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ACOTACIONES SOBRE EL VIRUS DE LA
ENCEFALITIS EQUINA VENEZOLAMNA

Bedsy E. Dutary

La cepa enzootica Magangue
del virus de la encefalitis equina
venezolana y sus dos variantes,
placa grande (PG} v placa pe-
quefia (PP}, aislada en células
Wera, se utilizaren para determi-
nar si las dos subpoblaciones vi-
rales y la cepa original tenian
diferente mortalidad en coba-
yos; los resultados mostraron
que si hay relacion entre el ta-
mafo de las placas v la sobrevi-
vencia de los cobayos inocu-
lados (X2 = 4.8, p < 0.05),
También se compard la sensibili-
dad del meétoda de cromatogra-
fia en columnas de hidroxiapati
to con la de cultivos en células
Vero para la deteccion de sub-
poblaciones wirales; las fraceio-
nes de mayor infectividad en la
cepa original v sus dos variantes
carrespondieron a la misma mao-
faridad 0.2; este meétodo detectd
solamente una poblacion wiral.

El virus de lu encefalitis equi-
na venezolana (VEE) pertencce
a la familin Togaviridae, género
Alfavirus (1, 2).
clento vemnticuatre copas aisladas

Ll estudio de

(13

a través de Latinoamérica v de
las Estados Unidos (3] demostrd
que es un complejo de virus
antigénicamente diferenciable v
con distintas manilestaciones pa-
togénicas {Tabla 1) Las lormasg
[-ABC,

50 'I'I'If‘:l'l'[illl..‘S prdra un allo prone

de actividad  epizodtica,

centaje de o caballos  inlfectados;
las [ormas de actividad eneadt
ca, [, I-E, L.{Hro, 11, TIL + IV,
pucden mlectar a los caballos,
pero producen niveles bajos de
viremia que generalmente no re-
sultan en enfermedades clinicas
{44,

Las cepas enzooticas do cste
virus alsladas en Panama ITI [-1
y I, parecen mantenerse en la
mdurialesa en un ado que n-
clive mosquites Cufex del sub-
venero Melengeonion v rocdores
duo
SERUSPIROSUS

silvestrcs lis  wesproeivs

Froechiimyvs (ma-

canguc) v Sigmodon fispidus
frata de algoddn). Estos rocido-
res se infectan v hacen circular
el virus durante un periodo de

dos a cuatro dias, a niveles su-
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leientes para nlectar o los mos-
guitas que chupan de

cllos ne mueren, sino que se re-

S0 RO

cuperan e la infeccion. En este
ciclo el hombre s solo un huesped
ooasional; sin embargo, los dos
alslamicntos originales de Pana-
ma sc lograron on scres lamanos
{6, 7, 8).

El ciclo mesquito-rocder-moes-
gquile es una lovma de mantener
eneedticn o] vicus, que es poco
virulento para los equinoes; pero
exisle uran wlerds seneral entee
los epidemiclogos en conocer la

procedencia del virus que es vi-

eulento para los  cquinos, ue

cpidemio-epl-
suramdérica, yooque

desila periodicas
wiotlag on
fue la causa de la epizootia de
969, cn Centroamérica,

A nosotros nes resulla alra
vente la hipolesis de que una
cpizootia puede resultar de la
catension del virus VEE de oun
loca de actividad ensodiica, de-
bido a Ja scleccion de subpobla-
clomes mas virulentas, al pasar ol
Virts  por clertas espeoies e
mosquitos, o por delerminados
rocilores silvestres, o tal vex, por
el misma caballo.

£
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Para poner a prueba esta hi-
poLesis necesitamos primers un
models que deteete en el labo-
rateria, los grades de patopeni-
cidad o virulencia de las subpo-
blaciones virales; v, ademads, un
meétodo  que  detecte pequedas
cantidades  de virus eplzodtico
potencialmente  presente en ce-
pas enzooticas de VEE, Este tra-
bajo utiliza al cobavo v las tée-
nicas cromatogrificas como po-
sibles métodos para lograr nues-
tro ohjetive,

Materiales y Métodos

Se utihzaron la
ganguc v

cepa Ma-
sus variantes, placa
grande  (PG) v placa pequena
(PP}, Magangué pertenece al
subtipo antigénico [-Otro (9) v
sicnde enzodtico, tiene caracte-
risticas intermedias entre las ce-
pas epizadticas v las enzodticas
de VEE {10}, La cepa prototipo
fue alslada en 1968 en Colom-
hia de un grupo de mosquitos
del género Mansonia (11}, que
o estdn comunmente indicados
como  vectores en el ciclo en-
zooticn. Esta cepa tuvo un pasa-
j¢ en ratones lactantes v dos pa-
sajes en cflulas Vero, En células
Vero  fue  posible  aislar  los
dos tamaios de placa (9, 10,
L2} gue también utilizamos, Las
PG omidicron 2.3 mm v las PP 1.2
mm, bajo condiciones estanda-
rizadas; ambas  [ueron pasadas
una vez en ratoncs lactantes v
cuatro veces en células Yera.
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Experimento en cobavas

Utilizamos  doce  Cavia  por-
ceflus (cobayos) de la cepa €13,
que ha demostrade ser un mo-
dele con curacteristicas similares
a la de los caballos {13). Los or-
ganizamos £n cuatro grupos, de
pesos similares. Los pesos oscila-
ron entre 200 v 530 pramos.

Con estos cuatro grupos forma-

mos al azar tres grupos de
cuatro cobayos cada uno, Las
inocculaciones  fueron  subcutd-

neas, con .2 ml de una dilu-
cion de virus que contenfa 200
unidades formadoras de placas
en 0.2 m. Al primer grupo se le
inoculd la cepa original de Ma-
gangué; al segundo grupo, la cepa
PGy al tercero, la cepa PP Los
animales se colocaron en jaulas
mdividuales v se observaron dos
veces #l dia, durante diez dias.
Los cobaves que mostraron sig-
nos de enfermedad fueron san-
grados retreorbitalmente v ¢l
suero se inoculd en eélulas Vero
para aislar ¢l virus. Los cobayes
sobrevivientes fueron anestesia-
dos con cter y sangrados por
puncién cardiaca. El suero obte-
nido se guardd a —-20°C,

Prueba serologica

Liis sucros de los animales so-
brevivientes fueron examinados
con la prucha de 90% de reduc-
ciom de placas en neutralizacion
(14} contra Magangué cepa ori-
@inal, PG y PP
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Cromatografia en columnas

Las columnas utilizadas mi-
den 0.9 x 10 cm; son de Pyrex,
con un filtro synterex. La mez-
cla de hidroxiapatita se obtuvo
comercialmente  (Bio-Rad Lab.,
Richmond, Calif.). Las sclucio-
nes amortiguadoras de fosfato
de potasio de veinticinco molari-
dades ascendentes que iban de
0.05 M a 1.0 M, pH 7.0, se
utilizaron para levigar la muestra
de 2 ml de virus diluido 1:10
en solucion salina halanceada de
Hanks, con 1% < suers bovine
fetal v antibiotice. Una vez que
el virus entrd en ia columna, se
le agregaron 2 ml de la solucién
amortipuadora con la molaridad
inicial, El liquido atravesé la co-
lumna por gravedad, Cada frac-
cion de 2 ml fue recosida en un
tubo  estérill mantenido a 4°C.
Despucs de obtener todas las
fracciones, se les agregd 1% de
alblmina de plasma bovino y se
ouardsd a —70°C,

Prueka de infeetividad

Cada una de las 25 fracciones
se tituld de 10— a 10-6 v se
inoculd 0,05 ml en cada hovo
de los platos Linbro (Linbro
Chemical Co, Haven,
Coom.} de 96 hoyos que conte-
nian monocapas de células Ve
ro. Se permitio la adsorcion del
virus durante una hora v luego
s¢ le agregd el medio (15). Los
platos se incubaron a 54°C du-
rante 48 horas al cabo de las
cuales se les agregd una segunda

MNow

capa de medio a la que se le
afiadio rojo neutral, Las placas se
contaron a las 18 horas,

Resultados

Los cuatro cobayos inocu-
lados con la cepa original de
Magangue se enfermauron, v tres
de ellos murieron entre ¢l cuar-
to ¥ el sexto dia. El cuarto co-
bavo que se recuperd, era el de
mayor peso v oedad; fuc posible
aislar el virus del suero de ese
animal al cuarto dia de inocu-
lado. Dos cobaves inoculados
con PG, murieron al sexto v al
séptimo  dia, respectlivamente.
Los dos restantes no mostraron
sintomas de infeccidn, pero las
pruebas de neutralizacidn indica-
ron la formaciom de anticuerpos.
Todos los cobayos que recibie-
ron PP osobrevivieron, sin mos-
trar sintomas de infeccidn por
VEL; sin embargo, los cuamo
desarrollaron anticuerpos neutra-
lizantes con titulos de 1:16 a
1:64 {Tabla No. 2)

Con la técnica de la cromato-
grafia en columna dehidroxiapa-
tito, las curvas de infectividad
de las cepas usadas como con-
troles fucron comparables a las
obtenidas por Jabrling v Eddy
(16) para ecsas mismas cepas de
VEE, Las [racciones ohtenidas
ent las columnas de hidroxiapati-
to de la cepa original de Magan.
gué v de PG y PP verificados en
Vero presentaron una sola maxi-
ma de mfeetividad que corres
pondio en cada caso a la melari-

futary: Acotaciones sobre virus de EFY 71



TAILA 2

EXFERIMENTO W CAVIA FORCELLUS {GOBAYOS)

THOZULADDS CON 1L CEPA MACARCUE

ANTICUERPOS EX

ENFERHOS HUERTOS SOBREN IVIENTES™
CEPA ORIGTHAL s Ifa B
TG B T4 44
T A4 Ll 16,16 LG, B4

* TITULOS DE
= DESFUZS DE IHOCULALDY

dad 0.2M. La cepa original de
Magangud ¢n la melaridad (L2
mostro de placas
grandes v
proporcion mas alta de placas
grandes, mientras que PGosélo

una mercla

podqueiias,  Conoound

maostre placas grandes v PP sélo
moslre placas pequenas [Tabla
New H).
Discusian

La cepa Magangué fue sclec-
cionaida por tener la Forma en-
rodticn de actividad, Son las ce-
pias enzooticas las i, i nuCslro
juicio, representan el punto de
partida en estudios que tiendan
a clarificar la aparicion ciclica
de las epimootias de VEE; ade
mas, Maganzué posce dos tama-
fios e placas que representan
las poblaciones heterogéneas que

() m‘p D A

[recuentomente
pohlacion viral.

Fl andlisis cstadistico de los
resultados obtenidos en cobavos,
al inocular la cepa original v osus

T2 Roviste Modica de Panama, 3:
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diferente
[

cdemuestra
(chi cuadrada
(L03); si hay pues

virtanles,
infeotividad
4.799; =
relaciém entre el tamaio de las
placas v la sobrevivencia de los
cobayes inoculados. La distinta
infectividad de la cepa original v
la de las poblaciones virales aisla-
das nos permite aceptar gue las
subpoblacienes virulentas contra
las no virnlentas pueden selee-
cionarse en un  pasaje, depen-
diendo del sustrato usado para
la multiphicacion del virus, por-
que sabemos (17) que el cambilo
e hospedere o de wejidos espe-
cilicos del  haspedera
puede en alteraciones
sienificativas de las propiedades

dentro
resultar

biclogicas del virus,

La técnica
utthzandeo la Torma hidroxiapati-
to del fosfato de calcio, repre-
sentaba otro método posible pa-
ra la separacion de las subpobla-
ciones virales que integran esta
cepa de VEE. La técnica se basa

cromatogralic,

AR -, 1ARD
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LHFELTIVIOAD EM CELULAS VERD DE LA CEPA MAGANGIE

LEVIGADAS CON DIFERENTES MOLARINADES
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en los diferentes rados de adhe-
sion de las proteinas a las super-
ficies solidas, debido a las cade-
nas iomicas de hidrdgeno o hi-
drofobicas (18). Nucstros expe-
rimentos, sin embargo, lograron
detectar una poblacidn viral con
wii sola maxima de inleetividad
correspondiente o la medeided
0.2, Cuando Ls va-
rantes separadas en oflulas Vero

wlilizamos

nucvamente abtuvimaos, en cada
caso, la maxima mlectividad oo
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la misma mefwided, 0.2, Enton-
ces no parece haber relacidon en-
tre las subpoblaciones aisladas
en Vero, siswiendo como crite-
rio el tamano de las placas v las
poblaciones logradas en lus co-
lummas  hidroxiapatito, que son
funcién de las careas en la su-
perlicie del airion,

La técnica cromatografica, sin
embargo, nos permitié comparar
la maxima infectividad de la ce
pa Magangue con la de las cepas
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utilizadas por Jahrling v Eddy
(16). La cepa Magangué estaria
incluida en el grupo LA, en ¢l
cual la mayor infectividad esta
entre las molaridades 0,192 v
0.220. Esto es similar a lo logra-
do por Pedersen y Eddy (19) en
clectroforesis v sitla a la cepa
Magangué en el patrdn alfa, jun-
to con las cepas “Trinidad-
donkey™ v “TC-83", ambas I-A
(3), Todo esto puede ser indica-
tivo de las relaciones genéticas
entre la cepa Magangué v las
otras cepas del grupo [-A, Po-
driamos decir gque Magangué po-
see clerta relacion con las cepas
enzodticas FABC v que bajo con-
diciones experimentales
mos lograr la seleccion gue ex-
plicaria la hipotesis propucsta.
Sin  embarge, debemos tener
presente que la cepa Magangué v
la. “Trinid  -donkey" presentan
tanto origenes geogrificos como

pode-

propicdades antigénicas diferen-
1cs,

SUMMARY

Guinea pigs were infected
with an enzootic strain of VEE
(Maganque) and 2 cloned sub-
populations [large and small
plague) to determine if a dif-
ference in mortality ratios ex-
isted. Results showed 75% mor-
tality among guinea pigs inog-
ulated with parental virus, 50%
among those inoculated with
large plague variants and 0%
of those inoculated with small
plague. An attempt was made
to separate large and small
plague subpopulation variants
using  hidroxylapatite colum
chromatography. Peak in-
fectivity for parental strain,
large and small plague sub-
populations were all found at
0.2 M and could not be dif-
ferentiated using this technigue.
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