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Resumen. Se hicieron ensayos de transmisién con cepas venezolanas,
peruanas y colombianas del virus de la Encefalitis equina Venezolana (EEV),
y mosquitos Aedes aegypti. No se obtuvieron diferencias significativas en los
porcentajes de transmision, excepto con una cepa peruana (71D1252),
catalogada como un nuevo subtipo antigénico, cuyo porcentaje de transmi-
sién fue muy bajo. Se concluye que A. aegypii transmite eficazmente las
cepas estudiadas, aunque no tiene capacidad de seleccién entre las mismas.

Transmission experiments with south american strains of
Venezuelan equine encephalitis virus and Aedes aegypti
mosquitoes.

Invest Clin 18(3):158-170, 1977.

Abstract. Transmission experiments were performed using venezue-
lan, peruvian and colombian strains of VEE virus and Aedes aegypti
mosquitoes. No statistical differences in percentage of transmission was
found, except with one peruvian strain (71D1252), probably a new antigenic
subtype. We conclude that A. aegypti transmitted south american strains of
VEE virus but does not have the capacity of selection between strains.

INTRODUCCION ca de la inhibicion a la hemaglutina-
cion. Se logré de esta manera, dife-

En 1969, Young y Johnson (14)
agruparon los diferentes tipos in-
munolédgicos del virus de la encefa-
litis equina venezolana (EEV), utili-
zando una modificacién de la técni-

renciar no sé6lo las cepas enzoéticas
de las epizoéticas, sino también se-
pararlas segiin su lugar de origen.
Sin embargo, la prueba requiere an-
tisueros preparados en la rata espi-




312

Ryder y Scherer

nosa (Proechimys semiespinosus), la
cual no se encuentra disponible
para la mayoria de los laboratorios
que trabajan en este campo.

Las variantes enzoéticas pueden
ser diferenciadas en el laboratorio
por otras pruebas. Las cepas enzod-
ticas producen placas grandes en
cultivos de células de rifion de mono
verde africano (Vero) mientras que
las producidas por las epizodticas
son de menor tamano. El rango de
pH de la prueba de hemaglutinacién
estd alrededor de 6,2- 6,4 para las
enzodticas, y 6,0-6,2 para las epi-
zooticas (1). Sin embargo, estas
pruebas adolecen de fallas, ya que
se ha podido demostrar que clertas
cepas enzodticas aglutinan a pH
bajo, y que los subtipos enzofticos
I y IV y 1a TC83, la variante atenua-
da usada como vacuna, producen
placas pequenas en células Vero (3).

El mejor método hasta ahora co-
nocido para distinguir entre cepas
enzoodticas y epizodticas de la EEV,
es inocular caballos, ya que se ha
reportado (2, 13) que las cepas en-
zodticas producen niveles bajos de
viremia, enfermedad leve o no mani-
fiesta y raramente mata caballos,
mientras que las epizodticas produ-
cen altas viremias y sintomas clini-
cos, y en ocasiones la muerte. Sin
embargo, esta prueba resulta costo-
sa y se necesitarian facilidades de
laboratorio muy complejas.

Es conocido que ciertos mosqui-
tos estan involucrados unicamente
en los ciclos epizoéticos de la EEVy
no en los enzoéticos (7, 12); por lo
tanto, se pensé que la competencia
de un mosquito en transmitir una

cepa determinada podria servir
como indicador entre cepas enzo6ti-
casy epizodticas. Experimentos pre-
vios cornparando Aedes taeniorhyn-
chus y Aedes aegypti, probados vec-
tores epidémicos (9, 11), demostra-
ron que transmitian mas eficazmen-
te las cepas epizoéticas de Centroa-
mérica y México, que las enzobticas
(4).

Nuestro propésito fue el de ex-
tender estos estudios utilizando ce-
pas suramericanas de la EEV; algu-
nas de ellas aisladas durante epide-
mias de la enfermedad, y otras en
regiones donde no ha habido activi-
dad manifiesta de este agente.

MATERIAL Y METODOS

Virus.- Tres aislamiento hechos
en el Laboratorio de Virologia del
Instituto de Investigacion Clinica, a
partir de humanos, durante las epi-
déemias de EEV ocurridas en el Es-

* tado Zulia en los afios 1968, 1969 y

1973 (6, 10), fueron utilizadas du-
rante el experimento. La historia de
estos aislamientos, asi como algu-
nas de sus propiedades, pueden ob-
servarse en la Tabla 1. El pH fue 6,2
y los tres produjeron placas peque-
fias en células Vero.

Otros tres aislamientos del virus
de la EEV, provenientes del Perq,
fueron estudiados a continuacion,
Dos de ellos, cepas 71D1249 y
71D1252 fueron aisladas de mos-
quitos en Iquitos, Per1, en ausencia
de reconocida enfermedad en hu-
manos. La cepa 52/73 fue aislada
del suero de un burro durante una
epidemia de la enfermedad en la
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costa norte del Pacifico en 1973.
71D1249 ha sido caracterizada en
Panama como subtipo ID, y
71D1252 es, posiblemente, un nue-
vo subtipo ya que reacciona con los
subtipos I y I1I (8). Tanto la suspen-
sién original de mosquitos de la cepa
71D1252 como el primer pasaje en
ratones lactantes fueron sensibles a
la temperatura de incubacién: se
obtuvieron titulos mas altos entre
34 0 - 37°C {resultados no publica-
dos).

Se incluyd, ademas, la cepa
59145, aislada del cerebro de un
hamster centinela expuesto en la
region del Tiba, Santander, Colom-
bia. Esta cepa probablemente repre-
senta una cepa enzodtica ya que
proviene de una zona boscosa y hii-
meda.

‘Vectores.- Mosquitos Aedes
aegypti fueron utilizados en todos
los experimentos. Lamentablemen-
te, dificultades en el mantenimiento
de la colonia de Aedes taeniorhyn-
chus hicieron imposible un estudio
comparativo.

Pupas de A. aegypti provenien-
tes de una colonia establecida en el
Departamento de Microbiologia de
la Facultad de Medicina de la Uni-
versidad de Cornell, fueron trasla-
dadas a una jaula de malla metalica
y colocadas en un incubador a 28°C
y 60-70% de humedad relativa. Se
permiti6 la emergencia de los adul-
tos los cuales fueron alimentados
con solucién saturada de glucosa.
Aproximadamente cada 7 dias se
permitié que las hembras se alimen-
taran sobre un ratén normal, colo-
cando luego una toalla de papel en

un envase con agua destilada, para
el deposito de los huevos, La toalla
era retirada antes de cada comida,
secada a temperatura ambiente, y
guardada a 18°C.

Para los experimentos, una de
las toallas con huevos se colocaba
en un envase con agua destilada y
se permitia la emergencia de las lar-
vas bajo vacio por 1-2 horas. Luego
éstas eran colocadas en una vasija
redonda esmaltada y alimentadas
diariamente con una mezcla de leva-
dura y alimento de ratas finamente
pulverizado. Cinco 6 seis dias des-
pués aparecian las pupas que eran
trasladadas en un envase con agua
destilada a una jaula de malla me-
talica. Dos 6 tres dias después emer-
gian los adultos, los cuales eran
mantenidos sin glucosa hasta el
momento del experimento (general-
mente 24-28 horas).

Curvas de viremia.- Para deter-
minar el momento apropiado para
gue los mosquitos se allinentaran de
sangre virémica, se utilizaron hams-
ters adultos de 8 semanas de edad.
Los animales fueron inoculados por
via subcutdnea con 0,2 ml de una
suspension del virus gue contenia
1000 unidades formadoras de pla-
cas (ufp), y sangrados por puncion
cardiaca usando 0,1 ml de heparina
200 U/ml, a las 24, 30 y 48 horas
después de la infeccion. Las mues-
tras fueron guardadas a -70°C hasta
el momento de las titulaciones que
fueron hechas en cultivos de fibro-
blastos de embrion de pollo con me-
dio solidificado con agar.

Los titulos pueden verse en la
Tabla II. Con excepcion de

Investigacion Clinica 38 {Suy 2): 1995
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TABLA I
TITULOS DE VIREMIA EN HAMSTERS DESPUES DE LA INOCULACION
SUBCUTANEA DE DIFERENTES CEPAS DEL VIRUS DE LA EEV

Cepas y Titulos de viremia en hamsters® por horas después Tiempo de
No. de de la tnoculaciin sobrevida
Pasajes 24 30 48 en dias
EL/68 6.3 73 75 3
Rlpl, FEPpI 6.2 74 71 3
E123/69 58 6.6 6.6" -
RLpl. FEPp) 6.7 7.4% - -
58 6.5 64 3
E541/73 5.9 64° - -
RLP, FEPpl 6.6 6.9 7.1 a5
5.0 62 6.3 35
71D1249 81 7.5° -
RLpl. FEPp2 6.9 7.0 6.0° -
78 7.7 7.0 3
71D1252 5.7 8.7 7.7 6
RLP, FEPpl 4.8 58 6.2 17-20
6.1 70 58 8
52/73 8,7 7.3 6.7 3.5
RLp3, FERPp2 7.0 79 8.0 35
7.1 79 69 35
59145 6.5 7.0 66 3
RLp2. FEPp1 6.6 76 7.1 3
7.8 7.8 7.2°

a Titulos= log)o FEP ufp/0,2 mo de sangre de cada hamster.

b Murié después de ser sangrado

71D1252, puede apreciarse que la
viremia alcanzé los niveles mas altos
a las 30 horas, manteniéndose esta-
ble hasta las 48 horas o disminu-
yendo marcadamente. Los animales
murieron entre 3 a 5 dias, 71D1252
se comportd de manera diferente,

alcanzando el nivel mas alto de vire-
mia a las 48 horas (no se tomaron
muestras mas tardias) y los anima-
les murieron entre 6 y 20 dias. Se
escogié 30 horas como el tiempo
ideal para el experimento de trans-
mision con todos los virus, a excep-
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cionde 71D 1252 que fue hecho a lis £,
48 horas ‘ ~ E

Experimentos de transmlsibn -
A. aegyptide 1 a 2 dias se les permi—

tié alimentarse sobre un hamster .

inoculado 30 horas antes (48 para
71D1252) con el virus respectivo.
Aproximadamente 80 hembras in-
gurgitadas de sangre fueron trasla-
dadas con un aspirador de boca a
envases plasticos con boca ancha
cubiertos con una malla de nylon
(generalmente 20 en cada uno).
Dentro se colocé un envase con
agua y toalla de papel para el depé-
sito de los huevos, y sobre la malla
se coloco un algoddn impregnado de
solucién saturada de glucosa. Los
envases fueron colocados en un in-
cubador a 28°C y 60-70% de hume-
dad relativa, y el algodén era hume-
decido diariamente con la solucién
saturada de glucosa.

Para determinar la cantidad del
virus ingerido el dia O, algunas hem-
bras ingurgitadas de sangre fueron
colocadas en un envase plastico,
anestesiadas con didéxido de carbo-
no, colocadas individualmente en
botellas de vidrio que contenian 1 ml
de 1% albamina bovina en Hanks,
300 unidades de penicilina y 300 ug
de estreptomicina, y congeladas a
-70°C.

. .Eldia anterior al experimento de
transmision, las hembras en los en-
vases grandes fueron.anestesiadas.
con CO2y colocadas individualmens-
te-en envases de carton con mallade.
nylon er la boca. . El dia del experi-
mento, ratones de 3-4 semanas de
edad, afeitados en el abdomen, fue-

» yon anestesiados con Nembutal 5-6

- .mg/ml por via intraperitoneal usan-

do 0,1 .ml por: 10 grde peso. Los
ratones fueron colocados indivi-

. dualmente sobre la malla por una

hora y luego devueltos a. su jaula
respectiva, numerandolos igual que
su mosquito correspondiente. Las
hembras, hubiesen tomado sangre
o no, fueron anestesiadas con CO2
y colocadas individualmente en bo-
tellas de vidrio que contenian la mis-
ma solucién descrita previamente, y
congeladas a -70°C. Los ratones fue-

ron observados durante dos o tres

semanas y las muertes registradas.

Los mosquitos fueron desconge-
lados y triturados en un mortero,
anotando la presencia o ausencia de
sangre. La suspension fue centrifu-
gada a 104 g por 20 minutos a 0°C,
el sobrenadante distribuido en ali-
cuotas y congelado a -70°C. Las sus-
pensiones fueron tituladas en culti-
vos de fibroblastos de embrién de
pollo con medio solidificado con

agar.
RESULTADOS

En }a Tabla I podemos ver los
resultados obtenidos en los experi-
mentos de transmision con las ce-
pas epizodticas venezolanas.

Obsérvese que la cantidad de
virus ingerida el dia O fue lo suficien-
temente. alta como para infectar el
67% de los mosquitos el dia 10,y
78% el dia 14, comr la cepa El/68;
75% el .dig 14 con E123/69; y 92%.
el dia 14 con E541/73. Transmisién
del virus se obtuvo en un 75% el dia
10y 86% el dia 14 con E1/68; 83%

Investigacion Clinica 36 (Sup 2): 1995
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el dia 14 con E123/69; y 71% el dia
14 con E541/73.

En la Tabla IV se resumen los
resultados obtenidos con las tres
cepas peruanas. 71D1249 infectd el
92% de los mosquitos el dia 12,
obteniéndose un 75% de transmi-
sién. 71D1252 se comport6 de ma-
nera singular. Los titulos del virus el
dia O fueron muy bajos, y aunque
el dia 15 las hembras picaron a los
ratones en un alto porcentaje, sélo
7 de 28 (25%) contenian virus, lo-
grandose tan sélo un 29% de trans-
misioén. Con la cepa 52/73, los titu-
los el dia O fueron también bajos, lo
que quizas contribuyé a que sélo un
9% de las hembras resultaran infec-
tadas; sin embargo, se logré un 64%
de transmisién el dia 16.

Con 59145 se obtuvieron titulos
altos el dia 0, lo que hizo que €l 100%
de las hembras resultaran infecta-
das; a pesar de ello, sélo un 42%
transmitié la infeccion a los ratones
a los 14 dias (Tabla V).

Significacion estadistica.- No
hubo diferencia estadistica signifi-
cativa entre los virus epizodticos ve-
nezolanos y el peruano, ni entre los
enzodticos 71D 1249 y 59145, ni en-
tre epizodticos y enzodticos entre si.
Comparando los epizodticos con
cada uno de los enzoéticos, se obtu-
vo diferencia significativa entre és-
tos y la cepa colombiana (p = 0,25)
pero no con la peruana.

Entre 71D1252 y las cepas epi-
zobticas se obtuvo diferencia signifi-
cativa (p = 0,008), pero no con las
enzodticas.

DISCUSION

Los ensayos de transmisién he-
chos anteriormente en Cornell con
mosquitos Aedes aegypti y cepas
epizodticas y enzoéticas de Centroa-
mérica {(4) revelaron diferencias en
el porcentaje de transmision (40-
70% con las enzoéticas y entre 80-
100% con las epizodticas el dia 17),
pero no tan marcadas como las ob-
tenidas utilizando Aedes tae-
niorhynchus (100% con las epizoé-
ticas y 0% con las enzoéticas). Esto

‘podria significar que las cepas del

virus epizodtico tendrian ventaja de
sobrevida sobre las cepas enzoéti-
cas, en aquellas regiones donde el A.
taeniorhynchus prevalece.

Si bien nuestra experiencia se
limité a mosquitos A. aegypti es
interesante sefalar las diferencias
obtenidas en el porcentaje de trans-
misién con las cepas estudiadas.
Definitivamente A. aegypti no es un
vector eficiente de la cepa 71D1252,
lo que epidemiolgicamente signifi-
caria que en regiones donde ambos
coincidan, no seria muy factible el
mantenimiento de un ciclo en la na-
turaleza.

Las demas cepas de la EEV es-
tudiadas se comportaron de manera
similar, lo cual significa que A.
aegypti no tiene una capacidad de
seleccién tan marcada como A. tae-
niorhynchus, y no favoreceria la
transmision de una cepa sobre la
otra.

Sin embargo, A. aegypti resulté
ser un vector eficiente de las cepas
epidémicas venezolanas, lo que lo
haria constituirse en un buen dise-

Investigacién Clinica 36 (Sup 2): 1995
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minador de la infeccion entre huma-
nos en momentos epidémicos. Esto
fue corroborado en la epidemia que
afectara a poblaciones del oriente
venezolano en 1966 (11).

A. aegypti es un mosquito urba-
no y, debido a las fallas en las cam-
panas de erradicacién, ha reinfesta-
do recientemente extensas zonas del
Caribe y norte de suramerica (5}
Esta reinvasiéon ha alcanzado la
Guajira colombiana, y no es de du-
dar, aunque no tenemos datos cer-
teros, que en Venezuela la situacion
sea similar.

Es factible, por tanto, que en
momentos epidémicos la disemina-
cién del virus sea mayor si contamos
con la presencia de varios vectores
eficientes. Se hace necesario, enton-
ces, un control de este mosquito que
es, ademas, el responsable del man-
tenimiento y propagacion del virus
dengue en el Caribe y norte de Su-
rameérica.
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