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TRANSMISION DE CEPAS SURAMERICANAS DEL VIRUS
DE LA ENCEFALITIS EQUINA VENEZOLANA POR
MOSQUITOS AEDES AEGYPTI

Slavia Ryder* y William F. Scherer**

RESUMEN

Se hicieron ensayos de transmisidon con cepas vene-
zolanas, peruanas y colombianas del virus de la ence-
falitis equina venezolana (EEV), y mosquitos Aedes
aegypti. No se obtuvieron diferencias significativas en
los porcentajes de transmision, excepto con una cepa
peruana (7101252), catalogada como un nuevo subtipo
antigénico, cuyo porcentaje de transmision fue muy
bajo. Se concluye que A. cegypti transmite eficazmente
las cepas estudiadas, aungue no tiene capacidad de
seleccion entre las mismas.

INTRODUCCION

En 1969, Young y Johnson {14) agruparon los diferentes tipos inmu-
noldgicos del virus de la encefalitis equina venezolana (EEV), utilizando
una modificacién de la técnica de inhibicion de !a hemaglutinacitn. Se
logrd de esta manera, diferenciar no solo las cepas enzodticas de las epizoé-
ticas, sino también separarlas segin su lugar de origen. Sin embarge, la
prueba requiere antisueros preparados en la rata espinosa (Proechimys
semiespinosus), 1a cual no se encuentra disponibie para la mayoria de los
lahoratorios que trabajan en este campo.

* Instituto de Investigacion Clinica, Apartado 1151, Facultad de Medicina, Univer-
sidad del Zulia. Maracaibo, Venezuela.
** Departamento de Microbiologia, Cornell University Medical College, New York,
N.Y, US.A.



Las variantes enzodticas y epizodticas pueden ser diferenciadas en
el laboratorio por otras pruebas. Las cepas enzooticas producen placas
grandes en cultivos de células de rifion de mono verde africano (Vero),
mientras que las producidas por las epizoGticas son de menor tamafio,
El rango de pH en la prueba de hemaglutinacion esta alrededor de 6,2-6 4
para las enzodticas, y 6,0-6,2 para las epizooticas (1). Sin embargo, estas
pruebas adolecen de fallas, ya que se ha podido demostrar que ciertas
cepas enzogticas aglutinan a pH bajo, y que los subtipos enzodticos [ y
1V y la TC83, la variante atenuada usada como vacuna, producen placas
pequeifias en células Vero (3).

El mejor método hasta ahora conocido para distinguir entre cepas
enzofticas y epizodticas de la EEV, es el inocular caballos, ya que se ha
reportado (2,13} que las cepas enzodticas producen niveles bajos de vire-
mia, enfermedad leve o no manifiesta y raramente mata caballos, mientras
que las epizodticas producen altas viremias y sintomas clinicos, y en oca-
siongs la muerte. Sin embargo, esta prueba resulta costosa y se necesi-
tarian facilidades de laboratorio muy compiejas.

Es conocido.que ciertos mosquitos estdn involucrados Gnicamente en
los ciclos epizodticos de la EEV y no en los enzadticos {7, 12); por lo
tanto se pensd gue la competencia de un mosquito en transmitir una cepa
determinada podria servir como indicador entre cepas enzodticas y epi-
zooticas. Experimentos previos comparando Aedes taeniorhynchus y
Aedes aegypti, probados vectores epidémicos (e, 11), demostraron que
transmitian mas eficazmente las cepas epizoGticas de Centroamérica y
México, que las enzodticas (4).

Nuestro proposito fue el de extender estos estudios utilizando cepas
suramericanas de la EEV; algunas de ellas aisladas durante epidemias de
la enfermedad, y otras en regiones donde no ha habido actividad manifies-
ta de este agente.

MATERIAL Y METODOS

Virus.— Tres aislamientos hechos en el laboratoric de Virologia del
Instituto de Investigacion Clinica, a partir de humanos, durante las epi-
demias de EEV ocurridas en el Estado Zulia en los afios 1968, 1969 y
1973 {e, 10), fueron utilizados durante el experimento. La historia de
estos aislamientos, asi como algunas de sus propiedades, pueden obser-
varse en la Tabla [. E! pH optimo fue 6,2 y los tres produjeron placas
pequefias en células Vero.

Otros tres aislamientos del virus de la EEV, provenientes del Perd,
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fueron estudiados a continuacion. Dos de ellos, cepas 7101249 y 7101252
fueron aisladas de mosquitos en Iquitos, Perd, en ausencia de reconocida
enfermedad en humanos. La cepa 52/73 fue aislada del suero de un burro
durante una epidemia de la enfermedad en la costa norte del Pacifico en
1973. 7101249 ha sido caracterizada en Panamd como subtipo 1D, y
71D1252 es, posiblemente, un nuevo subtipo ya que reacciona con los
subtipos 1y 111 (s). Tanto la suspension original de mosquitos de la cepa
71D1252 como el primer pasaje en ratones lactantes fueron sensibles a
{a temperatura de incubacién: se obtuvieron titulos mas altos entre 34° -
37°C que a 39°- 40°C (resultados no publicados).

Se incluyd, ademas, la cepa 59145, aislada del cerebro de un hamster
centinela expuesto en la region del Tibd, Santander, Colombia. Esta cepa
probablemente representa una cepa enzo0tica ya que proviene de una zona
boscosa y himeda.

Vectores.— Mosquitos Aedes aegypti fueron utilizados en todos los
experimentos. Lamentablemente, dificultades en el mantenimiento de fa
colonia de Aedes taeniorhynchus hicieron imposible un estudio compara-
tivo.

Pupas de A. aegypti provenientes de una colonia establecida en el
Departamento de Microbiologia de la Facultad de Medicina de la Univer-
sidad de Cornell, fueron trastadadas a una jaula de malla metdlica y colo-
cadas en un incubador a 28°C y 60-70% de humedad relativa. Se permitio
la emergencia de los adultos los cuales fueron alimentados con solucion
saturada de glucosa. Aproximadamente cada 7 dias se permitid que las
hembras se alimentaran sobre un ratén normal, colocande fuego una toalla
de papel en un envase con agua destilada, para el depésito de los huevos.
La toalla era retirada antes de cada comida, secada a temperatura ambien-
te, 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 larvas
bajo vacio por 1-2 horas, Luego éstas eran ¢colocadas en una vasija redonda
esmaltada y alimentadas diariamente con una mezcla de levadura y alimen-
to de ratas finamente pulverizado. Cinco 0 seis dias después aparecian las
pupas que eran trasladadas en un envase con agua destilada a una jaula de
malla metdlica. Dos 6 tres dias después emergfan los adultes, {os cuales
eran mantenidos sin glucosa hasta el memento del experimento (general-
mente 24-48 horas),

Curvas de viremia.~ Para determinar el momento apropiado para que

los mosquitos se alimentaran de sangre virémica, se utilizaron hamsters
adultos de 8 semanas de edad. Los animales fueron inoculados por via
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subcutdnea con 0,2 ml de una suspension del virus que conteniz 1000
unidades formadoras de placas (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 muestras fueron guardadas a -70°C hasta el momento de
fas titulaciones que fueron hechas en cultivos de fibroblastos de embrion
de pollo con medio solidificado ¢on agar.

Los titulos pueden verse en la Tabla tl. Con excepcion de 7101252,
puede apreciarse que la viremia alcanz0 los niveles mas altos a las 30 horas,
manteniéndose estable hasta las 48 horas o disminuyendo marcadamente,
Los animales murieron entre 3 a 5 dias. 71D1252 se comport6 de manera
diferente, alcanzando el nivel mas alto de viremia a las 48 horas {no se
tomaron muestras mas tardias) y los animales murieron entre 6y 20 dias,
Se escogio 30 horas como el tiempo ideal para el experimento de transmi-
sibn con todos los virus, a excepcion de 7101252 gue fue hecho alas 48
horas.

Experimentos de transmision.— A. aegypti de 1a2 dfas se les permitid
alimentarse sobre un hamster inoculado 30 horas antes (48 para 7101252)
con el virus respectivo. Aproximadamente 80 hembras ingurgitadas de
sangre fueron trasladadas con un aspirador de boca a envases plasticos
con boca ancha cubiertos con malla de nylon {(generalmente 20 en cada
uno). Dentro se colocé un envase con agua y toalla de papel para el depé-
sitc de los huevos, y sobre !a malla se colocd un algodon impregnade
de solucion saturada de giucosa. Los envases fueron colocados en un incu-
bador a 28°C y 60-70% de humedad relativa, y el algodon era humedecido
diariamente con la solucidn saturada de glucosa.

Para determinar la cantidad de virus ingerido el dia 0, algunas hembras
ingurgitadas de sangre fueron colocadas en un envase plastico, anestesiadas
con didxido de carbono, colocadas individualmente en botellas de vidrio
gue contenian 1 mi de 1% albimina bovina en Hanks, 300 unidades de
penicilina y 300 ug de estreptomicina, y congeladas a -70°C.

El dia anterior al experimento de transmision, las hembras en los
envases grandes fueron anestesiadas con 02 y colocadas individualmente
en envases de cartén con malla de nylon en la boca. El dia del experi-
mento, ratones de 3-4 semanas de edad, afeitados en el abdomeri, fuergn
anestesiados con Nembutal 5-6 mg/ml por via intraperitoneal usando 0,1
mi por 10 g de peso. Los ratones fueron colocados individualmente sobre
la malla por una hora y luego devueltos a su jaula respectiva, numeran-
dolos igual que su mosquito correspondiente. Las hembras, hubiesen
tomado sangre o nd, fueron anestesiadas con CO2 y colocadas individual-
mente en botellas de vidrio que contenfan la misma solucidn descrita
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TABLA 1l

TITULCS DE VIREMIA EN HAMSTERS
DESPUES DE LA INOCULACION SUBCUTANEA
DE DIFERENTES CEPAS DEL VIRUS DE LA EEV

Titulos de viremia en hamsters® Tiempo de sobrevida

Cepasy por horas después de la inoculacién en dias
N° de pasajes 24 30 48
E1/68 6,3 7,3 75 3
RLpl, FEPpl 6,2 7,4 7,1 3
E123/69 58 6,6 6,6P -
RLpl, FEPpl 6,7 74P - -
58 6,5 6,4 3
E541/73 5.9 6,9P - -
RLpl, FEPpI 6,6 6,9 71 3.5
5,0 6,2 6,3 2.5
71D1249 8,1 7,50 - -
RLpl, FEPp2 69 7.0 6,0° -
78 7,7 7,0 3
71D1252 5.7 6,7 7,7 6
RLpl, FEPpl 48 58 6,2 1720
6,1 7,0 58 8
52/73 6,7 7,3 6,7 35
RLp3, FEPp2 7,0 7.9 8,0 35
. 71 7.9 69 3.5
59145 6,5 7,0 6.6 3
RLp2, FEPpl 6,6 7.6 7,1 3
78 78 7.2P -

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

b Murié después de ser sangrado.

previamente, y congeladas a -70°C. Los ratones fueron observados durante
dos o tres semanas y las muertes registradas.

Los mosquitos fueron descongelados y triturados en un mortero, ano-

tando la presencia o ausencia de sangre. La suspension fue centrifugada
a 10* g por 20 minutos a 0°C, el sobrenadante distribuido en alicuotas

163



y congelado a -70°C. Las suspensiones fueron tituladas en cultivos de fibro-
blastos de embrion de pollo con medio solidificado con agar,

RESULTADOS

En la Tabla !l podemos ver los resultados obtenidos en los experi-
mentos de transmision con {as cepas epizadticas venezolanas.

Obsérvese que fa cantidad de virus ingerida el dia 0 fue lo suficiente-
mente alta como para infectar el 67% de los mosquitos el dia 10, y 78%
el dia 14, con la cepa EI/B8; 75% e! dia 14 con E123/69; y 92% ¢l dia
14 con £541/73. Transmision del virus se obtuvo.en un 75% el dia 10 y
86% el dia 14 con E1/68;83% el dia 14 con E123/69;y 71% el dia 14
con E541/73.

En fa Tabla IV se resumen los resultados obtenidos con las tres cepas
peruanas. 7101249 infectd el 92% de los mosquitos el dia 12, obtenién-
dose un 75% de transmision. 7101252 se comport6 de manera singular.
Los titulos de! virus el dia O fueron muy bajos, y aunque e} dia 15 las
hembras picaron a los ratones en un alte porcentaje, solo 7 de 28 {25%)
contenian virus, logréndose tan sdloun 29% de transmisién. Con la cepa
52/73, los titulos el dia 0 fueron también bajos, lo que quizés contribuy6
a que solo un 29% de las hembras resuftaran infectadas; sin embargo, se
fogrd un 64% de transmision el dia 16.

Con 59145 se obtuvieron titulos altos el dia 0, lo que hizo que el
100% de las hembras resultaran infectadas; a pesar de ello, solo un 42%
transmitid fa infeccion a los ratones alos 14 dias (Tabla V)

Significacion estadistica.— No hubo diferencia estadistica significativa
entre los virus epizodticos venezolanos y el peruano, ni entre los enzodti-
cos 7101249 y 59145, ni entre epizodticos y enzodticos entre si. Com-
parando ios epizoGticos con cada ung de los enzodticos, se obtuvo diferen-
cia significativa entre éstos y la cepa colombiana {p =0.25) peronocon la
peruana.

Entre 71D1252 y las cepas epizodticas se obtuvo diferencia significa-
tiva {p =0.008}, pero no con las enzodticas.

DISCUSION

Los ensayos de transmision hechos anteriormente en Cornell con mos-
quitos Aedes aegypti ¥ cepas epizodticas y enzodticas de Centroamérica
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(4), revelaron diferencias en el porcentaje de transmisian (40-70% con las
enzodticas y entre 80-100% con las epizooticas el dia 17}, pero no tan
marcadas como las obtenidas utilizando Aedes teeniorhynchus (100%
con las epizooticas y 0% con las enzooticas). Esto podria significar que
las cepas de virus epizodtico tendrian ventaja de sobrevida sobre las cepas
enzooticas, en aquellas regiones donde el A. taeniorhynchus prevaiece.

Si bien nuestra experiencia se limitd a mosquitos A. aegypti, es intere-
sante sefialar las diferencias obtenidas en el porcentaje de transmision
con las cepas estudiadas. Definitivamente 4. aegypti no es un vector
eficiente de 1a cepa 7101252, lo que epidemiclogicamente significaria
que en regiones donde ambaos coincidan, no seria muy factible el mante-
nimiento de un ciclo en fa naturaleza.

Las demds cepas de EEV estudiadas se comportaren de manera simiiar,
lo cuat significa que 4. eegypti no tiene una capacidad de seleccion tan
marcada como 4. taeniorhynchus, y no favoreceria la tramsmision de una
cepa sobre la otra.

Sin embargo, A. eegypti resultd ser un vector eficiente de las cepas
epidémicas venezolanas, lo que lo haria constituirse en un buen disemi-
nador de fa infeccion entre humanos en momentos epidémicos, Esto fue
corroberado en {a epidemia gue afectara a poblaciones del eriente venezo-
Jlano en 1966 (11).

A. aegypti s un mosquite urbano y, debido a las faflas en las campafias
de erradicacion, ha reinfestado recientemente extensas zonas del Caribe y
norte de suramérica (s). Esta reinvasién ha alcanzade fa Guajira colom-
hiana, y no es de dudar, aunque no tenemos datos certeros, que en Vene-
zuela la situacion sea similar,

Es factible, por tanto, que en momentos epidémicos la diseminacion
del virus sea mayor si contamos con la presencia de varios vectores eficien-
tes. Se hace necesarip, entonces, un control de este mosquito gue es,
ademds, el responsable del mantenimiento y propagacion del virus dengue
en el Caribe y norte de Surameérica.
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ABSTRACT

Transmission experiments with south american strains of Venezuelan
equine encephalitis virus and Aedes aegypti mosquitoes. Ryder S. {Inst-
tuto de Investigacién Clinica, Apartado 1151, Maracaibo, Venezuela),
Scherer W.F. tnvest. Clin. 18¢3): 158-170, 1977, Transmission experiments
were performed using venezuelan, peruvian and colombian strains of VEE
virus and Aedes aegypti mosquitoes. No statistical differences in percen:

tage

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.
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