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Resumen. Se estudié con el microscopio electrénico de transmisién el
cerebro de 25 ratones lactantes, inoculados intracerebralmente con el so-
brenadante de células VERO cultivadas e infectadas con el virus de la EEV,
como control positive, con muestras de suero o de liquido cefalorraguideo
de pacientes con sintomas y signos de encefalitis, con sueros de pacientes
sanos, con sueros de equinos enfermos y con solucién borato-salina de al-
bumina bovina, como control negativo. Las muestras se tomaron del brote
epizobtico y epidémico en Octubre del afio 1995 en la regién de la Guajira
Venezolana al norte del Estado Zulia. El estudio ultraestructural se hizo a
clegas, pero, confirmé la presencia de particulas de Togavirus en el 100%
de los casos examinados cuando correspondian a muestras virolégicamente
positivas. Se destaca la utilidad, precision y la rapidez del método emplea-
do.
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The importance of Transmission Electron Microscopy in the
diagnosis of Venezuelan Equine Encephalitis during the epidemic
of 1995 in the Venezuelan Guajira.
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Abstract. Transmission electron microscopy of the brain in 25 new-
born mice was performed. Mice were intracerebrally inoculated with cultu-
red VERO cells infected with VEE to be used as positive control, with sam-
ples of serum of cerebrospinal fluid from patients with clinical symptoms
and signs of encephalitis, with serum from healthy patients or with serum
from sick equines. Borate bovine albumin serum was also inoculated in
some mice to be used as negative control. All samples were obtained during
the epizootic and epidemic outbreak in the Venezuelan Guajira area, north-
ern of Zulla State during October 1995. The ultrastructural study was
blindly performed, however the presence of Togavirus particles were detec-
ted in 100% of the virologically positive cases. The usefulness, accuracy

and speed of the employed methodology is stressed.
Recibido: 30-1-97. Aceptado: 13-5-97.

INTRODUCCION

Es bien conocida la importan-
cia del virus de la Encefalitis Equina
Venezolana (EEV) por las numero-
sas epizootias y epidemias que han
ocurrido en el pais desde el aisla-
miento del virus en 1939, por Kubes
y Rios (1). A partir de entonces, se
ha clasificado utilizando pruebas se-
rolégicas en seis subtipos (I a VI}, El
subtipo I tiene siete variantes reco-
nocidas, dentro de las cuales se en-
cuentra la cepa vacuna TC-83 (2, 3,
4, 5).

El virus de EEV, se encuentra
latente en sus reservorios naturales
provocando periédicamente brotes
epidémicos, se han examinado las
areas endemoepidémicas y se han
publicado numerosos trabajos de

investigacion especialmente dirigi-
dos por nuestro laboratorioc (6, 7, 8,
9, 10, 11, 12),

Las epidemias de EEV fueron
graves en los afos sesenta y setenta
{2, 3, 12). La epidemia de 1962 se
extendié por la zona norte de la
Guajira y se denunciaron mas de
mil casos en humanos, luego que la
onda epidémica circulé por la Costa
de Venezuela llegando hasta el esta-
do Bolivar. En 1967, se inicié en Co-
lombia una epidemia del subtipo IB
del virus de la EEV se extendié has-
ta el Ecuador, Venezuela, Centroa-
mérica y México, llegando hasta los
Estados Unidos en 1971. Dos afios
después se produjo otro brote en el
municipio Paez del estado Zulia. En-
tre diciembre de 1992 y enero de
1993, el Ministerio de Agricultura y
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Cria informé de un brote de EEV en
el estado Trujillo, se registraron 12
muertes en equinos y se notificaron
39 casos febriles en humanos. En
esta ocasion se aislo el subtipo ID.
En junio de 1993 se notificaron
nuevos brotes en el estado Zulia con
55 casos humanos (13).

En abril de 1995, se inici6 una
de las epidemias mas grandes que
han afectado al pais, se notificaron
mas de 10.000 casos en humanos y
el namero de equinos afectados fue
incontable.

El propésito de este trabajo es
demostrar como el microscopio elec-
trénico de transmision (MET} puede
ser una poderosa arma para detec-
tar la presencia de particulas del vi-
rus de la EEV en los casos examina-
dos, aunque las muestras proven-
gan del medio rural, hayan sido to-
madas a partir de liquido cefalorra-
quideo, o de sueros de pacientes fe-
briles, o provengan de cultivos celu-
lares infectados con material de los
enfermos con cefalea y flebre duran-
te el brote epidémico. La metodolo-
gia utilizada en este estudio a cie-
gas, demuestra que la amplificaciéon
del virus de la EEV en el cerebro de
ratén lactante y su ulterior estudio
ultraestructural permite un diag-
néstico virolégico rapido y preciso.

MATERIAL Y METODOS

Poblacién estudiada

Entre septiembre y diciembre
del ano 1995 fueron recolectadas
1123 muestras de sangre de huma-
nos con enfermedad febril aguda,
cefalea y otras manifestaciones que

hacian sospechar el diagnéstico de
encefalitis. La mayoria de los enfer-
mos fueron nifios residentes de los
municipios Mara, Paez, Insular Pa-
dilla, Miranda y Maracaibo. El pro-
medio de muestras por localidad se
tomoé segnn la incidencia de los ca-
sos febriles en las mismas. A cada
paciente se le llendé una ficha dise-
nada para la investigaciéon de arbo-
virus. Se tomaron también 132
muestras de sangre de équidos (80
del municipio Mara y 52 de Paez);
los animales fueron identificados
por sus caracteristicas fenotipicas y
un nuamero de historia y las mues-
tras fueron tomadas por puncion ve-
nosa en tubos al vacio. Todas las
muestras, después de mantenerse
los tubos refrigerados y ya separado
el suero, fueron congeladas a -70°C
hasta el momento de su procesa-
miento.

Evaluacion serologica

La deteccion de anticuerpos
IgM especificos se hizo por el méto-
do de ELISA descrito por Rosato y
Col (14).

Aislamiento viral

Las muestras de suero recolec-
tadas en la fase aguda de la enfer-
medad y en condiciones o6ptimas
para ser cultivadas, fueron inocula-
das en cultivos de células VERO y
en células de mosquito C6/386. Para
la identificacién del subtipo viral, se
escogieron al azar algunas muestras
para ser enviadas al laboratorio de
aislamiento viral del CDC en Fort
Collins, donde se implementaria la
técnica de inmunoflurescencia con
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anticuerpos monoclonales, para los
diferentes subtipos del virus de la
EEV. Los cultivos en los que no se
observé efecto citopatico, fueron en-
sayados por Inmunofluorescencia,
ante 28 sueros antlvirales.

Microscopia Electrénica

Se inocularon intracerebral-
mente 24 ratones lactantes con
muestras provenientes de suero y li-
quido cefalorraquideo de humanos y
con suero de equinos, asi como
también algunos ratones se inocula-
ron con cultivos celulares que ha-
bian sido inoculados inicialmente
con muestras de seres humanos. Se
utilizaron controles positivos del vi-
rus de la EEV y como controles ne-
gativos se usé el diluente de solu-
cion borato-salina con albumina bo-
vina al 0,4% pH 9,0 (BABS 0,4%).
Dos o tres dias después de la inocu-
lacién, se extrajo el cerebro de los
ratones y se tomaron muestras para
aislamiento viral, asi como también
una parte del cerebro fue fijada en
glutaraldehido al 2,.5% apH 7,2y a
4°C para su estudio ultraestructu-
ral. Cada frasco se recibi6 numera-
do de 1 al 24 sin ninguna informa-
cién sobre las caracteristicas de la
muestra. Se procesdé el material de
los 24 cerebros para su estudio his-
tologico y para ser examinado con el
MET. Las muestras se cortaron en
fragmentos de 2 a 3 mm y se lava-
ron con buffer cacodilato antes de
ser postfijadas en tetradxido de os-
mio al 2% durante una hora. Los
fragmentos de cerebro de cada caso
se deshidrataron en alcoholes a
concentraciones crecientes y en oxi-

do de propileno, para incluirse en
resinas epoxy con 48 horas de poli-
merizaciéon a 60°C. Cortes gruesos
de una micra de espesor sirvieron
para localizar las dreas sospechosas
de alteraciones con el microscopio
de luz. Los cortes ultrafinos se hicie-
ron con cuchillas de diamante en
un ultramicrotomo Porter Blum y se
recogieron en rejillas de cobre de
300 mesh sin pelicula de soporte
para ser contrastado con acetato de
uranilo y citrato de plomo. Las
muestras se examinaron en un MET
Hitachi 500 a 85 Kv, y aumentos di-
rectos entre 2.500 y 25.000 x.

RESULTADOS

Los resultados estan expresa-
dos en la Tabla 1. Los datos sobre la
inoculacién de cada cerebro se ob-
tuvieron después de que el estudio
ultraestructural habia finalizado y
se habian planteado las conclusio-
nes sobre la presencia o no de parti-
culas virales en cada muestra. Por
esta razén se propuso este frabajo
como una investigacion a ciegas.
Las muestras que resultaron negati-
vas fueron examinadas exhaustiva-
mente, llegando a observar hasta
dos o tres rejillas de varios bloques
de plastico. En los casos positivos
(confirmados virolégicamente como
EEV, subtipo IC), las particulas vi-
rales fueron usualmente halladas
sin mucha dificultad. La cantidad
de particulas virales parecia variar
de un bloque a otro, pero siempre se
detectaron poco tiempo después de
haber iniciado la observacion.

Se observaron en el citoplasma
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TABLA I
INOCULACION EN CEREBRO DE RATON LACTANTE DE MUESTRAS CON EL
VIRUS DE LA ENCEFALITIS EQUINA VENEZOLANA . 1995

MUESTRAS CEREBRO DE RATON LACTANTE MET
1-2-3-4 INOCULADO CON BABS 0,4% 1() 2(-)
3(-) 4(-)
5-6-7 INOCULADO CON SOBRENADANTE DE 5(+) 6(+)
CELULAS CULTIVADAS INFECTADAS CON 7{+)

VIRUS EEV
8-9-10-11 INOCULADO CON LCR N° 1146 8(+) 9(+)
10(+) 11(+)
12-13-14  INOCULADO CON SUERQ N° 14 12()  13()
(SUERO DE PACIENTE SANO) 14()
15-16-17-18 INOCULADO CON SUERO DE CABALLO 15(+) 16(+)
ENFERMO SINTOMATICO 17(+)  18(+)
19-20-21  INOCULADO CON SUERO DE PACIENTE FEBRIL  19(+)  20{(+)
21(+)
22-23-24  INOCULADO CON BABS 0,4% 22()  23()
24(-)

de las neuronas, masas de material
granular con formacién de particu-
las redondeadas electron-densas, de
28 a 30 nm. Muchas de estas es-
tructuras que corresponden a los
nucleocapsides virales, se encontra-
ban adheridos a las membranas de
cisternas o de vesiculas lisas en el
citoplasma ([Figs. 1 y 2). Algunas
ocasionalmente se vieron adheridas
a cisternas de reticulo rugoso y la
mayoria se detectaron haciendo pro-
trusion hacia la luz de las vesiculas,
vacuolas y las cisternas lisas, incor-
porando la membrana de estas es-
tructuras y rodeandose de una en-
voltura para transformarse en parti-
culas virales maduras de 45 nm de
didmetro. Estas particulas virales,
mostraban una superficie espicula-
da y estaban organizadas en algu-
nas areas con una disposicion para-
cristalina {Fig. 1). En algunas neu-

ronas se observé gemacion en su
membrana plasmatica y se vieron
numerosas particulas virales agru-
padas en espacios interaxonales o
entre las dendritas en el neuropilo.
Las células endoteliales no mostra-
ron alteraciones y se observé marca-
do edema representado por un exa-
gerado hinchamiento de los astroci-
tos y procesos pedales.

DISCUSION

La morfogénesis del virus de la
EEV fue descrita en animales vivos,
por primera vez, por nosotros, en
1971 {8, 15}. Diez afios después de-
mostramos (9), como el desarrollo
de las particulas virales en el siste-
ma nervioso central de los ratones
lactantes experimentalmente inocu-
lados con el virus de la EEV, repro-
ducia las observaciones hechas con
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Fig. 1. Particulas del virus de ia EEV ({flechas) corj o}ganiz

acidon paracristalina en

vesiculas citoplasmaéticas de una neurona en cerebro de ratén lactante. Se
ven particulas virales en el intersticio {cabezas de flechas). x60.000.

el virus de la selva de Semliki (SF)
(16, 17}, y confirmaba nuestras ob-
servaciones sobre el desarrollo del
virus de la EEV, en el corazén de los
ratones lactantes (18}, a través de
masas de viroplasmas similares a
las descritas inicialmente en ¢l ce-
rebro de los ratones inoculados con
este virus ( 8, 9, 15]). En lo que se
refiere a la multiplicacién del virus
de la EEV en las membranas celula-
res, nuestras publicaclones venian a
ratificar observaciones hechas con

ofros arbovirus como Chinkungun-
ya (19}, Aura (20} y Sindbis (21}. En
lo referente a la estructura de los
Togavirus y en particular del virus
de la EEV, nuestras observaciones
iniciales (22), vendrian a ser corro-
boradas por estudios posteriores so-
bre las espiculas de la envoltura vi-
ral con el virus SF (23, 24).

Estas observaciones sobre la
ultraestructura de las particulas del
virus de la EEV, sirven para sefalar
las posibilidades existentes de de-
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Fig. 2. Citoplasma y nucleo (N) de neurona en cerebro de raton lactante inoculado
con suerc de paciente con signos clinicos de encefalitis. Se observan nu-

cleoldes (cabezas de flechas) y particulas virales (flechas).

tectar e identificar como Togavirus a
cualquier agente viral que se multi-
plique en el cerebro de ratones lac-
tantes. Evidencias recientes sobre la
replicacion temprana de la cepa ate-
nuada TC-83 del virus de la EEV en
nucleos aislados de cerebros de ra-
tas {25], confirman la vulnerabilidad
selectiva del cerebro de los roedores
y su capacidad para multiplicar los
Togavirus. La importancia del MET
para lograr un diagnéstico preciso
ante una situacién epidémica como

x 50.000.

la vivida en el afio 1995, es mas no-
toria si destacamos la metodologia
sencilla que fue utilizada y la rapi-
dez con que pueden hacerse las ob-
servaciones, puesto que los ratones
lactantes se sacrifican un par de
dias después de la inoculacién in-
tracerebral. La precision de un
100% de positividad para la detec-
cién de particulas virales esta avala-
da por la precisa correlacion virolo-
gica ulterior de los hallazgos, a pe-
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sar de haber realizado el estudio
completamente a ciegas.

Finalmente debemos recalcar
como a pesar de haber logrado el
desarrollo de un modelo experimen-
tal para reproducir las lesiones in-
trauterinas provocadas por el virus
de la EEV (7, 26, 27) y corroborar
las observaciones hechas por Wen-
ger en la epidemia del afio 1962 (8},
luego de treinta afos de estudios
experimentales en ratones y en ra-
tas sobre la patologia ultraestructu-
ral viral (28, 29, 30} y la patogenia
de la infeccién in ufero {10, 26, 27),
lamentablemente en la epidemia del
afno 1995, se reprodujeron los he-
chos ya descritos (3, 10) y tuvimos
que conocer del nacimiento de nifios
con necrosis cerebral masiva y con
malformaciones cerebrales, nacidos
de las madres guajiras quienes pa-
decleron de encefalitis durante los
primeros meses del embarazo (Cede-
fio R., Valero-Fuenmayor N., Garcia
Tamayo, J. Nuevos aportes teratogé-
nicos del virus dela Encefalitis Equi-
na Venezolana. Memorias del Il
Congreso Internacional de Medicina
Perinatal. Maracaibo, Venezuela,
Octubre de 19986).

Es de esperar que este sencillo
trabajo sobre la aplicacion del MET
al diagnéstico virolégico, despierte el
interés de aquellos quienes deben
promover el desarrollo de estudios
multidisciplinarios para lograr la
erradicacién del virus de la EEV de
sus focos enzoéticos. No debemos
olvidar que ante una emergencia
epidémica, las autoridades sanita-

rias estan obligadas a aceptar lo que
la clinica, €l laboratorio y las mas
sencillas técnicas morfologicas tra-
dicionales o los métodos mas sofisti-
cados de Biologia Molecular deter-
mina sobre los males que aquejan a
nuestros ciudadanos de escasos re-
cursos.
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