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Introduccion. El virus de la coriomeningitis linfocitica es un arenavirus del Viejo Mundo que se hospeda
en el raton casero (Mus musculus), y puede causar infecciones congénitas, hidrocefalia, coriorretinitis
y falla organica miltiple en pacientes receptores de trasplantes. En Colombia ain no se ha reportado
la enfermedad mediante diagnostico clinico, pero en estudios seroldgicos se ha detectado la infeccion
por el virus Pichindé en roedores en los departamentos del Cauca y Valle del Cauca, y por el virus
Guanarito, en roedores en Cérdoba.

Objetivo. Detectar el virus de la coriomeningitis linfocitica en M. musculus en el municipio de Sincelejo.
Materiales y métodos. Se evaluaron 80 muestras de plasma mediante la prueba ELISA usando
antigeno del virus de la coriomeningitis linfocitica. Ademas, se empleé la reaccion en cadena de la
polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) anidada en muestras de animales seropositivos y
seronegativos para la deteccion del segmento S.

Resultados. Se encontré una seroprevalencia de 10% (8/80) y se detectd el genoma viral en 16
muestras de cerebro; el alineamiento (en la Basic Local Alignment Search Tool, BLAST) y el analisis
filogenético (mediante el programa MrBayes, version 3.2.2) confirmaron que correspondia al virus de
la coriomeningitis linfocitica.

Conclusion. Los resultados indicaron que la infeccién por el virus de la coriomeningitis linfocitica
en humanos podria ocurrir en el area urbana de Sincelejo, aunque hasta la fecha no se hayan
reportado casos.

Palabras clave: coriomeningitis linfocitica; arenavirus; ratones; ensayo de inmunoadsorcion enzimatica,
ELISA; Colombia.
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First evidence of lymphocytic choriomeningitis virus (Arenavirus) infection in Mus musculus
rodents captured in the urban area of the municipality of Sincelejo, Sucre, Colombia

Introduction: The lymphocytic choriomeningitis virus is an Old World arenavirus that infects Mus
musculus, and can cause congenital hydrocephalus, chorioretinitis and multisystemic failure in
transplant human recipients. Although the disease has not been clinically diagnosed in Colombia yet,
there have been reports of infection with the Pichindé virus in rodents from Cauca and Valle del Cauca
departments, and with the Guanarito virus in rodents from Cérdoba department.

Objective: To identify the lymphocytic choriomeningitis virus from Mus musculus captured in the
municipality of Sincelejo.

Materials and methods: We evaluated 80 samples of plasma by ELISA using antigen from lymphocytic
choriomeningitis virus. Additionally, a nested RT-PCR was performed to seropositive and seronegative
samples for the S-segment.
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Results: We found a 10% seroprevalence (8/80) and the viral genome was detected in 16 brain
samples; the alignment (BLAST) and the phylogenetic analysis (MrBayes, version 3.2.2) confirmed the

presence of the lymphocytic choriomeningitis virus.

Conclusion: The results indicated that human infection with the lymphocytic choriomeningitis virus in
humans could occur in the urban area of Sincelejo, although no cases have been reported so far.

Key words: Lymphocytic choriomeningitis; arenavirus; mice; enzyme-linked immunosorbent assay,

Colombia.
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Los arenavirus son agentes infecciosos esféricos
o pleomorfos con un diametro de 50 a 300 nm y
glucoproteinasincrustadas en unaenvolturalipidica
y algunos ribosomas en su interior, las cuales son
responsables de su apariencia arenosa cuando
se observan mediante microscopia electrénica
(1). Los arenavirus son los agentes etioldgicos de
algunas de las enfermedades emergentes mas
temidas y de mayor letalidad, tales como la fiebre
de Lassay las fiebres hemorragicas suramericanas,
caracterizadas por dafio vascular, renal, hepatico y
neurolégico (2).

La familia Arenaviridae consta de un Unico género,
Arenavirus, que comprende 25 especies virales
reconocidas por el International Committee on
Taxonomy of Viruses. Estos agentes se han
clasificado de acuerdo con sus propiedades
antigénicas, en dos grupos: el complejo seroldgico
Tacaribe, el cual incluye virus autéctonos del
Nuevo Mundo, y el complejo serolégico Lassa-
Coriomeningitis Linfocitica, conformado por virus
autoctonos de Africa y por el virus de la corio-
meningitis linfocitica (LCMV), conocidos como el
grupo del Viejo Mundo (3-5).

Su genoma esta constituido por ARN de cadena
bisegmentada y presenta una estrategia de
codificacion en ambos sentidos. Los dos seg-
mentos se designan como L (large) y S (small).
El primero codifica para la polimerasa viral y
para Z, que es una proteina de unién a cinc. El
segundo segmento codifica para la nucleoproteina
estructural y el precursor de la glucoproteina que
da origen a las proteinas de envoltura G1 y G2. El
virus tiene un ciclo de replicacién no litico limitado
al citoplasma (4).
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Usualmente, cada arenavirus infecta una especie
de roedor en el cual se hospeda naturalmente, con
excepcion del virus Tacaribe, cuyo aislamiento se
ha asociado con murciélagos Artibeus spp. (6).
Por ello, la distribucién del virus en la naturaleza
depende de la distribucion geografica del huésped.
Sin embargo, el LCMV es el Unico virus que exhibe
una distribucion mundial debido a su asociaciéon
con el ratébn cosmopolita Mus musculus (7,8).

En Colombia se comprobo la presencia del virus
Pichindé, un arenavirus poco patogénico, hace
mas de 40 afios en areas de los departamentos
del Valle del Cauca y de Cauca (7). Se determind,
asimismo, la presencia de anticuerpos reactivos
contra los virus Guanarito y Pichindé en roedores
capturados en el departamento de Cdrdoba (8);
mas recientemente, en un estudio de vigilancia del
LCMV en roedores en ese departamento, aunque
no se encontraron individuos seropositivos, no
se descartd su circulaciéon, ya que la muestra
incluia sobre todo ejemplares joévenes (9). La
falta de métodos diagnésticos de laboratorio
ha impedido la confirmacion de posibles casos
clinicos autdctonos de infeccion por el LCMV, y
clinicamente es muy dificil hacer el diagndstico
diferencial de estas infecciones dada la presencia
de otras enfermedades febriles endémicas en la
region, como dengue, paludismo y leptospirosis.

El objetivo de este trabajo fue determinar la
presencia del LCMV en una poblacién de roedores
M. musculus de Sucre y demostrar su circulacion
en una zona donde podria llegar a tener efectos
zoonoticos.

Materiales y métodos
Tipo y zona de estudio

Se hizo un estudio descriptivo para determinar la
infeccién por LCMV en una poblacion de roedores
M. musculus capturados en la zona urbana del
municipio de Sincelejo, ubicado en el noroeste de
Colombia, a 9° 18 de latitud norte y 75° 23" de
latitud oeste, y perteneciente a la subregién Montes
de Maria. La zona de estudio presenta bosque seco
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tropical (bs-T), y tiene una altura sobre el nivel del
mar de 213 m y una temperatura promedio anual
de 27 °C. El estudio se hizo en muestras de plasma
y cerebro de roedores M. musculus urbanos cap-
turados segun los lineamientos establecidos por
los Centers for Disease Control (CDC) de Estados
Unidos para el muestreo de pequefios mamiferos
destinados a estudios virologicos (10), y se conté
con la autorizacion de la Corporacién Auténoma
Regional de Sucre (CARSUCRE).

Los roedores se capturaron con trampas de captura
viva Sherman (8 x 9 x 23 cm; Sherman Traps, Inc.,
Tallahassee, FL) y Tomahawk, durante 39 noches
entre marzo del 2010y enero del 2011. Las trampas
fueron cebadas con pescado enlatado, mani o
avena mezclada con vainilla, e instaladas desde
las 16:00 hasta las 06:00 horas; se colocaron
en el domicilio y el peridomicilio, en un radio de
hasta 25 m de distancia de las viviendas elegidas
aleatoriamente en cada una de las nueve comunas
gue conforman el municipio de Sincelejo.

Datos reproductivos y medidas morfométricas

El procesamiento de los roedores se hizo al aire
libre de acuerdo con las normas de bioseguridad
establecidas para este fin (10); los ratones fueron
anestesiados con isoflurano, se determind su peso,
y se registraron los datos reproductivos y las
medidas morfométricas.

Obtencién de las muestras

Se tom06 una muestra de sangre de cada roedor
por puncion cardiaca, usando jeringas tratadas con
anticoagulante (EDTA). Cada muestra de 1.200 g
se centrifugd durante 10 minutos a temperatura
ambiente. El plasma se transfirié a un nuevo vial,
el cual se rotuld con el cédigo de identificacion del
animal y se conservé a -20 °C en el Laboratorio de
Investigaciones Biomédicas de la Universidad de
Sucre hasta el momento de la prueba de inmuno-
adsorcién enzimatica (ELISA).

Diseccion de los roedores capturados

Los roedores fueron sacrificados por dislocacion
cervical y después se hizo una incision en la piel
sobre la linea media de cada animal, desde el
borde inferior del esternon hasta el pubis, y se
separ6 completamente la piel del tejido muscular;
la piel se almacend individualmente a -86 °C en
el laboratorio hasta su montaje. A continuacion, se
removio la cabeza de los individuos procesados y se
limpio el craneo ejerciendo presion con una jeringa
con agua destilada para extraer el cerebro. Los
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craneos se secaron al aire libre y, conjuntamente
con los parametros morfométricos y la piel de
los animales, se utilizaron para la identificacion
taxondmica con base en las claves genéricas para
roedores del Nuevo Mundo (11).

Deteccidon de anticuerpos especificos contra
LCMV

La deteccion de anticuerpos IgG contra LCMV
se hizo mediante la técnica ELISA indirecta; para
ello, se siguio el protocolo del Instituto Nacional de
Enfermedades Virales Humanas “Dr. Julio Maiztegui”
de Pergamino en Argentina. Se utilizaron antigenos
preparados en este Instituto a partir de lisado de
células Vero infectadas con una cepa humana
de LCMV de Argentina (nimero de identificacion
Hu23435), suero de control positivo (liquido ascitico
hiperinmune de ratones sensibilizados con LCMV)
y suero de control negativo (obtenido de plasma de
ratones BALB/c mediante ELISA indirecta). Tanto
el antigeno como los controles para la prueba de
ELISA procedian del Instituto.

Al inicio del procedimiento, se sensibilizé la mitad
de la placa de ELISA con 100 pl de antigeno de
LCMV (1 pg/ul) y, la otra mitad, con 100 pl de lisado
de células Vero (antigeno de control negativo)
con la misma dilucion, y se incub6 durante toda la
noche a 4 °C en camara himeda. Al dia siguiente,
la placa se lavo cinco veces con solucion tampén de
lavado (PBS con pH 7,4 mas Tween 20 al 0,1 %).
Para las diluciones de las muestras de plasma,
se utiliz6 el factor de dilucion 4 en una solucién
de PBS (pH 7,4) mas Tween 20 (0,5 %) mas 5 %
de leche descremada, y se usé con una dilucién
de 1:100 tanto para las muestras como para los
controles positivo y negativo. A continuacion, se
incubd la placa a 37 °C durante 60 minutos en
camara humeda y, al cabo de cinco enjuagues con
solucién tampén de lavado, se agregaron 100 pl de
conjugado anti-IgG de ratén 1/32.000 (Kirkegaard
& Perry Laboratories, Inc., Cat. 474.1806), y se
repitio el paso de incubacién y lavado de la placa.
Seguidamente, se agregaron 100 pl de sustrato
ABTS a cada pozo y se incub6 a 37 °C durante 30
minutos, protegido de la luz. Por Ultimo, se midio
la absorbancia con un espectrofotémetro a una
longitud de onda entre 405y 410 nm.

Para validar el punto de corte previamente esta-
blecido (0,2) para la prueba, se determin6 que la
media mas tres desviaciones estandar del valor
de las densidades opticas de los sueros usados
como control negativo (suero de ratones BALB/c
obtenido mediante ELISA indirecta), fuera inferior
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al valor mencionado. Los resultados de cada mues-
tra se calcularon restando a cada valor de densidad
oOptica del pozo con antigeno positivo el equivalente
de la absorbancia correspondiente a la dilucion con
el antigeno negativo.

Extraccion de ARN a partir de las muestras de
cerebro de los roedores

La extraccién del ARN viral se hizo en los roedores
seropositivos y en los seronegativos. Se analizaron
80 muestras de cerebro de M. musculus capturados
en el area urbana del municipio de Sincelejo. Las
muestras seropositivas se procesaron de manera
individual, en tanto que las seronegativas se
procesaron en grupos de tres individuos. En los
grupos positivos segun la reaccion en cadena de la
polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR), las
muestras se sometieron de forma individual a una
nueva extraccion de ARN y a una nueva RT-PCR.

La extraccion se hizo con el reactivo Trizol LS
(Invitrogen), siguiendo las indicaciones del fabri-
cante. El ARN extraido se volvié a suspender en
40 pl de agua tratada con dietilpirocarbonato y se
calenté durante cinco minutos a 65 °C en bloque
seco, se adicion6 1 pl de inhibidor de ARNasa y
se almacend a -80 °C hasta su uso; después, se
cuantific6 en un espectrofotometro NanoDrop™
2000 a densidades opticas de 230, 260 y 280 nm,
con el fin de calcular las relaciones de 260/280
para estimar los niveles de contaminacion con ADN,
fenol, alcohol y proteinas.

RT-PCR anidada para la deteccién de ARN de
LCMV en muestras de cerebro

Para la deteccion de ARN de LCMV, se emplearon
200 ng de ARN total en la transcripcién inversa con
la enzima Super Script Ill Reverse Trascriptase
(Invitrogen), segun indicaciones del fabricante. En
la primera ronda de amplificacion se usaron los
cebadores AREN 1+ (5-2367CWATRTANGGCCA
ICCITCICC2388-3") y AREN1- (5'2789TNRWYAA
YCARTTYGGIWCIRTKCC2813-3) (12), los cuales
amplifican una region de 450 pb correspondiente a
la nucleoproteina viral dentro del segmento S de los
arenavirus, bajo las siguientes condiciones: 3 pl de
solucién tampén para PCR 10X (Invitrogen), 1 ul de
desoxirribonucleotidos trifosfato (ANTP) (10 mM), 2
ul de cebador AREN 1+ (10 pmol), 2 pl de cebador
AREN 1- (10 pmol), 1,1 pl de sulfato de magnesio
(MgSO,) (50 mM) y 0,24 pl de Taq polimerasa
(Platinum Taq DNA Polymerase®, Invitrogen), en un
volumen final de 30 pl. La reaccién tuvo un tiempo
de transcripcion inversa de 60 minutos a 40 °C, una
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desnaturalizacion inicial a 94 °C durante un minuto,
seguida de 40 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C
durante un minuto, alineamiento a 45 °C durante un
minuto, una extension a 72 °C durante 30 segundos
y una fase posterior de extension final a 72 °C
durante cinco minutos.

En la segunda ronda se us6 1 pl del producto
amplificado, con las siguientes condiciones: una
desnaturalizacion inicial a 94 °C durante dos
minutos, 40 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C
durante 30 segundos, alineamiento a 45 °C durante
un minuto, una extension a 72 °C durante 30
segundos y una fase de extensién final a 72 °C
durante cinco minutos, utilizando los cebadores
AREN2+ (5'-,, ., CANANYTTRTANARNAIRTTYTCR
TAIGG,,,,-3") y AREN2- (5'-,., AGYYTNKNNGC
NGCIGTIAARGC,,.-3') (12), los cuales amplifican
un fragmento interno de 200 pb. Para validar los
resultados de cada una de las reacciones de PCR,
se utiliz6 como control positivo ARN de LCMV
donado amablemente por Silvana Levis del INEVH,
y, como control negativo, se utilizé agua ultrapura
en lugar de acidos nucleicos.

Los productos amplificados se separaron mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 2 %, previa
tincién con SYBR Safe® (Termo Fischer Scientific,
Waltham, MA, USA) segun las especificaciones del
fabricante. El gel se corrié en solucion tampén TBE
0,5X durante 30 minutos a 130 voltios y se visualizé
en un transiluminador de luz ultravioleta. El tamafio
de los productos amplificados se determiné con el
uso de un marcador de peso molecular (100 bp
DNA Ladder, 100-1500 pb — Invitrogen).

Por ultimo, los productos amplificados se purifi-
caron y secuenciaron en ambos sentidos (13,14),
empleando los mismos cebadores de la reacciéon
original mediante el sistema de electroforesis capilar
ABI 3730.

Determinacion genética y analisis filogenético
del arenavirus LCMV obtenido a partir de cerebro
de Mus musculus

Las secuencias obtenidas se editaron en la aplica-
cion Trace Data File Viewer/Editor. Posteriormente,
se cre6 una secuencia de consenso por aisla-
miento con la herramienta Alignment Explorer y
se comparé con las secuencias depositadas en
Genbank mediante una busqueda de alineamiento
local con el programa BLAST (15). Las secuencias
obtenidas a partir del cerebro de los roedores en
estudio y las secuencias de referencia consignadas
en Genbank fueron alineadas usando el programa
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Clustal W (16). Los programas y aplicaciones
empleados en este proceso de edicién, blusqueda
y alineamiento estan contenidas en el programa
Mega, version 5.2 (16).

También, se determind el modelo que mejor expli-
cara la variacion observada entre las secuencias,
al cual se aplicaron los algoritmos usados para
hacer la reconstruccion filogenética, con el fin de
determinar el estatus taxonémico del arenavirus
qgue infectaba la poblacion de roedores en el
estudio. En este proceso de reconstruccion se
us6 el método bayesiano, usando el programa
MrBayes, version 3.2.2, y la visualizaciéon y edi-
cion de los arboles se hicieron con el programa
FigTree, version 1.4.

Consideraciones éticas

Los protocolos para la toma de muestras de sangre
y diseccion de los roedores fueron aprobados por
el Comité Institucional de Etica de la Universidad
de Sucre.

Resultados
Caracterizacion de los roedores capturados

Todos los roedores capturados en el area urbana
de Sincelejo se clasificaron dentro de la familia
Muridae, subfamilia Murinae y las siguientes
especies: 101 individuos (80,2 %) de la especie
M. musculus y 25 (19,8 %) de la especie Rattus
rattus. No hubo captura de roedores silvestres y
la identificacién taxondmica solo se hizo hasta la
categoria de especie en cada caso. Las pieles
recolectadas de los roedores se almacenaron en
el Laboratorio de Investigaciones Biomédicas de
la Universidad de Sucre.

Deteccién de anticuerpos especificos contra
LCMV en roedores Mus musculus

De las 80 muestras de plasma analizadas mediante
ELISA, el 10 % (8/80) resultaron reactivas para
el antigeno de LCMV (figura 1a). Sin embargo,
dado que se consideré seropositiva cualquier
muestra con valor de densidad o¢ptica igual o
superior a 0,2, por lo menos hasta una diluciéon
de 1:400, se determind que las ocho muestras de
plasma de M. musculus fueron positivas (figura
1b) después de realizar las titulaciones de cada
una. Las diluciones ensayadas fueron de 1:100,
1:400, 1:1.600 y 1:6.400 mediante la técnica ELISA
indirecta. Estos roedores se capturaron en cuatro
comunas de la zona urbana del municipio de
Sincelejo (comunas 5 a 8, cuadrol).

Coriomeningitis linfocitica en Mus musculus

Deteccién del genoma de arenavirus en
muestras de cerebro de Mus musculus

Se logro identificar el genoma viral en una de las
ocho muestras seropositivas (CL0O05, cuadro 1). El
tamafio del producto esperado fue de 200 pb en
la segunda ronda de amplificacion. Asimismo, se
encontré que 16 de las 80 muestras seronegativas
(18,7 %) amplificaron el segmento de interés en
la segunda ronda de amplificacion (cuadro 1) y, de
estas, cuatro también amplificaron en la primera
ronda, exhibiendo un fragmento de 450 pb en la
electroforesis (figura 2).
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Figura 1. Valores de absorbancia a 410-450 nm detectados en
las muestras de plasma de los roedores M. musculus analizadas
mediante ELISA usando antigeno del virus de la coriomeningitis
linfocitica (LCMV). a. Muestras serorreactivas. b. Titulacion de
muestras seropositivas.
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Cuadro 1. Zona de captura de los roedores positivos segun la
prueba ELISA o la RT- PCR

Comuna Codigo Barrio ELISA PCR
3 MGO018 Sinai - +
5 JG001 Ciudad Jardin +

JG002 Ciudad Jardin - +
JG024 El Cauca +
JG020 El Cauca + -
JG023 El Cauca + -
MGO031 Palermo - +
MGO019 La Palma - +
JB005 Centro - +
MGO010 Centro +
6 MGO026 Juan Bosco + -
JB004 Juan Bosco - +
LB011 Versalles + -
CL002 Versalles - +
JB007 Versalles - +
7 JG019 Puerta Roja + -
JG025 Puerta Roja - +
JR0O05 Puerta Roja - +
LB004 Margaritas - +
MGO028 Libertad - +
LB013 Recreo +
8 CL005 Simon Bolivar + +*
CLO004 Simén Bolivar - +

* Unica muestra serorreactiva detectada mediante RT-PCR

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 2 % para separar
los productos de la RT-PCR anidada que resultaron después
de amplificar un fragmento del segmento S (nucleoproteina) del
LCMV. Las muestras se extrajeron de los cerebros de roedores
M. musculus capturados en Sincelejo. Las flechas indican el
fragmento amplificado: en el plano superior (A) se observan
productos generados en la primera ronda (con un tamafio de
450 pb); en el plano inferior (B) se muestran algunos productos
obtenidos en la segunda ronda (con un tamafio de 200 pb).

C-: control negativo; C+: control positivo (ARN de LCMV); MP:
marcador de peso molecular de 100 bp (Invitrogen).
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Secuenciacién y alineamiento del segmento
genoémico

Se obtuvieron 20 amplicones provenientes de 16
cerebros de roedores M. musculus; sinembargo, solo
se pudieron recuperar 16 secuencias de consenso
para el andlisis: cuatro muestras correspondientes
al segmento de 450 pb y 12 pertenecientes a la
secuencia de 200 pb.

El alineamiento local con la herramienta BLAST
revelé que los fragmentos secuenciados corres-
pondian a la posicién entre los nucleétidos 2.387 y
2.792 del segmento S, el cual codifica para la nucleo-
proteina de LCMV y estéa registrado en GenBank con
el nimero de acceso NC004294LCMV. Ademas,
se encontraron 69 sitios variables, de los cuales
15 fueron informativos por parsimonia. Asimismo,
en la bisqueda que se hizo confrontando una
de las secuencias obtenidas con las secuencias
encontradas en la base de datos GenBank, se
encontré una identidad del 89 % con la secuencia
JN6879491 correspondiente a la cepa 201102714
de un virus LCMV aislado a partir del lavado
broncoalveolar de una persona con trasplante en
Atlanta, Estados Unidos (17).

Estos porcentajes permitieron confirmar que el
material genético amplificado correspondia a
un arenavirus de la especie LCMV. También, se
hizo el analisis con las 12 secuencias obteni-
das de la segunda ronda de amplificacion, cuyo
tamafio después de la edicion fue de 200 pb. Se
encontraron 40 sitios variables, de los cuales
siete fueron parsimoniosamente informativos. El
alineamiento local permitié determinar que estas
secuencias se encontraban entre las posiciones
2.433 y 2.586 de la regidon que codifica para la
nucleoproteina en el segmento S del LCMV,
registrado en GenBank con el nimero de acceso
GQ862982.1LCMV.

Genotipificacion de las especies del género
Arenavirus obtenidas a partir de cerebro de
roedores Mus musculus

Las secuencias amplificadas en la primera ronda
de la RT-PCR anidada tenian una longitud de 450
pb, la cual se redujo a 404 pb después de suprimir
los segmentos correspondientes a los cebadores.
A partir de estas secuencias, y de las secuencias
homoélogas del género Arenavirus consignadas
en GenBank, se hizo el analisis de distancias y
el filogenético, con el objetivo de estimar la diver-
sidad y determinar la identidad taxonémica de las
secuencias obtenidas.



Biomédica 2017;37(Supl.1):75-85

Con el programa MEGA, version 5.2, se calcularon
las distancias genéticas pareadas no corregidas
(distancias p) dentro de la especie LCMV (distancia
intraespecifica) y entre los miembros del género
Arenavirus (distancia interespecifica). Se encontro
gue las distancias intraespecificas calculadas en
la especie LCMV fluctuaron entre 0 y 0,250, en
tanto que las distancias interespecificas variaron
entre 0,378 y 0,508 (no se muestran datos). Al
comparar las cuatro secuencias virales obtenidas
se observaron entre siete y 19 diferencias en los
nucledtidos (distancias p entre 0,017 y 0,047), y
entre 0 y 2 diferencias en los aminoacidos (distan-
cias p entre 0,000 y 0,0150).

Antes del andlisis filogenético, se determind que
el modelo de sustitucién de nucle6tidos que mejor
explicaba la diversidad observada en los datos
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era el general con tiempo reversible (GTR), asi
como la distribucion gamma (G) de la variacién
entre sitios y una proporcion de sitios invariables
(D (GTR + G + |). Este modelo se utilizd para el
analisis filogenético con el método de probabilidad
bayesiana MrBayes, version 3.2.2.

El &rbol resultante de este analisis segrego clara-
mente los arenavirus del Viejo Mundo y del Nuevo
Mundo en clados independientes y con el maximo
soporte probabilistico. Entre los del Nuevo Mundo
(parte superior de la figura 3), se evidenciaron
varios subclados, uno de los cuales incluy6 los
virus causantes de las fiebres hemorragicas sura-
mericanas (Junin, Machupo, Guanarito, Chaparé
y Sabid) en un grupo parafilético con otros consi-
derados no patdgenos (Tacaribe, Amapari, Cupixi).
Otra rama incluyo los cinco arenavirus conocidos de
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Figura 3. Arbol filogenético obtenido utilizando un fragmento de 404 nucleétidos del segmento S de diferentes aislamientos de LCMV,
incluidas cuatro secuencias encontradas en M. musculus (en color gris) en el departamento de Sucre, Colombia, y otras especies
de arenavirus. Se hicieron dos busquedas paralelas con el método bayesiano durante 1’000.000 de generaciones muestreando
uno de cada 1.000 estados. El modelo de sustitucion utilizado fue el GTR + G + I. Los valores cercanos a los nodos corresponden
a las probabilidades posteriores de los clados correspondientes. El analisis se hizo con el programa MrBayes, v3.2.2. El arbol esta

enraizado en el punto medio y fue editado con FigTree, v1.4.
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Norteamérica (Bear Canyon, Tamiami, Tonto Creek,
Big Brushy Tank y Whitewater Arroyo), los cuales
aparecieron como un grupo monofilético, lo que
sugiere que se originaron a partir de los arenavirus
suramericanos.

En el clado de los arenavirus del Viejo Mundo (parte
inferior de la figura 3) aparecen todos los aislamien-
tos de LCMV formando un grupo monofilético sélido
y lejanamente relacionado con Lujo, un arenavirus
detectado por primera vez en Surafrica.

Las cuatro secuencias obtenidas de M. musculus
en este estudio formaron, a su vez, un grupo
monofilético anidado dentro del clado de LCMV,
lo cual confirmé su identidad como secuencias de
esta especie.

Determinacion de posibles zonas de riesgo en
el area urbana de Sincelejo

El andlisis de correspondencias mudltiples indico
que hubo predominio de individuos seropositivos
detectados mediante ELISA en la comuna 5, en
tanto que los individuos positivos por RT-PCR
provenian de las comunas 5, 6 y 7. Asimismo,
se evidencié la prevalencia de hembras entre los
individuos M. musculus positivos (figura 4).

Discusion

Los resultados obtenidos en esta investigacion
se suman a los estudios sobre la caracterizacion
de las infecciones por arenavirus en reservorios

naturales a nivel mundial y constituyen el primer
reporte de LCMV en Colombia.

Se encontraron anticuerpos contra LCMV en
8 (10 %) de los 80 roedores de la especie M.
musculus capturados en el municipio de Sincelejo.
El resultado difiere de los datos recabados para
el departamento de Coérdoba, con los cuales se
determiné una seroprevalencia de 0 % en esta
especie de roedores. Sin embargo, la ausencia de
animales seropositivos no indica que el virus no
esté en circulacién, aunque podria plantearse que
la muestra recolectada presentaba un sesgo dado
el alto porcentaje de individuos jovenes capturados,
por lo cual se propone la captura de una muestra
mayor de individuos M. musculus urbanos para
describir mejor la condicion ecoepidemiolégica de
la poblacion de roedores frente a la prevalencia de
LCMV en ese departamento (9).

La seroprevalencia hallada en este trabajo se
encuentra dentro del rango de las tasas de paises
europeos como Espafia y Alemania (3,6 a 11,7 %)
(18), y es similar a la detectada en Mus spp. en
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Factor 2: 0.2668 (11.1%)

Sexo: machoa | A Comuna 1 A
I Sp. Rattus
| A
-1 = Comuna 2
Comuna 3 Comtma‘; 9 ComuAna 4
‘ Factor 1: 0.2891 (12%)
1 0 1 2 3

Figura 4. Plano 1-2 del andlisis de correspondencias mdltiples
entre zona, sexo, especie e individuo seropositivo, y RT- PCR
positiva para LCMV. En el andlisis se muestra que hubo
predominio de individuos seropositivos al emplear la prueba
ELISA en la comuna 5y que los individuos positivos detectados
en la RT-PCR provenian de las comunas 5,6y 7.

las Américas (9 %), y a la reportada en un estudio
serolégico del virus LCMV en Argentina, en el cual
se encontraron anticuerpos anti-LCMV evaluados
mediante ELISA en 9,4 % de los roedores ana-
lizados de la especie M. musculus (19). Estos
valores dependen de muchos factores que afectan
las dinamicas ecolégicas del virus y del roedor
reservorio, entre ellos, las variables relacionadas
con la estructura del paisaje (20), la frecuencia o
densidad poblacional (21,22), el efecto de dilucion
(23,24), la recrudescencia viral (25), la variabilidad
climatica y la fragmentacion del habitat (26). La
gran proporcion de M. musculus seropositivos
encontrados en esta investigacion sugiere que hay
circulacién del virus LCMV en los roedores urbanos
del municipio de Sincelejo.

El LCMV es el Unico miembro de la familia
Arenaviridae con actividad en todos los conti-
nentes, debido a que su reservorio es un roedor
cosmopolita (19). Los andlisis llevados a cabo en
el estudio de un caso de encefalitis por LCMV en
una zona periurbana de una ciudad en Argentina,
mostraron que 10,3 % de las personas seropositivas
para LCMV residian en la localidad donde se
reporté el caso (19). El comportamiento doméstico
y peridoméstico de varias especies de roedores
reservorios es un factor que facilita la transmisién
del virus a humanos (27). La infeccion con este
virus es asintomatica o cursa como una enfermedad
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leve y transitoria; sin embargo, se ha implicado en
la meningitis aséptica (28) y en la transmisién de
madre a hijo durante el embarazo, lo cual puede
provocar la muerte del feto, secuelas neurolégicas
y coriorretinopatia (29). Por lo tanto, el LCMV se
considera un agente de importancia sanitaria que
debe ser vigilado en viviendas, instalaciones y en
bioterios (30).

Los analisis filogenéticos a partir de las secuencias
en estudio indicaron que los virus del género
Arenavirus se agruparon formando dos clados
independientes constituidos por, al menos, 25
especies, y por los virus del serocomplejo Tacaribe
y Lassa-coriomeningitis linfocitica, lo cual coincide
con lo evidenciado por Zapata, et al. (5). En el
arbol se observa que las secuencias de Sincelejo
conformaron un grupo monofilético con altos
valores de soporte de la rama, cuyo ancestro
comun esta relacionado con el ancestro que dio
origen a los LCMV, lo cual demuestra la identidad
de estos virus.

La hipétesis plantea que estos ratones fueron
introducidos en las Américas a bordo de los
barcos exploradores y conquistadores espafioles
y portugueses, y que tiempo después llegaron a
Norteamérica con los colonos ingleses; en épocas
mas recientes, dicho movimiento probablemente
se ha visto facilitado por los medios modernos de
transporte, el comercio y los viajes (31), de tal forma
que la larga historia de asociacion de los ratones
caseros con la actividad humana ha adquirido
dimensiones globales.

Ademas, las tablas de distancias genéticas parea-
das (no se muestran los datos) indicaron que
los valores de las distancias genéticas entre las
especies del género Arenavirus fluctuaron ente
0,378 y 0,508, valores superiores a los que se
obtuvieron entre las secuencias aisladas de los
virus que infectaban a los roedores capturados
en Sincelejo y de los demas virus de LCMV, los
cuales exhiben valores comprendidos entre 0 y
0,250. Tales valores denotan, ademas, los limites
de divergencia intraespecifica e interespecifica que
sirven para diferenciar los miembros de las especies
del género Arenavirus, los cuales, conjuntamente
con los resultados e interpretaciones derivadas de
los analisis filogenéticos, permitieron confirmar la
identidad especifica de los aislamientos obtenidos
de los roedores en el area de estudio.

Mediante el analisis de correspondencias multiples
se observo la relacion entre los individuos sero-
positivos, los positivos por RT-PCR vy el sitio de
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captura. Se encontré una asociacion con los roe-
dores capturados en la comuna 5, la cual incluye
barrios ubicados alrededor del actual mercado
publico, asi como del sector donde funcionaba
hace 20 afios, aproximadamente, ese mismo mer-
cado, y donde aun se concentra gran parte de la
actividad comercial del municipio, por lo cual es
probable que los roedores positivos para LCMV
fueran descendientes de aquellos llegados con
los comerciantes cuando se reubic6 el mercado.
En cuanto a la presencia de ratones positivos en
las comunas 6 y 7, es importante anotar que la
adaptabilidad y la flexibilidad de su comportamiento
individual, asi como su disefio corporal simple, su
alta tasa reproductiva, una alimentacion genera-
lista y el patron de comportamiento propio de la
especie M. musculus han impedido su erradicacion
(31), lo cual explicaria la presencia de individuos
positivos en estas dos comunas cercanas a la 5.

El andlisis de los datos reproductivos de los
roedores evidencié que dos hembras positivas
para LCMV estaban prefiadas, y debe sefialarse
gue este virus puede transmitirse de la madre a
su descendencia a través de la placenta (32,33).
Cuando el LCMV infecta a ratones en el Utero
o en el periodo neonatal, produce una infecciéon
persistente sin signos clinicos evidentes hasta
que ocurre la glomerulonefritis por la formacion
de los inmunocomplejos. Este fenotipo clinico,
caracteristico de las infecciones por LCMV, esta
mediado por anticuerpos y ocurre cuando los
animales se infectan antes o inmediatamente des-
pués del nacimiento. La infeccién del timo resulta
en el desarrollo de células T tolerantes al LCMV sin
funcién efectora para destruir las células infectadas,
producir citocinas y reclutar células mononucleares
en el sitio de la replicacion viral, lo cual genera
incapacidad para eliminar el virus (34). Mientras
esta reaccion de los linfocitos T citotoxicos esta
deshabilitada, se producen anticuerpos antivirales
que circulan en el suero y forman complejos inmu-
nitarios (35) que no son detectados facilmente con
la prueba serolégica empleada en este estudio,
fendbmeno que podria explicar el hecho de haber
obtenido secuencias de LCMV a partir de varios
ratones seronegativos en la prueba ELISA.

Al nacer, o cuando se encuentran en el Gtero, los
ratones infectados con LCMV desarrollan una
infeccion para toda su vida que resulta en una
enfermedad cronica caracterizada por la acumu-
lacion de los complejos virus-anticuerpos en los
riflones y la subsecuente fijacion del complemento
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que, finalmente, produce una glomerulonefritis cré-
nica fatal (36); ademas, desarrollan una infeccién
viral difusa sistémica, incluida la infeccion neuronal
generalizada (37). Después de la infeccion de
los ratones, tanto la nucleoproteina como las glu-
coproteinas de la envoltura se expresan en las
neuronas infectadas durante la primera semanay,
aunque en las siguientes diez semanas la expresion
de las glucoproteinas disminuye gradualmente, no
hay disminucién en los niveles de la nucleoproteina.
Este fendmeno también podria tener un papel en la
persistencia, ya que la ausencia de glucoproteinas
(la unica proteina viral expresada en la superficie
celular) convertiria a las neuronas en blancos poco
aptos para el reconocimiento de anticuerpos (38).

En estos ratones el virus infeccioso se excreta de
forma permanente en la orina, la saliva y la leche
(39), de manera que la transmision del LCMV en
roedores huéspedes naturales puede ocurrir verti-
calmente, horizontalmente o durante las relaciones
sexuales. Sin embargo, la transmision horizontal y
la vertical pueden conducir a resultados diferentes:
la primera puede causar viremia transitoria, en
tanto que la segunda puede producir una infeccién
cronica (32).

Se ha calificado al LCMV como un teratdgeno fetal
subdiagnosticado (40). Por ello, en el municipio de
Sincelejo deberia considerarse el diagnostico en
nifos con hidrocefalia, microcefalia 0 macrocefalia,
calcificaciones intracraneales, coriorretinitis o hidro-
pesia no inmunitaria inexplicables. El diagnéstico
diferencial de una infeccion congénita por LCMV
incluye toxoplasmosis, rubéola, infecciones por
citomegalovirus, virus herpes simple, enterovirus,
parvovirus humano B12 y sifilis. La infeccién también
se ha diagnosticado erroneamente como sindrome
neuroldgico, oftalmoldgico y cromosomico (40).

En este sentido, se necesitan estudios adicionales
para determinar la prevalencia de esta infeccién
en las poblaciones humanas del municipio de
Sincelejo y analisis prospectivos para establecer
la importancia del LCMV como agente causal de
enfermedades del sistema nervioso central y de las
infecciones congénitas en este y otros municipios
de Colombia.
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