Invest Clin 19(3): 108-115, 1978

PAPEL DEL RHODNIUS PROLIXUS EN LA TRANSMISION
DEL VIRUS DE LA ENCEFALITIS EQUINA VENEZOLANA

Alejandro Divo y Gladys Benavides*

RESUMEN

Se investigo el papel del Rhodnius prolixus {chipos)
como agente transmisor del virus de la encefalitis equina
venezolana (EEV), mediante ensayos con alimentacion
en polios en fase virémica y con mezcla sangre-virus, y
posterior realimentacion sobre ratones recién nacidos.
lgualmente se averigud aspectos relacionades con la per-
sistencia del virus en la especie citada de triatoma, asi
como la infecciosidad del agente para pollos de corta
edad.

Los resultados maostraron que no huho transmision
directa del virus desde los chipos a los ratanes en prueba,
indicando un nulo papel del Rhodnius prolizus en el
ciclo epidemiolagico de la EEV. Se comproha la persis-
tencia del virus en los chipos hasta diez dias después de
la comida infectiva y una viremia de breve duracion y
bajo titula en {os polios.

INTRODUCCION

No hay duda de que los hallazgos habidos por distintos investigadores
en relacion a la ecologia y epidemiologia del virus de fa encefalitis equina
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venezolana (EEV) son en gran parte coincidentes; pero hay todavia dife-

rencias substanciales entre ellos que obligan a realizar nuevas bisquedas
con el fin de afirmar aspectos para una mejor definicién de tan importan-
tes campos.

La significacién de esta patologia, especialmente por su repercusior.
en la salud humana, guedd establecida en nuestro pafs a partir de los bro-
tes habidos en 1962, los que se propagaron con rapidez a extensas zonas
del territorio venezolano (1, 2, 13}, y aln representa un peligro potencial
por la sobrevivencia del virus en la naturaleza (animales reservorios) y
la abundancia de insectos transmisores (14).

El papel de los mosquitos en la epidemiologfa de la encefalitis equina
venezolana ha sido bien estudiado (s, 8, 9, 15), pero no asi para las aves
como lo aprecian Sellers y col. {15} en los brotes ocurridos en Venezuela
durante los afios 1962-1964. Estudios en mamiferos silvestres y domeés-
ticos tenidos como reservorios y amplificadores, aparecen en la literatura
especializada (4.5).

Bricefio Rossi (3) da cuenta del aislamiento del virus de la EEV en un
polio y un gallo procedentes de zonas endémicas, pero no en aves silves-
tres, 131 en total, de diferentes especies capturadas en distintas regiones
de Venezuela. No encuentra viremia en pollos de varias semanas y gallinas
inoculadas experimentalmente, pero si alta susceptibilidad y concentrada
viremia en pollitos recién nacidos.

Hruskova y col. {10) descubren pequefias cantidades del virus de la EEV
de modo irregular en bazo, higado, cerebro, bolsa de Fabricio y suero, de
pollos de 4-6 semanas, infectados por via subcuténea, asi como muy escasa
susceptibilidad al virus en pollos de un dia de nacidos. Concluye que por
la baja y corta duracion de la viremia, los pollos no juegan un importante
papel en la transmision natural del virus de 1a EEV.

Mangiafico y col. (12) en ensayos con el virus de la variedad oeste de
Norteamérica (EEQ) en Triatominae, comprueba la larga supervivencia del
agente en estos insectos y logra en una ocasién —previa rotura de la barrera
estomacal por puncion aplicada - transmitir el virus a un raton recién na-
cido durante el periodo de alimentacion en éste. Estima que tal situacion
puede ocurrir de modo natural por canibalismo entre Triatominae no
alimentados sobre otros que se han atiborrado de sangre. No pudo esta-
blecer la infeccion cuando el Rhodnius prolixus no fué puncionade. Los
Triatiominae no han sido implicados en la transmision natural del virus de
la EEV, no apareciendo literatura alguna al respecto.
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La presente investigacion va dirigida a estudiar el posible papel del
Rhodnius prolizus como agente transmisor del virus de la EEV, por su
caracter de insecto hematdfago y habitos alimenticios conocidos en ani-
males domésticos y en el hombre, y su abundancia en nuestro medic rural;
como también a comprobar encuentros asociades por otros investigadores,
tal como hemaos referido, y que revisten importancia en la materia.

MATERIAL Y METODOS

Virus.~ Encefalitis equina venezolana, cepa V-38, subgrupo I-A (16,17)
enviada por el Instituto de Investigaciones Veterinarias, Maracay, Vene-
zuela, mediante Protocolo 318 del 14-1-60, y mantenida por pasajes en
cerebro de ratones.

Suero inmune.— Preparado en nuestro laboratorioc mediante inocula-
cién en conejos segin técnica antes descrita (7). Otra muestra fué pro-
porcignada por el Instituto de Investigaciones Veterinarias mencionado,
y elaborado en ratones aduitos.

Animales de experimentacion.~ Pollos de un dia; una, dos y seis sema-
nas de nacidos, vacunados contra ciertas afecciones propias de la especie,
suministrados por Protinal C.A. de Valencia. Ratones blancos de 24 a 48
horas, criados en el Bioterio de la Facultad de Ciencias de la Salud, Univer-
sidad de Carabobo. Chipos (Rhodnius prolizus) de 4a. y 5a. muda, criados
y mantenidos en la Cétedra de Parasitologia de la misma Facultad.

Medio celular.— Linea estable de rifion de hamster joven (BHK-21/Ci
13), desarrollada en monocapa dentro de tubos de Leighton, y llevada a
no maés de 50 pasajes.

Virulentacion virica.— Efectuada por medio de pasajes del virus de
fa EEV en huevos embrionados (COFAL), hasta obtener un titulo de
10-825 DL50 (dosis letal media) en 0,02 ml por via intracerebral {ic) en
ratones recién nacidos, equivalente en ellos a 10 74° DL50 en 0,02 ml
via intraperitoneal, y a 108° DTC50/0,1 ml (dosis infectiva media) en
cultivo de tejidos.

Infeceiosidad del virus de la EEV en polles.— Se inocularon tres grupos
de B poilos de un dia de nacidos, y de 1, 2 y 6 semanas, por via subcuta-
nea con 0,1 ml, equivalente a 10* DL/ ic para ratones de 24-48 horas. Este
ensayo se efectud para comprobar la patogenicidad del virus hacia estas
aves, as{ como también para determinar la aparicién y duraci6n de la fase
virémica en ellgs. La temperatura corporal era tomada por via rectal dos
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veces diarias y se hacia extraccion de muestra de sangre cada 24 horas.

El pool de sueros diarios de cada grupo de aves, se inoculaba separada-
mente en camadas de ratones recién nacidos.

Primer ensayo para la transmision del virus de la EEV por Rhodnius.—
La alimentacién de los insectos era practicada con grupos de chipos sobre
pollos de 6 semanas (10 para cada uno) en fase virémica comprobada,
durante 10 & 15 minutos. Los insectos se mantenian postericrmente en
condiciones ambientales adecuadas de temperatura y humedad, y después
se realimentaban en ratones recién nacidos con el propésito de lograr la
transmisién del virus adquirido del pollo. Esto dltimo se efectuaba de la
siguiente manera: sobre la gasa que cubria fos frascos con grupos de 10
chipos, se colocaban los ratones y aquellos insectos que picaban eran
retirados de inmediato para extraerles el tubo digestivo, incluyendo glan-
dulas salivales, y comprobar en pooles la existencia del virus de la EEV,
lo que se hacfa tratando el contenido digestivo en solucion de Hanks con
doble concentracion de antibidticos, y posterior inoculacién en ratones
de 24-48 horas de nacidos. El material combinado se guardaba en refri-
geracion por 12 horas, y posterior centrifugacién en fric a 3.500 rpm
durante 20 min, para tomar el sobrenadante, ef cual se sometia a control
bacteriolégico y micoldgico antes de su utilizacién. La muestra quedaba
aproximadamente 1:10. Se hizo esta operacion a las 6 horas, 1,3,4,7, 10,
13 y 17 dias después de la alimentacién infectiva de los chipes en los
pollos.

Los ratones picados por los chipos en la realimentacion eran regresados
a su camada, y tenidos en gbservacion durante 20 dias.

Segundo ensayo de transmision.— En esta otra experiencia los insectos
se alimentaban con sangre desfibrinada de pollo, afiadida de virus para
titulo de 10°° en 0,02 mlfic para ratones recién nacidos. El método
utilizado fué el de la camara artificial de goma (Torrealba JW: comunica-
cion personal), con el propdsito de garantizar una mayor concentracion
virica en el contenido digestivo en el insecto. También se empled este sis-
tema en el estudio de supervivencia virica en el chipo, alos 2,7 y 17 dias,
con igual dosis infectiva.

RESULTADOS

En cuanto a la infecciosidad del virus de la EEV en pollos, se pudo com-
probar por medicién de la temperatura corporal, un alza moderada a las
24 y 48 horas de la inoculacidn, gue varid de 0,4 a 1,1 grados centigrados,
con una media 0,73°C para los pollos de 2 semanas o0 menos edad, y de
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0,4°C para los de 6 semanas. Esta subida de temperatura coincidid con la

presencia de virus en la sangre, que solo se pudo apreciar por un diay a
las 48 horas de la inoculacion. Por lo tanto, la viremia fué breve y de bajo
titulo (10°1° para ratones de 24 horas). Los pollos inoculados no mos-
traron otra sintomatologia y el apetito se mantuveo constante.

En lo relativo al primer ensayo de transmision del virus de la EEV por
chipos (Rhodnius prolixus), alimentados sobre pollos y realimentados
sobre ratones recién nacidos, no se pudo detectar en ninguna ocasidn que
el virus existente en el tubo digestive de los insectos fuese comunicado al
raton; pese a que las pruebas realizadas inmediatamente después de la reali--
mentacion con el contenido digestivo, indicaron la existenciz el virus de
la EEV hasta 10 dras después de la alimentacion infectiva en . 10llo, por
aislamiento efectuado e identificacion serologica practicada. N . s- ‘letec
t6 virus en el material extraido de los chipos con 13 y 17 dfas de alimen-
tados. La concentracion virica no paso de la dilucion original, aproxima-
damente 1019, matando en ocasiones al 100% de ratones inoculados y
en otras un 40-60%.

El segundo ensayo de transmisidn con chipos alimentados artificial-
mente con sangre adicionada de virus de fa EEV, no demostrd diferencia
basica alguna en sus resultados al primer ensayo, pese al alto contenido
vitico en la sangre de alimentacion, y en el material extraido a las 48 horas
del tubo digestivo de los insectos, que indico un titulo de 10%2/ic en ra-
tones. La seroneutralizacion especifica para esta muestra dié un indice
de neutralizacion de 2,87 log 10.

Los ensayos de persistencia del virus en @l chipo alos 2,7 y 17 dias,
mostraron que el titulo de la sangre infectiva de alimentacion de 106/
ic para ratones recién nacidos, bajé a 10-32 a los 7 dias, y fué negativo
alos 17 dfas.

DISCUSION

Como se pudo apreciar por los resultados en pollos, los mismos difieren
en cuanto a la susceptibilidad sefialada por Bricefio Rossi (3) para los
pollos de muy corta edad, puesto que todos los animales inoculados (1 dia,
1, 2 y 6 semanas), sobrevivieron sin manifestacion clinica alguna, salvo una
ligera alza de temperatura. Fué interesante comprobar lo corte, apenas
1 dia, de la fase virémica y el bajo tenor virico (101 ) encontrado a las
48 horas de inoculado el animal. Si bien algunos autores (10) consideran
este ltimo hecho, también observado por ellos, como carentes de impor-
tancia epidemioldgica, la presencia de virus en el contenido digestivo de
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chipos alimentados durante la viremia en los pollos, debe tener alguna sig-

nificacion en dicha area. La prueba de neutralizacion indico la identidad
del virus EEV encontrado en las distintas muestras procesadas, para ase-
gurar as( contra cualquier contingencia que pudiera ocurrir.

Los ensayos de transmisidén vinieron a confirmar lo comprobado por
Mangiafico y col. (12) para el virus de la encefalitis equina del oeste (EEQ),
en cuanto a la no transmision del virus por triatomas. Si bien él anuncia
de un caso de transmision con Rhodnius prolixus, apunta que fué posible
luego de romper por puncién mecénica la barrera géstrica para que el virus
se propagara por todo el cuerpo del insecto. Este procedimiento artificial
lo justifica por la posibilidad de que tal cosa pueda suceder en la naturaleza
cuando chipos no alimentados practiquen canibalismo (Brumpt) sobre
gtros chipos repletos de sangre de los cuales se nutren.

Justines y col. (11) reproducen el ensayo de Mangiafico y sugieren que
en triatomas infectados por tripanosomas, estos Oltimos al lesionar la pared
del tubo digestivo del huésped, crean una via que aprovecharia el virus
para llegar a la hemolinfa y glandulas salivales. Tal mecanismo simula a la
puncion artificial.

En nuestra opinidn, después de los prolijos ensayos realizados con la
cepa V-38, opinamos que la misma no fué transmitida por el chipe y que
el papel de estos insectos en el ciclo epidemioldgico de la EEV sea nulo
o muy restringido a otros aspectos relacionados mas que todo a la persis-
tencia del agente infectivo en ellos, y posible dispersidn viral por otros
medios.

Las experiencias de sobrevivencia del virus de la EEV en el chipo,
vinieron a demostrar menor viabilidad y pérdida creciente del titulo, difi-
riendo ello a los haliazgos de mayor persistencia, 25 dfas, encontrade por
Mangiafico y col. (12) para el virus de la encefalitis equina del oeste.
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ABSTRACT

The role of Rhodnius prolixus in the transmission of Venezuelan equine

113



encephalomyelitis virus.— Divo A., Benavides G. (Citedra de Microbiolo-
gia, Facultad de Ciencias de la Salud, Universided de Carabobo, Apartado
Postal 550. Valencia, Venezuela). Invest Clin 19¢3): 108-115, 1978.— The
role of Rhodnius prolixus as a vector of the Venezuelan encephalitis virus
(VEE) fed with both viremic chickens or chicken blood mixed with VEE
virus was investigated. Infant mice was used to check the transmission of
the virus. The survival of the VEE virus in these bugs and its infection on
newly hatched and young chickens was alse studied. The results indicated
that there was no direct transmission of VEE virus from the bugs to the
mice. It is assumed that R. prolizus do not play a part in the cycle of
infection of VEE. It was also found that the virus survives ten days on
the bugs after the infective blood meal. VEE produced a short and low
viremia in chickens.
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