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Zoonosis

Caracteristicas de Oligoryzomys longicaudatus asociadas a la
presencia del virus Andes (Hantavirus)

Luciana Piudo, Martin J. Monteverde, R. Susan Walker, Richard J. Douglass

Oligoryzomys longicaudatus characteristics’ associated with the presence
of Andes virus (Hantavirus)

Oligoryzomys longicaudatus is the main reservoir of Andes virus (AND), which causes hantavirus pulmonary
syndrome in Patagonia. The factors associated with the presence of antibodies against AND in this species are
unknown. This study used a logistic regression model to analyze which characteristics of O. longicaudatus, captured
in northern Argentinean Patagonia, led to an increased probability of an animal having antibodies against AND
and to relate these characteristics to possible mechanisms of transmission of the virus within the population. Sex,
age, body mass, and wounds were important predictors regarding the presence of antibodies against AND within
O. longicaudatus populations. The probability of a wounded male O. longicaudatus adult having AND antibodies
increased in parallel with the body mass. The probability of having antibodies was more than 80% in individuals
with body masses above 44 gram. However, the possible transmission mechanism of AND within O. longicaudatus
population is still uncertain and further studies involving a larger number of individuals and prolonged monitoring

including the process of seroconversion are needed.
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Introduccién

os hantavirus pertenecen a la familia Bunyaviri-

dae y son los agentes causales de enfermedades

graves y muchas veces fatales en humanos, como
la fiebre hemorragica con sindrome renal (FHSR) y el
sindrome cardio-pulmonar por hantavirus (SCPH). El
SCPH es una enfermedad zoondtica que causa usualmente
un cuadro respiratorio grave provocando la muerte de
aproximadamente 40% de los casos confirmados en la
Patagonia. En esta region, la enfermedad es causada por
el virus Andes linaje sur (AND), el cual es transmitido
por el roedor sigmodontino, Oligoryzomys longicaudatus
(ratén colilargo).

Una de las vias principales de transmision de hanta-
virus a humanos es a través de la inhalacion de aerosoles
que contienen el virus excretado por los roedores infec-
tados?. Tanto estudios de laboratorio como de campo han
demostrado que los roedores infectados con hantavirus
son reservorios estables que dispersan el virus a través
de la saliva®, orina y heces sin mostrar signos aparentes
de enfermedad*®.

Contrariamente a otros virus de la familia Bunyaviri-
dae, que se transmiten dentro de la poblacion de roedores
a través de artropodos, se ha planteado la hipotesis que
la transmision entre roedores ocurre por encuentros

agresivos u ocasionalmente por contaminacién ambiental,
a través de excretas de roedores infectados®*7. De esta
manera, las heridas y cicatrices pueden ser sefiales de
estos encuentros intra-especificos®.

Son muchos los factores que han sido asociados a la
presencia de anticuerpos contra hantavirus en su reser-
vorio roedor. Estudios previos sobre distintos reservorios
de hantavirus en E.U.A.7*%3 Suecia®, Paraguay® y
Argentina*®-*® muestran que la prevalencia de infeccion es
mayor en machos que en hembras y en individuos adultos
que en juveniles o sub-adultos. Estas diferencias entre los
distintos grupos demograficos sugieren que la transmision
horizontal es el principal mecanismo de mantenimiento
del virus en las poblaciones silvestres, ya sea por el
contacto agresivo entre individuos, el efecto de la edad
que lo expone durante mas tiempo al virus o el tamafio
del &rea de accion de sus individuos®®, Sin embargo, en
especies como Oligoryzomys flavescens no se registro
una diferencia entre sexos en cuanto a la presencia de
anticuerpos contra hantavirus’2,

En Rattus norvegicus, se encontré una asociacion sig-
nificativa entre la presencia de heridas® y la distribucion
de sexos?! con la seroprevalencia del hantavirus “Seoul”.
Contrariamente, en machos de Calomys musculinus se
encontr6 mayor nimero de heridas que en hembras y
los machos con heridas estuvieron méas asociados a estar
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infectados con el virus “Junin”” al igual que lo que se
registra para Peromyscus maniculatus y el hantavirus
“Sin nombre”"1122224 - Experimentos realizados en O.
longicaudatus no demostraron una relaciéon entre la
presencia de heridas y la transmision de AND3. Tampoco
se encontro asociacion entre la presencia de heridas en
machos de Akodon azarae y la presencia de anticuerpos
contra hantavirus “Pergamino™’. Si bien, se ha elaborado
la hipdtesis que la condicion reproductiva en P. mani-
culatus estaria relacionada con una mayor transmision
del virus dado que esta condicién puede influir sobre el
contacto intra-especifico®®, Clay y cols.?®, encontraron
evidencia de que el potencial de transmisién no estaba
influido por la condicién reproductiva.

A pesar de que los estudios realizados sobre la transmi-
sion del virus en otros reservorios son NUMerosos, no se
ha estudiado en profundidad cuéles son las caracteristicas
individuales intrinsecas de importancia que pueden estar
asociadas a una mayor presencia de anticuerpos contra
AND dentro de la poblacion de O. longicaudatus. Entre
las caracteristicas de interés, la edad (adulta), asociada a
categorias altas de masas corporales, y el sexo (macho) se
sabe que distinguen las cohortes con mayor probabilidad
de portar el virus'®®. Sin embargo, la presencia de heridas
y la condicidn reproductiva no han sido evaluadas.

Conocer los factores demograficos y las caracteristicas
corporales asociados con la infeccion de AND en la pobla-
cién de O. longicaudatus es importante ya que permite una
mayor comprension de los mecanismos de transmision del
virus en la poblacién reservorio. Esto, a su vez, contribuye
a mejorar el conocimiento sobre de riesgo relativo de
contraer SCPH en humanos. El objetivo de este estudio
fue determinar qué caracteristicas individuales tales como
sexo, edad, masa corporal, estado reproductivo y heridas,
dentro de la poblacion de O. longicaudatus influyen sobre
la probabilidad de un individuo de presentar anticuerpos
contra AND para relacionarlas con posibles mecanismos
de transmision del virus dentro de la poblacion de O.
longicaudatus.

Metodologia

Para el analisis se realizd un estudio retrospectivo don-
de se consideraron todos los O. longicaudatus capturados
en los muestreos realizados entre septiembre 2001 y agos-
t0 200226 y febrero 2004 a diciembre 2005% en ambientes
peridomésticos y silvestres de la Provincia del Neuquén,
Argentina. Se descartaron del analisis los individuos cap-
turados durante la floracion de la cafia coligiie (Chusquea
culeou) de 2001, en el paraje EI Contra, margen sur del
lago Huechulafquén, por poseer caracteristicas excep-
cionales y presentar masas corporales significativamente
mayores a los individuos de sitios donde no se produjo este
fendmeno natural. Cada roedor fue pesado y clasificado
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como adulto, sub-adulto o juvenil segiin su masa corporal
y su estado reproductivo (Machos: testiculos escrotales o
abdominales; Hembras: vagina perforada o no, prefiada
y/o lactogénica)?®®, Ademas, para cada individuo se
registro la presencia de heridas (cicatrices en oreja, cola
u hocico, amputaciones parciales o totales de cola y de-
dos, presencia de edemas, habitualmente en patas) y se
extrajo una muestra de sangre del seno retro-orbital del
0jo para la determinacion seroldgica. Para la deteccion
de anticuerpos IgG especificos para AND se realizaron
pruebas de ELISA de los sueros obtenidos de las muestras
de sangre de los roedores®. Este analisis se realizé en el
Departamento de Virologia, Instituto Nacional de Enfer-
medades Infecciosas, A.N.L.I.S. “Dr. Carlos G. Malbran”,
Buenos Aires, Argentina. Los individuos recapturados
fueron sometidos a este procedimiento una vez por evento
de captura. Durante ambos estudios fueron capturados
483 0. longicaudatus distintos. De todos los individuos
capturados so6lo fue posible obtener la informacion
completa (serologia y condiciones exo-morfométricas)
de 409 individuos. A cada uno de los individuos O.
longicaudatus capturados (unidad experimental) se lo
clasificé como positivo (presencia de anticuerpos contra
AND) o negativo (ausencia de anticuerpos contra AND)
segln el resultado de la serologia. Todos los individuos
de O. longicaudatus que presentaron serologia positiva
para AND fueron adultos y, a excepcién de uno, todos
resultaron ser machos (Figura 1). Por lo tanto, el sexo y
la edad se descartaron del analisis estadistico por estar
ya definida esta asociacion.

El analisis estadistico se efectud finalmente con 189
individuos machos adultos (28 de éstos con serologia

HEMBRAS MACHOS

SA

150 100 50 0 50 100 150 200 250

N® de individuos

Figura 1. Distribucion de clases etarias y de la seroprevalencia de
infeccion por el virus Andes-Sur, AND (barras negras) en la pobla-
cién de O. longicaudatus de la provincia del Neuquén, Argentina.
A = adulto; SA = subadulto; J = juvenil.
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Tabla 1. Variables de la regresion logistica binomial incluidas en el modelo que predice la probabilidad de que un

individuo macho adulto de O. longicaudatus presente anticuerpos contra el virus Andes-Sur, AND

Variable Descripcion

Serostatus
Ausencia de anticuerpos contra AND=0

Condicion reproductiva
No rep= individuo no reproductivo

Heridas
No heridas= individuo sin heridas

Masa corporal Variable independiente continua.

Variable independiente dicotémica. Rep=individuo en condicién reproductiva.

Variable independiente dicotémica. Heridas=individuo que presenta heridas.

Nivel de referencia

Variable respuesta binomial: presencia de anticuerpos contra AND =1;

No reproductivo

No heridas

positiva para AND) a los cuales se les incorporé la
informacion sobre el estado reproductivo, presencia de
heridas y masa corporal como factores (Tabla 1). Para
identificar los factores significativos y evaluar las relacio-
nes existentes entre las caracteristicas presentadas por los
individuos y la presencia de anticuerpos contra AND, se
utilizé un modelo de regresion logistico binomial siendo
el estatus seroldgico (positivo o negativo) la variable
respuesta dicotomica.

El modelo final se haimplementado utilizando el méto-
do secuencial de pasos hacia adelante (forward stepwise)
utilizando la prueba de razén de maxima verosimilitud
(likelihood ratio) para contrastar las variables a incluir
o0 excluir del modelo. Como la verosimilitud es un valor
pequefio se utiliza como medida de ajuste del modelo a
los datos -2 veces el logaritmo de este valor (-2LL). Se
utilizd la prueba de x? para comparar la desviancia del
modelo al incluir 0 no, una o mas variables independien-
tes. Para evaluar la bondad de ajuste del modelo se utilizd
la prueba de Hosmer y Lebeshow?; el ajuste global fue
evaluado mediante los coeficientes de Cox y Snell y de
Nagelkerke®2,

Se expreso la razén de cocientes u “odds ratio” (OR)
en funcién del valor de referencia (Tabla 1). EI OR es el
cociente entre la probabilidad de que un evento suceda y
la probabilidad de que no suceda bajo ciertas condiciones.
Es una medida de tamafio de efecto.

Anélisis estadistico

Se realizo utilizando el programa SPSS 17.0, IBM.
Se calcul6 la sensibilidad (razén entre la frecuencia de
aciertos positivos y la frecuencia total de positivos ob-
servados) y especificidad (proporcion entre la frecuencia
de aciertos negativos y la frecuencia total de negativos
observados) para el modelo que presenté el mejor ajuste®.
Debido a que si bien la masa corporal esta asociada con
la edad (mayor masa, mayor edad), una mejor condicion
fisica (representada por un mayor tamafio tanto en masa
como en longitud) podria estar identificando individuos
dominantes, se estimd, en los casos que fue posible
contar con los datos de largo del cuerpo, un indice de

masa corporal [IMC = masa/(largo cabeza-cuerpo)?]. Para
analizar si existen diferencias significativas en las masas
corporales medias o entre el IMC de los O. longicaudatus
machos adultos con o sin serologia positiva contra AND
se utiliz6 una prueba de t*4.

Resultados

Se analizaron 409 individuos O. longicaudatus de
los cuales 29 presentaron serologia positiva para AND
(7,1%). Dentro de la poblacidn total de O. longicaudatus,
con excepcion de una hembra, s6lo el segmento de machos
adultos present6 anticuerpos contra AND, resultando en
una seroprevalencia de infeccién para este subgrupo de
14,8% (machos positivos = 28; negativos = 161).

Mediante el método de pasos hacia adelante se obtuvo
un modelo que incluy6 a la variable masa corporal y a
la variable categorica, presencia de heridas (Tabla 2).
Si bien se incluyd en el analisis la variable condicion
reproductiva y las interacciones entre las variables masa
corporal y heridas, éstas no resultaron significativas y se
las excluyé en los modelos finales. EI modelo final obtuvo
un mejor ajuste (M,:-2LL = 95,94 vs M_:-2LL = 104,93)
prediciendo 89,9% de la respuesta en relacion al 88,8%
que predice el modelo anterior, que sélo contempl6 la
variable masa corporal. De manera general, este modelo
presentd una alta especificidad (96,3%), es decir posee una
alta capacidad para detectar los individuos seronegativos,
pero una baja sensibilidad (53,6%) para detectar adecua-
damente los individuos seropositivos. Las dos variables
del modelo, masa corporal y heridas, tuvieron un efecto
aditivo sobre la probabilidad de que un individuo O.
longicaudatus macho adulto presente anticuerpos contra
AND (Tabla 2).

La importancia de la presencia de heridas y la masa
corporal en individuos con presencia de anticuerpos
contra AND se observa en los OR (Tabla 2). La probabi-
lidad de que un O. longicaudatus macho adulto presente
serologia positiva contra AND es 5 veces mayor en
individuos heridos que en los que no presentan heridas.

Rev Chil Infect 2012; 29 (2): 200-206
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Tabla 2. Resultados de los modelos estimados por medio de regresion logistica binomial, que predicen la probabilidad de que un O. longicaudatus

macho adulto que presenta condiciones especificas con respecto a su categoria de referencia, sea seropositivo contra el virus Andes-Sur, AND

B E.E Wald g.l Sig. Exp (B) 95% I.C. para EXP (B)
Inferior Superior
Modelo 1 Masa 0,263 0,045 32,860 1 < 0,001 1,301 1,189 1,424
Constante -10,462 1,634 40,961 1 < 0,001 2,86E-05
Modelo 2 Heridas 1,609 0,540 8,863 1 0,002 4,998 1,732 14,418
Masa 0,222 0,047 21,672 1 < 0,001 1,249 1,137
Constante -9,787 1,670 34,313 1 < 0,001 5,61E-05
Se muestra para las variable de cada modelo el valor de su beta (B), el error estandarizado (EE), el coeficiente de Wald, los grados de libertad (g.l), la significancia estadistica
(Sig.) y el exponencial de beta (Exp (B)) con sus intervalos de confianza (95% I.C.)

1,0
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Figura 2. Grafico derivado de la ecuacién de la regresion logistica que permite predecir
la probabilidad de tener un resultado (seroestatus) “positivo” en un individuo de O.
longicaudatus macho, adulto con o sin presencia de heridas en funcion de la masa

corporal. logit (p) = -9,788+1,609 heridas + 0,223 masa.

De la misma manera, cada incremento en la unidad de
masa corporal aumenta 1,2 veces la probabilidad de que
un O. longicaudatus macho adulto presente anticuerpos
contraAND (Tabla 2). De esta forma, un individuo macho
adulto que presente heridas y una masa corporal de 44 g
(valor modal registrado para este segmento y superior a
la media de los machos adultos de esta especie) tiene una
probabilidad de 0,84 de ser “positivo”, mientras que los
individuos con heridas pero masas corporales menores a
30 g presentan una probabilidad de ser “positivos” menor
a 0,20 (Figura 2).

Considerando la relevancia que tuvo la variable masa
corporal en la presencia de anticuerpos contra AND se

Rev Chil Infect 2012; 29 (2): 200-206

virus Andes-Sur, AND.

realiz6 una comparacion entre las masas corporales de
los individuos machos adultos, con o sin presencia de
anticuerpos contra AND. Los individuos con presencia de
anticuerpos contra AND (positivos) resultaron significati-
vamente mas pesados (t(lgs): 8,39; p <0,001) que los que
no presentaron anticuerpos contra este virus (negativos),
siendo los positivos cerca de 10 g méas pesados que los
negativos (Figura 3). De la misma manera, el indice de
masa corporal (IMC) result6 significativamente mayor
(to,) = 2,56; p=0,01) en individuos con serologia positiva
que en aquellos sin anticuerpos contra AND (1M Cositivos:
0,33 £ 0,05; n = 19; intervalo = 0,24-0,43 y IMChegativos:
0,30 + 0,05; n = 83; intervalo = 0,20-0,42).

www.sochinf.cl

Figura 3. Masa corporal media en gramos (" error estandar e intervalo de confianza)
para machos adultos de O. longicaudatus con serologia positiva o negativa para el
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Discusién

Este estudio identifica a los individuos machos y adul-
tos como el segmento practicamente exclusivo dentro de
lapoblacién de O. longicaudatus que presenta anticuerpos
contra AND. La asociacion entre la seroprevalencia, la
edad y el sexo ha sido asociada con la transmisién hori-
zontal del virus dentro de la poblacién reservorio®, La
mayor seroprevalancia encontrada en individuos machos
adultos en relacién con otros segmentos de la poblacion,
coincide con las observaciones reportadas para O. longi-
caudatus por otros autores'®19% y para otras especies: A.
azarae'’, C. laucha®, C. glareolus'4, Peromyscus spp.”13
y para C. musculinus y virus “Junin’s,

Como muestra el modelo de regresion logistica, la
poblacion estudiada no estd homogéneamente distribuida
entre las distintas caracteristicas puestas a prueba (masa
corporal, heridas, condicién reproductiva) por lo que
un individuo de O. longicaudatus no muestra una pro-
babilidad al azar de presentar anticuerpos contra AND.
Particularmente dentro de la sub-poblacion de O. longi-
caudatus machos adultos, las caracteristicas individuales
que mas satisfactoriamente modelan la probabilidad de ser
seropositivo contra AND o no, fueron la masa corporal y
la presencia de heridas, siendo esta probabilidad mayor
al 50% en los individuos con masas corporales superio-
res a los 37 g. Méas aun, cuando comparamos las masas
corporales medias de los machos adultos seropositivos
éstas resultaron ser superiores, con 34% de diferenciaala
media de los individuos seronegativos, en forma similar
a lo reportado para esta misma especie en otro estudio®®.
La elevada masa corporal en individuos con presencia de
anticuerpos ya se habia planteado anteriormente como
un factor de importancia en la transmision potencial del
virus en otros sistemas roedor-hantavirus’?2224, Estos
estudios mostraron, también, una mayor proporcion de
individuos con heridas entre los roedores con anticuerpos
contra hantavirus que entre los individuos sin anticuerpos.
Sin embargo, no encuentran evidencia para afirmar que la
presencia de heridas sea producto de una acumulacion en
el tiempo en individuos mas viejos’. En nuestro estudio, si
bien ambos factores resultaron importantes en la predic-
cién de su serostatus, no se encontrd una interaccion sig-
nificativa entre la masa corporal y la presencia de heridas.
Si bien la presencia de heridas sugiere que los encuentros
agresivos entre individuos serfan un mecanismo probable
de transmision del virus, algunos estudios sugieren que
la relacidn entre la presencia de anticuerpos y de heridas
seria una consecuencia posterior a la infeccion no causante
de esta’®*?, Especificamente, en R. norvegicus se encontrd
que los individuos infectados con virus Seoul eran méas
agresivos e invertian mas tiempo peleando con intrusos
que los no infectados, proponiendo que la infeccién por
hantavirus seria la causante de este comportamiento?®.

Zoonosis

Alternativamente, se propuso que la densidad podria estar
causando un incremento en la agresividad y un incremento
en la transmision del virus pero a través de algin otro
mecanismo independiente de la agresién, como podria ser
la contaminacion viral del ambiente®. En todos los casos
estas hipdtesis necesitan ser puestas a prueba, sobretodo
en este sistema O. longicaudatus-AND donde todavia hay
muy poca informacion.

Los individuos de mayor masa corporal dentro de los
adultos podrian estar identificando al segmento de mayor
edad dentro de este grupo. La diferencia en seropreva-
lencia entre masas corporales dentro de los adultos, y
por ende entre edad, seria consistente con la transmision
horizontal del virus, otorgando mayor probabilidad a los
individuos més viejos de estar infectados, dado que estu-
vieron expuestos al virus durante un periodo mayors. De
la misma manera, la condicion reproductiva se presenta
como un factor de baja influencia sobre la probabilidad de
un individuo de presentar anticuerpos. Esto podria indicar
que se necesitaria de un periodo prolongado de exposi-
cion al virus mas que una condicion puntual o estacional
en la que se encuentra el individuo al momento de la
captura y que podria modificar la conducta favoreciendo
la transmision. La longevidad dentro de los individuos
machos adultos parece ser un factor critico en la circula-
cion y persistencia de AND. Sin embargo, dado que los
individuos con serologia positiva sdlo fueron capturados
una vez, es muy dificil estimar su longevidad de manera
que nos permita correlacionar el incremento en su masa
corporal con laedad. Por otro lado, si bien una mayor masa
corporal estaria asociada con una mayor edad, una mejor
condicion fisica podria estar identificando individuos do-
minantes dentro de esta sub-poblacion de machos adultos.
En el presente estudio se observa que los individuos con
serologia positiva contra AND tenian también un mayor
indice de masa corporal; ello podria sugerir que el hecho
de ser dominantes los estaria exponiendo mas al virus
al estar mas expuestos a enfrentamientos en defensa de
sus recursos que otros individuos subordinados y/o por
poseer areas de accion mas grandes. Sin embargo, la falta
de recapturas en este segmento hace reconsiderar esta
situacion en la que se esperaria que los individuos domi-
nantes sean residentes estables dentro de esta poblacion.
Por lo tanto, es necesario un estudio mas intensivo donde
sea posible monitorear a los individuos en su proceso de
seroconversion de manera de obtener informacion méas
concluyente sobre estos aspectos.

En resumen, el sexo y la edad, son factores criticos
conocidos para la circulacion y persistencia del virus
dentro de la poblacién de O. longicaudatus. Nuestra
observacion fundamental es que la probabilidad de que
un O. longicaudatus, macho, adulto con heridas presente
anticuerpos contra AND aumenta con el incremento de
la masa corporal, siendo esta probabilidad mayor que
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80% en individuos con masas corporales mayores que
44 g. Sin embargo, el posible mecanismo de transmision
de AND dentro de la poblacién de O. longicaudatus
gueda adn incierto, por lo que son necesarios estudios
futuros que involucren un mayor nimero de individuos
y un tiempo prolongado de seguimiento en su proceso
de seroconversion.
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Resumen
Oligoryzomys longicaudatus es el principal reservorio

del virus Andes Sur (AND) causante del sindrome pulmo-
nar por hantavirus en la Patagonia. Aln se desconoce qué

Articulo Original

caracteristicas individuales estan asociadas a una mayor
presencia de anticuerpos contra AND en esta especie. En
este estudio, mediante un modelo de regresion logistica
evaluamos qué caracteristicas de O. longicaudatus, cap-
turados en la Patagonia norte de Argentina, incrementan
la probabilidad de un individuo de presentar anticuerpos
contra AND para relacionarlos con posibles mecanismos
de transmision del virus dentro de la poblacion. El sexo,
la edad, la masa corporal y las heridas resultaron factores
importantes para la circulacién y persistencia del virus
dentro de la poblacién de O. longicaudatus. La proba-
bilidad de que un O. longicaudatus, macho, adulto con
heridas presente anticuerpos contra AND aument6 con
el incremento de la masa corporal, siendo esta probabi-
lidad mayor al 80% en individuos con masas corporales
mayores a 44 g. Sin embargo, el posible mecanismo de
transmision de AND dentro de la poblacion de O. longi-
caudatus queda aun incierto, por lo que son necesarios
estudios futuros que involucren un mayor nimero de
individuos y un tiempo prolongado de seguimiento en su
proceso de seroconversion.
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