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Z¢El Virus del Serogrupo Bunyamwera norteamericano es el
Agente Etioldgico de Fallas del Sistema Nervioso Central
Congénitas Humanas ?

provided by El Servicio de Difusién de la Creacion Intelectual

En 1941 Gregg brind6 la primer eviden-
cia que el virus de la Rubéola (familia 7ogaviridae,
aénero Rubivirus) ocasiona fallas congénitas hu-
manas (1). Aunque la infeccién por el virus de la
rubéola comiunmente ocasiona una enfermedad
leve que comprende fiebre y salpullido, las epi-
demias de rubéola han sido asociadas con fallas
congénitas en ninos de mujeres quien fueron in-
fectadas durante el primer trimestre del embara-
zo (2). El riesgo de infeccion de rubéola en el
utero fue reducido por la introduccién de vacu-
nas efectivas y seguras para mujeres en edad de
criar ninos. Las anormalidades congénitas en
fetos o rumiantes neonatales también se relacio-
nan con la exposiciéon de hembras prenadas a
virus diversos, incluyendo el virus de la diarrea
viral bovina (familia Togaviridae, género
Pestivirus), el virus mantenido por artropodos del
bluetongue «dengua azul» (familia Reoviridae, gé-
nero Orbivirus), el virus de Wesselsbron (familia
Flaviviridae, género Flavivirus), el virus de la fie-
bre del Valle de Rift (familia Bunyaviridae, géne-
ro Phlebovirus). Las infecciones de ganado con
estos virus pueden producir bajos-titulos de vire-
mia con ninguna enfermedad clinica evidente, o
altos-titulos de viremia y enfermedad clinica se-
vera en la hembra. En las infecciones del utero
puede resultar en malformaciones del feto en
desarrollo, muerte fetal con reabsorcién, momi-
ficacion, o aborto. Los rumiantes recién nacidos
pueden mostrar diversos defectos
musculosesqueléticos y del sistema nervioso cen-
tral, incluyendo un sindrome de artrogriposis con
hidroencenfalia (AGH).

Los virus del serogrupo Bunyamwera (fa-
milia Bunyaviridae, género Bunyavirus) han sido
aislados de humanos, y algunos, incluyendo los
virus de Cache Valley (CV) y Tensaw (TEN), han
sido aislados de grandes mamiferos sintomaticos
y asintomaticos (11). Los anticuerpos anti virus
de CV y a otros virus del serogrupo Bunyamwera
son frecuentes en el ganado y mamiferos gran-
des silvestres y en humanos en el Hemisferio Oc-
cidental desde Alaska a Argentina (11). Los virus
de este serogrupo son aislados primariamente de
mosquitos de los géneros Aedes y Anopheles.
Estos virus tienen distribuciones geograficas
focales, aunque algunos se encuentran en gran-
des extensiones. El virus de CV, un bunyavirus
comun norteamericano, ha sido aislado princi-
palmente de mosquitos de los géneros Culiseta,
Aedes, y Anopheles. La distribucidon geogdrafica

de este virus incluye todo América del Norte, ex-
ceptuando los estados del extremo sudeste y sur
de México (11). El virus TEN, también fue aislado
de mosquitos de los géneros Anophelesy Aedes
en el sudeste de los Estados Unidos, es el Gnico
representante conocido del serogrupo
Bunyamwera, probablemente a causa del rango
del vector principal y de los hospedadores
vertebrados; la exclusién mutua de estos dos vi-
rus probablemente ocurre a causa de la protec-
cion cruzada entre ellos (12).

Asociaciones de infeccién serologica y
temporal con el virus de CV y malformaciones
congénitas, incluyendo primariamente AGH, fue-
ron observados en ovejas cerca de San Angelo,
Tejas, entre Diciembre de 1986 y Febrero de
1987, sugiriendo que este virus ocasiona AGH
(13). Brotes subsiguientes de defectos congéni-
tos similares ocurrieron en ovejas en Illinois en
1988 (J. Pearson, com. pers.) y en Dakota del
Norte, Pensilvania, Maryland, Michigan, y
Nebraska en 1986 y 1987 (14). Anticuerpos al
virus de CV (pero no a otros virus) fueron encon-
trados para correlacionar significativamente con
la ocurrencia de AGH y otras anomalias congéni-
tas durante el brote de Tejas (15, 16), y anticuer-
po IgM al virus de CV fue detectado en neonatos
libres de calostro con AGH (C.H. Calisher, datos
inéditos). (Ni la IgM ni la IgG maternal cruza la
placenta en ovejas; por lo tanto, los anticuerpos
en fetos o en neonatos antes que ellos recibieran
calostro indica exposicion fetal al agente infec-
cioso (17).) En 1976, anticuerpos al virus de CV
fueron detectados en el suero del ganado que
habian liberado terneras con AGH en
Saskatchewan, Canada, en 1975; sin embargo,
la prevalencia de anticuerpos al virus de CV en la
poblacién vacuna de esa area no fue investigado
(R.E. Shope, com. pers.)

En Tejas, en 1981, el virus de CV fue ais-
lado de unas ovejas enfermas y de una vaca sana
en una manada con problemas reproductivos
(18). Este virus también fue aislado en Tejas en
1988 de unas ovejas sentinel en pastura donde
un brote de defectos congénitos habia ocurrido
en 1986 a 1987. Estos datos historicos sugieren
que los virus CV relacionados con malformacio-
nes congénitas pueden estar mas difundidas que
lo que ha sido reconocido. Las infecciones expe-
rimentales han brindado evidencia adicional que
el virus de CV ocasiona muerte embrionaria y mul-
tiples malformaciones congénitas de ovejas (19)
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y danado (J. Edwards, com. pers.). No ha sido
informada ninguna asociacion del virus TEN y en-
fermedad en el ganado, animales silvestres, o hu-
mana. Para determinar si la infeccién con virus
del serogrupo Bunyamwera selecto, CV y TEN, es-
tan asociados con ciertas fallas congénitas hu-
manas, una seroevaluacion fue realizada con
muestreos de suero de madres de ninos con
microcefalia o macrocefalia, y los resultados fue-
ron comparados con aquellos de edad y ubica-
cion equiparados con controles. Los resultados,
informados aqui, brindaron la primer evidencia
que estos virus del serogrupo Bunyamwera pue-
den ser agentes etioldgicos de ciertas fallas con-
@génitas del sistema nervioso central humano.

Dos grupos de 500 muestras de suero
humanos cada uno se seleccionaron al azar de
una coleccién almacenada en el National
Institutes of Health (NIH), Bethesda, Maryland y
analizados para anticuerpos neutralizantes.

Estos muestreos fueron parte de una co-
leccién de especimenes de sueros obtenidos en-
tre 1959 y 1964, al parto o post partum, (de cer-
ca de 50.000 mujeres matriculadas bajo proto-
colos definidos en un estudio prospectivo de sin-
drome de rubéola congénita). Las muestras ha-
bian sido recolectadas de todas las mujeres em-
barazadas cuidadas en una institucion particular
o de mujeres accidentalmente seleccionadas para
usar el ultimo digito de su ntimero de inscripcion
de hospital. Para una primera serie de pruebas,
los muestreos fueron seleccionados desde 200
madres de ninos con macrocefalia (tamano de
cabeza por lo menos dos desviaciones standard
arriba de la media) y de 50 madres de ninos con
microcefalia (tamano de cabeza por lo menos dos
desviaciones standard por debajo de la media).
El espécimen inicial de madres con los respecti-
vos defectos fueron seleccionadas para la prue-
ba. Un niimero igual de madres de bebés sin de-
fectos obvios del sistema nervioso central fue-
ron seleccionadas como controles, que fueron
equiparados en edad (+ 2 anos) y equiparados
en el sitio, fueron registrados para el estudio en
el mismo mes, y fueron de la misma raza como
madres de ninos con macrocefalia o microcefalia.
Las muestras de Suero que comprendieron este
primer grupo habian sido recolectadas de muje-
res embarazadas en Boston, Massachusetts (104),
Providence, Rhode Island (20), New York, New
York (72), Filadelphia, Pennsylvania (36),
Baltimore, Maryland (38), Buffalo, New York (50),
Minneapolis, Minnesota (42), Charlottesville, Vir-
dinia (38), Memphis, Tennessee (52), New
Orleans, Louisiana (36), y Portland, Oregon (12);
estos fueron analizados para anticuerpos neutra-
lizantes a ocho bunyavirus (Tabla 1).

Unas 500 muestras adicional fueron pro-
badas; 250 muestras pareadas, seleccionados
como arriba, desde la misma coleccién del archi-
vo, de cada dos mujeres de Boston (120), Buffalo

(40), New Orleans (8), Ciudad de New York (46),
Baltimore (8), Charlottesville (12), y Minneapolis
(16), incluyendo controles (seleccionados como
arriba). Estos fueron soélo analizados buscando
anticuerpos neutralizantes contra el virus de CV,
para seguir los resultados de las pruebas con el
primer conjunto de muestras.

Una muestra de cada una de estas muje-
res habia sido recolectada en el primer trimestre
del embarazo y la sequnda habia sido recolecta-
da luego de por lo menos de tres meses. Las
muestras de suero fueron almacenadas congela-
das a -20°C hasta que fueron enviados en hielo
seco (-70°C) a los Centers for Disease Control
laboratory at Fort Collins, Colorado.

Veintinueve de las primeras 500 muestras
de suero analizadas contenian anticuerpos neu-
tralizantes contra CV, 29 tenian anticuerpo con-
tra TEN, 29 contra Jamestown Canyon, 26 contra
La Crosse, nueve contra Lokern, y seis contra el
virus de Buttonwillow. Ninguno tenia anticuerpos
contra los virus de Main Drain o Mermet. No se
observaron diferencias importantes en las
prevalencias de anticuerpo contra los virus de
La Crosse, Jamestown Canyon, Lokern, y
Buttonwillow entre madres de infantes
microcefalicos y macrocefalicos y controles equi-
parados en edad y ubicacion (Tabla 1). Los ca-
sos no fueron revisados para otros defectos.

La prevalencia de anticuerpos contra el
virus de CV en madres de infantes microcefalicos
no fue significativamente diferente de la preva-
lencia de tales anticuerpo en su control equipa-
rado, pero la presencia de anticuerpos contra el
virus de CV en madres se correlacioné significa-
tivamente con macrocefalia en sus infantes ( 2,
d.f.=1, n=400, 4.797 p < 0.05) (Tabla 1).

Ninguna de las muestras con anticuerpos
neutralizantes al virus CV o TEN (titulos en el ran-
go desde 10 a 80) tuvieron anticuerpos IgM. Para
determinar si habia diferencias estadisticamente
significativas entre prevalencias de anticuerpo
anti virus CV o TEN en madres con infantes
macrocefalicos y en controles equiparados en
edad y sitio, fue usado el chi-cuadrado de
McNemar’s. No se encontr6 diferencia significati-
va para la presencia de anticuerpo al virus CV (p
> 0.05), pero la presencia de anticuerpo al virus
TEN (p < 0.05) o de anticuerpos para tanto el vi-
rus CV o TEN (p < 0.02) fue relacionada a la ocu-
rrencia de macrocefalia en los infantes de estas
madres (Tabla 2).

La tabla 3 resume la presencia de anti-
cuerpos al virus CV y al TEN en mujeres por ubi-
cacion del hospital y resultado del nacimiento.
Cuando la prevalencia de anticuerpos al virus CV
o TEN en estas mujeres fue analizado por el re-
sultado de nacimiento y ubicacion, ninguna dife-
rencias estadisticamente significativa fue deter-
minada (no se muestran los datos comparativos).
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Cuando el segundo conjunto de 500
muestras (250 muestras pareadas en embarazo
temprano y tardio) fue analizado, las muestras
de ocho mujeres tuvieron anticuerpos neutrali-
zantes al virus de CV. Ningiin cambio significati-
vo diagnésticamente del titulo fue detectado en-
tre seis pares de muestras, pero aumentos en
cuatro veces del titulo fue detectado en otros dos,
(10 a 80, < 10 a 40), indicando infecciones re-
cientes con el virus de CV o con un virus estre-
chamente relacionados al grupo Bunyamwera.
Seis de las ocho mujeres en este grupo con anti-
cuerpo al virus de CV parieron infantes
macrocefalicos, incluyendo dos (una en New
Orleans y uno en la Ciudad de New York) cuyos
especimenes mostraron aumentos en el titulo al
virus de CV.

Estos analisis brindaron la primer eviden-
cia que los virus del serogrupo Bunyamwera en
América del Norte estaban asociados con defec-
tos congénitos en humanos: la ocurrencia de
macrocefalia en infantes fue correlacionado po-
sitivamente con los anticuerpos al virus de CV.
Anticuerpos contra el virus TEN y al virus CV o al
TEN correlacionaron con microcefalia y con
macrocefalia.

La presencia de anticuerpo al virus CV y
al TEN correspondi6é con las distribuciones geo-
daraficas conocidas de estos virus dentro de los
Estados Unidos. El anticuerpo a cualquiera de
estos virus en una mujer que vive en un area
donde ese virus no es conocido que ocurra pue-
de reflejar la estrecha relacion antigénica y con-
siderable reactividad cruzada de estos virus del
serogrupo Bunyamwera (22), diferencias entre
cepas locales y prototipos de virus, o el viaje a
un area en que el virus ocurre (23). Las dos mu-
jeres con aumentos diagnésticamente importan-
tes en el titulo de anticuerpos al virus de CV (una
de New Orleans, donde el virus TEN ha sido aisla-
do, y una de New York, donde el virus de CV ha
sido aislado) son, tanto como sabemos, las pri-
meras dos personas con aumentos de anticuer-
pos documentados al virus del serodgrupo
Bunyamwera en América del Norte. Si cada uno
de ellas tuvieron una enfermedad asociada no
pudo determinarse a partir de los registros. Que
entre todas las mujeres analizadas fueron las
Unicas con alzas en el titulo de anticuerpo y que
ambas dieron nacimiento a infantes
macrocefalicos es, al menos, una coincidencia
fascinante. Los anticuerpos IgM en infecciones
humanas ocasionadas por otro bunyavirus no
puede persistir por mucho mas que unos pocos
meses después de la infeccién (21); en humanos
no han sido detectados anticuerpos IgM contra
virus del serogrupo Bunyamwera en América del
Norte. Por lo tanto, la ausencia de anticuerpos
IgM de especimenes con anticuerpo neutralizante
probablemente indica que estas infecciones no

eran agudas, p. €j., ocurrieron meses antes de la
recoleccién de muestras.

Un problema fundamental en establecer
una relacion entre la infeccion de mamiferos con
virus CV o TEN y las anomalias congénitas acom-
panadas es la insuficiencia inherente de contro-
les. La presencia de anticuerpos en humanos u
otros animales con progenie normal no argumen-
ta necesariamente contra la hipotesis que el vi-
rus de CV ocasiona defectos congénitos en hu-
manos debido a que la infecciobn podria haber
ocurrido antes de la prenez. Ademas, aun cuan-
do este virus puede ser un agente etiolégico de
anomalias congénitas, los anticuerpos
preexistentes a este virus podria brindar inmuni-
dad para la madre y protege al feto de la infec-
cion viral. Asi, no puede determinarse a punto
fijo si la presencia de anticuerpo al virus es for-
tuita, o una causa de las anomalias congénitas
observadas.

La revision de registros de NIH para este
conjunto relativamente pequeno de muestreos
sugirieron que la macrocefalia ocurria algo mas
frecuentemente cuando en el primer trimestre de
prenez incluy6 los meses de Abril y Mayo para
mujeres que viven en New Orleans (4/16),
Memphis (5/16), y Charlottesville (3/12) y a fines
del verano-otono temprano para mujeres que vi-
ven en Boston (6/49), Minneapolis (3/11),
Portland (2/6), y New York City (9/33). En cada
caso, estos periodos coinciden gruesamente con
la aparicion de poblaciones de mosquitos
Culiseta, Aedes, o Anopheles, los vectores de los
virus CV y TEN. Sin embargo, el virus de CV no
puede implicarse en infecciones en New Orleans
porque este virus no se conoce que ocurra alli,
aunque el virus TEN lo hace.

Los tamanos de muestreo relativamente
pequeno en este estudio permiten la interpreta-
cion estadistica pero no brindan apoyo suficien-
te para garantizar declaraciones con respecto a
la importancia biolégica de los hallazgos; por lo
tanto, nosotros consideramos a estos datos me-
ramente preliminares. La determinacién de si
estos datos tienen mérito, espera de los resulta-
dos de estudios adicionales de madres de ninos
con defectos congénitos y su progenie.

Estudios méas extensivos son también
necesarios para investigar la influencia de la fase
destacional y el desarrollo fetal en los defectos
congénitos; establecer relaciones entre el pico
de abundancia de artropodos vectores y el pri-
mer trimestre de embarazo; la sucesién de
denomas de cepas virales de CV y TEN de areas
geograficas diversas y establecer relaciones en-
tre diferente virulencia y secuencias génicas en
el ganado; y desarrollar capacidad diagnostica
para usar anticuerpos monoclonales, ensayos de
hibridizacién, reacciéon en cadena de la polime-
rasa, y técnicas de Western blotting.
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Dado que muchos miembros de la fami-
lia Bunyaviridae ocasionan defectos congénitas
en el ganado naturalmente y experimentalmente
infectado, o pueden tener tal potencialidad
(24,25), seria util continuar las investigaciones
con animales domésticos y en desarrollar mode-
los de laboratorio para evaluar la teratogenicidad
potencialidad para humanos de los virus CV, TEN,
y de otros virus de la familia Bunyaviridae.

Es también importante determinar los
papeles de los virus CV y TEN en inducir defectos
congénitos humanos y las relaciones entre la pre-
valencia de anticuerpo a los virus CV y TEN, pre-
ponderancia de fallas congénitas, y fechas de con-
cepcion, todos con respecto a condiciones am-
bientales locales.
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Tabla 1. Anticuerpo al virus del Cache Valley, Tensaw,
La Crosse, Jamestown Canyon, Lokern, o Buttonwillow en
madres de infantes microcefalicos o0 macrocefalicos equi-

parados a controles.

Anticuerpos al virus condicion del infante X2c(
)
Cache Valley Microcefalia 3.840(0.05)
Macrocefalia 4.797(<0.05)
Either 0.915(>0.20)
Tensaw Microcefalia 4.891(<0.05)
Macrocefalia 4.071(<0.05)
Either 0.329(>0.20)
Cache Valley Microcefalia 5.983(<0.02)
o Tensaw Macrocefalia 4.806(<0.05)
La Crosse Microcefalia 0.211(>0.20)
Macrocefalia 1.481(>0.20
Jamestown Microcefalia 0.709(>0.20)
Canyon Macrocefalia 0.037(>0.20)
Lokern Microcefalia 1.010(>0.20)
Macrocefalia 2.041(>0.10)
Buttonwillow Microcefalia 2.041(>0.10)

Macrocefalia

<0.001(>0.20)

Los Bunyaviruses usados para todos las pruebas fueron todos
prototipos: (Bunyamwera serogrupo) CV (strain 6V-633), TEN (A9-
171b), Lokern (FMS-4332), Main Drain (BFS-5015), (California
serogrupo) La Crosse (Original), Jamestown Canyon (61V-2235),
(Simbu serogrupo) Buttonwillow (A-7956), and Mermet (AV-782). Las
muestras fueron estudiadas para anticuerpos por reduccion de neu-
tralizacion en diluicién en placa (20). Resumidamente, sueros dilui-
dos y calentados o inactivados C/30 min) fueron agregados a partes
iguales con un volumen viral conteniendo aproximadamente 200 uni-
dades formadoras de placa (PFU), lo cual da una concentracion final
de 100 PFU. Suero humano fresco a la concentracion del 8% fue
agregado a todas las suspensiones virales. Las mexclas de virus-suero
fueron incubadas a 4°C por 18 h, y 0,alicuotas de 1 ml fuero agrefadsa
en el centro de un cultivo de células Vero creciendo en placas plasti-
cas de 6 pocillos. Después de un periodo de adsorcion de 45 min. las
células fueron cubiertas con un medio conteniendo 2% de agary fue-
ron incubadas luego por 70 a 75 h a 37 °C en atmosfera de 5% CO2-
95% . Una capa de medio conteniendo 2% agar, y rejo neutro 1:25,000
fue agregadi, y las placas fueron nuevamente incubadas hasta la lec-
tura, usualmente entre 12 a 36 h después.

Una muestra de suero fue considerada positiva cunado fue
reducida el nimero de placas a 90% conrespectoa la contro, el cual
tenian unrago de 80 a 150 placas. Las muestras que fueron positivas
en el screening (1:10) fueron tituladas a punto final, y el titulo del sue-
ro se tomo como la mayor dilucion de suero que redujo el niUmero de
placas enun 90%.

Aunque los controles positivos para detectar IgM humana por
ELISA de captura no se pudo realizar, las muestras de suero fueron
analizads por una modificacién de la técnica publicada para detectar
anticuerpos IgM al serogrupo viral California (21). Muestras de suero
de raton o cabra contienendo IgM anti virus CV o muestras de suero
de raton con anticuerpos conteniento anticuerpos IgM anti el virus
TEN sirvieron como controles positivos y negativos. El analisis esta-
distico fue realziado mediante chi-cuadrado o chi-cuadrado de
McNemar.
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Tabla 2. Presencia de anticuerpo al virus del Cache Valley y Tensaw en madres de infantes macrocefalicos y en

controles equiparados.

Mothers of Antibody-positive Antibody-negative
macrocephalic infants No. controls controls
Antibody to CV virus 16 3 13
No antibody to CV virus 184 5 179
McNemar’s test(a)

Antibody to TEN virus 15 1 14
No antibody to TEN virus 185 5 180
McNemar’s test(b)

Antibody to CV or TEN 19 3 16
virus (or both)

No antibody to CV 181 5 176

or TEN virus
McNemar’s test(c)

(a) (13-5)2/18 = 3.556 (d.f. = 1), p > 0.05.
(b) (14-5)2/19 = 4.263 (d.f. = 1), p < 0.05.
(c) (16-5)2/21 = 5.762 (d.f. = 1), p < 0.02.

Tabla 3. Anticuerpo al virus de Cache Valley y Tensaw en mujeres, por el resultado de nacimiento y ubicacion.

Anticuerpos al virus CV

En mujeres con En

nifos macrocefalicos Controles
Lugar n° (%) n° (%)
Boston 2/49(4.1) 1/49(2.0)
Providence 0/7 1/7(14.3)
New York City 2/33(6.1) 1/33(3.0)
Philadelphia 0/15 2/15(13.3)
Minneapolis 1/11(9.1) on
Charlottesville  2/12(16.7) 0/12
Memphis 6/16(37.5) 3/16(18.8)
New Orleans 1/16 (6.3) on
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