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RESUMEN

La fiebre hemorragica con sindrome renal (FHSR) es una enfermedad grave, caracterizada por fiebre, hemorragia, falencia
renal y tfrombocitopenia. Al menos siete hantavirus causan la FHSR: Hantaan, Seoul (SEQV) (de distribucién global),
Dobrava-Belgrade, Saaremaa, Amur, Thailand y Puumala. Para investigar la epidemiologia de la FHRS y la transmisién
viral en Argentina, creamos un plédsmido procariotas que "codifica" la nucleoproteina recombinante del virus SEOV de 430
aminodcidos. Luego de la expresién, la nucleoproteina recombinante fue probada como antigeno para uso en ensayo
inmunoenzimdtico (ELISA) para diagnéstico de la infecciéon. Para determinar el nivel actual de transmisién viral en
poblaciones de ratas marrones o ratas (Rattus norvegicus) capturadas en la ciudad de Buenos Aires, Argentina, analizamos
tejidos de ratas seleccionadas para ser serolégicamente positivas para el virus SEOV, y su genoma viral fue detectado
luego de sometido a RT-PCR utilizando primers especificos para dos fragmentos de proteinas Gn y Ge codificadas por el
segmento M. El genoma viral fue detectado en 11 de las 21 ratas seropositivas (52,4%), previamente capturadas en dos
parques. El andlisis secuencial de una regién génica (333 nt) del segmento M "codificador" de la proteina Ge presentd un
97% y un 26% de similitud con las cepas de SEQOV colectadas en Baltimore y en Brasil, respectivamente. Los datos
genéticos listados confirman la informacién de que hay una diversidad muy pequefia entre las cepas del virus SEOV.

Palabras clave: Hantavirus; Virus Seoul; Ratas; Células Procaridticas; Proteinas Recombinantes; Prueba ELISA.

INTRODUCCION como el virus Sin Nombre (SNV), en América del Norte, y el
virus Andes (ANDV), en América del Sur, causan sindrome
pulmonar por hantavirus'"'*. Su genoma de RNA presenta
triple cadena, con segmentos de cinta simple de polaridad
negativa, que "codifican" el RNA polimerasa dependiente
de RNA, dos glicoproteinas emergiendo del envelope (Gn 'y
Gc) y una proteina de la nucleocdpside (NP)™.

Los hantavirus (familia Bunyaviridae, género Hantavirus)
son virus transmitidos por roedores que causan dos graves
enfermedades. En Eurasia, la fiebre hemorrdgica con
sindrome renal (FHSR) es una enfermedad infecciosa grave
causada por, al menos, cuatro hantavirus antigénica vy
genéticamente distintos clasificados por diferentes

serotipos: Hantaan (HTNV), Seoul (SEQOV), En la naturaleza, cada hantavirus tiene como reservorio
Dobrava/Belgrado (DOB), y Puumala (PUUV)”'. En las  predominante a roedores de diferentes especies, y las
Américas, los hantavirus asociados a la sigmodontinae,  enfermedades resultantes de infecciones por esos virus

estdn confinadas a la regién correspondiente a la
. _ distribucion de su huésped roedor”. Sin embargo, como
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Paula Julieta Padula las especies del género Raftus son cosmopolitas, el virus
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internacional de mercaderias. Existen actualmente pocos
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relatos de casos confirmados de infecciones humanas por
SEQV fuera del continente asidtico, incluyendo ocurrencias
en los EUA” y en Brasil’. Hasta el presente, el registro de
FHSR resultantes de la infeccion por SEOV ha sido restricto
principalmente a los paises asidticos'”. En Buenos Aires, el
SEQV ha sido detectado serolégicamente en ratas desde
1985'%%%. sin embargo, ningin caso de FHSR causada
por SEOV ha sido registrado™. Recientemente, un estudio
sobre la seroprevalencia de la infeccién por SEQV en ratas
de la Ciudad de Buenos Aires revelé una positividad de
11,9%”, aunque el genoma viral no fue caracterizado.

Debido a la naturaleza altamente patégena de los
hantavirus, su replicacién lenta y su baja y variable
productividad en cultivo de células, se han producido
proteinas recombinantes de hantavirus para utilizacién
como antigenos en pruebas seroldgicas, incluyendo
pruebas para SEQV'*#/ #4181

En esta investigacién, presentamos la primera
evidencia genética de SEQV en ratas en la Ciudad de
Buenos Aires, Argentina. Creamos también un antigeno
para la proteina de la nucleocdpside recombinante de
SEQV (rNP) para uso en pruebas serolégicas.

MATERIALES Y METODOS
ANIMALES CAPTURADOS EN AMBIENTE SALVAJE

De 2003 a 2005, ratas salvajes fueron capturadas en
diversas localidades en la Ciudad de Buenos Aires,
Argentina, tales como parques urbanos con mas de 20 ha.,
dreas residenciales urbanas con alta densidad poblacional
y villas. Durante este estudio, se capturaron 151 ratas y 33
ratas negras, en un total de 14,088 trampas nocturnas’.

Se colectaron muestras de sangre de todos los
especimenes capturados via puncién cardiaca para
andlisis serolégica. Se removieron muestras de tejido del
pulmén, higado y rindn de cada roedor y se las almacend
en nitrégeno liquido hasta el momento de la prueba.

CLONACION, EXPRESION Y PURIFICACION DEL RNP
DELVIRUS SEQV

Para la clonacién, usamos el vector pGEM-T y la cepa
de Escherichia coli DH5a cultivada en medio Luria-Bertani.
El stock viral de SEOQOV Sapporo de cepas de ratas
(gentilmente suministrado por Jay Hooper y Connie
Schmaljohn, del United States Army Medical Research
Institute of Infectious Diseases, Fort Detrick, Frederick, MD)
fue ampliado en células Vero, y el RNA viral se extrajo del
sobrenadante de células. Para generar un plasmideo
conteniendo la ORF completa de la proteina N, realizamos
una RT-PCR con primers sintetizados para contener los
sitios de restriccion, sucediendo el inmediato anelamiento
por sobre el codén de inicio N e inmediatamente debajo en
el codén de interrupcion N El plasmideo pGEM-T ligado al
cDNAfue transformado en E. coli DH5a.

Para la expresiéon de la proteina recombinante,
utilizamos el pRSET B (Invitrogen Life Technologies) para
transformar el plasmideo en la cepa de E. coli BL21(DE3),
siguiendo las orientaciones del fabricante, y ajustamos la
ampicilina para mutantes resistentes. Luego de la lisis celular
y el centrifugado, el sobrenadante fue purificado a través de
cromatografia de afinidad con Ni. Las proteinas purificadas

se analizaron por electroforesis en gel de poliacrilamida
10% con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) y glicina.

ENSAYO INMUNOABSORBENTE LIGADO A ENZIMA

Se realizé un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima
(ELISA) en muestras de sangre total para detectar
anticuerpos IgG, como descrito anteriormente para el virus
ANDV'. En seguida, las placas fueron cubiertas durante la
noche a 4° C con rNP de SEQV y antigeno recombinante
control o células Vero E6 infectadas con SEOV y células Vero
E6 no infectadas. Las muestras se diluyeron a 1:200 en
solucién salina tamponada con fosfato con Tween 20 y
agregadas en duplicado a pozos revestidos con antigeno
conteniendo células Vero Eé infectadas o no infectadas. Las
placas fueron lavadas con la misma solucién tampén e
incubadas a 37° C por 1 h con antficuerpos anti-
inmunoglobulina G de rata conjugado a la fosfatasa
alcalina  (H+L; Kirkegaard and Perry Laboratories,
Gaithersburg, MD). Las placas se incubaron por 1 h a 37°
C, y se adicioné el sustrato para peroxidasa. La densidad
Optica (DO) fue de 405 nm, y la DO media para cada grupo
de duplicados de Vero E6 no infectadas o antigeno
recombinante control se sustrajo de la DO media de cada
grupo de duplicados de Vero Eé infectadas o antigenos rNP
de SEQV, respectivamente. Las muestras fueron
consideradas positivas cuando la diferencia entre los valores
de DO fue mayor que 0,3. Debido al hecho de que los
hantavirus transmitidos por roedores de la familia
Sigmodontinae tienen circulacién reportada en Buenos Aires
y dreas vecinas, también analizamos muestras de suero de
ratas con valores bajos de ELISA-SEQV, utilizando antigeno
recombinante de ANDV, como previamente descrito'.

El titulo fue definido como la reciproca de la mayor
dilucién cuya DO alcanzaba 0,3 0 mds.

AISLAMIENTO DEL RNA, AMPLIFICACION,
SECUENCIACION Y ANALISIS DE ADN

EI RNA total extraido de tejidos de pulmén o rifidn de los
roedores con el reactivo Trizol (Invitrogen Life
Technologies®) fue sometido a transcripciéon reversa
utilizando AMV (Promega Corp.®) y primers especificos,
de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. Los
procedimientos de RT-PCR hemi-nested y single round
tuvieron como finalidad amplificar dos fragmentos
parciales del RNA hantaviral del segmento M. Para
amplificar el fragmento Gn del drea génica 437 nt (6 a

442), vutilizamos los primers PO (57-
TAGTAGTAGACTCCGC-3’) con P10 (57-
GTTTGATTACAGGCCAGATCATAACA-3’) para la

primera etapa y P57 (57- GACTCCGCAAGAAGAAGC -
3’) con P10 para la segunda etapa. Se obtuvo una
secuencia de 385 nt. Para el andlisis del fragmento Gc
(333 nt de 1984 a 2316), fueron secuenciados del punto
de vista genético™. Todas las posiciones del segmento
gendmico se refirieron a la cepa del virus SEOV Sapporo.
Los productos de la PCR fueron separados por medio de
electroforesis en gel de agarosa, tefiida con bromuro de
etidio y visualizados bajo luz UV. Los productos fueron
purificados y secuenciados directamente utilizando un
secuenciador automdtico de ADN (ABI PRISM® 3100-
Avant Genetic Analyzer System, Perkin-Elmer, USA).

Los numeros de acceso al Genbank de las cepas de
referencia previamente publicadas son: AF324901



(ANDV); AF00578 virus Laguna Negra (LNV); 125783
(SNV); M29979 (PUUV); NC005228 (TULV); L33685
(DOBV); M14627 (HTNV); SEQV cepa U00151 (Baltimore),
SEQOV cepa U00460 (Brasil), cepas chinas de SEOV:
DQ133505 (BjHDO1), YS32 EF205404 (YS32), AF035832
(HB55), EF2053277 (HLD65), SEOV adquirido en
laboratorio AF458104 (IR461); SEOV cepa U00465
(Houston), SEQV cepa M34882 (Sapporo), SEOV cepa
U00463 (Egipto).

RESULTADOS

CARACTERIZACION Y ANALISIS DE RNP DEL SEQV
EXPRESADO EN BACTERIAS

Utilizamos un vector pRSET B en sistema inducible BL21,
en el cual el NP del virus SEOV de 430 aminodcidos
expresa y purifica muy bien. La secuenciacién nucleotidica
del producto de la expresiéon por vector revelé la serie de
bases esperada. La SDS-PAGE revelé un rNP altamente
purificado, con peso molecular de cerca de 51 kDa. La
produccién de rNP del SEOV por 500 mL de células de E.
colivarié de 3 a4 mg. de proteina.

TEI rNP recién generado fue evaluado con vista a su
utilizacién como un antigeno para diagnéstico en pruebas
IgG-ELISA. Los estdndares de reactividad del rNP
correspondieron a los de virus auténticos de cultivo de
células Vero E6 (datos no presentados). Para analizar la
reactividad cruzada de virus ANDV y SEQV, fueron
analizadas muestras de suero de ratas en ELISA utilizando
ambos antigenos de rNP El estdndar de reactividad del rNP
del virus ANDV se mostré diferente del rNP del virus SEOV
(Figura 1). Los valores de DO variaron en las diferentes
muestras en la dilucién sérica (1:200) utilizada para los
valores de endpoint de titulacién. Las muestras de suero con
DO baja no pudieron ser detectadas por rNP del ANDY,
mientras que en muestras con titulacién alta de IgG, los
rNPs no pudieron diferenciar serolégicamente las
infecciones causadas por el ANDV de las causadas por
SEOV. Tres muestras positivas de SOEV obtenidas por
medio de RT-PCR, con altos valores de DO no pudieron ser
distinguidas para los rNPs de ANDV y SEQV.
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The end-point ELISA titer is represented and defined as the reciprocal of the sample
dilution at which the OD value was 0.3.

Figura 1 - Lla titulacidon de endpoint de ELISA estd
representada y definida como la reciproca

de la dilucién de la muestra en la que el
valorde DO fue de 0,3

SELECCION DE ROEDORES PARA LA PRESENCIA DE
GENOMAVIRAL

De las 151 ratas capturadas en Buenos Aires, 21 ratas
(13,9 %) fueron seropositivas para el antigeno rNP de SEQOV.
Los ratones serolégicamente positivos fueron analizados
para SEQV por RT-PCR usando primers especificos de 2
fragmentos del segmento M, que codifica las proteinas Gn y
Gce. El genoma viral se detecté en los pulmones de 11
(52,4%) de las 21 ratas seropositivas capturadas en dos
parques (Tabla 1). Ocho de las 11 ratas eran de sexo
masculino (72,7%), y todos mostraron respuesta adecuada
a los anticuerpos. Como era esperado, ningln producto fue
amplificado de los érganos de los seis roedores
seronegativos. En nuestras pruebas ELISA, dos de las ratas
presentaron fitulacién alta contra el antigeno de ANDV y
titulacién muy baja contra el antigeno NP de SEOV. No
sabemos si estas ratas habian fenido contacto previo con
roedores Oligoryzomys spp. infectados. Infelizmente,
ningtn genoma viral fue amplificado de esos animales.

Tabla 1 - Caracteristicas, local de captura y respuesta a
los anticuerpos IgG de las 11 ratas que
presentaron resultado positivo para RT-PCR*

e e S o e SO0

(titulacién)’
6 R norvergicus  Parque 1 Macho 330 1,600
12 R. norvergicus  Parque 1 Macho 383 800
198 R norvergicus  Parque 1 Macho 380 2,100
200 R norvergicus  Parque 1 Macho 420 2,100

204 R norvergicus  Parque 1 Hembra 413 2.0

268 R norvergicus  Parque 2 Hembra 359 2,000
269 R norvergicus  Parque 2 Macho 326 1,600
277 R norvergicus  Parque 2 Macho 336 2,200
278 R norvergicus  Parque 2 Macho 305 2,200
615 R norvergicus Villa Hembra 333 2,200
618 R norvergicus Villa Macho 446 2,200

* The rats were RT-PCR positive for Gc and/or Gn fragments; ' The end-point ELISA iter
is defined as the reciprocal of the sample dilution at which the OD value was 0.3.

COMPARACION GENETICAY ANALISIS FILOGENETICO

Entrelos 11 productos amplificados de Gn, seis cADNs
representativos de dos locales de captura fueron
secuenciados. La comparacién pareada de secuencias de
un fragmento Gn (385 nt) entre tres ratas (RN 12, RN 198y
RN 200) de un parque, y tres de otro parque (RN204,
RN277 e RN278) presenté 100% de identidad entre las tres
ratas de cada grupo (Tabla 2). Ratas de los dos parques
(RN12 e RN277) mostraron una identidad de nucledtidos
de 96,3%. La comparacién entre las secuencias de
aminodcidos deducidas de las seis ratas revelé un 100% de
identidad. La comparacién de los Gn de las ratas de ambos
grupos con otros infectados con SEOV mostré la mayor
tasa de identidad nucleotidica con las cepas chinas IR461 y
HB55 (AF458104 y AF035832). Las comparaciones
secuenciales de un fragmento Gc 333-nt de una rata negra
proveniente de Argentina (RN12) con otras de SEQV
presentaron mayores tasas de identidades nucleotidicas
con las cepas provenientes de Baltimore, EUA, y de Brasil
(97% y 96%, respectivamente; Tabla 3). Los andlisis
filogenéticos basados en el fragmento Gc 333-ntgenerado
por el método de andlisis de parsimonia colocaron a la
cepa RN12 del virus SEQOV de Buenos Aires junto a las
cepas provenientes de Baltimore y Brasil (Figure 2).
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Tabla 2 - Identidades de nucledtidos y aminodcidos
deducidos* del fragmento Gc' entre dos
secuencias de cepas virales argentinas
representativas obtenidas en los dos parques y
otras secuencias de SEOV

RN12  RN277  HB55 IR461  Sapporo BjHDO1
RN12 96.3 95 96.1 93.5 93.7
Rn277 100 95 94.8 93.5 93.7
HB55 99.2 99.2 95.5 96.1 96.1
IR461 97.6 97.6 96.8 94.2 93.7
Sapporo 97.6 97.6 96.8 95.3 95
BiHDO1 99.2 99.2 98.4 96.8 96.8

* Los valores localizados sobre la diagonal a la derecha corresponden a las
identidades de nucleétidos; los localizados debajo de la diagonal a la izquierda
representan las identidades de aminodcidos; 'Secuencias parciales del segmento
M de 385 nucledtidos (posicion 37-422).

ANDV

77.5 LNV
TULV
DOBV
1w
892 g3.7 | HLDé5 Liconing China
82.6 BJHDO1Beijing China
YS32 Yunan China
83.9 80.2
GMO04 38 Shandong China
Brasil
66.7 1 SEQO virus
Baltimore
68.11
R. n. 12 Buenos Aires
- Houston
10% I Sapporo

— Egypt

Fue generado un &rbol filogenético obtenido por el andlisis de méxima parcimonia,
a partir de diferencias en la secuencia de nucleétidos en un drea de la regién 333-nt
(1984-2316) de la proteina Ge utilizando la versién 3.57c de PHYLIP. Los valores de
bootstrap mayores de 50%, obtenidos de 1.000 replicaciones del andlisis, se
representan por las ramas. Los largos de las ramas horizontales son proporcionales
a las diferencias del estadio de nucleétidos. La secuencia de cepas estudiadas en
esta investigacién se presenta en cursiva.

Figura 2 - Relacion filogenética entre las secuencias de
nucledtidos de la proteina Gc de diferentes
hantavirus

DISCUSSION

En este estudio registramos por primera vez la
detecciéon de material genético del virus SEQV en ratas
seropositivas capturadas en la Ciudad de Buenos Aires,
Argentina. La presencia de SEOV en Buenos Aires no causé
sorpresa, ya que estudios anteriores habian reportado una
seropositividad para SEOV de 31%”. Sus huéspedes, R.
norvegicus y R. raftus, se hallan en el pais y la distribucién
de este virus estd registrada en todo el mundo. No se
detecté ninguna rata negra seropositiva; no se verificd una
distribucién igualitaria de ratas seropositivas en los 5
diferentes sitios investigados en la Ciudad de Buenos Aires,
donde las tasas de seroprevalencia variaron entre 0% vy
26,1%’. La prueba serolégica es una medida indirecta de
la infeccién viral, y se ve afectada de forma variable por el
estatus inmunolégico del huésped; sin embargo, es el
método mds frecuentemente utilizado para evaluar la
infeccién por hantavirus en la sangre de roedores.

Anteriormente, demostramos que el andlisis ELISA
basado en rNP de ANDV presenta buenos resultados para
la deteccion de anticuerpos virus-especificos en pacientes y
roedores con ANDV. En esta investigacién, se desarrollé el
ensayo serolégico para uso en el diagndstico de SEOV.
Demostramos que la antigenicidad del rNP completo del
SEQV era fuerte lo bastante como para ser utilizado en un
ensayo inmunoenzimdtico. El ELISA basado en el uso del
anfigeno suministré resultados que corroboraron los
resultados obtenidos utilizando fluidos de cultivo de células
infectadas con el SEOV. El ensayo podria detectar la
reactividad de los anticuerpos IgG en ratas y en las muestras
de pacientes control con SEQV de otras partes del mundo
(datos no presentados). También analizamos las muestras
de suero de ratas con bajos valores en ELISA para SEOV
utilizando el antigeno rNP del ANDV, como previamente
descrito’®, una vez que existen registros de virus cuyos
huéspedes son de la subfamilia Sigmodontinae circulando
en la ciudad de Buenos Aires”. En un estudio latitudinal
realizado en dreas naturales del Chile continental, de 178
ratas negras analizadas, apenas uno fue reactivo en una

prueba serolégica ELISA basado en ANDV'®.

La deteccién de anticuerpos no indica necesariamente
que el roedor est¢ infectado o sea infeccioso, pero
suministra evidencia indirecta del actual nivel de
transmisién del virus. En dreas en donde ratas dividen el
hdbitat con animales del género Sigmodontinae, como en

Tabla 3 - Identidades de nucleétidos y aminodcidos* del fragmento Gn' entre una secuencia de cepa viral argentina

representativa y ofras secuencias de SEOV

RN12 Baltimore Brasil BjHDO1 HLD65 Houston YS32 Sapporo Egipto HB55 IR461
RN12 97,2 96,3 93,6 93,6 93,3 93 94,2 92,7 92,7 93,3
Baltimore 99,0 97,8 95,1 95,1 94,8 94,5 96,3 93,6 94,2 94,8
Brasil 99 100 96 96 95,1 95,4 96 94,5 95,1 95,1
BiHDO1 99 100 100 98,7 95,4 99,3 96,3 94,8 94,8 93,6
HLD65 99 100 100 100 95,4 98,1 96,9 94,8 94,8 93,6
Houston 99 100 100 100 100 94,8 96,6 95,1 95,7 93,3
YS32 99 100 100 100 100 100 95,7 94,2 94,2 93,3
Sapporo 98,1 99 99 99 99 99 99 95,4 94,8 93,6
Egipto 95,4 96,3 96,3 96,3 96,3 96,3 96,3 95,4 93 92,7
HB55 99 100 100 100 100 100 100 99 96,3 92,7
IR461 97,2 98,1 98,1 98,1 98,1 98,1 98,1 97,2 94,5 98,1

* Los valores localizados sobre la diagonal a la derecha corresponden a las identidades de nucleétidos; los localizados debajo de la diagonal a la izquierda representan las
identidades de aminodcidos; fSecuencias parciales del segmento M de 333 nuclestidos (posicion 1984-2316).



las &reas periféricas de Buenos Aires, resultados serolégicos
positivos podrian representar un spillover accidental de
virus semejantes al ANDV (AND-like). Consecuentemente,
el suero de roedores con anticuerpos contra otros hantavius
patogénicos o no patogénicos, pueden llevar a resultados
positivos (i.e., reaccién cruzada) en el ensayo para el virus
SEQV. Por este motivo, la deteccién directa de dcido
nucleico por RT-PCR surgié como el método de eleccién
para varios patégenos virales. Se obtuvieron
amplificaciones exitosas del genoma viral de 11 ratas
seropositivas. Nuestros resultados confirman la hipétesis de
que el SEQV esté circulando en la Ciudad de Buenos Aires.
Este estudio constituye una prueba directa de la infeccién
viral actual, y sefiala una tasa elevada de ratones infectados
entre poblaciones de ratas seropositivas en la ciudad,
siendo que mds de la mitad de las ratas seropositivas
cobijaban genomas virales detectables. Es interesante
observar que la cepa del virus SEQV recientemente descrita
en Buenos Aires es muy préxima a las cepas del tipo salvaje
de Baltimore, EUA, y de Brasil, ambas asociadas a la rata. El
puerto de Buenos Aires responde por 80% de las
importaciones argentinas. Aproximadamente 50% de las
ratas del sexo masculino en Baltimore, Maryland, estan
infectadas con SEOV**. Estudios con ratas debidamente
marcadas y sueltos en Baltimore demuestran que las ratas
del sexo masculino heridas durante la captura son mds
propensos a infectarse con SEQV durante la recaptura que
los que no se hirieron entre las capturas’. En nuestro
estudio, 72,7% de las ratas con genoma del SEQV eran del
sexo masculino, aunque las heridas hayan sido raramente
observadas en las ratas capturadas. Entre las poblaciones
naturales de ratas, los machos con heridas mds graves
también estdn mds propensos a diseminar el SEQV vy
presentar el ARN viral en tejidos-meta, como los pulmones,
que los machos sin lesiones o con lesiones menos severas’.

Hay registros de que el SEOV ha causado
enfermedades en humanos menos graves que el HTNV y el
DOBY, pero todavia responsable por 25% de los casos de
HFRS en Asia'". No hay registros de infecciones por SEOV
en Argentina. La presencia de ratas con anticuerpos contra
el virus SEOV es apenas uno de los varios factores a ser
considerados cuando evaluamos los riesgos de las FHSR.
Aspectos relacionados a los agentes, reservorios, medio
ambiente y huéspedes interactéan de modo a determinar
la probabilidad de una transmisién efectiva, bien como de
infecciéon y enfermedad causadas por el virus. Los aspectos
relacionados al agente incluyen la cepa viral y la dosis
minima de infestacién del hantavirus en cuestion. Los
factores referentes al reservorio incluyen la infeccién
activa (en oposicién a evidencias seroldgicas de
infecciones anteriores), la concentracién de virus
excretado, la densidad de roedores y la frecuencia y
diseminacién de las excreciones. Todos esos factores
deben ser llevados en consideracién cuando se vaya a
evaluar la importancia de los datos a respecto de la
serologia de los roedores y cuando sea elaborada una
planificacién preventiva apropiado. Por lo tanto, la
importancia de la deteccién del RNA de los hantavirus en
ratas como agentes causadores de las FHSR en Buenos
Aires permanece incierfa, y son necesarias nuevas
investigaciones serolégicas con individuos saludables vy,
ademds estudios ambientales. No obstante, nuestros
resultados indican que se necesitan estrategias de control
para reducir los riesgos de infeccién de humanos por
patégenos transmitidos por ratas.
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Caracterizagdo genética parcial do hantavirus Seoul em ratazanas provenientes de
Buenos Aires, Argentina, e gerag¢do de um antigeno a partir da nucleoproteina
recombinante do virus Seoul

RESUMO

A febre hemorrédgica com sindrome renal (FHSR) é uma doenca grave, caracterizada por febre, hemorragia, faléncia
renal e rombocitopenia. Pelo menos sete hantavirus causam a FHSR: Hantaan, Seoul (SEQV) (de distribuicao global),
Dobrava-Belgrade, Saaremaa, Amur, Thailand e Puumala. Para investigar a epidemiologia da FHRS e a transmissao viral
na Argentina, criamos um plasmidio procariético que "codifica" a nucleoproteina recombinante do virus SEQOV de 430
aminodcidos. Apds a expressdo, a nucleoproteina recombinante foi testada como antigeno para uso em ensaio
imunoenzimdtico (ELISA) para diagnéstico dainfeccdo. Para determinar o nivel atual de transmisséo viral em populacées
de ratos-marrons ou ratazanas (Rattus norvegicus) capturadas na cidade de Buenos Aires, Argentina, testamos tecidos de
ratos selecionados para serem sorologicamente positivos para o virus SEOV, e o seu genoma viral foi detectado apds
submetido a RT-PCR utilizando primers especificos para dois fragmentos de proteinas Gn e Gc codificadas pelo
segmento M. O genoma viral foi detectado em 11 das 21 ratazanas soropositivas (52,4%), previamente capturadas em
dois parques. A andlise sequencial de uma regido génica (333 nt) do segmento M "codificador" da proteina Gc
apresentou 97% e 96% de similaridade com as cepas de SEOV coletadas em Baltimore e no Brasil, respectivamente. Os
dados genéticos levantados confirmam a informacéo de que hd uma diversidade muito pequena entre as cepas do virus
SEQOV.

Palavras-chave: Hantavirus; Virus Seul; Ratos; Células Procariéticas; Proteinas Recombinantes; ELISA.
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Partial genetic characterization of Seoul hantavirus in rats from Buenos Aires City,
Argentina, and generation of a Seoul recombinant nucleoprotein antigen

ABSTRACT

Hemorrhagic fever with renal syndrome (HFRS) is a severe infectious disease characterized by fever, hemorrhage, renal
impairment, and thrombocytopenia. At least seven hantaviruses cause HFRS: Hantaan, Seoul (SEQV) (distributed
worldwide), Dobrava/Belgrade, Saaremaa, Amur, Thailand and Puumala. To investigate the epidemiology of HFRS and
virus transmission in Argentina, we constructed a prokaryotic plasmid encoding the SEOV rNP of 430 amino acids. After
expression, the rNP was tested as an antigen for use in an enzyme-linked immunosorbent assay for infection diagnosis. To
determine the current level of virus transmission in wild brown rats or Norway rats (Rattus norvegicus) captured in Buenos
Aires City, Argentina, we tested tissues from rats that were determined to be serologically positive for the SEQV, and the viral
genome were detected by RT-PCR using specific primers for two fragments of M segment-encoding Gn and Gc proteins. The
viral genome was detected in 11 of 21 seropositive rats (52.4%) captured in two parklands. Sequence analysis of a 333-nt
region of the Gc-encoding M segment revealed 97% and 96% identity with strains of SEQOV from Baltimore and Brazil,
respectively. Our genetic data confirm a very low diversity among SEOV virus strains.

Keywords: Hantavirus; Seoul virus; Rats; Prokaryotic Cells; Recombinant Proteins; Enzyme-Linked Immunosorbent Assay.
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