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ENCUESTA SEROLOGICA SOBRE ARBOVIRUS REALIZADA EN ANIMALES
DE LA PROVINCIA DE TUCUMAN, ARGENTINA

Afda P. de Ruiz Holgado,* José M. Raya,* Marta S. Sabattini,?
Olga R. M. de Nader,* y Nelda R. de Castagnaro ®

Pruebas de hemaglutinacidn-inhibicion y de neutralizacidn con
sueros animales indican la presencia de arbovirus en especies
animales de varias dreas de la Provincia de Tucumdn y su-
gieren la posible existencia de esta actividad virica en otras
regiones poco estudiadas del pais.

La actividad de los arbovirus en la Pro-
vincia de Tucumén ha sido muy poco estu-
diada hasta el presente; el inico antecedente
al respecto es la encuesta que realizaron
Mettler y colaboradores con sueros humanos
extraidos en 1961 (7).

El presente trabajo tiene por objeto de-
mostrar la actividad de algunos arbovirus,
mediante las pruebas de hemaglutinacién-
inhibicién (HI) y de neufralizacién (NT)
en sueros animales obtenidos en 1964 y pro-
cedentes de tres puntos diferentes de la Pro-
vincia de Tucumén: zona norte, Departa-
mento de Trancas; zona este, Departamento
de Cruz Alta (Ingenio Concepcién), y zona
sur, Departamento Graneros. Estas pruebas
permitieron determinar aproximadamente la
distribucién de los arbovirus estudiados.

Materiales y métodos

Se examinaron en total 75 sueros proce-
dentes de animales de las zonas indicadas en
el cuadro 1, y extraidos por puncién de la
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CUADRQO 1.—Sueros animales probades y su distribu-
cién por especie y departamento de procedencia.

Numeros de sueros
Especie
Dpto. Dpto. Dpto. Total
Trancas Cruz Alta Graneros
Equinos..... 10 8 10 28
Bovinos... .. 10 5 10 25
Mulares...... 0 3 10 13
Poreinos. 0 4 0 4
Caprinos. .. 1 3 0 4
Asnales. .. .. Q 0 1 1
Totales. .. ... 21 23 31 75
vena yugular. Al Ilegar al laboratorio se

separaron los codgulos de los sueros y estos
fueron almacenados a —20°C hasta el mo-
mento de realizarse las pruebas. Antes de la
prueba de HI se trataron todos los sueros
con acetona para eliminar posibles inhibi-
dores especificos (2), y con glébulos rojos
de ganso a fin de privarlos de los aglutina-
dores especfficos.

Los glébulos rojos de ganso fueron sus-
pendidos en solucién tope de pH y tempera-
tura 6ptima para cada virus.

Los antigenos de virus empleados fueron:

Grupo A

¢ Encefalitis equina occidental (EEO),
cepa Cba .87; 22 pasajes en ratén recién
nacido (rrn).

323



324

BOLETIN DE LA OFICINA SANITARIA PANAMERICANA

Octubre 1967

e Aura, cepa BeAr 10315; 14 pasajes en
.

¢ Pixuna, cepa BeAr 35645; 22 pasajes
en rrn,

Grupo B

¢ San Luis (SL), cepa BeAr 23379; nivel
de pasajes igual a 14.

» Tlhéus, cepa BeH 7445; 16 pasajes.

¢ Bussuquara, cepa BeAn 4116; nivel de
pasajes, 17.

Grupo fiebre de flebSiomos
¢ Icoaraci, cepa BeAn 24262.

No agrupados
* Tacaiuma, cepa BeAn 73.

Todos los antigenos se prepararon por el
método de sacarosa acetona de Clarke y
Casals (3).

Se utiliz6 la microtécnica de HI de Shope
(4). Se consideraron positivos los sueros
que en dilucién 1/20, o més, inhibieron por
1o menos 4 U.H. Las reacciones de neutrali-
zacidn se realizaron en rrn (2).

Se probaron sueros frente a los virus EEQ,
SL y Bussuquara. Para EEO y Bussuquara
el material virico fue una suspensidn de cere-
bro de rrn infectado; en cambio, para SL se
utilizé suero de rrn virémico. Una dilucién
de virus se mezcld con igual volumen de
sueros sin diluir, Las mezclas, incubadas
durante una hora a 37°C, se inocularon por
via intraperitoneal a un grupo de seis raton-
citos que se observaron durante 10 dias para
EEO, y 14 dias para los otros virus.

Resultados y comentarios

Todos los sueros se probaron contra todos
los virus mediante la prueba de HI. Se ob-
servé inhibicién sélo con los antigenos de log
siguientes virus: EEO, SL, Bussuquara,
Ithéus y Tacaiuma. No fueron inhibidos los
antigenos de los virus Aura, Pixuna e Icoa-
raci,

En el cuadro 2 se observa que el mayor
porcentaje de positividad corresponde al
antigeno del virus SL, y le siguen en orden

CUADRO 2.—Resultado de la prueba de hemaglutina-
cién-inhibicién con 75 sveros animales.

Positivos X =
Virus

Ntmeros Porcentajes

de sueros
EEO.. .. 15 20
Aura..... ....... 0] 0
Pixuna........ R 0 0
San Luis .. . ... 25 33
Ilhéus........ 2 3
Bussuquara . . 11 15
Teoaracf........... 0 0
Tacaiuma. . . .. 5 7

. al;faccionan a una dilucién de suero 1/20 o mayor frente a

los antigenos de EEQ, Bussuquara, Tacaiuma
e Ilhéus.

A continuacidén se analizan los resultados
de cada grupo.

Virus del Grupo A

De los 15 sueros que resultaron positivos
en la prueba de HI con antigeno de virus
EEOQ, cuatro acusaron titulos de 1/80; uno,
de 1/40, vy el resto, de 1/20. Como se ob-
serva en el cuadro 3, estos sueros positivos
correspondian a los tres departamentos ya
citados.

Se realizd la prueba de NT en rat6n in-
cluyendo seis de los sueros positivos y cinco
sueros negativos, segiin prueba de HI. Las
dosis de virus incluidas fueron muy bajas, 25

CUADRO 3.—Titulos de los 15 sveros positivos seglin
prueba de hemaglutinacién-inhibicién con antigeno del
virus EEO.

Dpto. Titulo Especie No. de Total
animales | por Dpto.

Cruz Alta... 1/80 vacunos 2 2

Graneros... 1/80 vacunos
1/40 vacunos 1 7
1/20  vacunos

Trancas ... 1/20 vacunos 3 6
1/20  equinos 3
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DL,,; y aun asi, slo dos sueros protegieron
esa dosis: uno de ellos fue un suero que no
habia inhibido al antigeno del virus EEO
en la prueba de HI.

La falta de correlacién entre las pruebas
de HI y de NT con el virus EEO les resta
especificidad a las inhibiciones halladas, que
podrian ser causadas por otro virus del
grupo. Sin embargo, el virus Aura, estrecha-
mente relacionado con el virus EEO (5), no
tue inhibido por ningin suero. Por otra parte,
llama la atencién que de los 15 sueros posi-
tivos, seglin prucba de HI con antigeno de
virus EEQ, 12 provenfan de vacunos y sélo
tres de equinos; los dos sueros que protegen
25 DL;,, segin la prueba de NT en ratén,
corresponden también a vacunos; esto puede
apoyar la anterior hipdtesis, aunque tam-
bién puede deberse al escaso ntmero de
muestras probadas o a otras causas que, por
el momento, escapan a nuestra interpreta-
cién.

Virus del Grupo B

Treinta y tres sueros fueron positivos en
la prueba de HI para uno o més antigenos
de este grupo. En el cuadro 4 se consignan
los titulos de esos sueros frente a cada anti-
geno.

Se agruparon los sueros por Departa-
mentos para analizarlos y establecer las
diferencias segin su procedencia.

Todos los sueros procedentes de Graneros,
positivos para los virus del grupo B, lo eran
también con el antigeno SL; los titulos fueron
altos y variaban entre 1/20 y 1/320.

Los sueros 11 y 15 también fueron posi-
tivos con otros antigenos del grupo: el suero
11 fue positivo con los antigenos Bussuquara
e Ilhéus con titulos bastante menores que
para SL, por lo que se interpretaria como
cruce inmunolégico, y el suero 15 fue posi-
tivo con el antigeno Ilhéus dando un titulo
algo mayor que con SL. Ningin suero de
vaca del Departamento de Graneros presentd
inhibicién. Los sueros positivos procedian
de caballos, mulas y asnos que en conjunto

presentaron un 62% de positividad para el
antigeno SL.

De los sueros procedentes del Departa-
mento de Trancas, cinco resultaron positivos
en la prueba de HI con antigeno SL y ninguno
con los otros antigenos; los titulos fueron
muy bajos, 1/20 y 1/40.

La situacién con los sueros procedentes de
Cruz Alta cambiaba con respecto a los que
procedian de los otros dos departamentos.
Sometidos a la prueba de HI, tres sueros
resultaron positivos solamente con antigeno
SL (22 y 23 con titulo de 1/20, y 29 con
titulo de 1/80), otros ocho resultaron posi-
tivos s6lo para Bussuquara, con titulos tam-
bién de 1/20 y 1/80, y otros dos (21 y 31)
resultaron positivos con ambos antigenos, en
un caso con igual titulo y en €l otro con una
sola dilucién a favor de SL.

Los positivos sélo para SL eran sueros
pertenecientes a una vaca, un caballo y una
mula, respectivamente. Los positivos sélo
para Bussuquara se distribufan entre cabras,
cerdos y caballos. De estos, una de las cabras
y dos cerdos tenian un afio o menos de edad.

Para confirmar los hallazgos de la prueba
de HI se realizaron pruebas de NT con virus
SL y Bussuquara.

Se probaron tres sueros positivos de titulo
elevado y tres negativos para SL en la
prueba de HI frente a 125 DL;, del mismo
virus. Los tres sueros positivos y uno de los
negativos protegieron esa dosis, mientras que
los dos sueros negativos restantes no lo hi-
cieron, datos que corroboran en cierto modo
los hallazgos de la prueba de HI.

Se sometieron a la prueba de NT con
virus Bussuquara cuatro sueros que habfan
resultado positivos y dos negativos en la
prueba de HI: ninguno de ellos protegid
completamente ni aun las 20 DL;, de virus
incluidas en la prueba.

Los resultados de las pruebas de NT
podrian confirmar la actividad del virus SL
u otro estrechamente relacionado; por el
contrario, la prueba de NT con Bussuquara
no Io logra, pero los resultados de las pruebas
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CUADRO 4—Titulos de los sueros positivos en la prueba de hemaglutinacidn-inhibicién con antigenos del grupo B

y su distribucién por antigeno y departamento.

Titulos No. desueros | No.desueros | No. desueros
Suero positivos positivos positivos Total de
Departamento No. sblo para para SL y s6lo para SUEeros por
Antigeno | Antigeno | Antigeno SL otros del Bussuquara Depto.
SL Bussuquara| Ilhéus grupo
1 1/80 — —
2 | 1/160 — —
3 | 1/160 — —
4 | 17320 — —
5 | 1/80 — —
6 1/160 — —
7 | 1/80 — —
Graneros 8 1/160 — — 13 2 0 31
9 1/160 — —
10 1/80 — —
11 1/320 | 1/20 | 1740
12 | 1/20 — —
13 1/20 — —
14 | 1720 — —
15 1/20 — | 1/40
16 | 1720 — —
17 1/20 — —
Trancas 18 1/20 — — 5 0 0 21
19 | 1/20 — —
20 | 1/40 — —
21 | 1/20 | 1/20 —
22 | 1/20 — —
23 — | 1/80 —
24 — | 1/40 —
25 — | 1/80 —
26 — | 1/40 —
Cruz Alta 27 — 1/40 — 3 2 8 23
28 — | 1/40 —
29 | 1/80 — —
30 — | 1740 —
31 | 1/80 | 1/40 —
32 — | 1740 —
33 1/20 — —

de HI, concentrados en una sola zona, po-
drian por si solos sugerir la actividad de otro
agente del grupo B no incluido en este tra-
bajo.

En suma, se puede suponer que mis de
un virus del grupo B estarfa activo en Tucu-
mén, que en la zona de Cruz Alta actuaria
un agente que aparece relacionado con
Bussuquara en las pruebas de HI y que esa
actividad serfa reciente por la edad de al-
gunos de los animales implicados.

Tienen mayor significacién los resultados
obtenidos en sueros procedentes de Graneros
sometidos a prueba para virus SL porque se
han alcanzado titulos elevados en pruebas de
HI, pero se ha logrado confirmacién en las
pruebas de HI y de NT por Mettler (1) y
Sabattini (6) con virus SL. Estos investiga-
dores trabajaron con sueros humanos pro-
cedentes de Tucumén, Mendoza y Buenos
Aires (1) y sueros humanos y animales pro-
cedentes de la Provincia de Cérdoba (6).
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Por el contrario, en esos trabajos no se habian
hallado mediante pruebas de HI sueros sélo
positivos para Bussuquara, en cambio, si se
hallaron entre los sueros procedentes de
Cruz Alta.

Virus no agrupados

El 7% de los sueros de vacas, caballos,
cabras y mulas de los tres Departamentos
fue positivo para el antigeno del virus
Tacaiuma, distribuidos seglin se observa en
el cuadro 5. Los sueros dieron titulos de
1/20, 1/40 y, en un caso, 1/40 o mayor.

Resumen

Si bien es cierto que, como base para
determinar la distribucién de los arbovirus,
es mejor el aislamiento de estos que el des-
cubrimiento de sus anticuerpos, los hallazgos
serolégicos aportan firmes indicios de que
varios de estos virus han estado probable-
mente en actividad en regiones hasta ahora
poco estudiadas, como la Provincia de Tucu-
mén.

CUADRO 5—Resultado de la prueba de hemaglutina-

cidn-inhibicion con sueros animales positives al antigeno
del virus Tacaivma.

En la encuesta serolégica para determinar
la presencia de sustancias inhibidoras en
sueros de animales de esta provincia, segin
las pruebas de hemaglutinacién-inhibicién
(HI) y de neutralizacién (NT), se llegd a
las siguientes conclusiones:

1) En sueros animales de la Provincia de
Tucumédn se encuentran sustancias inhibi-
doras y neutralizantes para algunos arbo-
virus.

2) El mayor nfimero de sustancias inhi-
bidoras para el virus de encefalitis equina
occidental (EEO) se descubrié en vacunos
y equinos, y los resultados de la prueba de
NT no guardan relacién con los de la prueba
de HI, por los que su interpretacion es dificil.

3) Enlos sueros de animales de Tucumén
existen sustancias inhibidoras y neutralizantes
para el virus San Luis (SL), lo que indica
probablemente la actividad de este agente,
u otro estrechamente relacionado, en esta
provincia.

4) El virus SL, u otro estrechamente rela-
cionado, estd distribuido en los tres departa-
mentos estudiados—Graneros, Trancas y
Cruz Alta—pero en Graneros se encuentra
con titulos mas elevados y en mayor por-
centaje.

5) Se sospecha la presencia en Cruz Alta

Departamento| Titulo | Especie | No.de | Totales de un virus seroldgicamente relacionado con
anmales .
el virus Bussuquara por los resultados de la
prueba de HI no confirmados por la prueba
Cruz Alta... 1/40 Caprino 2 2
de NT.
Graneros... 1/40 Mular 1 1 6) S ta 1 a d .
1/20 Equino 1 2 . .)_ e constata la presencia de susta’lncms
Trancas.... 1/20 Bovino 1 1 inhibidoras en sueros animales, segiin Ia
prueba de HI, para el virus Tacaiuma. 7]
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Serological Investigation for Antibodies against Arboviruses in Animals of the
Province of Tucumdn, Argentina (Summary)

In attempting to determine the distribution
of arboviruses it is preferable tc isolate these
rather than attempt to discover their antibodies.
Nevertheless serological research, based on
hemagglutination-inhibition (HI) and neu-
tralization tests (NT), indicates that a number
of these viruses have been active in regions,
such as the Province of Tucumén, to which
little study has so far been devoted.

The following conclusions were reached in
a serological investigation to determine the
presence of inhibiting substances in animal sera
in this province:

1) Substances that have an inhibiting and
neutralizing effect on some of the arboviruses
have been found in animal sera in the Province
of Tucuman.

2) The majority of the substances that have
an inhibiting effect on the virus of western
equine encephalitis were found in cattle and

horses and the results of the NT test were in-
consistent with those of the HI test, so it is
difficult to interpret them.

3) Substances that have an inhibiting and
neutralizing effect on the St. Louis virus
exist in the sera of animals in Tucuman, which
indicates that this agent, or one closely related
to it, is active in this province.

4) The SL virus, or a virus closely related
to it, exists in the three departments—Graneros,
Trancas and Cruz Alta—covered by the study,
although its incidence is greater and its eXis-
tence more fully substantiated in Graneros.

5) The existence in Cruz Alta of a virus
serologically related to the Bussuquara virus is
suspected since the results of the HI test were
not confirmed by the NT test.

6) The existence in animal sera of sub-
stances having an inhibiting effect, according to
the HI test, on the Tacaiuma virus is confirmed.

Levantamentos Sorologicos sobre Arbovirus Realizado em Animais na Provincia de
Tucumén, Argentina (Resumo)

Para determinar a distribui¢fio dos arbovirus,
o isolamento é melhor método que a pesquisa
de anticorpos. Os achados sorolégicos, porém,
obtidos pelas provas de hemaglutinagfo-inibigdo
(HI) e de neutralizagdo (NT), constituem in-
dicios seguros de que ésses virus tém estado
ativos, provavelmente, em regides até agora mal
estudadas, como a Provincia de Tucuman.

Em levantamento soroldgico levado a efeito
para determinar a presenca de substincias inibi-
doras em sdros de animais da referida provin-
cia, chegaram os autores s seguintes con-
clusGes:

1) HA substincias inibidoras e neutraliza-
doras para alguns arbovirus em sdros de ani-
mais da Provincia de Tucumaén.

2) O major nimero de substincias inibi-
doras para o virus da encefalite equino oci-
dental (EEQ) foi encontrado em gado vacum e
equino e os resultados da prova de NT ndo t&ém

relagdo com os da prova de HI, o que dificulta
sua interpretagio.

3) Nos sdros de animais de Tucuméin ex-
istem substincias inibidoras e neutralizadoras
para o virus Sdo Luis (SL), o que indica ativi-
dade désse agente ou de agente afim, na referida
provincia.

4) O virus SL ou virus afim esta distribuido
nos trés departamentos estudados—Graneros,
Trancas e Cruz Alta—mas em Graneros en-
contram-se titulos mais elevados e em maior
percentagem.

5) Suspeita-se da presenca em Cruz Alta de
um virus sorologicamente relacionado com o
virus Bussuquara, a vista dos resultados da
prova de HI, nfo confirmados pela prova de
NT.

6) Registrou-se a presenca de substincias
inibidoras em s6ros animais, mediante a prova
de HI, para o virus Tacaiuma.

Enquéte sérologique sur le virus transmis par les arthropodes effectuée chez des animaux
de Ia province de Tucumin, Argentine (Résumé)

Pour déterminer la répartition des virus
transmis par les arthropodes, il est préférable
de les isoler plutdt que de dépister leurs anti-
corps. Cependant, les constations sérologiques,
d’aprés les épreuves d’hémaglutination-inhibi-
tion (HI) et de neutralisation (NT) fournissent

des indications trés nettes qu'un certain nombre
de ces virus ont probablement été actifs dans
des régions peu étudiées jusqu’a présent, comme
la province de Tucuman.

L’enquéte sérologique destinée & déterminer
la présence de substances inhibitives dans les

N
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sérums des animaux de cette province a permis
d’aboutir aux conclusions suivantes:

1) Dans les sérums animaux de la province
de Tucumdn, on trouve des substances inhibi-
tives et neuiralisantes pour plusieurs virus
transmis par les arthropodes.

2) Le plus grand nombre de substances in-
hibitives pour le virus de I'encéphalite équine
occidentale (EEQ) est décelé chez les bovins
et les équins, et les résultats de I'épreuve de NT
n'ont pas de rapport avec ceux de Iépreuve de
HI du fait que leur interprétation est difficile.

3) II existe dans les sérums des animaux de
Tucumin des substances inhibitives et neutrali-
santes pour le virus San Luis (SL), ce qui
indique probablement I'activité de cet agent ou

d’un autre étroitement apparenté dans cette
province.

4) Le virus SL, ou un autre étroitement
apparenté, est répandu dans les trois départe-
ments étudiés—Graneros, Trancas et Cruz Alta
-—mais dans celui de Graneros, on le rencontre
avec des titres moins élevés et dans un plus
grand pourcentage.

5) On soupconne la présence dans le dé-
partement de Cruz Alta d’un virus sérologique-
ment apparenté au virus de Bussuquara d’aprés
les résultats de 1'épreuve de HI non confirmés
par Pépreuve de NT.

6) On constate la présence de substances
inhibitives dans les sérums animaux, suivant
I’épreuve de HI, pour le virus Tacaiuma.



