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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 pollos en fase virémica y con mezcla
sangre-virus, y posterior realimentacién sobre ratones recién nacidos.
Igualmente se averigué aspectos relacionados con la persistencia del virus
en la especie citada de triatoma, asi como la infecciosidad del agente para
pollos de corta edad.

Los resultados mostraron gque no hubo transmision directa del virus
desde los chipos a los ratones en prueba, indicando un nulo papel del
Rhodnius prolixus en el ciclo epidemiologico de la EEV. Se comprobé la
persistencia del virus en los chipos hasta diez dias después de la comida
infectiva y una viremia de breve duracién y bajo titulo en los pollos.

The role of Rhodnius prolixus in the transmission of Venezuelan
equine encephalomyelitis virus.
Invest Clin 19(3): 108-115, 1978.

Abstract. 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 also studied. The
results indicated that there was no direct tranmission of VEE virus from the
bugs to the mice. It is assumed that R. prolixus 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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INTRODUCCION

No hay duda de que los hallaz-
gos habidos por distintos investiga-
dores en relacion a la ecologia y
epidemiologia del virus de la encefa-
litis equina venezolana (EEV) son en
gran parte coincidentes; pero hay
todavia diferencias sustanciales en-
tre ellos que obligan a realizar nue-
vas busquedas con el fin de afirmar
aspectos para una mejor definicién
de tan importantes campos.

La significacién de esta patolo-
gia, especialmente por su repercu-
sién en la salud humana, quedo
establecida en nuestro pais a partir
de los brotes habidos en 1962, los
que se propagaron con rapidez a
extensas zonas del territorio venezo-
lano (1, 2, 13), y atin representa un
peligro potencial por la sobreviven-
cia del virus en la naturaleza (ani-
males reservorios) y la abundancia
de insectos transmisores (14).

El papel de los mosquitos en la
epidemiologia de la encefalitis equi-
na venezolana ha sido bien estudia-
do (6, 8, 9, 15}, pero no asi para las
aves como lo aprecian Sellers y col.
{15) en los brotes ocurridos en Vene-
zuela durante los afios 1962-1964.
Estudios en mamiferos silvestres y
domésticos tenidos como reservo-
rios y amplificadores, aparecen en
literatura especializada (4. 5).

Briceno-Rossi (3} da cuenta del
aislamiento del virus de la EEV en
un pollo y un gallo procedentes de
zonas endémicas, pero no en aves
silvestres, 131 en total, de diferentes
especies capturadas en distintas re-
giones de Venezuela. No encuentra

viremia en pollos de varias semanas
y gallinas inoculadas experimental-
mente, pero si alta susceptibilidad y
concentrada viremia en pollitos re-
cién nacidos.

Hruskova y col (10} descubren
pequenas cantidades del virus de la

- EEV de modo irregular en bazo, hi-

gado, cerebro, bolsa de Fabricio y
suero, de pollos de 4-6 semanas,
infectados por via subcutanea, 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 la-
EEV.

Mangiafico y col (12} en ensayos
con el virus de la variedad oeste de
Norteamérica (EEO)} en Triatomi-
nae, comprueba la larga superviven-
cia del agente en estos insectos y
logra en una ocasién -previa rotura
de la barrera estomacal por puncién
aplicada- transmitir el virus a un
raton recién nacido durante el perio-
do 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 san-
gre. No pudo establecer la infecciéon
cuando el Rhodnius prolixus no fue
puncionado. Los Triatominae no
han sido implicados en la transmi-
sion natural del virus de la EEV, no
apareciendo literatura alguna al
respecto. -

La presente investigacion va di-
rigida a estudiar el posible papel del-
Rhodnius prolixus como agente
transmisor del virus de la EEV, por
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su caracter de insecto hematéfago y
habitos alimenticios conocidos en
animales domésticos y en el hom-
bre, y su abundancia en nuestro
medio rural; como también a com-
probar encuentros asociados por
otros investigadores, tal como he-
mos referido, y que revisten impor-
tancia en la materia.

MATERIAL Y METODOS

Virus.- Encefalitis equina vene-
zolana, cepa V-38, subgrupoI-A (16,
17) enviada por el Instituto de Inves-
tigaciones Veterinarias, Maracay,
Venezuela, mediante Protocolo 318
del 14-1-60, y mantenida por pasa-
jes en cerebro de ratones.

Suero inmune.- Preparado en
nuestro laboratorio mediante inocu-
lacién en conejos segun técnica an-
tes descrita (7). Otra muestra fue
proporcionada por el Instituto de
Investigaciones Veterinarias men-
cionado, y elaborado en ratones
adultos.

Animales de experimenta-
¢ibn.- Pollos de un dia; una, dos y
seis semanas de nacidos, vacuna-
dos contra ciertas afecciones pro-
pias de la especie, suministrados
por Protinal C.A. de Valencia. Rato-
nes blancos de 24 a 48 horas, cria-
dos en el Bioterio de la Facultad de
Ciencias de la Salud, Universidad de
Carabobo. Chipos (Rhodnius proli-
xus) de 4a. y 5a. muda, criados y
mantenidos en la Catedra de Para-
sitologia de la misma Facultad.

Medio celular.- Linea estable de
rinén de hamster joven (BHK-21/Cl
13}, desarrollada en monocapa den-

tro de tubos de Leighton, y llevada a
no mas de 50 pasajes.

Virulentacién virica.- Efectua-
da por medio de pasajes del virus de
la EEV en huevos embrionados
(COFAL), hasta obtener un titulo de
10825 DL50 (dosis letal media) en
0,02 ml por via intracerebral (ic) en
ratones recién nacidos, equivalente
en ellos a 1077*° DL50 en 0,02 ml
via intraperitoneal, y a 1089
DTC50/0,1 ml (dosis infectiva me-
dia) en cultivo de tejidos.

Infecciosidad del virus de la
EEV en pollos.- Se inocularon tres
grupos de 6 pollos de un dia de
nacidos, y de 1, 2 y 6 semanas, por
via subcutanea con 0,1 ml, equiva-
lente a 10* DL/ic para ratones de
24-48 horas. Este ensayo se efectué
para comprobar la patogenicidad
del virus hacia estas aves, asi como
también para determinar la apari-
ci6én y duraciéon de la fase virémica
en ellos. La temperatura corporal
era tomada por via rectal dos veces
diarias y se hacia extraccién de
muestra de sangre cada 24 horas. El
pool de sueros diarios de cada grupo
de aves, se inoculaba separadamen-
te en camadas de ratones recién
nacidos.

Primer ensayo para la transmi-
sién del virus de 1a EEV por Rhod-
nius.- La alimentacion de los insec-
tos era practicada con grupos de
chipos sobre pollos de 6 semanas
(10 para cada uno) en fase virémica
comprobada, durante 10a 15 minu-
tos. Los insectos se mantenian pos-
teriormente en condiciones ambien-
tales adecuadas de temperatura y
humedad, y después se realimenta-
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ban en ratones recién nacidos con el
propésito de lograr la transmision
del virus adquirido del pollo. Esto
altimo se efectuaba de la’siguiente
manera: sobre la gasa que cubrialos
frascos con grupos de 10 chipos, se
colocaban los ratones y aquellos in-
sectos que picaban eran retirados de
inmediato para extraerles el tubo
digestivo, incluyendo glandulas sa-
livales, y comprobar en pooles la
existencia delvirus de la EEV, lo que
se hacia tratando el contenido diges-
tivo en soluciéon de Hanks con doble
concentraciéon de antibidticos, y
posterior inoculaciéon en ratones de
24-48 horas de nacidos. El material
combinado se guardaba en refrige-
racion por 12 horas, y posterior cen-
trifugacioén en frio a 3.500 rpm du-
rante 20 min, para tomar el sobre-
nadante, el cual se sometia a control
bacteriolégico y micologico antes de
su utilizacién. La muestra quedaba
aproximadamente 1:10. Se hizo esta
operacién a las 6 horas, 1, 3, 4, 7,
10, 13 y 17 dias después de la ali-
mentacién infectiva de los chipos en
los pollos.

Los ratones picados por los chi-
pos en la realimentacion eran regre-
sados a su camada, y tenidos en
observacion durante 20 dias.

Segundo ensayo de transmi-
sidn.- En esta otra experiencia los
insectos se alimentaban con sangre
desfibrinada de pollo, anadida de
virus para titulo de 1080 en 0,02
ml/ic para ratones recién nacidos.
El método utilizado fue el de la ca-
mara artificial de goma (Torrealba
JW: comunicacioén personal), con el
propésito de garantizar una mayor

concentracién virica en el contenido
digestivo en el insecto. También se
empleo este sistema en el estudio de
supervivencia virica en el chipo, a
los 2, 7 y 17 dias, con igual dosis
infectiva.

RESULTADOS

En cuanto a la infecciosidad del
virus de la EEV en pollos, se pudo
comprobar por medicion de la tem-
peratura corporal, un alza modera-
da a las 24 y 48 horas de la inocu-
lacion, que vari6é de 0,4 a 1,1 grados
centigrados, con una media 0,73°C
para los pollos de 2 semanas o me-
nos edad, y de 0,4°C para los de 6
semanas. Esta subida de tempera-
tura coincidié con la presencia de
virus en la sangre, que solo se pudo
apreciar por un dia y a las 48 horas
de la inoculacién. Por lo tanto, la
v1rem1a fue breve y de bajo titulo
(10710 para ratones de 24 horas).
Los pollos inoculados no mostraron
otra sintomatologia y el apetito se
mantuvo constante.

En lo relativo al primer ensayo
de transmision del virus de la EEV
por chipos (Rhodnius prolixus), ali-
mentados sobre pollos y realimenta-
dos sobre ratones recién nacidos, no
se pudo detectar en ninguna oca-
sién que el virus existente en el tubo
digestivo de los insectos fuese co-
municado al ratén; pese a que las
pruebas realizadas inmediatamente
después de la realimentacion con el
contenido digestivo, indicaron la
existencia del virus de la EEV hasta
10 dias después de la alimentaciéon
infectiva en el pollo, por aislamiento
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efectuado e identificacion serolégica
practicada. No se detect6 virus en el
material extraido de los chipos con
13 y 17 dias de alimentados. La
concentracion virica no pasé de la
dﬂucion original, aproximadamente
1019, matando en ocasiones al
100% de ratones inoculados y en
otras un 40-60%

El segundo ensayo de transmi-
sién con chipos alimentados artifi-
cialmente con sangre adicionada de
virus de la EEV, no demostré dife-
rencia basica alguna en sus resulta-
dos al primer ensayo, pese al alto
contenido virico en la sangre de ali-
mentacion, y en el material extraido
a las 48 horas del tubo digestivo de
los insectos que indico un titulo de
10%2/ic en ratones. La seroneutra-
lizacién especifica para esta mues-
tra dié6 un indice de neutralizacién
de 2,87 log 10.

Los ensayos de persistencia del
virus en el chipo a los 2,7 y 17 dias,
mostraron que el titulo de la sangre
infecﬂva de alimentacién de 107

/i para ratones recién nacidos,
bajé a 1033 a los 7 dias, y fue
negativo a los 17 dias.

DISCUSION

Como se pudo apreciar por los
resultados en pollos, los mismos di-
fleren 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 seranas), sobrevivie-
ron sin manfifestacion clinica algu-
na, salvo una ligera alza de tempe-
ratura. Fue interesante comprobar

lo corto, apenas 1 dia, de la fase
virernica y el bajo tenor virico

(1019 encontrado a las 48 horas de
inoculado el animal. Si bien algunos
autores (10) consideran este ultimo
hecho, también observado por ellos,
como carentes de importancia epi-
demiolégica, la presencia de virus
en el contenido digestivo de chipos
alimentados durante la viremia en
los pollos, debe tener alguna signifi-
cacién en dicha area. La prueba de
neutralizacién indicd la identidad

del virus EEV encontrado en las dis-

tintas muestras procesadas, para
asegurar asi contra cualquier con-
tingencia que pudiera ocurrir.

Los ensayos de transmisiéon vi-
nieron a confirmar lo comprobado
por Mangiafico y col (12) para el
virus de la encefalitis equina del oes-
te (EEQ), en cuanto a la no transmi-
sién del virus por triatomas. Sibien,
é] anuncia de un caso de transmi-
sion con Rhodnius prolixus, apunta
que fue posible luego de romper por
puncién mecanica la barrera gastri-
ca para que el virus se propagara por
todo el cuerpo del insecto. Este pro-
cedimiento artificial lo justifica por
la posibilidad de que tal cosa pueda
suceder en la naturaleza cuando
chipos no alimentados practiquen
canibalismo (Brumpt} sobre otros
chipos repletos de sangre de los cua-
les se nutren.

Justines y col (11) reproducen el
ensayo de Mangiafico y sugieren que
en triatomas infectados por tripano-
sornas, estos ultimos al lesionar la
pared del tubo digestivo del hués-
ped, crean una via que aprovecharia

‘el virus para llegar a la hemolinfa y
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glandulas salivales. Tal mecanismo
simnula a la puncién artificial.

En nuestra opinion, después de
los prolijos ensayos realizados con
la cepa V-38, opinamos que la mis-
ma no fue transmitida por el chipo
y que el papel de estos insectos en
el ciclo epidemiolégico de la EEV sea
nulo o muy restringido a otros as-
pectos relacionados mas que todo a
la persistencia del agente infectivo

en ellos, y posible dispersion viral

por otros medios.

Las experiencias de sobreviven-
cia del virus de la EEV en el chipo,
vinieron a demostrar menor viabili-
dad y pérdida creciente del titulo,
difiriendo ello a los hallazgos de ma-
yor persistencia, 25 dias, encontra-
do por Mangiafico y col (12) para el
virus de la encefalitis equina del oes-
te.
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