~ ** NH : No hecho
*** Todos los pacientes fueron probados en IFI excepto el P8573 y el
R50303 que fueron probados en ELISA

pero el pasaje ciego se efectud en r ad y estos enferma-
ron y murieron al 9° dia.

La identificacion de las dos cepas aisladas por IFl y
NT result6é positiva para vLCM en ambas pruebas (Ta-
bla 2).

El andlisis temporal de los 11 casos confirmados y
probables de LCM, se presentan en la Figura 1. No se
han diagnosticado casos todos los afios, pero si consi-
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TABLA 2.— Aislamiento viral de sangre entera de pacientes que
seroconvirtieron para vVLCM

Paciente  Sangre Resultado del aislamiento  Identificacion**
(Dia post 1¢ Pasaje 2% Pasaje IFI NT
comienzo rrn* rad* rrn* rad*
sintomas)

P 5226 4 Neg Pos Neg NH*** LCM LCM

P 6013 6 Neg Neg Neg NH — —

P 5953 4 Neg Neg Neg NH — —

P 8280 4 Neg Neg Neg NH — —

P 8573 7 Neg Neg NH Pos LCM LCM

*rrn: ratén recién nacido; * r ad: ratén adulto

** Se uso un liquido ascitico hiperinmune de ratén anti LCM, cepa WE, con titulo
homdlogo en IFI de 512. Para NT se uso un suero de conejo anti LCM, cepa WE,
con un titulo homdlogo de 160

*** No hecho.
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Fig. 1.— Distribucién temporal de los casos confirmados y probables de LCM
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Fig. 2.- Distribucion geogréfica de los casos confirmados y probables de LCM
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deramos los quinquenios, el de 1995-1999 presentd me-
nos casos que los dos anteriores. Estacionalmente los
casos se agrupan en otofio e invierno aunque también
se registraron casos en verano (Figura 1). La distribu-
cion geogréfica de los 11 pacientes confirmados y pro-
bables se muestra en la Figura 2. Abarca tres provin-
cias, Cérdoba, Buenos Aires y Santa Fe, concentrando-
se en los departamentos de General Lopez, Constitu-
cién, Caseros y Rosario de la provincia de Santa Fe.

Discusion

El vLCM tiene el mayor rango de potencial geogréafico
de todos los arenavirus, y puede ocurrir en cualquier
lugar donde esté el ratobn doméstico M. domesticus, na-
tivo o introducido. En la Argentina se lo aisl6 de su
reservorio M. domesticus® y la deteccidn de anticuerpos
contra el vLCM en humanos, demostré que este virus
podia infectar al hombre?®.

En este trabajo se demuestra la ocurrencia de 11 ca-
sos clinicos de infeccién por vLCM (ocho confirmados y
tres probables) en pacientes internados en el INEVH. El
andlisis temporal de los casos de LCM no ha sido parejo
en el periodo estudiado, sin embargo, se observo que en
los ultimos cinco afios el numero de casos fue menor, lo
cual podria estar ligado a una evolucién natural de la in-
feccion de la poblacion de M. domesticus o a una mejora
en la sanidad de la vivienda humana. La distribucion
estacional de la enfermedad est4 seguramente ligada a
la dindmica poblacional del reservorio. Sospechamos que
con el clima templado de la region, el M. domesticus sus-
pende su reproduccién y experimenta mortalidad duran-
te el invierno, con lo que disminuiria la biomasa infectada
para la primavera y verano, recuperdndose recién el oto-
fio siguiente. Estudios en curso tratan de confirmar esta
presuncién. Los datos que se presentan revelan que la
enfermedad fue detectada en una zona geografica muy
amplia; sin embargo, hay una concentracion de los casos
en cuatro Departamentos de la provincia de Santa Fe.
Ademas, cuatro de los cinco casos del Departamento
Caseros, se produjeron en Casilda. Todos estos casos
han sido rurales, sin embargo se sabe que el M.
domesticus es un ratdn intradomiciliario y como su nom-
bre lo indica, se encuentra frecuentemente viviendo con
humanos tanto en situacién rural como urbana?. En Ar-
gentina solo se cuenta con estudios de anticuerpos anti
VLCM en roedores de zonas urbanas de la ciudad de Rio
IV, provincia de Cdrdoba?".

Como ocurre en otros paises, LCM es una enferme-
dad de presentacion esporadica en Argentina, ya que
solo el 0.2 % de los individuos estudiados en el transcur-
so de 19 afios resultaron casos confirmados de LCM.
La baja incidencia de la enfermedad en la pampa argen-
tina es similar a la reportada en otros paises?®. Sin em-
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bargo, un estudio sisteméatico realizado entre 1941y 1958
en un hospital de Washington (EEUU) con pacientes fe-
briles y alguna alteracién del SNC, condujo a determinar
que el 10% obedecian a una infeccién por vLCM®. Sera
necesario entonces incluir el vLCM en el diagnéstico di-
ferencial de las enfermedades que cursen con un sin-
drome neuroldgico.

Otros autores relatan que las cepas de VLCM circu-
lando por el mundo serian de baja patogenicidad para
humanos dada la alta prevalencia de anticuerpos indicati-
va de infeccion subclinica en las poblaciones estudiadas®®
30,31 Sj se compara la distribucién de casos clinicos
descripta en este trabajo con la prevalencia de anticuerpos
en la provincia de Santa Fe informada por Ambrosio y
col. se observa una aparente contradiccion porque la en-
fermedad se concentrd en los departamentos con menor
prevalencia de anticuerpos. Sin embargo, esto podria
explicarse por una mayor virulencia de las cepas de vLCM
gue circulan en las zonas con casos clinicos.

A pesar de que la actividad del vLCM en Argentina se
conoce desde la década de 1960, con la deteccién de
anticuerpos en roedores y en humanos, y con el aisla-
miento de una cepa de un roedor, este trabajo demues-
tra que en los Ultimos 19 afios se han producido ininte-
rrumpidamente casos de LCM. Estas observaciones in-
dican claramente la endemicidad del vLCM en la misma
region de Argentina en que otros arenavirus, los virus
Junin y Oliveros®, son también endémicos.

Otro hallazgo de importancia es el aislamiento de las
dos primeras cepas de vLCM causantes de enfermedad
en humanos, en Argentina. El aislamiento de estas dos
nuevas cepas de vLCM amplia el espectro de cepas
autéctonas y su coexistencia con otros arenavirus po-
dria generar modificaciones en la virulencia y/o patoge-
nicidad para humanos asociada a cambios genémicos.
Algunos autores han demostrado, en trabajos experi-
mentales, que el cambio de un solo aminoéacido en la
glicoproteina del vLCM estuvo asociado con la supre-
sion de la respuesta antiviral citotéxica letal de los
linfocitos T y con la habilidad de causar un sindrome de
deficiencia en la hormona del crecimiento en los rato-
nes infectados®.

Futuros estudios de la variabilidad antigénica, gené-
mica y de virulencia de las cepas de vLCM de la Argen-
tina asi como también la busqueda sistematica de la in-
feccion humana, contribuiran a conocer la importancia
de este agente viral en nuestro pais y derivar en medi-
das de control.
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