Caracterización genética del virus Seoul de Rattus norvegicus de la ciudad de Buenos Aires
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INTRODUCCIÓN
El virus Seoul (SEOV) es un hantavirus de distribución mundial, asociado a roedores Rattus norvegicus. El SEOV es el agente etiológico de formas moderadas de Fiebre Hemorrágica con Síndrome Renal (FHSR) en Asia, en donde se registran alrededor de 200.000 casos anuales. Sin embargo, muy pocos casos humanos han sido reportados fuera de Asia. 

En Argentina, las primeras evidencias serológicas de infección por SEOV fueron encontradas en R. norvegicus capturados en el Puerto de Buenos Aires en 1983, en un asentamiento precario de la ciudad de Buenos Aires en 2001 y en varias locaciones de la misma entre 2003 y 2005, incluyendo zonas residenciales y áreas marginales. No se encontraron al presente evidencias de infección en humanos.

El objetivo del presente estudio es  la caracterización genética de las cepas de SEOV de R. norvegicus capturados en Buenos Aires en 1983 y 2001.
MATERIALES Y MÉTODOS
Se seleccionaron muestras de tejido de 4 R. norvegicus positivos por ELISA IgG para SEOV, capturados en la ciudad de Buenos Aires; dos de ellos en el puerto de Buenos Aires en 1983 (Rn21806 y Rn21796) y los dos restantes en un asentamiento precario en 2001(Rn18 y Rn19). La extracción del ARN viral se realizó de muestras de hígado o riñón. El ARN fue posteriormente utilizado en la técnica de RT – PCR anidada en dos reacciones empleando sets de oligonucleótidos específicos diagnóstico que amplificaron inicialmente un fragmento de 428 nt y 522 nt de los segmentos genómicos S y M, respectivamente. Para la secuenciación de la región codificante del segmento S (nucleoproteína) se seleccionaron muestras de dos roedores, uno de cada sitio de estudio (Rn21806 y Rn19) y se utilizaron oligonucleótidos que fueron diseñados a medida que se obtenían las secuencias específicas. 

La secuenciación de los productos amplificados fueron realizados  empleando un equipo ABI PRISM 3100 DNA Analyzer (Applied Biosystems). Los análisis filogenéticos fueron realizados empleando los métodos de Análisis Bayesiano y Neighbour Joining. 

RESULTADOS
Se determinó la secuencia nucleotídica de los segmentos genómicos S y M de cuatro cepas de SEOV de R. norvegicus (Rn21806, Rn21796, Rn18 y Rn19). Las secuencias de los fragmentos de los segmentos genómicos S y M utilizadas para los análisis filogenéticos fueron de 390 nt y 412 nt, respectivamente. El análisis filogenético de ambos fragmentos empleando el método de Análisis Bayesiano muestra que las cepas argentinas de SEOV agrupan con otras cepas de SEOV de Asia, Europa y EEUU en dos clados diferentes. Las dos cepas de SEOV de 1983 (Rn21806 y Rn21796) agrupan juntas y pueden ser ubicadas con las cepas del linaje 7 pertenecientes a Vietnam, Francia, Singapur y Bélgica, no asociadas a casos humanos de FHSR; mientras que las cepas de 2001 (Rn18 y Rn19) también agrupan juntas y están relacionadas con cepas pertenecientes al Reino Unido, aisladas de roedores, las cuales se encuentran asociadas a casos humanos de FHSR. Se seleccionó un roedor de cada sitio de captura para continuar con la secuenciación. La secuencia del segmento S fue de 1677 nt para la cepa Rn21806 y de 1699 nt para la cepa Rn19, respectivamente. El análisis bayesiano de la secuencia codificante para la nucleoproteína (1290 nt) mostró resultados similares a los obtenidos anteriormente; la cepa argentina Rn19 (2001) se encuentra relacionada con cepas pertenecientes al Reino Unido y la cepa Rn21806 (1983) agrupa con cepas del linaje 7. Árboles con topología similar se obtuvieron con el método de análisis Neighbour Joining para los fragmentos de 390 nt, 412 nt y 1290 nt. Las diferencias nucleotídicas calculadas entre las cepas argentinas de SEOV para la región codificante del segmento genómico S muestra una mayor divergencia (3,8%) que la observada entre las cepas argentinas y algunas de las cepas de SEOV de distintas partes del mundo previamente caracterizadas (1,9% - 2,9%). 
El análisis de las diferencias aminoacídicas entre las cepas argentinas de SEOV para la secuencia de la nucleoproteína (430 aa) muestra que existe una diferencia de 0,2% entre ellas. 

DISCUSIÓN
En este trabajo se reporta por primera vez información genética de cepas de SEOV circulantes en Argentina. Curiosamente, el análisis filogenético de la región codificante del segmento genómico S (1290 nt) mostró que una de las cepas argentinas (Rn19) agrupa con otras cepas de SEOV previamente caracterizadas, asociadas con enfermedad humana en el Reino Unido, mientras que la otra cepa argentina (Rn21806) agrupa con cepas de SEOV no patógenas de Europa y Asia. A pesar de que hay evidencias de la presencia del roedor hospedador en nuestro país desde 1983 y que transcurrieron 18 años entre las capturas, las cepas argentinas de SEOV caracterizadas en el presente estudio no se encuentran asociadas a casos de FHSR al presente. Aunque se desconoce el potencial de infección y enfermedad del SEOV en las Américas, la elevada prevalencia de infección observada en roedores de Brasil, Estados Unidos, Canadá y Argentina y los escasos casos humanos de FHSR registrados, indican la necesidad de profundizar los estudios de SEOV en roedores y humanos.
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