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1- CAPITULO INTRODUCTORIO

ESTADO DEL ARTE

El virus de la Coriomeningitis Linfocitaria (vLCM) es el prototipo del género
Mammarenavirus (Familia Arenaviridae) por ser el primer miembro de este grupo
reconocido como patégeno para humanos. El vLCM fue aislado en el afio 1933 durante
una epidemia de encefalitis de San Luis, en E.E.U.U. (Armstrong et al., 1934). En 1935,
Traub identificé al roedor Mus musculus como el huésped reservorio del virus en la
naturaleza (Traub, E., 1935). Debido a su caracter cosmopolita, el vLCM es el Unico
mammarenavirus que tiene una amplia distribucidn geografica, comprendiendo América,

Europa, Asia, Africa y Oceania.

La infeccién adquirida por el vLCM en personas inmunocompetentes se presenta
generalmente como asintomatica, o una enfermedad febril auto limitada; aunque también
podria progresar a una meningitis o meningoencefalitis, en todos los casos con una
evolucidn favorable. En cambio, en pacientes inmunocomprometidos la infeccién podria
presentarse con falla multiorgdnica y con evolucién fatal mayoritariamente. La
transmision de la infeccion en donaciones de érganos suele ser un modo de adquirir la
enfermedad. Las mujeres embarazadas que adquieren la infeccién durante el embarazo
podrian transmitir el virus al feto a través de la placenta. Son varios los riesgos a causa de
la infeccidn intrauterina, aborto espontaneo, muerte fetal e infeccidn congénita con
secuelas neuroldgicas severas. Mas alla de la transmisidn vertical durante el embarazo, no

se ha reportado la transmisién interhumana de vLCM.

Las terapias antivirales disponibles actualmente no son eficientes para las infecciones

por el vLCM a pesar de los esfuerzos de investigacion.

La infeccién por el vLCM es una zoonosis con una baja incidencia en la poblaciéon y, por
ende, con una baja sospecha clinica de los casos. El diagnéstico de las infecciones por
vLCM se deberia considerar como diagndstico diferencial de todas aquellas patologias con

sintomas compatibles con la enfermedad.



Género Mammarenavirus

Los miembros del género Mammarenavirus (familia Arenaviridae) (Radoshitzky et al.,
2015) se clasifican de acuerdo a sus propiedades antigénicas en dos grupos: a) arenavirus
del Viejo Mundo, distribuidos en Europa y Africa, que incluye los virus: Lassa, Mopeia,
Mobala, lppy, Lujo, Luna, Lunk, Merino Walk, y el virus LCM de distribucién mundial; y b)
arenavirus del Nuevo Mundo en América (Clegg, 2002; Charrel et al., 2008). Estos ultimos
se agrupan en 3 linajes: linaje A incluye los virus Pichindé, Parana, Flexal, Whitewater
Arroyo, Pirital y Allpahuayo; el linaje B incluye los virus Sabid y Tacaribe junto con Junin,
Machupo, Chapare, Amapari, Cupixi y Guanarito, y en el linaje C se agrupan los virus
Latino y Oliveros. Un cuarto linaje D tentativo incluye los virus Bear Canyon y Tamiani

(Figural).

Entre los miembros del género Mammarenavirus se encuentran varios virus patégenos
para el hombre causantes de fiebres hemorrdgicas: en Sudamérica, virus Junin (fiebre
hemorragica argentina), virus Machupo (fiebre hemorragica boliviana), virus Chapare
(fiebre hemorragica de Bolivia), virus Guanarito (fiebre hemorragica venezolana) y virus
Sabia (fiebre hemorrégica de Brasil); en América del Norte, el virus Whitewater Arroyo
(sindrome febril); en Africa, el virus Lassa (fiebre de Lassa) y virus Lujo (fiebre hemorragica

en Africa); y con una distribucién mundial, el vLCM (Coriomeningitis Linfocitaria).

En el afio 2015, surge el género Reptarenavirus (Radoshitzky et al., 2015) como
segundo miembro de la familia Arenaviridae, la cual fue reorganizada taxondmicamente
por el Comité Internacional en Taxonomia Viral (ICTV) reemplazando a los Arenavirus,
Unico género de la familia hasta ese momento. En 2019, una nueva reorganizacion
taxondmica de la familia Arenaviridae incorpora dos nuevos géneros a los ya existentes, el

Antennavirus y el género Hartamanivirus (Radoshitzky et al., 2019).
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Figura 1 — Filogenia del género Mammarenavirus, basada en la secuencia aminoacidica completa de la
nucleoproteina. Se indican los virus del Viejo Mundo (OW) y los tres linajes (A, Cy B) de los virus del Nuevo
Mundo (NW). (Briese et al., 2009).

Reservorios en la naturaleza

Todos los mammarenavirus reconocidos por el ICTV (Ninth Report 2011-ICTV) estan
asociados a roedores, a excepcidén del virus Tacaribe que fue aislado de murciélagos
(Salvato et al., 2012). Los mammarenavirus del Viejo Mundo infectan a roedores de la
familia Muridae, subfamilia Murinae; y los mammarenavirus del Nuevo Mundo incluyen
virus de Sudamérica y Norteamérica que infectan a roedores de la familia Muridae,

subfamilia Sigmodontinae.

La distribucion geografica de los roedores reservorios determina la distribucion de los

virus asociados, generalmente focalizados geograficamente.

El vLCM es el Unico mammarenavirus que tiene una amplia distribucion geografica,

comprendiendo América, Europa, Asia, Africa y Oceania, debido al caracter cosmopolita
8



de los roedores muridos a los que se encuentra asociado (Mus musculus y M. domesticus)

(figura 2) (Childs et al., 1993). Los roedores conviven con humanos tanto en areas urbanas

como rurales.

Los Reptarenavirus se asocian a serpientes como reservorios de virus en la naturaleza,

los Antennavirus a los peces y el género Hartamanivirus a las serpientes al igual que

Reptarenavirus.

Figura 2. Mus musculus, roedor reservorio del vLCM.

Mammarenavirus del Viejo Mundo

Virus

Reservorios en la
naturaleza

Enfermedad en el hombre

virus de la Coriomeningitis Linfocitaria

(Armstrong et al. 1941)

Mus musculus

Coriomeningitis linfocitaria

virus lppy

Arvicanthis sp.

no asociado a enfermedad

(Swanepoel et al., 1985) en humanos
zléruucskll';‘;s':t al, 1970) Mastomys sp. fiebre de Lassa

virus Mobala Praomys sp. no asociado a enfermedad
(Gonzalez et al., 1983) en humanos

virus Mopeia Mastomys natalensis no asociado a enfermedad
(Johnson et al., 1981) en humanos

virus Lujo

(Paweska et al., 2009)

DESCONOCIDO

fiebre hemorragica de Africa




Mammarenavirus del Nuevo Mundo

Virus

Reservorios en la
naturaleza

Enfermedad en el hombre

virus Parand
(Webb et al., 1970)

Oryzomys buccinatus

no asociado a enfermedad
en humanos

virus Pichindé
(Trapido et al., 1971)

Oryzomys albigularis

no asociado a enfermedad
en humanos

virus Flexal
(Pinheiro et al., 1977)

Oryzomys spp.

no asociado a enfermedad
en humanos

virus Pirital
(Fulhorst et al., 1997)

Sigmodon alstoni

no asociado a enfermedad
en humanos

virus Allpahuayo
(Moncayo et al., 2001)

Oecomys bicolor

no asociado a enfermedad
en humanos

virus Tacaribe
(Downs et al., 1963)

Artibeus spp.

no asociado a enfermedad
en humanos

virus Junin
(Parodi et al., 1958)

Calomys musculinus

fiebre hemorragica
argentina

virus Machupo
(Johnson et al., 1965)

Calomys callosus

fiebre hemorragica boliviana

virus Amapari
(Pinheiro et al., 1966)

Oryzomys capito
Neacomys guianae

no asociado a enfermedad
en humanos

virus Guanarito
(Salas et al., 1991)

Zygodontomys brevicauda

fiebre hemorrégica
venezolana

virus Cupixi Oryzomys sp no asociado a enfermedad
(Bowen et al., 1998) ’ en humanos
virus Sabia

(Coimbra et al., 1994)

DESCONOCIDO

fiebre hemorragica de Brasil

virus Chapare
(Delgado et al., 2008)

DESCONOCIDO

fiebre hemorragica de
Bolivia

virus Latino
(Murphy et al., 1970)

Calomys callosus

no asociado a enfermedad
en humanos

virus Oliveros
(Mills et al., 1996)

Necromys obscurus (VER)

no asociado a enfermedad
en humanos

virus Tamiami
(Calisher et al., 1970)

Sigmodon hispidus

no asociado a enfermedad
en humanos

virus Whitewater Arroyo

(Fulhorst et al., 1996)

Neotoma albigula

sindrome febril

virus Bear Canyon
(Fulhorst et al., 2002)

Peromyscus californicus

no asociado a enfermedad
en humanos

Tabla 1. Miembros y reservorios del género Mammarenavirus. (Ninth Report 2011-ICTV)
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Infeccidon en roedores

En la naturaleza, la infeccion por vLCM se mantiene por transmisién transovdrica
principalmente siendo la transmision horizontal epidemiolégicamente poco importante.
Las hembras de ratdn cronicamente infectadas transmiten la infeccidon a su descendencia,
que a su vez adquieren una infeccidn cronica y persistente. La persistencia permite la
perpetuacién del virus en la naturaleza de modo que los roedores contaminan en forma

continua el ambiente con sus excretas (Johnson K. 1981b).

Numerosos estudios en animales de experimentacion (Mus albino) han permitido
determinar que la infeccion del ratén adulto con el vLCM conduce a una enfermedad
aguda que culmina con la muerte del animal, la recuperacién del animal con respuesta
inmune protectora o una infeccion persistente asociada a una supresion inmune
generalizada. Y por el contrario, la inoculacién de ratones recién nacidos o ratones
inmosuprimidos resulta en una infeccion persistente asociada a una variedad de
patologias tales como alteraciones en las funciones tiroideas, deficiencia en la hormona de
crecimiento, entre otras. En todos los casos, la infecciéon de los roedores depende de la
edad, la dosis administrada, la inmunocompetencia y la via de inoculacién utilizada

(Borrow, Oldstone, 1997).

Enfermedad en humanos

El principal mecanismo de transmisién del vLCM a los humanos es a través de la
inhalacién de los aerosoles generados por las excretas de roedores infectados o a través
de mordeduras de los mismos, ya sea en actividades recreativas o laborales en ambientes
donde circula el reservorio; también se han documentado infecciones en personal de
laboratorio manipulando animales infectados con vLCM (Buchmeier and Zajac, 1999;

Dykewicz et al., 1992, Emonet et al., 2007).

La coriomeningitis linfocitaria (LCM) es una zoonosis generalmente asintomatica o
puede resultar en una enfermedad auto limitada leve en el caso de individuos

inmunocompetentes. Se caracteriza clinicamente por presentar 2 fases: a) fase aguda, con
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fiebre y viremia, seguida por b) una fase neuroldgica, sin viremia pero con aparicién de
virus en el sistema nervioso central y deteccion de anticuerpos en suero. Durante la
primera fase, los sintomas mads frecuentes son fiebre, escalofrios, nauseas, vomitos,
mialgias y dolores de garganta y de cabeza, los cuales aparecen de 1-3 semanas luego de
la exposicion al virus (Armstrong et al., 1941; Blanc et al., 1951; Baum et al., 1966; Hirsch
et al., 1974; Vanzee et al., 1975). En la mayoria de los casos, la infeccion se resuelve sin
tratamiento, en pocos dias. Durante esta fase se observa leucopenia, trombocitopenia y

elevacién de las enzimas LDH y AST.

En ciertos pacientes, la infeccion puede progresar a una meningitis aséptica o
meningoencefalitis, aunque esta forma de presentacién no es la habitual (Adair et al.,
1953; Meyer et al., 1960; Asnis et al., 2010; Folk et al., 2011). En esta segunda fase de la
enfermedad el LCR puede presentar una concentraciéon de glucosa normal o levemente
disminuida, un recuento celular muy elevado con predominio de linfocitos y un
incremento moderado de las proteinas (Farmer, Janeway, 1942). También se han
reportado otras complicaciones neuroldgicas asociadas a las infecciones por el vLCM en
adultos, como la mielitis (Ackermann et al.,, 1972; Park et al., 1997b), sindrome de
Guillain-Barré e hidrocefalia (Hirsch et al., 1974; Larsen et al., 1993; Kunz et al., 2008). Las
manifestaciones no neuroldgicas de la enfermedad como pancreatitis, orquitis, artritis,
parotiditis y pericarditis son poco comunes (Jamieson et al., 2006). En la mayoria de los
casos, la infeccion por el vLCM en pacientes adultos humanos se recupera completamente

aungue requiere de algunos meses para lograrlo. Muy rara vez la infeccidn es letal.

No se ha reportado la transmisién persona a persona, con excepcion de la transmisién
a través de trasplante de 6rganos solidos y la transmision vertical de madre a feto, ya que
el vLCM atraviesa la placenta (CDC, 2005; Fischer et al., 2006; MacNeil et al., 2012;
Palacios et al., 2008; Barton, et al., 2002).

La infeccién por el vLCM durante el embarazo puede causar aborto espontdneo o
malformaciones congénitas como hidrocefalia, calcificaciones intracraneales vy

corioretinitis, segun el periodo de infeccién durante el embarazo. En un estudio realizado
12



en 20 nifos con confirmacion seroldgica de infeccidon por vLCM, con un seguimiento de 11
afios, observaron diferentes anomalias en las imagenes; microcefalia, ventriculomegalia,
hipoplasia cerebral, paquigiria, quistes porencefdlicos y periventriculares e hidrocefalia.
Los nifos presentaban desde retardo mental, epilepsia, ceguera y desérdenes motrices
(Bonthius et al., 2007b). Segun los investigadores, la amplia variabilidad de presentaciones
clinicas que se observaron en este grupo de nifos refleja los diferentes estadios de
gestacion en los que ocurrié la infeccién con vLCM, ya que realizaron un estudio en
animales inoculando ratones hembras en diferentes estadios gestacionales y se observd la

misma variedad de patologias clinicas en sus crias (Bonthius et al., 2007a).

En las ultimas décadas se han documentado varios agrupamientos de enfermedad letal
en receptores de trasplante de érganos provenientes de donantes infectados con el vLCM
en EEUU (Albarifio et al.,, 2010). Las secuencias genéticas que se obtuvieron de las
muestras de receptores de érganos fueron analizadas filogenéticamente para identificar la
cepa de vLCM y asociarlas a la muerte de dichos pacientes. En uno de los casos estudiados
se pudo determinar que la secuencia del vLCM caracterizada a partir del 6rgano receptor
era idéntica a la secuencia viral caracterizada de un hamster propiedad del donante. Si
bien no se aisld6 vLCM de tejidos del donante, si se aisld, secuencid y analizd
filogenéticamente el vLCM de la mascota (Amman et al.,, 2007). De esta manera, se

confirmé la asociacién del trasplante letal y la infeccién con el vLCM.

Debido a la distribucion cosmopolita de su huésped reservorio, el vLCM se distribuye

mundialmente (Figura 3).
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Figura 3. Distribucion mundial de la infeccion de vLCM reportada en humanos y roedores. (Vilibic-Cavlek T.

etal., 2021).

Sin embargo, se desconoce la verdadera prevalencia de las infecciones por vLCM en
humanos debido a la presentacién asintomatica o leve de los casos. En la década del 50,
diferentes estudios realizados confirmaron al vLCM como agente causal de enfermedades
neuroldgicas: a) el 8% (58/713) de pacientes con meningitis aséptica fueron
diagnosticados como infecciones por vLCM en EEUU (Meyer et al., 1960), b) se detectd en
el 8% de pacientes hospitalizados con enfermedad neuroinvasiva especialmente durante
los meses de invierno, cuando los roedores buscan abrigo en el interior de las viviendas
(Adair et al., 1953). Mas recientemente, estudios realizados en Finlandia (2013-2014)
pusieron en evidencia la presencia de anticuerpos de tipo 1gG para VLCM en el 5% de
pacientes con enfermedad neuroinvasiva (Fevola et al., 2018). En un grupo de pacientes
también con enfermedad neuroinvasiva estudiados en Irak (2012-2013) se detectd RNA de
vLCM en el 5,1% de las muestras de LCR analizadas (Barakat et al., 2015). En otro estudio
seroldgico realizado en la misma region en 2012-2016 en pacientes con enfermedad febril
aguda y manifestaciones neurolégicas, se observd una seroprevalencia para vLCM del
8,8%, y se caracterizaron genéticamente dos cepas de vLCM, indicando que las infecciones
por vLCM son comunes en Irak, y estdn asociadas a enfermedad neuroldgica. (Alburkat et

al., 2020). Asimismo, estudios seroldgicos realizados en distintos paises europeos
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mostraron una elevada prevalencia de anticuerpos para vLCM. En Espafia, en la década
del 2000, muestran una seropositividad del 1.7% (Lledé et al., 2003). Una seropositividad
del 37,5% fue reportada en los habitantes de Bratislava en Eslovaquia en 1999 (Reiserova
et al., 1999), y del 36% en la poblacion rural de la isla Vir en el litoral croata, en 2006
(Dobec et al.,, 2006). Sin embargo, en estudios mds recientes se observd una
seroprevalencia del 6.8% en la regidn continental de Croacia, siendo del 3.9% en poblacion
no expuesta a riesgo y 9.8% personas expuestas laboralmente al contacto con roedores

(Vilibic-Cablek T., Oreski T., et al., 2021; Vilibic-Cablek T., Barbic L., et al., 2021).

En Argentina, la actividad del vLCM se documentd por primera vez a comienzos de la
década del 70, mediante la deteccidn de anticuerpos tanto en humanos como en roedores
en el darea endémica de fiebre hemorragica argentina (FHA). Se detectaron anticuerpos
para vVLCM en mds de 20 Mus musculus capturados en la ciudad de Pergamino. Al mismo
tiempo se confirmé el primer aislamiento y caracterizacién de una cepa de vLCM a partir
de su reservorio Mus musculus en el sur de la provincia de Cérdoba, durante estudios de
investigacion sobre la participacién de los roedores en la ecologia del virus Junin en el area
endémica de la FHA (Barrera Oro et al., 1970; Maiztegui et al., 1972; Sabattini et al.,
1974).

En 1988-1989 se realizé un estudio cuyo objetivo principal fue medir la eficacia
protectora de la vacuna contra la FHA, Candid #1, en hombres, entre 15-65 afios de edad,
gue vivian o trabajaban en el campo, en 41 localidades al sur de la provincia de Santa Fe.
La deteccion de anticuerpos para vlun y vLCM, los dos arenavirus endémicos en la regién
de estudio, en muestras de suero previas a la inmunizaciéon con Candid #1, demostraron
una prevalencia de infeccion por vLCM del 2,38 % (172/7227 individuos). (Ambrosio et al.,
1994).

Afios mads tarde, mediante un estudio realizado por Ambrosio et al. se confirmé la co-
circulaciéon del vLCM vy el virus Junin en el drea endémica de FHA (Ambrosio et al., 1996).
En 1996, se confirmd por seroconversion un caso pediatrico de LCM de la ciudad de
Pergamino. Un estudio serolégico en individuos con domicilio en el potencial sitio de
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infeccién del caso mostré una prevalencia de infeccion por vLCM del 10,28% (11/107).

(Riera et al., 1996).

Estudios virolégicos posteriores realizados retrospectivamente en muestras de casos
sospechosos de FHA y de roedores reservorios en un periodo de 19 afos (1980-1999),
confirmaron la actividad del vLCM mediante el aislamiento de cepas de vLCM de humanos
y roedores M. musculus de las provincias de Cérdoba, Buenos Aires y Santa Fe (Saavedra
et al 2001; Saavedra et al., 2002). Posteriormente se realizé un estudio seroldgico en
roedores y humanos en la ciudad de Rio Cuarto en un periodo de 6 afios (1998-2003). La
prevalencia observada para vLCM fue del 7.3% en roedores (76/1038 total de animales
capturados), todos ellos de la especie M. musculus. Con respecto a los humanos, 85
muestras resultaron positivas de un total de 2594 (3,3%) muestras estudiadas, obteniendo
una mayor prevalencia de infeccion en los hombres (4,6%) con respecto a las mujeres
(2,6%). Ademas, se estudiaron 432 mujeres embarazadas de las cuales 7 presentaron
anticuerpos IgG para vLCM, pero en ninguno de los recién nacidos se detectaron
anticuerpos para este virus lo cual confirma que las mamads fueron infectadas por el vLCM

previo al embarazo (Riera et al., 2005).

Desde que se implementé la vigilancia epidemioldgica sistematica de los casos clinicos
de FHA que determind la inclusién de rutina de la deteccién del vLCM como parte del
diagndstico etiolégico diferencial de la FHA, se diagnosticaron casos de LCM. En el periodo
1970-2020 se confirmaron 20 casos de LCM mediante deteccidon de anticuerpos IgG

especificos en muestras de suero pareados.

Respecto de la identidad genética de las cepas de vLCM de Argentina, existe escasa
informacién. Sélo se dispone de la informacién de un pequeno fragmento de 359

nucledtidos (Saavedra, 2004).

Diagndstico de laboratorio

La viremia en LCM ocurre a lo largo del periodo febril agudo previo a la aparicién de los
sintomas neuroldgicos. Por lo tanto, la deteccién de genoma viral por RT PCR como
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método de diagndstico de infecciéon por vLCM se realiza en una muestra de suero del
periodo agudo de la enfermedad, y en una muestra de LCR, en una evolucién mds tardia
con la aparicién de la fase neuroldgica. La técnica de ELISA es el método de eleccidon para
el diagndstico serolégico mediante el estudio de sueros pareados, una muestra de suero

del periodo agudo y una segunda muestra del periodo de convalecencia.

Diagndsticos diferenciales

Durante la primera semana de la enfermedad, las manifestaciones clinicas de LCM no
son especificas y puede confundirse con otras patologias. Entre los diagndsticos
diferenciales deben considerarse los sindromes febriles agudos con mialgias,
trombocitopenia y leucopenia como la FHA; y ademads, con aquellos que desarrollan
manifestaciones neuroldgicas tardiamente. La meningitis granulomatosa seria un
diagndstico diferencial para aquellos pacientes que presenten altos niveles de linfocitos y
baja concentraciéon de glucosa en el LCR. Por otro lado, en los pacientes recién nacidos
que presenten hidrocefalia o corioretinitis se deberia tener en cuenta el testeo de vLCM
como diagnéstico diferencial de las TORCH (toxoplasmosis, rubeola, citomegalovirus y

herpex simple).

Morfologia y estructura del virién

Los viriones son esféricos a pleomorficos, tienen un didmetro de 50 a 300 nm de
didametro (media de 110 a 130 nm), y estan envueltos en una bicapa lipidica que deriva de
las membranas celulares. En esta bicapa lipidica se encuentran insertadas unas
proyecciones denominadas espiculas de 8 a 10 nm de longitud, las cuales estan
compuestas de glicoproteina viral (GPC). Un tetramero de GPC1 forma la cabeza de la
espicula y un tetramero de GPC2 forma el tallo de la espicula. La proteina estructural mas
importante en el virion es la nucleoproteina (NP), esencial para la transcripcion y
replicacion viral; la cual asociada al ARN forma la nucleocapside (Pinschewer et al., 2003).

La proteina L tiene actividad transcriptasa y replicasa y es un componente menor en la
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nucleocapside (Buchmeier et al., 1987; lapalucci et al., 1989). La proteina viral Z es una

proteina pequeiia estructural con un dominio de unién a zinc (Salvato et al., 1992).

A

Figura 4. Esquema de una particula de arenavirus (Radoshitsky et al., 2015).

Organizacion gendmica

El genoma de los mammarenavirus es ARN, bisegmentado L y S (grande y pequefio
respectivamente), de cadena simple que codifica 4 proteinas virales en un modo
ambisentido. El segmento S de aproximadamente 3400 nucledtidos (nt) codifica el
precursor de la GPC y la NP que son los inmundgenos mas importantes del virus. Las
secuencias de la GPC y de la NP estan separadas por una regién intergénica no codificante.
El precursor GPC es procesado en las glicoproteinas GPC1 y GPC2.

El segmento L de aproximadamente 7200 nt codifica una pequeiia proteina (Z) y una
proteina denominada L que es una ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp); estas
proteinas estdn separadas también por una regidn intergénica no codificante (Zapata J.C

and Salvato M, 2013).
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Figura 5. Mammarenavirus. Representacidon esquemadtica de la organizacion del genoma bisegmentado del
VLCM. GPC, precursor de glicoproteina; L, ARN polimerasa dependiente de ARN; NP, nucleoproteina; Z,
proteina de unidn a zinc. Las regiones intergénicas (IGR), que forman estructuras en horquilla (no
mostradas), separan marcos de lectura abiertos (ORF). (Radoshitzky et al., 2019)
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PLANTEO DEL PROBLEMA

En Argentina, las escasas cepas de vLCM aisladas han sido exhaustivamente
caracterizadas por métodos seroldgicos. Sin embargo, la informacién genética disponible
de las mismas es escasa, y se limita solamente a un pequefo fragmento del segmento S de

359 nt.

OBIJETIVOS

Caracterizar genéticamente las regiones codificantes de las proteinas GPC y NP del
segmento gendmico S de cepas de vLCM aisladas de origen humanos y de roedores de
diferentes localidades de la provincia de Santa Fe, Argentina; y las regiones codificantes de
las proteinas Z y L del segmento genémico L de una de las cepas de origen humano. El
analisis filogenético de las cepas permitird analizar la relacion que existe entre las cepas
de origen humano con las asociadas a roedores circulantes en Argentina, y su relaciéon con

las cepas de vLCM que circulan en el mundo.
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TRABAJO EXPERIMENTAL

El desarrollo del presente trabajo se llevd a cabo en el laboratorio de biologia
molecular del Departamento de investigacion del INEVH (Instituto Nacional de
Enfermedades Virales Humanas) “Dr. Julio I. Maiztegui”, de la ciudad de Pergamino; cuyos

laboratorios cuentan con el equipamiento y nivel de bioseguridad requeridos.

MATERIALES Y METODOS

Seleccion de las muestras humanas y animales

Las cepas de vLCM seleccionadas pertenecen a colecciones del INEVH “Dr. Julio I.

Maiztegui” y se conservaron a -70°C hasta el momento de su estudio.

Se seleccionaron para la extraccién de ARN viral y posterior amplificacion vy
secuenciacion tres cepas aisladas de casos humanos de LCM registrados en diferentes
localidades al sur de la provincia de Santa Fe. Las cepas de roedores seleccionadas

corresponden a la especie Mus musculus capturados en la provincia de Santa Fe (Tabla 2).

Fecha .
. Localidad y departamento —
Cepas Origen muestra . Provincia
o~ de procedencia

(aino)
21904 Humano 1985 Casilda, Caseros Santa Fe
23435 Humano 1987 Elortondo, Gral Ldépez Santa Fe
44416 Humano 2001 Fighera, Rosario Santa Fe
2856 Roedor 1990 Los Quirquinchos, Caseros Santa Fe
16255 Roedor 1993 Alcorta, Constitucion Santa Fe

Tabla 2. Cepas seleccionadas de vLCM de origen humano y de roedores.

Las cepas de origen humano (numero de identificacién #21904 Hu, #23435 Hu y
#44416_Hu) fueron obtenidas por aislamiento viral en animales. La muestra original

utilizada para realizar el aislamiento fue sangre entera heparinizada del periodo agudo de
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pacientes confirmados con infeccidn por vLCM. La muestra original se inoculé por via
intracerebral (ic) en ratones recién nacidos (rrn) de no mas de 48 horas de vida, y ratones
adultos (rad) de 30 a 35 dias (1° pasaje). Al 7° dia se realiz6 un 2° pasaje con una
suspension al 20% de los cerebros de los rrn del 1° pasaje a otro grupo de la misma edad y

a rad.

La cepa #44416_Hu fue aislada al 9° dia del 2° pasaje de rad donde los animales
enfermaron o murieron, la cepa #21904 Hu se aisl6 al 7° y 8° dia del 1° pasaje derad y la
cepa #23435_Hu se aislé al 7° y 8° dia del 2° pasaje donde en ambos casos los animales
enfermaron o murieron. En los 3 casos se cosecharon los ratones enfermos y muertos y se
obtuvo una suspension de cerebro al 20%. En ninguno de los casos la muestra original de
los pacientes enfermd ni matd ratones lactantes del 1° y 2° pasaje (Saavedra et al., 2001).

Con respecto a las cepas de origen animal, se trabajé a partir del bazo, érgano del
roedor original en el caso de la muestra #2856_Ro y una suspension de cerebro al 20% en

el caso de la muestra #16255_Ro.

Estudios moleculares

Extraccion del ARN total

Todas las muestras fueron procesadas en gabinetes de seguridad bioldgica (GSB) clase
Il en el laboratorio de seguridad bioldgica nivel 2. Los procedimientos de extraccién de
ARN viral y posterior transcripcién reversa y reaccién en cadena de la polimerasa (RT-PCR)
se realizaron en GSB ubicados en laboratorios separados a los efectos de minimizar el
riesgo a las contaminaciones cruzadas. El ARN total se extrajo de muestras de suspension
al 20% de tejidos de roedores y odrganos obtenidos de necropsia de roedores
(Chomczynski, 1995). Para ello, se alicuotaron 100 ul de suspensién de tejidos, o 50-100
mg de tejido fueron homogeneizados y tratados con 1000 ul de TRIzol®. El reactivo TRIzol®
mantiene la integridad del ARN gracias a la inhibicién altamente eficaz de la actividad de
ARNasa, al tiempo que destruye las células y disuelve los componentes celulares durante

la homogeneizacién de muestras. El reactivo TRIzol® es una solucién monofasica de fenol
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e isotiocianato de guanidina disefiado para el aislamiento de ARN total de alta calidad.
Después de la homogeneizacion de la muestra con el reactivo TRIzol®, se afiade
cloroformo y se permite al homogeneizado separarse en una clara capa acuosa superior
(que contiene ARN) y en capas organica roja y de interfase inferiores (que contienen ADN
y proteinas). El ARN se precipita desde la capa acuosa con isopropanol. Finalmente se
realiza un lavado con etanol al 70% para eliminar impurezas, se deja secar a temperatura
ambiente y se resuspende con 20 ul de agua libre de ribonucleasas para su posterior uso.

Las muestras se conservaron a -70°C hasta su procesamiento.

RT-PCR anidada

La amplificacién del material genético se realizé6 mediante reaccién conjunta en un
tubo de transcripcion reversa y reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR), modalidad
anidada (Nichol et al., 1993). Para evitar las contaminaciones cruzadas, se utilizaron GSB y
laboratorios diferentes para la preparacién de la mezcla de reactivos, asi como para el
agregado del molde de 4cido nucleico viral a la primera reaccion de PCR y a la reaccion de
PCR anidada. La transcripcion reversa y primera reaccion de PCR (1° round) se realizé en
un volumen de 30 pl, con buffer de reaccién 10X y MgCl, 50mM provistos por la enzima,
deoxinucledtidos (dATP, dCTP, dTTP y dGTP) en una concentracion 20 mM, Taqg Platinum
ADN polimerasa 5U/ul (Invitrogen), transcriptasa reversa SuperScrip 1l RT 20 U/ul
(Invitrogen), 100 ng de cada primer y se adiciond 1 ul de ARN gendmico. La reaccion de
PCR anidada (2° round) se realizd en las mismas condiciones, utilizando 1 ul del producto

de la primera PCR y sin el agregado de la transcriptasa reversa.

Los tubos fueron colocados en un termociclador (BioRad) y sometidos a diferentes
ciclos de temperatura, dependiendo del tamafio de los fragmentos a amplificar. Se
utlizaron los siguientes programas:

i) Para fragmentos menores de 600 pb:

1° round: 50°C — 60 min + 94° - 2 min + 30 ciclos (94°C x 30 seg + 37°C x 30 seg +
72°C x 1 min) + 10 ciclos (94°C — 30 seg + 37°C—30 seg + 72°C— 2 min) + 15°C oo.
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2° round: 94° - 2 min + 30 ciclos (94°C x 30 seg + 37°C x 30 seg + 72°C x 1 min) +
10 ciclos (94°C—30 seg + 37°C—30seg + 72°C—2 min) + 15°C oo,

ii) Parafragmentos mayores de 600 pb:
1° round: 50°C — 60 min + 94° - 2 min + 30 ciclos (94°C x 30 seg + 37°C x 30 seg +
72°C x 3 min) + 10 ciclos (94°C — 30 seg + 37°C—30 seg + 72°C— 4 min) + 15°C oo.
2° round: 94° - 2 min + 30 ciclos (94°C x 30 seg + 37°C x 30 seg + 72°C x 3 min) +
10 ciclos (94°C— 30 seg + 37°C—30seg + 72°C—4 min) + 15°C oo,

Visualizacion del ADN

Los productos de PCR anidada se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa
al 2% tefiido con SYBR Safe al 10% (Invitrogen — 10000X en DMSOQ). Se utilizé6 marcador de
masa (Fermentas - Mass Ruler Low — 60.8 ng/ul) para estimar la masa del producto
amplificado y marcador de peso molecular (Fermentas - Gene Ruler — 100bp DNA Ladder
0.5 ug/ul) como control en cada corrida. El gel con las muestras sembradas se sometio a
una corrida electroforética a 80 voltios durante 60 minutos. La observacion del gel se
realizé por exposicion del mismo sobre un transiluminador de luz LED. Los fragmentos del
tamafio esperado se cortaron del gel y se conservaron en un vial rotulado a -402C hasta su

posterior purificacion.

Purificacion del ADN

Las bandas obtenidas se purificaron utilizando el kit de purificacién de gel — QlAquick

de Qiagen de acuerdo a las recomendaciones del fabricante.

Secuenciacidn nucleotidica

La secuenciacion nucleotidica de los fragmentos de ARN se realizé en un equipo ABI
PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystem) mediante la técnica de Sanger de
secuenciacion dideoxinucledtidos en forma automadtica. En base a las secuencias

obtenidas utilizando los juegos de primers iniciales, se disefiaron primers especificos asi
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como también primers consenso basados en regiones conservadas tanto del fragmento

gendmico S como L.

Disefio de primers

Para la amplificacidn inicial de un fragmento del segmento S se utilizé un set de primers
disponible en el INEVH que amplifican un fragmento de 359 nt, 16V (Weaver y Calderdn
comunicacion personal) y 19C (5'-CGCACAGTGGATCCTAGGC-3') (Bowen et al., 1996) para
la primera reaccidon de PCR. Los mismos se basan en regiones conservadas del gen de la
NP que amplifican todos los mammarenavirus. Para la segunda reaccion se utilizaron los
primers especificos 2835V y 3194C (Weaver y Calderén comunicacién personal) basados
en la secuencias nucleotidicas de vLCM en la misma regidn del genoma. A medida que se
obtenian secuencias para las distintas muestras de humanos y roedores, se disefiaron sets
de primers especificos en base a las mismas para amplificar fragmentos de las regiones

gue codifican para las GPC1 y GPC2 del segmento gendémico S.

Para la secuenciacion del segmento gendmico L se disefiaron sets de primers en base al
alineamiento de las cepas del vLCM de diferentes partes del mundo disponibles en el

GenBank.

Analisis filogenético

Los analisis filogenéticos de las secuencias de nucledtidos se realizaron mediante el
alineamiento de las secuencias obtenidas para las regiones codificantes de la GPC y la NP
del segmento gendmico S para las 3 cepas de origen humano (#21904_Hu, #23435 _Huy
#44416 Hu) y las cepas de roedores (#2856 Ro y #16255 Ro), y para las regiones
codificantes de las proteinas Z y L del segmento gendmico L de una de las cepas de origen
humano (#23435 Hu). Para ello, se incluyeron distintas secuencias de vLCM publicadas en
GenBank circulantes en el mundo (Tabla 3). Los alineamientos multiples se realizaron con
el algoritmo ClustalW implementada en BioEdit (v7.2.5) (Hall., 1999). La determinacidon de

los modelos evolutivos se realizé con el programa JModelTest 2 (v2.1.6) (Darriba et al.,
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2012). Los andlisis filogenéticos fueron realizados con cuatro metodologias diferentes a fin

de analizar consistencia entre las filogenias obtenidas:

Maximum Likelihood con la herramienta IQ-TREE. El soporte estadistico de los clados
fue calculado mediante un analisis de bootstrap ultra rapido con la realizacion de 2000

réplicas (Trifinopoulos et al., 2016) (Minh et al., 2013).

Neigbhor-Joining con el programa MEGA (v.6.05). El soporte estadistico de los clados
fue calculado mediante un analisis de bootstrap con la realizacion de 1000 réplicas

(Tamura et al., 2013).

Inferencia bayesiana empleando el programa MrBayes (v.3.1.2). Para ello se corrieron
dos cadenas de 10 millones de generaciones para las regiones codificantes de la GPCy
L, y se corrieron dos cadenas de 15 millones de generaciones para las regiones
codificantes de la NP y la proteina Z. El soporte estadistico de los clados fue calculado

mediante probabilidad posterior (Ronquist & Hueselnbeck, 2003).

Maxima parsimonia empleando el programa TNT (v.1.5). (Goloboff & Catalano, 2016). El

soporte estadistico fue calculado por andlisis de bootstrap con 1000 réplicas.

Los arboles obtenidos fueron visualizados y editados con el programa FigTree (v1.4.3)

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Cepa Lugar de origen, aifo N° acceso Gen Bank Clado
Ohio-200504261 Ohio, EEUU, 2005 F1607037/F1607026 I
Wisconsin-810362 Wisconsin, EEUU, 2003 FJ607038/FJ607027 |
California-810366 California, EEUU, 2003 FJ607028/F)1607019 [
Michigan-810885 Michigan, EEUU, 2005 FJ607032/F)607023 [
Massachusetts-811316 gf)%s;ad‘”setts' EEUU, FI607031/F)607022 |
201102714 EEUU, 2011 IJN687949 I
Armstrong Geneva KY514257 I
Armstrong Missouri, EEUU, 1933 M20869 |
CH-5692 Alemania, 1999 DQ868483/D0868484 I
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Douglas-4707

New York, EEUU, 1947

F1607035/F)607024

IN-2012(M435) EEUU, 2012 KF732824 I
Marseille#12 Francia, 2004 DQ286931/D0285932 |
0Q28 Japén, 1990 AB627952/AB62755 I
Traub EEUU, 1936 DQ868487/DQ868488 I
WHI-5107 New York, EEUU,1949 F1607033 I
EEB-7 Espafia, 2008 IJN872495/IN872494 I
Pasteur Francia, desconocido DQ868485/DQ868486 I
WE UBC A-337 New York, EEUU, 1935 F1607034 I
WE NIID Japdn, desconocido LC413283 I
WE UBC 57135 New York, EEUU, 1935 F1607025 I
WE New York, EEUU, 1935 AF004519 I
Aggresive-strain 2007 EU480451 |
Docile-strain 2007 EU480453 I
Rhode Island-200501927 Rhode Island, EEUU, 2005 FJ607021 I
HP65-2009/1 Francia, 2009 JF912084 I
MX ESLOVAQUIA Eslovaquia, 1998 EU195889 I
IGS32 EEUU KJ603307 I
BRC Japdén, 2005 AB627953 Il
M1 Austria, 2005 AB261991 Il
Dandenong Former Yugoslavia, 2006 EU136038/EU136039 1]
Bulgaria Bulgaria, 1956 GQ862982/GQ86281 Il
Georgia-Lyles-810935 Georgia, EEUU, 1984 FJ607029/F)607020 1
SNO5 Espafia, 2004 F1895884 v
GRO1 Espafia, 2004 F1895883 1%
CABN Espaia, 2004 FJ895882 \

Tabla 3. Cepas vLCM incluidas en el anilisis filogenético.
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RESULTADOS

Se realizé la extraccion de ARN viral de 3 cepas de casos humanos confirmados de LCM

y de 2 cepas de vLCM de roedores Mus musculus (Tabla 2).

sANTAFE

ENTRE RIOS

CORDOBA

Casild:

 Fighera

" Los Quirquiﬁcrhos N\ -

i “Alcorta

Elortondo

BUENOS AIRES

Figura 6. Ubicacién de las localidades de las cepas de humanos y roedores estudiadas.

Inicialmente se trabajo con la cepa humana #23435 Hu, para la amplificacién de los
fragmentos gendmicos iniciales. Se utilizaron set de primers disponibles en el INEVH
mediante los cuales se obtuvieron productos del tamafio esperado correspondiente a la
region codificante de la NP del segmento gendmico S. Los primers 16V y 19C, y 2835F y

3194R para la primera y segunda reaccién de RT PCR, respectivamente, se usaron para

28



amplificar un fragmento de 359 nt.; y los primers 1696V y 1010C (Bowen et al; 1996) que

amplificaron un fragmento de 650 nt de una porcién del gen que codifica la NP.

Figura 7. Productos de RT-PCR de fragmentos del segmento gendmico S en gel de agarosa al 2%. Calles: 1y 2

fragmentos de 650 nt (primers 1696-1010C), 3 vacia, 4 marcador de peso molecular (PM) y 5 marcador de

masa (MM).

En base a las secuencias especificas obtenidas y al alineamiento con cepas de vLCM

disponibles en el GenBank se disefiaron sets de primers para el segmento genémico Sy L

para amplificar y secuenciar las cepas propuestas en el estudio. (Tablas 4 y 5).

Segmento | Ronda de | Nombre del . . ' o
.. ., . Secuencia del primer 5'-3
genoémico | reaccién primer
. 19C (Bowen et al; 1996)
era
S 962R WCTGCAGCRAGRATCATCCA
o 19C (Bowen et al; 1996)
a
255R ACATACCACAAGACCTACCAGC
19C (Bowen et al, 1996)
lera
S 962R WCTGCAGCRAGRATCATCCA
o 16F TAGGCTTKTTGGATTGCGCT
a
706R CAGCCCCAACCACTYCTCAT
S lera 16F TAGGCTTKTTGCATTGCGCT
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1738R TGARAGYGCYTCYAARGCAAG
501F GTCTCAAGCCTACATCTCA
202 998R GCATTTTGCAACAGCTGT
16F TAGGCTTKTTGGATTGCGCT
tera 1738R TGARAGYGCYTCYAARGCAAG
> 870F GCRGGYACRTTCACTTGGAC
202 1696R CACAACATCYTRCCACATGA
870F GCRGGYACRTTCACTTGGAC
tera 1010C (Bowen et al, 1996)
> 1465F TGAAGATACCAACACACAGA
202 1969R TGGTTCTAAGTTGTCAGGATG
1696V (Bowen et al, 1996)
S lera
1010C (Bowen et al, 1996)
2224F CATTGTCTGACTRTAGCTYARGCC
tera 19C (Bowen et al, 1996)
> 2321F GTTGTRTTYTCCCATGCTCTCC
2da 3194R (Weaver y Calderén comunicacién personal)
2224F CATTGTCTGACTRTAGCTYARGCC
tera 19C (Bowen et al, 1996)
> 2835F (Weaver y Calderén comunicacidn personal)
2da 19C (Bowen et al, 1996)
2224F CATTGTCTGACTRTAGCTYARGCC
tera 19C (Bowen et al, 1996)
> 3010F GCAAGGGACATCAACTCT
2da 19C (Bowen et al, 1996)

Tabla 4. Primers disponibles y disefiados en este trabajo para la amplificacion y secuenciacion de las regiones

codificantes del segmento gendmico S de las cepas de vLCM.
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Seemento Ronda Nombre
& (. de del Secuencia del primer 5'-3'
gendémico .. .
reaccion | primer
19C (Bowen et al, 1996)
lera
677R GGAAGTCYTGYGAIGAYTGG
L
19C (Bowen et al, 1996)
2da
257R TGTCTRCAVAARTARTGRTCAT
19C (Bowen et al, 1996)
lera
677R GGAAGTCYTGYGAIGAYTGG
L
19C (Bowen et al, 1996)
2da
372R TYACTCYTCRTAGGGRGGHGG
19C (Bowen et al, 1996)
lera
861R GGTTATGATAGGATTGGTG
L
19C (Bowen et al, 1996)
2da
764R AGATCTGTTCTGTTGGCAC
201F ATGTTGGCAAAGGTTCGAC
lera
1147R GGWRGACCCYYTGATACTHGG
L
294F CCCTCTCTGTAAGCATCCA
2da
1047R CTGAVTGGGARCCTGTRC
253F AGACATTGCCTAAACCTCCT
lera
1147R GGWRGACCCYYTGATACTHGG
L
294F CCCTCTCTGTAAGCATCCA
2da
1047R CTGAVTGGGARCCTGTRC
811F AATCGGTGTAGAAGAAGGC
lera
1805R AGAGAGATGAGCACTACAC
L
836F GAACATCACCAATCCTATC
2da
1766R CTAACTCTCATCAGCGTTC
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2173F

ACCCAVACACCYARYTCAAADGA

wer 2895R | ACTGATGTGAAGGACTGG
1474F GARAACCAWCCRAAICCRAAYTG

24 2298R | GACCTGGCTTTGGATGAACA
1949F GGRCTCCAYCTCATRTTTTTWGA

wer 2934R | GCCAATTTCCCGTTAGACC
2173F ACCCAVACACCYARYTCAAADGA

242 2895R | ACTGATGTGAAGGACTGG
2711F GCYTCBTTYTTBTCYTTRTT

e 3472R MTCCAGCYTYATTGAYATG
2762F | TCHCCATTYTTRAGYTTRTG

242 3393R | CAYAACGCHTCTGAYTTYTAYGG
3146F GCAAACCGCCCAACTACACT

rer 4206R | GATTGGTTTTCDTGYATGA
3242F | TCACTATCAACCAACTCACT

24 3900R | GTYGGDGGAAATAGRGARCTYTA
3242F | TCACTATCAACCAACTCACT

wer 4758R | CTTGTTAGTGCTGTRAGYCARAT
3674F AACCCTTCCCGCACATTG

242 4383R | TTATCAGGCAAAATGGC
4148F CCTGARTATGCRTTKGC

tera 5481R | TGGATYAGRTCRTGYCC
4187F | TTCATRCAWGAGARCCAATC

202 4758R | CTTGTTAGTGCTGTRAGYCARAT
4672F GCCCTCTGAAATTTGACTC

tera 6631R | AAGACTACTGTTGACAAGCG
4628F | TCGTAATCTGAGTGACTTAG

202 6485R | CTCTCTTTTCAGCAGGTTTAG
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4672F GCCCTCTGAAATTTGACTC
lera
6631R AAGACTACTGTTGACAAGCG
L
4436F CCTCATTGAACCCTTTGTC
2da
6341R TTAAGCAAAGAGGCAGTYG
5768F GCYARRCAAACAGAAGACA
lera
19C (Bowen et al, 1996)
L
6128F TCATTCACACTRCTRTARCAVCC
2da
6783R ATAGTAGATGGTCGCTGTGA
6551F ACCACATCATCACAACTCAT
lera
19C (Bowen et al, 1996)
L
6645F TCATRGARTCCATRCCDGA
2da
19C (Bowen et al, 1996)
5768F GCYARRCAAACAGAAGACA
lera
19C (Bowen et al, 1996)
L
7055 CAGCGTGACAGCAGTTTGAG
2da
19C (Bowen et al, 1996)

Tabla 5. Primers disponibles y disefiados en este trabajo para la amplificacion y secuenciacion de las regiones
codificantes del segmento gendmico L de la cepa de vLCM.

Se analizaron por PCR y secuencia los productos de tamafio esperado tanto para las
cepas de origen humano como para las cepas de roedores propuestas en este trabajo

(#23435_Hu, #44416_Hu, #21904_Hu, #2856_Ro y #16255_Ro).

Se realizé el alineamiento de las secuencias obteniéndose las secuencias completas de
las regiones codificantes de la GPC (1497 nt) y de la NP (1398 nt). Y con respecto al
segmento L, se obtuvo la secuencia completa de las regién codificante de la proteina Z

(269 nt) y un fragmento de 6597 nt de la proteina L.
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En la tabla 6 se observa el porcentaje de identidad nucleotidica (nt) y aminoacidica (aa)
entre las cepas argentinas, entre las argentinas y el clado |, y la comparaciéon con los

diferentes clados de las cepas de vLCM.

El mayor porcentaje de identidad de los 4 genes y sus proteinas virales
correspondientes de las cepas argentinas se observa con las cepas del clado I. En el Anexo
Il se detallan las identidades nt y aa de las 4 proteinas virales de las cepas argentinas

estudiadas y otras cepas referentes de vLCM.

% ldentidad nt % Identidad aa
GPC NP L 4 GPC NP L 4
Entre cepas argentinas 88.3 89.3 N/A N/A 96.3 97.4 N/A N/A
Cepas argentinas con Clado | 83.9 85.1 81.2 78.0 94.7 96.3 88.8 83.6
Cepas argentinas con Clado Il 79.2 79.6 73.0 68.3 91.2 93.5 80.3 75.5
Cepas argentinas con Clado llI 77.6 78.9 72.5 73.7 89.6 92.5 80.4 80.7
Cepas argentinas con Clado IV 74.3 78.0 N/A N/A 81.7 89.9 N/A N/A

Tabla 6. Comparacion de las secuencias nt y aa de la GPC y NP del gen S, y de las proteinas Zy L del gen L,
entre 5 cepas argentinas y otras cepas de vLCM conocidas.
N/A: no aplica. Sélo 1 cepa argentina para segmento L. No hay secuencias de clado IV para segmento L.

En funcidn de los andlisis filogenéticos realizados mediante inferencia bayesiana para
las regiones codificantes de la NP y de la GPC, las cepas argentinas agrupan juntas, y junto
a otras cepas del clado |. Dentro del clado |, las cepas de roedores se encuentran
agrupadas y junto a ellas las 3 cepas humanas (Figuras 8 y 9). Resultados similares se

obtuvieron con los otros métodos propuestos. (Anexo I).
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Figura 8. Arbol filogenético basado en la regién codificante para la nucleoproteina del segmento genémico S
construido con inferencia bayesiana (MrBayes v.3.1.2), siguiendo el modelo evolutivo GTR+G. Los numeros
en los nodos del arbol indican valores de probabilidad posterior. La raiz del arbol fue establecida con el virus
Lassa. La barra de escala en la parte inferior del arbol indica sustituciones de nucleédtidos por sitio. Las ramas
interrumpidas, indicadas por barras dobles, se acortaron en un 50 % para una mejor representacion grafica.
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Figura 9. Arbol filogenético basado en la regién codificante para la glicoproteina del segmento genémico S
construido con inferencia bayesiana (MrBayes v.3.1.2), siguiendo el modelo evolutivo GTR+I+G. Los nimeros
en los nodos del arbol indican valores de probabilidad posterior. La raiz del arbol fue establecida con el virus
Lassa. La barra de escala en la parte inferior del arbol indica sustituciones de nucleétidos por sitio. Las ramas
interrumpidas, indicadas por barras dobles, se acortaron en un 50 % para una mejor representacion grafica.
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En el andlisis filogenético de las 2 regiones codificantes, proteinas Z y L,
correspondientes al segmento gendmico L, se obtuvo que la cepa #23435_Hu agrupa con

otras cepas pertenecientes al clado | (Figuras 10y 11).

El arbol filogenético obtenido para la proteina Z si bien no tiene una buena resolucién
debido a la longitud de nucleétidos se puede ver que agrupa en el clado I.
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Figura 10. Arbol filogenético basado en el fragmento de la regién codificante para la proteina L del gen L,
construido con inferencia bayesiana (MrBayes v.3.1.2), siguiendo el modelo evolutivo GTR+G. Los numeros
en los nodos del arbol indican valores de probabilidad posterior. La raiz del arbol fue establecida con el virus
Lassa. La barra de escala en la parte inferior del arbol indica sustituciones de nucleétidos por sitio. Las ramas
interrumpidas, indicadas por barras dobles, se acortaron en un 50 % para una mejor representacion grafica.
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Figura 11. Arbol filogenético basado en la regién codificante para la proteina Z del gen L, construido con
inferencia bayesiana (MrBayes v.3.1.2), siguiendo el modelo evolutivo TIM2+I+G. Los nimeros en los nodos
del arbol indican valores de probabilidad posterior. La raiz del arbol fue establecida con el virus Lassa. La
barra de escala en la parte inferior del arbol indica sustituciones de nucleédtidos por sitio.
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2- CAPITULO DE CONCLUSIONES

DISCUSION

El vLCM tiene el mayor potencial geografico de todos los mammarenavirus y puede
presentarse en cualquier lugar donde se encuentre su reservorio natural, el roedor Mus
musculus. El vLCM es el agente etioldgico de una enfermedad con una baja incidencia a
nivel mundial. El indice de prevalencia varia entre 1,7% en Espafia (Lledo, 2003) y un 36%
en el Norte de Croacia, Isla de Vir (Dobec, 2006). En Argentina, la regiéon endémica de FHA
es la unica regién estudiada en cuanto a la circulacion de vLCM, observandose una
prevalencia del 2,3% al sur de la provincia de Santa Fe (Ambrosio et al., 1994), un 3,3% en
la poblacién de la ciudad de Rio Cuarto y del 7,3% en roedores de la especie Mus musculus

en dicha ciudad (Riera et al., 2005).

Desde la identificacién de la enfermedad en Argentina en la década del 70 hasta el
afio 2020, se confirmaron 20 casos de LCM, 17 de ellos se diagnosticaron durante el
periodo 1970-2010 (Ambrosio et al., 2010) y 3 entre los afios 2010-2020. El diagndstico se
realizé por conversion seroldgica y/o aislamiento viral en base al diagnédstico diferencial en
pacientes con sospecha de FHA. Los estudios seroldgicos se realizaron por diferentes
metodologias, inmunofluorescencia indirecta, ELISA y/o test de neutralizacién. La
presentacion clinica de 19/20 casos confirmados con LCM fue leve con sintomas
inespecificos diagnosticados inicialmente como casos leves de FHA. Sélo 1/20 casos fue
diagnosticado con LCM en la fase neuroldgica de la enfermedad cuando se manifestd
como una meningitis aséptica. Todos los casos tuvieron una recuperacion total sin
secuelas posteriores. De los 20 casos humanos diagnosticados con LCM en los ultimos 50
afos solo se lograron aislar 4 cepas y 3 fueron caracterizadas molecularmente en el
presente trabajo. La procedencia de los casos estudiados es principalmente de origen
rural por lo que se podria estimar que la infeccién se contrajo por contacto directo con el
roedor reservorio y/o con las excretas infectadas con vLCM. Segun datos bibliograficos se

han documentado otros tipos de transmision como la transmisién de madre a feto (CDC
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2005; Fisher et al., 2006; Mac Neil et al., 2012; Palacios et al., 2008; Barton et al., 2002).
En Argentina, no hay reportes de transmision feto materna de vLCM hasta el momento.
En una investigacién realizada por Riera y colaboradores se estudiaron 7 muestras de
suero de embarazadas con deteccion de anticuerpos tipo 1gG para vLCM pero sin

deteccidn de anticuerpos en los recién nacidos (Riera et al., 2005).

El presente trabajo de tesis aporta por primera vez en Argentina informacién
molecular en base a la caracterizacion completa de las 4 proteinas virales del vLCM, la GPC
y la NP del gen S, y las proteinas Z y L del gen L, correspondientes a 5 cepas aisladas de
humanos (3) y roedores M. musculus (2) del area endémica de FHA. Esta informacion
amplia el conocimiento existente en base a un pequeiio fragmento de 359 nt de la NP del

gen S de cepas de vLCM de Argentina (Saavedra et al., 2004).

Las 5 cepas estudiadas corresponden a cepas aisladas en el INEVH, derivadas de
casos humanos y roedores procedentes de localidades del sur de la provincia de Santa Fe,
a saber: cepa #23435 Hu de Elortondo afio 1987, cepa #44416_Hu de Fighera ano 2001,
cepa #21904_Hu de Casilda afio 1985, cepa #2856_Ro de Los Quirquinchos afio 1990y la
cepa #16255_Ro de Alcorta afio 1993.

Las secuencias nucleotidicas obtenidas codifican el gen completo de las proteinas GPC
y NP, de 1497 y 1398 nt respectivamente, correspondientes al segmento gendmico S de
las 5 cepas estudiadas, y el gen completo de la proteina Z de 269 nt y un fragmento de
6597 nt de la proteina L, correspondientes al segmento genédmico L de la cepa humana

#23435_Hu.

La comparacion de secuencias completas de los genes que codifican para la NP de las
cepas argentinas con otras cepas de vLCM que circulan en el mundo revela que comparten
un porcentaje de identidad nucleotidica de 86,4% con una cepa de Ohio, EEUU,
identificada en el afio 2005 y con otra cepa denominada Traub 1936, identificada también
en EEUU con un 86.2% de identidad (Anexo Il). Similarmente se muestra un alto
porcentaje de identidad aminoacidica con la cepa Traub 1936 (97.6%). La secuencia
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completa de la GPC muestra también un alto porcentaje de identidad nucleotidica del
85,7% con la cepa Marseille, Francia identificada en el afio 2004 y aminoacidica del 96.4%
con la misma cepa y la cepa Traub 1936. Con respecto al fragmento de la proteina L, el
mayor porcentaje de identidad se observa con la cepa denominada Douglas, identificada
en EEUU en 1947 (82.4 % y 90.7 % nucleotidica y aminoacidica, respectivamente). La
secuencia completa de la proteina Z muestra un 80.8% de identidad nucleotidica con las
cepas Wisconsin de EEUU vy la cepa francesa denominada Pasteur y un 87,5% de identidad

aminoacidica con la cepa americana WE UBC identificada en 1935.

Todas las cepas mencionadas anteriormente, con las cuales las cepas argentinas
incluidas en este trabajo presentan los valores mas altos de identidad nucleotidica y

aminoacidica pertenecen al clado |.

La topologia general de los arboles filogenéticos obtenidos en el estudio de las cepas
argentinas concuerda en cuanto a la distribucion de los clados reportados en la literatura
(Ledesma et al., 2009, Albarifio et al., 2010; Knust et al., 2014, Lavergne et al., 2015,
Alburkat et al., 2020; Vilibic-Cavlek et al., 2021).

Los analisis filogenéticos basados en los 4 genes de las proteinas virales muestran que
las 5 cepas argentinas estudiadas agrupan dentro del clado |, coincidiendo con lo
observado previamente en base al analisis de las secuencias nt de un pequefio fragmento
del gen S de cepas argentinas de vVLCM (Saavedra et al., 2004). En el caso de los genes de
la GPC y de la NP, las 5 cepas estudiadas, agrupan en un mismo subclado con buen
soporte estadistico. En el clado | agrupan también secuencias de diferentes partes del
mundo, principalmente de EEUU, Francia y Alemania; asociadas con casos humanos

severos (Albarifio et al., 2010).

La procedencia de las cepas estudiadas en este trabajo delimita un 4rea de estudio
restringida de alrededor de 15.000 km? aproximadamente, mientras que la distribucion
del roedor reservorio es mucho mas amplia, abarcando extensas regiones de nuestro pais
donde se desconoce la circulacién del vLCM. Por lo tanto, contar con un mayor nimero de
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secuencias de cepas de origen humano y de roedores provenientes de diferentes regiones
geograficas de Argentina, permitiria establecer areas de circulacién viral y determinar

zonas de riesgo a los fines de implementar medidas de prevencion.
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CONCLUSIONES

Los resultados moleculares obtenidos en el presente trabajo de tesis sobre la

caracterizacion gendmica de cepas humanas y de roedores de vLCM permitieron:

Caracterizar molecularmente por primera vez en Argentina, el fragmento gendmico
completo que codifica para las proteinas GPC y NP del segmento S, de 3 cepas

aisladas de casos humanos y 2 cepas de roedores.

Caracterizar molecularmente por primera vez en Argentina, el fragmento gendmico
completo que codifica para la proteina Z del segmento L de una cepa aislada de

origen humano.

Caracterizar molecularmente por primera vez en Argentina, un fragmento de 6597
nt que codifica para la proteina L del segmento L de una cepa aislada de origen

humano.

Comparar la identidad nucleotidica y aminoacidica entre las cepas argentinas y con

las cepas de vLCM circulantes en otros paises.

Confirmar que todas las cepas argentinas pertenecen al mismo clado (clado I).
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3- ANEXOS

Anexo |

a) Arboles filogenéticos realizados para la region codificante de la NP con los demas

métodos propuestos.
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Figura 12. Arbol filogenético basado en la regidn codificante para la proteina NP construido con Maximun
Likelihood (1Q-Tree Web Server), siguiendo el modelo evolutivo GTR+G. Los nimeros en los nodos del arbol
indican valores de soporte (%). La raiz del arbol fue establecida en funcién de virus Lassa. La barra de escala
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en la parte inferior del arbol indica sustituciones de nucledtidos por sitio. Las ramas interrumpidas, indicadas
por barras dobles, se acortaron en un 50 % para una mejor representacion grafica.
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Figura 13. Arbol filogenético basado en la regién codificante para la proteina NP construido con Neighbor-
Joining (MEGA v.6.05), siguiendo el modelo evolutivo GTR+G. Los nimeros en los nodos del arbol indican
valores de soporte. La raiz del arbol fue establecida en funcidn de virus Lassa. La barra de escala en la parte
inferior del arbol indica sustituciones de nucleétidos por sitio. Las ramas interrumpidas, indicadas por barras

dobles, se acortaron en un 50 % para una mejor representacion grafica.
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Group fregs., 1000 replicates, cut=50 (tree 0) - Poisson Bootstrap
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Figura 14. Arbol filogenético basado en la regién codificante para la proteina NP construido con maxima
parsimonia (TNT v.1.5), siguiendo el modelo evolutivo GTR+G. Los nimeros en los nodos del arbol indican

valores de soporte.
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b) Arboles filogenéticos realizados para la regién codificante de la GPC con los demas

métodos propuestos.
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Figura 15. Arbol filogenético basado en la regién codificante para la proteina GPC construido con Maximun
Likelihood (IQ-Tree Web Server), siguiendo el modelo evolutivo GTR+I+G. Los numeros en los nodos del
arbol indican valores de soporte (%). La raiz del arbol fue establecida en funcién de virus Lassa. La barra de
escala en la parte inferior del arbol indica sustituciones de nucleétidos por sitio. Las ramas interrumpidas,

indicadas por barras dobles, se acortaron en un 50 % para una mejor representacién grafica.
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Figura 16. Arbol filogenético basado en la regién codificante para la proteina GPC construido con Neighbor-
Joining (MEGA v.6.05), siguiendo el modelo evolutivo GTR+G. Los nimeros en los nodos del arbol indican
valores de soporte. La raiz del arbol fue establecida en funcidn de virus Lassa. La barra de escala en la parte

inferior del arbol indica sustituciones de nucledtidos por sitio.
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Group fregs., 100 replicates, cut=50 (tree 0) - Poisson Bootstrap
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Figura 17. Arbol filogenético basado en la regién codificante para la proteina GPC construido con maxima
parsimonia (TNT v.1.5), siguiendo el modelo evolutivo GTR+G. Los nimeros en los nodos del arbol indican
valores de soporte.
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c) Arboles filogenéticos realizados para la regién codificante de la proteina L con los
demas métodos propuestos.
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Figura 18. Arbol filogenético basado en la regién codificante para la proteina L construido con Maximun
Likelihood (1Q-Tree Web Server), siguiendo el modelo evolutivo GTR+G. Los nimeros en los nodos del arbol
indican valores de soporte (%). La raiz del arbol fue establecida en funcién de virus Lassa. La barra de escala
en la parte inferior del arbol indica sustituciones de nucledtidos por sitio. Las ramas interrumpidas, indicadas
por barras dobles, se acortaron en un 50 % para una mejor representacion grafica.
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Figura 19. Arbol filogenético basado en la regién codificante para la proteina L construido con Neighbor-
Joining (MEGA v.6.05), siguiendo el modelo evolutivo GTR+G. Los numeros en los nodos del arbol indican
valores de soporte. La raiz del arbol fue establecida en funcidn de virus Lassa. La barra de escala en la parte
inferior del arbol indica sustituciones de nucledtidos por sitio. Las ramas interrumpidas, indicadas por barras
dobles, se acortaron en un 50 % para una mejor representacién grafica.
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Group fregs., 100 replicates, cut=30 (tree 0) - Poisson Bootstrap
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Figura 20. Arbol filogenético basado en la regién codificante para la proteina L construido con méaxima

parsimonia (TNT v.1.5), siguiendo el modelo evolutivo GTR+G. Los nimeros en los nodos del arbol indican

valores de soporte.
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d) Arboles filogenéticos realizados para la regién codificante de la proteina Z con los
demas métodos propuestos.
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Figura 21. Arbol filogenético basado en la regién codificante para la proteina Z construido con Maximun
Likelihood (1Q-Tree Web Server), siguiendo el modelo evolutivo TIM2+1+G. Los nimeros en los nodos del
arbol indican valores de soporte (%). La raiz del arbol fue establecida en funcién de virus Lassa. La barra de
escala en la parte inferior del arbol indica sustituciones de nucledtidos por sitio.
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Figura 22. Arbol filogenético basado en la regién codificante para la proteina Z construido con Neighbor-
Joining (MEGA v.6.05), siguiendo el modelo evolutivo TIM2+I+G. Los nimeros en los nodos del arbol indican
valores de soporte. La raiz del arbol fue establecida en funcidn de virus Lassa. La barra de escala en la parte

inferior del arbol indica sustituciones de nucledtidos por sitio.
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Group freqs., 100 replicates, cut=00 (tree 0) - Poisson Bootstrap
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Figura 23. Arbol filogenético basado en la regién codificante para la proteina Z construido con maxima

parsimonia (TNT v.1.5), siguiendo el modelo evolutivo TIM2+1+G. Los nimeros en los nodos del arbol indican
valores de soporte.
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Anexo Il

a) Comparacion (%) de las secuencias nt y aa de la NP del gen S, entre las cepas
argentinas y otras cepas representativas de vLCM.

ARN (nt) Proteinas (aa)

#23435_Hu|#44416_Hu|#21905_Hul#2856_Ro [ #16255_Ro |#23435_HY #4441_Hu [#21005_Hu|#2856_Ro[#16255 _Ro
#23435_Hu
#44416 _Hu 89,6 97,6
#21905_Hu 90,0 | 89,7 98,1 [ 976
#2856_Ro 83,8 [ 89,8 | 89,6 970 [ 972 | 981
#16255_Ro 89,3 | 882 | 83,2 | 89,4 9,8 [ 96,5 | 97,6 | 97,2
FJ607038_Wisconsin_810362_EEUU_2003 85,4 85,1 84,8 84,8 84,5 96,1 95,9 96,8 95,9 95,2
FJ607028_California_810366_EEUU_2003 86,0 | 848 | 8,0 | 854 | 853 | 970 | 952 | 96,8 | 961 | 955
FI607032_Michigan_810885_EEUU_2005 86,2 | 858 | 853 | 858 | 853 | 972 | 963 | 97,2 | 96,3 | 96,8
FJ607031_Massachusetts_811316_EEUU_200| 86,1 856 | 8,5 | 8,9 | 8,9 | 95,7 | 9,1 96,5 | 957 | 95,7
JN687949_201102714_EEUU_2011 85,1 856 | 8,8 | 8,2 | 8,8 | 97,2 | 970 98,3 | 97,2 | 96,3
M20869_Armstrong_EEUU_1993 85,3 853 | 84,7 | 840 | 8,3 | 955 | 950 96,3 | 94,6 | 95,7
DQ_868483_CH-5692_ALEMANIA 1999 86,3 852 | 8,7 | 846 | 8,5 | 974 | 96,5 970 | 96,1 | 96,1
FJ607035_Douglas-4707_EEUU_1947 84,9 855 | 8,3 | 853 | 8,7 | 968 | 96,3 97,4 | 96,8 | 96,1
KF732824_IN-2012-M435_EEUU_2012 84,9 849 | 8,8 | 8,1 | 8,1 | 970 | 96,5 97,2 | 97,0 | 96,5
DQ286931_Marseille#12_FRANCIA_2004 84,2 83,7 | 8,3 | 8,5 | 8,1 | 955 | 94,2 96,1 | 950 [ 94,8
AB627952_0Q28_JAPON_1990 86,3 852 | 8,7 | 84,6 | 84,5 | 974 | 96,5 97,0 | 96,1 | 96,1
DQ868487_Traub_EEUU_1936 86,3 856 | 8,2 | 8,1 | 853 | 974 | 961 97,6 | 97,0 | 96,3
FJ607033_WHI-5107_EEUU_1949 84,7 85,4 85,3 84,5 84,1 96,5 96,1 97,0 96,3 95,7
FJ607037_0Ohio-200504261_EEUU_2005 86,0 86,1 86,4 85,3 85,2 96,8 96,1 97,0 96,5 95,9
GQ862982_Bulgaria_BULGARIA 1956 792 | 792 | 779 | 783 | 790 | 93,1 [ 935 | 939 | 929 | 93,7
AB627953_BRC_JAPON_2005 80,6 | 80,2 | 788 | 794 | 80,7 | 93,1 | 929 | 942 | 93,1 | 933
AB261991_MAI-M1_AUSTRIA 2005 80,5 | 80,3 | 788 | 793 | 80,5 | 929 [ 929 | 939 | 929 | 931
EU136038_Dandenong_YUGOSLAVIA 2006 798 | 805 | 796 | 796 | 793 | 93,9 | 93,7 | 948 | 93,7 | 94,4
FI607029_Georgia-Lyles-810935_EEUU 1984| 79,0 | 78,8 | 780 | 79,7 | 791 | 92,2 | 92,2 | 93,1 | 92,2 | 92,6
FJ895884_SNO5_ESPANA 2004 78,6 785 | 781 | 77,6 | 783 | 90,0 | 89,8 90,3 | 89,4 | 89,0
FJ895882_CABN_ESPANA_2004 79,0 780 | 77,4 | 769 | 781 | 90,3 | 89,8 90,3 | 89,6 | 89,6
FJ895883_GRO1_ESPANA_2004 78,0 779 | 780 | 77,0 | 780 | 90,5 | 90,3 90,7 | 8,8 | 89,4
KM821909_virus_Lassa 63,2 61,6 | 62,6 | 62,7 | 63,2 | 653 64,4 653 | 649 | 64,6
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b) Comparacién (%) de las secuencias nt y aa de la GPC del gen S, entre las cepas
argentinas y otras cepas representativas de vLCM.

ARN (nt) Proteinas (aa)

#44416_Hu|#21904_Hu|#23435_Hu|#16255_Ro | #2856_Ro | #44416_Hu [#21004_Hu|#23435_Hu |#16255_Ro |#2856_Ro
#44416_Hu
#21904_Hu 88,7 95,2
#23435_Hu 88,0 | 89,0 9,0 | 96,6
#16255_Ro 86,8 | 885 | 87,9 946 [ 96,0 | 96,4
#2856_Ro 834 | 836 | 8,0 | 886 970 | 974 | 972 | 96,6
FJ607037_Ohio-200504261_EEUU_2005 82,7 | 832 | 84,2 | 8,6 | 8,8 | 926 | 940 [ 932 | 932 | 936
FJ607038_Wisconsin_810362_EEUU_2003 83,6 | 8,1 | 8,4 | 834 | 88 | 946 | 948 | 946 | 936 | 948
FJ607028_California_810366_EEUU_2003 82,4 | 834 | 8,3 | 82,7 | 8,1 | 930 | 936 | 938 | 930 | 942
FJ607032_Michigan_810885_EEUU_2005 84,7 | 84,0 84,8 82,6 | 844 94,2 94,4 95,2 93,8 | 95,2
FJ607031_Massachusetts_811316_EEUU_2008| 84,1 | 84,2 | 84,2 | 82,8 | 83,6 | 946 | 952 [ 958 | 940 [ 956
IN687949_201102714_EEUU_2011 83,1 | 838 | 8,0 | 840 | 8,2 | 948 | 954 [ 958 | 944 | 96,2
M20869_Armstrong_EEUU_1993 83,0 | 845 83,9 829 | 843 93,8 95,0 95,2 94,2 | 95,4
DQ_868483_CH-5692_ALEMANIA_1999 840 | 842 | 838 | 83,1 | 826 | 940 | 946 | 948 | 946 | 9438
FJ607035_Douglas-4707_EEUU_1947 84,1 | 848 | 8,1 | 844 | 8,6 | 944 | 950 [ 954 | 950 [ 954
KF732824_IN-2012-M435_EEUU_2012 83,6 | 838 83,8 83,8 | 84,2 94,6 94,8 95,2 94,2 | 95,4
DQ286931_Marseille#12_FRANCIA 2004 857 | 8,3 | 844 | 835 | 854 | 946 | 96,2 | 964 | 946 | 96,0
AB627952_0Q28_JAPON_1990 83,2 | 842 | 8,6 | 833 | 83 | 944 | 948 [ 952 | 942 | 956
DQ868487_Traub_EEUU_1936 83,8 | 8,4 | 8,2 | 848 | 8,2 | 950 [ 956 | 958 | 948 | 96,4
FJ607033_WHI-5107_EEUU_1949 836 | 840 | 836 | 846 | 846 | 936 | 944 | 944 | 942 | 946
AB627953_BRC_JAPON_2005 80,4 | 797 | 798 | 788 | 80,0 | 91,8 | 914 [ 920 | 90,8 | 91,4
AB261991_MAI-M1_AUSTRIA_2005 80,3 | 795 | 792 | 786 | 796 | 91,4 | 90,8 | 91,2 | 90,2 | 90,8
EU136038_Dandenong_YUGOSLAVIA 2006 80,1 79,1 79,8 79,2 79,4 91,0 92,2 93,0 91,6 | 92,0
GQ862982_Bulgaria_BULGARIA_1956 785 | 785 | 780 | 776 | 784 | 91,2 | 906 [ 90,8 | 90,2 | 90,6
FJ607029_Georgia-Lyles-810935_EEUU 1984 | 77,7 | 779 | 776 | 773 | 77,8 | 89,2 | 90,4 | 89,2 | 90,0 | 89,4
FJ895884 SNO5_ESPANA 2004 75,2 73,5 73,5 74,1 73,3 81,7 80,7 81,1 815 | 80,9
FJ895883_GRO1_ESPANA 2004 760 | 753 | 759 | 761 | 756 | 823 | 81,9 | 81 | 8,9 | 82,5
FJ895882_CABN_ESPANA_2004 739 | 31| 735 | 735 | 725 | 81,9 | 8,1 | 8,3 | 81,9 | 811
Lassa_virus 62,0 | 62,6 62,1 61,9 62,7 60,1 59,5 60,5 60,7 | 60,1
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¢) Comparacion (%) de las secuencias nt y aa de las ptroteinas Zy L del gen L, entre la
cepa argentina y otras cepas representativas de vLCM.

L yA
nt ad nt daa
#23435_Hu|#23435_Hu| #23435_Hu [#23435_Hu

#23435 Hu

FJ607024 Douglas-4707_EEUU_1947 82,4 | 90,7 | 75,6 80,7
KY514257_Armstrong-Geneva 82,2 89,5 75,6 84,1
KJ603307_1GS32_EEUU 82,2 89,4 75,6 84,1
AY847351 Armstrong_ USA 1933 82,2 89,5 75,6 84,1
EU480453_Docile-strain_2007 81,7 89,3 79,7 86,4
FJ607027 Wisconsin_810362 EEUU_2003 81,6 | 889 | 80,8 85,2
FJ607025 WE-UBC-57135_EEUU_1935 81,6 | 89,3 | 80,1 87,5
AB627955_0Q28_JAPON_1990 81,6 89,6 78,6 83,0
EU480451 Aggresive-strain_2007 81,5 89,1 79,3 86,4
DQ868486 Pasteur-strain 81,5 89,2 80,8 86,4
FJ607022_Massachusetts 811316 EEUU 2008 | 81,3 | 89,7 | 78,9 81,8
FJ607023_Michigan 810885 EEUU_2005 81,3 | 89,8 | 786 | 84,1
DQ868488_Traub_EEUU_1936 81,1 89,6 78,6 84,1
FJ607021_Rhode Island-200501927 EEUU 2005| 81,0 | 88,5 | 77,1 83,0
JF912084_HP65-2009-1_FRANCIA_ 2009 81,0 87,5 77,8 83,0
FJ607026_0Ohio-200504261 EEUU_2005 81,0 88,5 77,1 83,0
DQ286932 Marseille#12_FRANCIA 2004 80,8 88,2 77,8 80,7
EU195889 MX_ESLOVAQUIA_ 1998 80,8 | 88,0 | 80,1 86,4
DQ868484 CH-5692_ ALEMANIA_ 1999 80,8 | 882 | 79,3 84,1
AF004519 WE_EEUU_1935 80,7 | 88,2 | 77,4 | 79,5
FJ607019 California_810366 _EEUU 2003 76,3 | 842 | 722 | 784
JN872494_EEB-7_ESPANA_2008 81,4 | 89,0 | 79,7 86,4
GQ862981 Bulgaria_BULGARIA_EEUU_1956 73,5 | 89,0 | 60,5 68,2
EU136039_Dandenong YUGOSLAVIA 2006 72,6 | 805 | 76,0 | 82,8
FJ607020_Georgia-Lyles-810935 EEUU_1984 72,5 80,4 73,7 80,7
KM821908 virus_Lassa 53,2 48,6 54,0 52,9
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4- NOMENCLATURA

VvLCM: virus de la Coriomeningitis Linfocitaria.

LCM: Coriomeningitis Linfocitaria.

ICTV: Comité Internacional en Taxonomia Viral.

ARN: acido ribonucleico.

nt: nucledtidos.

aa: aminodcido.

GPC: glicoproteina C.

NP: nucleoproteina.

RdRp: RNA polimerasa dependiente de RNA.

CDC: Centro de Control y Prevencion de Enfermedades.
INEVH: Instituto Nacional de Enfermedades Virales Humanas “Dr. Julio I. Maiztegui”.
rad: raton adulto.

rrn: ratén recién nacido.

ic: intra cerebral.

GSB: gabinete de seguridad bioldgica.

RT-PCR: transcripcion reversa y reaccidén en cadena de la polimerasa.
pl: microlitro.

Mg: microgramo.

pb: pares de bases.

LDH: lactato deshidrogenasa.

AST: aspartato transferasa.

nm: nandémetro.
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