
Invest cUn 36 (Sup 2): 311-321. 1995 

IDYUt CIin 18(3': 168-170. 1977 

Transmisión de cepas
suramericanas del virus de la 
Encefalitis equina Venezolana por 
mosquitos Aedes aegypti. 
Slavia Ryder'" y WiUtam F. Scherer"''''. 

"'Instituto de Investigaciones Clínicas. Facultad de Medicina. 
Universidad del Zulla, Apartado 1151, Maracaibo 4001-A, Venezuela 
y "''''Departamento de Microbiología. Cornell University Medical 
College, New York, N.Y., U.S.A. 

Resumen. Se hicieron ensayos de transmisión con cepas venezolanas, 
peruanas y colombianas del virus de la EncefaUtis equina Venezolana (EEV), 
y mosquitos Aedes aegypti. No se obtuvieron diferencias significativas en Jos 
porcentajes de transmisión, excepto con una cepa peruana (7101252), 
catalogada como un nuevo subtipo antigénico, cuyo porcentaje de transmi
sión fue muy bajo. Se concluye que A. aegyptt transmite eficazmente las 
cepas estudiadas, aunque no tiene capaoidad de selección entre las mismas. 

TraDsmission experimenta wltb soutb amertcan strains of 
Venezuelan equlne encepbaUUs virus and Aedes aegypti 
moaquttoes. 
Invest cUn 18(3):158-170. 1977. 

.Abstract. TransmiSSion experiments were performed using venezue
lan, peruvian and colombian strains of VEE virus and Aedes aegyptt 
mosquitoes. No statistical differences in percentage of transmission was 
found, except with one peruvian strain (7101252), probablya new antigenic 
subtype. We conclude that A. aegyptt transmitted south american strains of 
VEE virus but does not have the capacity of se1ection between strains. 

INTR.ODUCCION ca de la inhibición a]a hemag]utina

ción. Se logró de esta manera. dife


En 1969. Young y Johnson (14) renciar no sólo las cepas enzoóticas 

agruparon los diferentes tipos in de las epizoóticas. sino también se

munológicos del virus de la encefa parar1as según su lugar de origen. 

lltis equina venezolana (EEV). utili Sin embargo, la prueba requiere an

zando una modificación de la técni- tisueros preparados en 1a rata espi
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nosa (Proechirnys semiespinosusl, la 
cual no se encuentra disponible 
para la mayoría de los laboratorios 
que trabajan en este campo. 

Lasvariantesenzoóticaspueden 
ser diferenciadas en el laboratorio 
por otras pruebas. Las cepas enzoó
ticas producen placas grandes en 
cultivos de células de riñón de mono 
verde africano (Vero) mientras que 
las producidas por las epizoótlcas 
son de menor tamaño. El rango de 
pH de la prueba de hemaglutinaclón 
está alrededor de 6,2- 6,4 para las 
enzoóticas, y 6.0-6.2 para las epi
zoóticas (1). Sin embargo, estas 
pruebas adolecen de fallas. ya que 
se ha podido demostrar que ciertas 
cepas enzoóticas aglutinan a pH 
bajo. y que los subtlpos enzoótlcos 
III y IV Yla TC83 , la variante atenua
da usada como vacuna, producen 
placas pequeñas en células Yero (3). 

E1 mejor método hasta ahora co
nocido para distinguir entre cepas 
enzoóticas y epizoótlcasde la EEV, 
es inocular caballos, ya que se ha 
reportado (2, 13) que las cepas en
zoóticas producen niveles bajos de 
vtremia, enfermedad leve o no mani
fiesta y raramente mata caballos, 
mientras que las epizoótlcas produ
cen altas viremias y síntomas clíni
cos, y en ocasiones la muerte. Sin 
embargo, esta prueba resulta costo
sa y se necesitarían facilidades de 
laboratorio muy complejas. 

Es conocido que ciertos mosqui
tos están involucrados únicamente 
en los ciclos epizoótlcos de la EEV y 
no en los enzoóticos (7, 12); por lo 
tanto, se pensó que la competencia 
de un mosquito en transmitir una 

cepa determinada podría servir 
como indicador entre cepas enzoótl
casy epizoóticas. Experimentos pre
vios comparando Aedes taeniorhyn
chus y Aedes aegypti, probados vec
tores epidémicos (9, 11), demostra
ron que transmitían mas eficazmen
te las cepas epizoóticas de Centroa
mérica y México, que las enzoótlcas 
(4). 

Nuestro propósito 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. 

MAlERIAL Y METODOS 

Virus.- Tres aislamiento hechos 
en el Laboratorio de Virología del 
Instituto de Investigación Clínica, a 
partir de humanos, durante las epi
demias de EEV ocurridas en el Es
tado Zulia eÍllos· años 1968, 1969 Y 
1973 (6, 10), fueron utilizadas du
rante el experimento. La historia de 
estos aislamientos, así como algu
nas de sus propiedades, pueden ob
servarse en la Tabla I. El pH fue 6,2 
Y los tres produjeron placas peque
ñas en células Yero. 

Otros tres aiSlamientos del virus 
de la EEV, provenientes del Perú, 
fueron estudiados a continuación. 
Dos de ellos. cepas 7101249 y 
7101252 fueron aisladas de mos
quitos en Iquitos, Perú, 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 Pacífico en 1973. 
71D1249 ha sido caracterizada en 
Panamá como subtipo ID, y 
71D1252 es. posiblemente. un nue
vo subtipo ya que reacciona con los 
subtipos 1 y m(8). Tanto la suspen
sión original de mosquitos de la cepa 
71D1252 como el primer pasaje en 
ratones lactantes fueron sensibles a 
la temperatura de incubación: se 
obtuvieron títulos más altos entre 
34 o - 37°C (resultados no publica
dos). 

Se incluyó, además, la cepa 
59145. aislada del cerebro de un 
hámster centinela expuesto en la 
región del Tibú. Santander. Colom
bia. Esta cepa probablemente repre
senta una cepa enzoótica ya que 
proviene de una zona boscosa y hú
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 Jmposible un estudio 
comparativo. 

Pupas de A. aegypti provenien
tes de una colonia establecida en el 
Departamento de Microbiología de 
la Facultad de Medicina de la Uni
versidad de Cornell. fueron trasla
dadas a una jaula de malla metálica 
y colocadas en un incubador a 28°C 
y 6O-700Al de humedad relativa. Se 
permitió la emergencia de los adul
tos los cuales fueron alJmentados 
con solución saturada de glucosa. 
Aproximadamente cada 7 días se 
permitió que las hembras se alimen
taran sobre un ratón normal. colo
cando luego una toalla de papel en 

un envase con agua destilada. para 
el depósito 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 permitía la emergencia de las lar
vas bajO vacío 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 ó seis días des
pués aparecían las pupas que eran 
trasladadas en un envase con agua 
destilada a una jaula de malla me
tálica. Dos ó tres días después emer
gían los adultos. los cuales eran 
mantenidos sin glucosa hasta el 
momento del experimento (general
mente 24-28 horas). 

Curvas de vlremia.- Para deter
minar el momento apropiado para 
que los mosquitos se alimentaran de 
sangre virémica, se utilizaron háms
ters adultos de 8 semanas de edad. 
Los animales fueron inoculados por 
vía subcutánea con 0.2 mI de una 
suspensión del virus que contenía 
1000 unidades formadoras de pla
cas (ufp), y sangrados por punción 
cardíaca usando 0,1 mI de heparina 
200 U/mI, a las 24, 30 y 48 horas 
después de la infección. Las mues
tras fueron guardadas a -70°C hasta 
el momento de las titulaciones que 
fueron hechas en cultivos de f1bro
blastos de embrión de pol1o con me
dio solidificado con agar. 

Los títulos pueden verse en la 
Tabla n. Con excepción de 

Investigación Clínica 36 (Sur 2): 1995 
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TABlAR 
11TULOS DE VlREMIA EN HAMSTERS DESPUES DE LA INOCULACION 

SUBCUTANEA DE DIFERENTES CEPAS DEL VIRUS DE LA EEV 

CeJ-y
No. de 

Tltulos de VIJ'emIa en hamstenta por hcns deapuftI 
de la lnoouIadim 

Ttempode 
lIObnMda 

Pasajes 
2~ 30 !! endlas 

ElJ68 6.3 7.3 7.5 3 

RLpl. FEppl 6.2 7.4 7.1 3 

El23/69 5.8 6.6 6.6b 

RLpI. FEPpI 6.7 7.4b 

5.8 6.5 6.4 3 

E541/73 5.9 6.9b 

RLPI. FEppl 6.6 6,9 7.1 3-5 
5.0 6.2 6.3 3-5 

7101249 8.1 7.5b 

RLpI. FEPp2 6.9 7.0 6.0b 

7.8 7.7 7.0 3 

7101252 5.7 6.7 7.7 6 
RLPI. FEPpI 4.8 5.8 6.2 17-20 

6.1 7.0 5,8 8 

52/73 6.7 7.3 6.7 3-5 
RLp3. FERPp2 7.0 7.9 8.0 3-5 

7.1 7.9 6.9 3-5 

59145 6.5 7.0 6.6 3 
RLp2. FEppl 6.6 7.6 7.1 3 

7,8 Z~ 7.2b 

a ntuJ08eloglO FEP ufp/O.2 mo de sangre de cada hámster. 
b Murió después de ser sangrado 

71DI252. puede apreciarse que la 
viremla alcanzó los niveles más altos 
a las 30 horas. manteniéndose esta
ble hasta las 48 horas o disminu
yendo marcadamente. Los animales 
murieron entre 3 a 5 días. 71D1252 
se comportó de manera diferente. 

Vol. 36 (Sup 2': 311-321. 1995 

alcanzando el nivel más alto de vire
mla a las 48 horas (no se tomaron 
muestras mas tardías) y los anima
les murieron entre 6 y 20 días. Se 
escogió 30 horas como el tiempo 
ideal para el experimento de trans
mlstón con todos los virus. a excep
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ción de 71D 1252 que fue hecho a las.Ji. : .tl0J1 anestesiados con Nembutal 5-6 
48 horas,' ; 

Experimentos de transmisi6n.
A. aegyptide 1 a 2 días se les' p'ertnJ
tió aUmentarse sobre un hámster 
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 plásticos con boca ancha 
cubiertos con una malla de nylon 
(generalmente 20 en cada uno). 
Dentro se colocó un envase con 
agua y toalla de papel para el depó
sito de los huevos. y sobre la malla 
se colocó un algodón impregnado de 
solución saturada de glucosa. Los 
envases fueron colocados en un in
cubadora 28°C y 60-70% de hume
dad relativa. yel algodón era hume
decido diariamente con la solución 
saturada de glucosa. 

Para detenninar la cantidad del 
virus ingerido el día O. algunas hem
bras ingurgitadas de sangre fueron 
colocadas en un envase plástico. 
anestesiadas con dióxido de carbo
no. colocadas individualmente en 
botellas de vidrio que contenían 1 mI 
de 1 % albúmina bovina en Hanks. 
300 unidades de penicilina y 300 ug 
de estreptomicina. y congeladas a 
-70°C. 

.El dja. anterior al experimento de 
tran.smisión. las hembras en .los en
vases .grandes fueron. anestesiadas, 
con C02 y colocadas individ\lalmenr 
te-~n envases de cartón con malla·de. 
nylon en la ,bocaí . El día del experi-. 
mento, ratones de 3-4 semanas de 
edad. afeitados en el abdomen. fue

·mg/ml·porvía intraptritoneal U$an

do O;'l'.mI por lO ~lde' p~so. Los 
ratones fueron colocados indivi

. d\t'almente sobre la mana por una 
hora y luego devueltos a. su jaula 
respectiva. numerándolos igual que 
su mosquito correspon~iente. Las 
hembras. hubiesen tomado sangre 
o no, fueron anestesiadas con C02 
y colocadas individualmente en bo
tenas de vidrio que contenían la mis
ma solución descrita previamente. y 
congeladas a -70°C. Los ratones fue
ron observados durante dos o tres 
semanas y las muertes registradas. 

Los mosquitos fueron descónge
lados y triturados en un mortero. 
anotando la presencia o ausencia de 
sangre. La suspensión fue centrifu
gada a 104 g por 20 minutos a O°C. 
el sobrenadante distribuído en alí
cuotas y congelado a -70°C. Las sus
pensiones fueron tituladas en culti
vos de fibroblastos de embrión de 
pollo con medio solidificado con 
agar. 

RESULTADOS 

En la Tabla lIT podemos ver los 
resultados obtenidos en los experi
mentos de transmisión con las ce
pas epizoóticas venezolanas. 

Obsérvese que la cantidad de 
viru~ ingerida etdía Ofue lo sufi<;:\en
temente alta cOmO para iIúectar el 
67% de los mosquitos el t;líalO,'Y 
78% el día 14:.- con.la cepa E,I/68; 
75% el día. 14 con E~;23/69; y 92% 
e}dí<l 1,4 con E541/73. Transmisión 
del virus se obtuvo en un 75% el día 
10 y 86% el día 14 con EI/68; 83% 
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el día 14 con E 123/69: y 71% el día 
14 con E541/73. 

En la Tabla IV se resumen los 
resultados obtenidos con las tres 
cepas peruanas. 7101249 infectó el 
92% de los mosquitos el día 12. 
obteniéndose un 75% de transmi
sión. 7101252 se comportó de ma
nera singular. Los títulos del virus el 
día O fueron muy bajos. y aunque 
el día 15 las hembras picaron a los 
ratones en un alto porcentaje. sólo 
7 de 28 (25%) contenían virus. lo
grándose tan sólo un 29% de trans
misión. Con la cepa 52/73. los títu
los el día O fueron también bajos. lo 
que quizás contribuyó a que sólo un 
9% de las hembras resultaran infec
tadas: sin embargo. se logró un 64% 
de transmisión el día 16. 

Con 59145 se obtuvieron títulos 
altos el día O. lo que hizo que el 100% 
de las hembras resultaran infecta
das; a pesar de ello. sólo un 42% 
transmitió la infección a los ratones 
a los 14 días fI'abla V). 

81au'flcaclón estadfstica.- No 
hubo diferencia estadística signtil
cattva entre los virus epizoóticos ve
nezolanos y el peruano, ni entre los 
enzoóticos 7101249 y 59145. ni en
tre epizoóticos y enzoóticos entre sí. 
Comparando los eptzoóticos con 
cada uno de los enzoóticos. se obtu
vo diferencia stgntilcativa entre és
tos y la cepa colombiana (p = 0.25) 
pero no con la peruana. 

Entre 7101252 y las cepas epi
zoóticas se obtuvo diferencia stgntil
cattva (p = 0.008). pero no con las 
enzoóticas. 

DISCUSION 

Los ensayos de transmisión he
chos anteriormente en Cornell con 
mosquitos Aedes aegypti y cepas 
eptzoóticas y enzoóticas de Centroa
mérica (4) revelaron diferencias en 
el porcentaje de transmisión (40
70% con las enzoóticas y entre 80
1000/0 con las epizoóticas el día 17). 
pero no tan marcadas como las ob
tenidas utilizando Aedes tae
niorhynchus (100% con las epizoó
ticas y OOA! con las enzoóticas). Esto 
podría Significar que las cepas del 
virus epizoótico tendrían ventaja de 
sobrevida sobre las cepas enzoóti
caso en aquellas regiones donde el A. 
taeniDrhynchus prevalece. 

Si bien nuestra experiencia se 
limitó a mosquitos A. aegypti. es 
interesante señalar las diferencias 
obtenidas en el porcentaje de trans
misión con las cepas estudiadas. 
Definitivamente A. aegypti no es un 
vector eficiente de la cepa 7101252. 
lo que epidemiológicamente signtil
caria que en regiones donde ambos 
coincidan. no sería muy factible el 
mantenimiento de un ciclo en la na
turaleza. 

Las demás cepas de la EEV es
tudiadas se comportaron de manera 
similar. 10 cual significa que A. 
aegypti no tiene una capacidad de 
selección tan marcada como A. tae
niorhynchus. y no favorecería la 
transmisión de una cepa sobre la 
otra. 

Sin embargo. A. aegypti resultó 
ser un vector eficiente de las cepas 
epidémicas venezolanas. lo que lo 
haria constituirse en un buen dise-
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minador de la infección entre huma
nos en momentos epidémicos. Esto 
fue corroborado en la epidemia que 
afectara a poblaciones del oriente 
venezolano en 1966 (tI). 

A. aegypti es un mosquito urba
no y. debido a las fallas en las cam
pañas de erradicación. ha reinfesta
do recientemente extensas zonas del 
Caribe y norte de suramerica (5). 
Esta reinvasión ha alcanzado la 
Guajira colombiana. y no es de du
dar. aunque no tenemos datos cer
teros. que en Venezuela la situación 
sea similar. 

Es factible, por tanto. que en 
momentos epidémicos la disemina
ción 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, además, el responsable del man
tenimiento y propagación del viruS 
dengue en el Caribe y norte de Su
ramérica. 
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