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[Il. GENERALIDADES

11 1. LA FAMILIA BUNYAVIRIDAE

La familia Bunyaviridae se constituyé en 1975 hasta abarcar un grupo
grande de virus transmitidos por artrOpodos que comparten propiedades
morfologicas, morfogénicas y antigénicas (32). La familia incluye mas de 300
miembros serologicamente distintos, divididos en 5 géneros. Bunyavirus,
Phlebovirus (incluyendo € grupo Uukuniemi), Nairovirus, Hantavirus, géneros
gue infectan animales 'y € género Tospovirus que infectan a mas de 400 especies

en 50 familias de plantas (27, 31, 32).

La mayoria de los miembros de la familia causan una infeccion durante
toda la vida del insecto vector. Varios tipos de insectos como mosquitos,
garrapatas, moscas y otros artropodos pueden transmitir a los Bunyavirus, pero
cada virus infecta a un nimero limitado de especies de insectos y hospederos
vertebrados (2, 4, 27 ). Muchos Bunyavirus dependen de un anima hospedero
para su persistencia en la naturaleza, pero la transmision de humano a humano

generalmente no ocurre, ya gque éste es un hospedero accidental ( 21,27, 31, 32).

Muchos de los aislamientos de los virus fueron obtenidos del insecto
vector porque éstos tienen una infeccion permanente (3, 8, 9, 12, 13). E
aislamiento en hospederos vertebrados da mejores resultados cuando se obtienen
del suero durante e curso del cuadro febril (fase de viremia) o0 en tgjidos, tanto de

animales como en humanos recientemente muertos (17, 31).
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Los sistemas de aislamiento mayormente usados son: ratones lactantes y
cultivo celular. Algunos virus se replican bien en ambos sistemas, pero otros solo
pueden ser aidados en cultivo celular u hospederos vertebrados especiales. La
gran mayoria de Bunyavirus replican en cultivos celulares como BHK-21 (1),
vero E-6 o C6-36, que son frecuentemente usados para aidamiento vira y la
preparacion de stocks de virus. Muchos de estos virus producen un dafio a la
monocapa de células de vertabrados o insectos, conocida como efecto citopético
(27, 31).

La forma de transmisién de diferentes géneros de Bunyavirus es diversa,
sin embargo son semejantes dentro de cada uno de ellos (15). Miembros del
género Bunyavirus, Phlebovirusy Nairovirus son transmitidos por artropodosy se
mantienen en un ciclo vector-vertebrado; € género Tospovirus también son
transmitidos por artropodos, pero mantienen un ciclo vector-planta; pero €l género

Hantavirus es mantenido exclusivamente en un ciclo animal-animal (27, 31).
En genera, los factores que afectan a los artrOpodos y por ende en la
transmision de un agente patdégeno son:

La capacidad del virus para atravesar € intestino del artropodo y replicarse en

las gldndulas salivales, para después infectar al vertebrado.
El tamafio de la poblacién de artrépodos.
L os hébitos de picadura (diurnos, nocturnos) y el alcance de vuelo del vector.

Ladistribucion geograficay ecol 6gica de cada especie de vector.
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Condiciones climaticas como: temperatura, humedad y lluvias.
Muchos Bunyavirus tienen una forma aternativa de perpetuacion,
manteniéndose exclusivamente en el artrépodo por transmision transovarica (17,

28).

11 .1.2GENERO PHLEBOVIRUS

El género Phlebovirus comprende dos serogrupos. Phlebotomus fever, y
Uukuvirus, que originalmente se consideraron separados de este género, pero se
incluy6 en vista de que su organizacion gendémica es similar (27). Mas de 50 virus
estan incluidos dentro de este género, separados en complejos antigéenicos y que
comparten caracteristicas moleculares distintas a otros géneros. Estos virus son
transmitidos por mosquitos o por moscas fleb6tomos (16). El serogrupo
Phlebotomus fever es & causante de enfermedades significantes en humanos, y
dentro de éstelafiebre del valle del Rift (Rift Valley fever) y la fiebre de moscas
de arena (Sandfly fever) son los agentes mas importantes médicamente y los mas

estudiados (8, 13, 16, 18, 19, 22, 25).
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11 1.2 SANDFLY FEVER

Definicion

Sandfly fevers Pappataci fever, Phlebotomus fever) son enfermedades
febriles agudas indiferenciadas y autolimitadas causadas por virus del  serogrupo
Phlebotomus fever y transmitido por moscas del género Phlebotomus (sandfies)

(23).

Etiologia e Historia

Por lo menos 38 virus registrados son agrupados en e serogrupo
Phlebotomus fever. De estos, 8 virus han sido recuperados de personas infectadas
(Sandfly fever Naples y Sicilian, Chagres, Candiru, Punta toro, Toscana,
Alenquer y Rift Valey fever). Algunos de estos virus incluyendo Sandfly fever
Naples, Sicilian y Punta toro no producen enfermedades en muchos animales de
laboratorio (amenos que se adapten por repetidos pasgjes). Los virus Sandfly
fever replican bien en cultivos celulares de Vero y BHK-21, siendo més usados

para aislamientos primarios y ensayos que los animales de |aboratorio (23).

La enfermedad fue conocida como Pappataci fever en Itaia y la relacion
con moscas sandflies fue sugerida por Taussig en 1905. En 1909, una comision de
militares austriacos encabezada por Doer, Franz y Taussig reproducen la
enfermedad por inoculacién de sueros procedentes de casos agudos en humanos

voluntarios y demostraron que la infeccion puede ser transmitida por Phlebotomus

papatasi.
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En 1937, Moshovsky demostro la transmision transovarial de insectos
infectados a sus descendientes, que pudieron después transmitir la enfermedad a
humanos voluntarios (31). El interés por Phlebotomus fever se incremento
durante la segunda guerra mundial debido a epidemias ocurridas en las tropas
dliadas en Italiaen 1943 y 1944. La historia de la fiebre sandfly esta circunscrita a

campanas militares (23, 31).

Ecologiay Epidemiologia

La transmision ocurre por la picadura de unas moscas hematofagas
de vudo limitado pertenecientes a los géneros Phlebotomus, Sergentomyia y
Lutzomyia. Phlebotomus papatasi y otros Phlebotomus, asi como especies de
Sergentomyia son los principales vectores arededor del Mediterraneo, en e
Medio Este y a través de la peninsula ardbiga. La transmision transestadial y
transovarial probablemente sirve como un mecanismo alternativo de perpetuacion
del virus (19). La enfermedad asume gran importancia cuando un nimero elevado
de personas no inmunes (tropas militares, extranjeros, refugiados) entran en areas

epidémicas.

En Centro América y América de Sur, los fleb6tomos del género
Lutzomyia son los vectores principales, cuyo hébitat son los bosques. El virus
también puede ser perpetuado por transmisién transestadial y transovarial en estos
vectores. En América del Sur, la infeccién en humanos principalmente ocurre en

personas que trabajan o viven en la selva (22, 31). Los virus Puntatoro y Chagres
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vienen siendo aislados de fleb6tomos panamefios, L. ylephilator y Lutzomyia
trapidoi que es una especie atamente antropofilica El virus Toscana es
recuperado de Phlebotomus perniciosus (macho y hembra) en Italia y Portugal

(23).
Enfermedad en Humanos

La enfermedad aparece en forma abrupta, después del periodo de
incubacion (3 a 6 dias), incluyendo sintomas como: fiebre, maestar general,
cefaleas, dolor retro-orbital, fotofobia, nduseas, vomitos y miagia. La fiebre
aguda dura aproximadamente 3 dias, pero puede ser seguida por un periodo de

debilitamiento, fatigay depresion durante una a dos semanas (19, 22).

La inmunidad homologa es probablemente por toda la vida, sin embargo
el titulo de anticuerpos neutralizantes disminuye significativamente después de 20
anos. Lainfeccion con € virus de Naples no confiere proteccion contra el serotipo
de Sicilian o viceversa, porque ambas enfermedades ocurren juntas en éreas

endémicas (23).

Diagnostico

Durante la fase aguda de la enfermedad, €l virus puede ser aidado de la
sangre por inoculacion en cultivo de células o en ratones. Un diagndstico
serolégico por inhibicion de la hemaglutinacion, fijacion del complemento,
ELISA de captura para anticuerpo IgM, o inmunofluorescencia indirecta; es

realizado en muestras pareadas (fase aguday convalesciente) (19, 23).
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11 1.3 PHLEBOTOMUS FEVER EN AMERICA CENTRAL Y DEL SUR

En las Américas han sido aidados seis virus Phlebotomus fever asociados
con enfermedades humanas. cuatro en Brasil (Alenquer, Candiru, Morumbi y
SierraNorte) y dos en Panama (Chagres y Punta toro) (10).

Etiologia

Estudios con microscopia electrénica de los virus Chagres y Punta toro,
revelaron que son esféricos con un didmetro medio de 100nm (2). La replicacion

en cultivos celulares de mamiferos producen placas o efecto citopatico (10).

Epidemiologia

Los seis agentes ocurren solo en Brasil y Panama. Se obtuvo aislamientos
de cada uno de los cuatro phlebovirus de Brasil, todos de humanos. Los dos virus
de Panama fueron aislados de personas y de mosca flebétomos. Menos del 1% de
personas de la regién amazonica de Brasil examinadas tuvieron anticuerpos contra
Alenquer o Candiru. En Panamé se encontré un alto grado de inmunidad para

Chagres y Punta toro, particularmente de este ultimo.

No se conocen los vertebrados hospederos de estos virus. Chagres y Punta
toro son repetidamente aislados de hembras Lutzomyia, particularmente de L.

trapidoi, aungue también son recuperados de machos Lutzomyia (10).

Elaboracion y disefio en formato Pdf, por la Oficina General de Sistema de Bibliotecas y Biblioteca
Central.



ESTANDARIZACION DE LA PRUEBA DE ENSAYO INMUNOENZIMATICO PARA
LA DETECCION DE ANTICUERPOS IGG EN SUEROS DE HUMANOS PARA EL
VIRUS PHLEBOTOMUS FEVER. Cruz Malpica, Cristhopher Donat's

Tesis UNMSM

I nfeccion en animales

No se reportaron enfermedades en animales domeésticos o salvajes. Los
seis agentes causan una infeccion en ratones lactantes. Chagres mata a hamsters
adultos, y Punta toro causa una infeccion leta en hédmsters recién nacidos;
hamsters jovenes se vuelven virémicos y sobreviven siguientes inoculaciones con

d virus Candiru.

Infeccion en humanos

El cuadro clinico consiste de fiebre, cefalea, escalofrio y miagia; también
pueden estar presentes. dolor retroorbital, nauseas, vomitos y postracion (2).
Inoculando sueros los virus pueden ser aislados en ratones o en cultivo celular

Vero (26).

Tratamiento y prevencion

El tratamiento es sintomatico. La infeccion puede ser prevenida mediante
vestimentas protectoras apropiadas y repelentes de insectos antes de ingresar a
zonas donde €l vector infectado pueda estar circulando (26). El uso de insecticidas
residuales (DDT) tiene resultados efectivos en € control del vector (19). El

impacto en Salud Publica causado por los phlebovirus es desconocido (26).
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Tabla 1. DISTRIBUCION GEOGRAFICA DEL GENERO

PHLEBOVIRUSEN AMERICA CENTRAL Y DEL SUR

COMPLEJO VIRUS SUBTIPO DISTRIBUCION
Bujaru Bujaru (19)* Brazil
Munguba (19)* Brazil
Rift Valey fever  |Rift Valley fever (19) [Rift Valley fever Africa
Belterra Brazil
|coaraci (19)* Brazil
Candiru Candiru (19)* Brazil
Alenquer (19)* Brazil
[taituba (19)* Itaituba Brazil
Oriximina Brazil
Nique (19)* Panama
Turuna (19)* Brazil
Punta Toro Punta Toro (19)* Punta Toro Panama
Buenaventura Colombia, Panama
Frijoles Frijoles (19)* Panama
Joa (19)* Brazil
Chilibre Chilibre (19)* Panama
Cacao (19)* Panama
No asignados a Aguacate (19)* Panama
Complgos Anhanga (19)* Brazil
Caimito (19)* Panama
Chagres (19)* Panama
Pacui (19)* Brazil, Trinidad.
Urucuri (19)* Brazil
Morumbi (26)* Brazil
SierraNorte (26)* Brazil
Ambe (20)* Brazil
Ixcanal (20)* Brazil
Mariquita (20)* Brazil
Durania (20)* Brazil
Armero  (20)* Brazil

*CitasBibliogr éficas
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11 2. ENSAYO INMUNOENZIMATICO

Los inmunoensayos ligados a enzimas (EIAS) estdn tomando un rol
importante en los laboratorios médicos y de investigacion, porque brindan una
alternativa viable, mediante la cual es posible realizar la identificacion de muchos
virus a nived de género. Estas pruebas estdn reemplazando a los
radioinmunoensayos en muchos laboratorios, por su comparable sensibilidad sin
los problemas de mangjo, eliminacion y corto tiempo de vida de los materiales

radioactivos (5, 7, 11, 14, 24).

Por su objetividad, facilidad de automatizaciéon y posibilidad de trabajar
con un gran nimero de muestras, los ensayos inmunoenziméticos vienen
reemplazando parcialmente a una variedad de técnicas en €l |aboratorio como son
inmunofluorescencia y aglutinacién. Como en el EIA e antigeno o € anticuerpo
esta adsorbido a una fase solida, este ensayo también es denominado Ensayo

Inmunoadsorbente Ligado a Enzimas (ELISA) (5, 30, 34, 40).
1l 2.1.FUNDAMENTO

La prueba de ELISA se basa en la reaccion antigeno-anticuerpo, uno de
los cuales debe ser de reactividad conocida. El color se genera por la interaccion
de un sustrato cromogeénico y una enzima que ha sido acoplada a anticuerpo
detector. Si debe medirse el anticuerpo, se coloca € antigeno en la fase solida,
como una capa de captura. Después de la reaccion del antigeno con e suero del

paciente, la capa de deteccion puede ser un reactivo antiinmunoglobulina clase
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especifica (IgM o 1gG) para detectar respuesta de anticuerpos clase especificos
(ver figural) (5, 7, 11, 14, 24, 30, 33, 34, 35, 40).
Dentro de los parametros fisicoquimicos que intervienen en la union del
antigeno con el anticuerpo tenemos:
Fuerzas de Van der Walls producidas por € movimiento de aomos en la
superficie de las moléculas generado por un cambio eléctrico. Son fuerzas
débiles presentes cuando la proximidad del Agy d Ac es grande.
Fuerzas electrostaticas originadas por la fuerza de atraccion entre moléculas
de carga ionica opuesta, como sucede con los grupos NHz . gue reaccionan
avidamente con el grupo COOHL.
Uniones por puentes de hidrogeno son de carga energética baja entre &omos

electropositivos de hidrogeno y aomos electronegativos de oxigeno o

nitrégeno.

11 22.METODOLOGIA GENERAL:

Los métodos de ELISA dependiendo de la actividad enzimaética se dividen
en dos tipos: competitivos y no competitivos (5).
ELISA COMPETITIVO: En este méodo, € anticuerpo de la muestra va a
competir con e conjugado por un nimero limitado de sitios de unién del
antigeno. Habréa ausencia de color en una muestra positiva debido a que €l sustrato
no encontrara a la enzima porque e conjugado ha sido desplazado por el

anticuerpo presente en la muestra
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ELISA NO COMPETITIVO: Consiste en enfrentar la muestra con e antigeno o

anticuerpo que estd en la fase solida. Si una muestra es positiva se formara el
complgjo antigeno-anticuerpo y a agregar € conjugado reaccionara con €l
respectivo sustrato desarrollando color (7, 11, 14).

Dentro de los no competitivos tenemos, los directos que detectan
antigenos y los indirectos que detectan anticuerpos. En la presente investigacion

se utilizard la modalidad de ELISA no competitiva indirecta.

Fijacion del Antigeno a la fase solida:

La reaccion inmunoldgica tiene lugar en la fase sdlida, ésta puede ser de
plastico, vidrio o nitrocelulosa. Actualmente los mas usados son los de plastico,
dentro de estos los de poliestireno gammairradiados y los de cloruro de polivinilo
porque tienen mayor capacidad para formar enlaces estables que los de
poliestireno no tratados.

El antigeno diluido en buffer es adherido a la fase solida por enlaces
electrostéticos entre los sitios activos del plastico y regiones de la proteina
responsables de esta interaccion. El buffer puede ser carbonato a pH 9.6 o buffer
fosfato salino (PBS 1X ) apH 7.4.

La estabilidad de los enlaces eectrostéticos, € tiempo de incubacion y la
temperatura son factores importantes a tener en cuenta para evitar pérdidas de las

proteinas y que pueden afectar la sensibilidad del ensayo.
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Reaccion con anticuer po:

Lareaccion del antigeno con € anticuerpo se debe realizar en condiciones
similares a las fisiolégicas pH 7.4, temperatura de 37°C y concentracion salina
equivalente a0.15M de NaCl. Estas condiciones pueden variar dentro de un rango

razonable sin afectar la reaccion. El tiempo puede variar entre 1 a 3 horas.

Moléculas no especificas en solucion pueden adherirse a la fase sdlida
afectando el resultado final del ensayo, para disminuir este riesgo se suele agregar
al medio de reaccién un exceso (0.1% a 1%) de una proteina inerte para que
compita eficientemente por |os sitios de union inespecificos en la fase sdlida. Esta

proteina puede ser seroal bimina bovina, caseina, suero entero, gelatina u otros.

También es necesario afiadir a medio tween 20 para evitar uniones
inespecificas de macromolécula. Por este motivo es agregado en los tampones de

dilucion y de lavado.

Adicion del conjugado enzimético:

El conjugado enzimético se prepara por union covalente de una enzima
con el anticuerpo; esta enzima puede ser peroxidasa de rabano (Horseradish
peroxidase, HRP), fosfatasa acaina (Alcaine Phosphatase, AP) o0 beta
galactosidasa. Los criterios a tomar en cuenta en la seleccion de la enzima
apropiada son su toxicidad, estabilidad, disponibilidad, viabilidad de conjugarla

eficazmente con el anticuerpo elegido, sensibilidad y precio.

L as condiciones de reaccion entre el conjugado y €l complejo formado por
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Adicion ddl sustrato:

Laeleccion del sustrato va de acuerdo con €l tipo de enzima presente en €
conjugado. El sistema AP hidroliza a p-nitrofenil fosfato o p-nitrofenol
generando un producto soluble de color amarillo. El sistema HRP reduce al
sustrato peréxido de hidrogeno produciendo oxigeno que oxida a otros
compuestos cromogenos tales como:

Tetrametilbenzidina (TMB), cuya oxidacion genera un producto de color
azul oscuro.

o-phenylene diamine (OPD), que es oxidado a un producto coloreado que
variadd naranjaa pardo oscuro.

Acido azino-(3-etil)-benzo-sulfonico (ABTS), cuya oxidacion genera un
producto que vadel verde al azul.

La intensidad del color desarrollado es de acuerdo con la cantidad de

enzima presente en la reaccion.

La lectura se realiza en un espectrofotébmetro a 405 nandmetros (7,11, 24).
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Figural. INMUNOENSAYO ENZIMATICO PARA ANTICUERPOS IgG

METODO NO COMPETITIVO INDIRECTO
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