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L VIRUS

OROPOUCHE. TRANSMISION
EN EL LABORATORIO
POR CULEX QUINQUEFASCIATUS"

Alfred L. Hoch,? Francis

INTRODUCCION

En la actualidad el virus Oro-
pouche (ORO) es la principal causa de
cpldermas de arbovirosis en la cuenca
amazdnica. Los resultados de detallados
estudios epidemioldgicos y entomoldgi-
cos que se efectuaron durante varias epi-
demias de ese tipo, asi como investiga-
ciones sobre la transmisién realizadas en
el laboratorio, demuestran claramente
que Culicoides (C.) paraensis (Goeldi) es
el principal vector de la fiebre de Oro-
pouche en las zonas urbanas (1-6). El vi-
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rus ORO es entonces el primer arbovirus
de reconocida trascendencia para la salud
publica transmitido por jejenes hematd-
fagos del género Culicoides. Sin em-
bargo, el aislamiento del virus ORO en
tres grupos de especimenes de Culex
(Cx.) quinquefasciatus Say y la presencia
de casos de infeccién en el hombre en
zonas urbanas con densas poblaciones de
C. paraensisy Cx. quinquefasciatus sehia-
laron la posibilidad de que este mosquito
urbano comiin fuera un vector del virus
ORO (1, 3, 6). En este articulo se informa
sobre investigaciones que se efectuaron
en el laboratorio para comprobar y cuan-
tificar la eficacia de Cx. quinguefasciatus
en la transmisién mecinica y bioldgica
del virus ORO.
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MA’I‘ERIALES

Y METODOS

Mosquitos

Durante 1975 y 1978 en di-
versos sitios de Belém, estado de Pari,
Brasil, se recolectaron hembras adultas
de Cx. guinguefasciatus que se em-
plearon en los estudios sobre la transmi-
sion. Los dos primeros experimentos rela-
cionados con la transmision se efectuaron
con especimenes de Cx. guinguefasciatus
provenientes de colonias obtenidas a par-
tir de ejemplares capturados en su medio
natural en 1975. El tercer experimento se
llevd a cabo con poblaciones de laborato-
rio integrantes de la primera generacién
filial de hembras de esa especie captura-
das sobre el terreno en 1978. Se conser-
varon todos los especimenes en el labora-
torio a 26,5 °C, con una humedad
relativa del 95 % y petiodos alternados de
12 horas de luz y 12 horas de oscuridad.
A los ejemplares adultos de Cx. guin-
quefasciatus se les proporciond una solu-
cién de sacarosa al 10%.

Tres o cuatro dias después de
llegar a la forma adulta, se permiti6 a los
mosquitos alimentarse con la sangre de
un himster con viremia. Para esto, 24
horas antes de cada intento de que efec-
tuaran la succibn se retiraba la solucién
de sacarosa de la jaula que contenia los
mosquitos. Los recipientes para ovipos-
tura también se retiraban durante los
petiodos destinados a la succién, pero es-
taban a disposicion de las poblaciones de
especimenes de prueba el resto del
tiempo.

Cepas de virus y ensayos

En informes antetiores (1, 4,
7), se han indicado los métodos utiliza-
dos para aislar e identificar los virus y
para las pruebas serolégicas. En todas las
pruebas se usé el prototipo Belém del
virus ORO (Be An 19991). Ya se han pre-
sentado en otro informe los datos concer-
nientes a esta cepa, incluso los relaciona-
dos con los pases (5).

Transmision biologica

Se incitd a hembras adultas de
Cx. quinquefasciatus a alimentarse con
sangre infectante colocando un himster
con viremia inmovilizado en una jaula de
28,3 dm? de capacidad, que contenia en-
tre 200 y 350 mosquitos adultos. Des-
pués de 90 minutos de exposicion, se re-
tird el hamster y se reunieron y colocaron
en una jaula distinta los mosquitos ati-
borrados de sangre. Todos los intentos de
que se efectuara la succién se realizaron
durante el periodo de 12 horas de oscuri-
dad. Nunca se mezclaron los grupos de
mosquitos alimentados con la sangre de
distintos hamsters con viremia y se consi-
derd que estaban potencialmente infec-
tados todos los especimenes que chu-
paron esa sangre.

Para comprobar la transmi-
sidon del virus se emplearon hamsters do-
rados de Siria jévenes (de 21 a 23 dias de
edad), que fueron expuestos en forma
individual a las picaduras de uno o mis
mosquitos entre tres y 21 dias después de
que estos succionaran sangre infectante.
Los mosquitos usados en cada prueba de
transmisién se conservaron congelados a
—70 °Cy mis tarde se investigd en ellos
la presencia de virus. Los himsters de ex-
perimentaci6n se utilizaron solo una vez
durante la serie de pruebas de transmi-
sién. Después del periodo de exposicién,
se aislaron y observaron durante 21 dias
con el fin de detectar signos de enferme-
dad en aquellos hiamsters que habian
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sido picados por mosquitos potencial-
mente infectados. Mediante la prueba de
neutralizacién y reduccidén en placas, se
tratd de detectar la presencia de anticuer-
pos contra el virus ORO en los ejemplares
que sobrevivieron después del periodo de
observaci6n.

Transmisidon mecanica

Se efectuaron dos pruebas
para comprobar la transmisién mecinica
del virus ORO por especimenes de Cx.
quinguefasciatus. El procedimiento con-
sistié en aspirar una gran cantidad de
mosquitos (>100) posados sobre un
hamster con viremia antes de que com-
pletaran la succion de sangre y trans-
ferirlos a una jaula. Durante una hora se
expuso un hamster sensible al virus a esta
poblacién de mosquitos inmediatamente
después de transferitlos a la jaula; des-
pués se retird este hidmster y se colocd
otro que permaneci6 en la jaula hasta la
mafiana siguiente. Con la ayuda de una
linterna, se efectuaron observaciones
para vetificar que los mosquitos poten-
cialmente infectantes se alimentaban con
la sangre de cada himster receptor o, al
menos, los picaban. Se observaron los

hamsters durante 21 dias y se efectuaron
pruebas con muestras de su sangre para
detectar anticuerpos neutralizantes con-

tra el virus ORO.
RESULTADOS

Transmision biologica

En el primer experimento se
incluyeron dos grupos de Cx. gwin-
quefasciatus (cuadro 1). Estos grupos de
mosquitos se alimentaron con la sangre
de himsters que contenia una dosis de
virus ORO letal para ratones lactantes,
en una proporcidn de 50% por ml
(DIRLs,/ ml) de 109 DLRLs,/ ml en el caso
del primer grupo, y de 10%7DLRL;,/ml en
el caso del segundo grupo. Ninguno de
los himsters receptores picados por los
mosquitos dio muestras de enfermedad y
en solo uno de los 16 animales se produ-
jeton anticuerpos neutralizantes. Este
finico caso de seroconversién habfa sido

CUADRO 1. Resultados de intentos de transmitir en el laboratorio el virus oro de hamsters
infectados a otros sanos usando Culex guinquefasciatus (primer experimento)

Titulacion de virus en la sangre infectante ingerida

1089 pLRLsy/ml 1097 DLRLsy/Mi
Dias posteriores Namero de Resultados Numero de Resultados
a la ingestién mosquites que dela mosquitos que dela

de sangre ingirieron transmision ingirieron transmision
infectante sangre (+0-) sangre (+0-)

3 14 - 17 -

4 24 - 30 -

6 28 - 33 _

8 21 + 19 _

10 4 - 8 _

12 5 - 14 -

14 17 - 23 -

16 9 - 13 -




picado por 21 mosquitos ocho dias des-
pués de que ingirieran sangre infectante.

En el segundo experimento,
un grupo de Cx. guinquefasciatus de
cuatro dias de edad se alimentd con la
sangre de un himster que contenia una
titulacién de virus de 10°°DIRLso/ml, y
otro grupo de mosquitos de tres dias de
edad ingiri6 la sangre de un himster
cuya concentracién de virus era de
10°7DIRLse/ml (cuadro 2). Se permitid
que uno o ambos grupos se alimentaran
con la sangre de hamsters sanos los dias
150., 160. y 210. posteriores a la inges-
t16n de sangre de hamsters virémicos. Se
recuperd el virus Oropouche en un hams-
ter que habia sido picado por 33 mosqui-
tos en el dia 21o0. No result6 infectado
ningin otro himster expuesto a cual-
quiera de los dos grupos de mosquitos.
Inmediatamente después de la segunda
exposicion de los hamsters a las picaduras
y 16 dias después de que los mosquitos
ingirieran sangre infectante, se tomaron
30 especimenes de estos hemat6fagos
potencialmente infectados y se los some-
ti6 a pruebas individuales para detectar
la presencia del virus; solamente en uno
de ellos se recupers el virus Oropouche.
En el dia 220. se efectuaron pruebas con
otros 15 mosquitos, pero no se logrd
aislar el virus.

En el tercer experimento (cua-
dro 3), se usaron mosquitos provenientes
de la primera generacién filial de Cx.
quinguefasciatus atrapados en su medio
natural, con el fin de evitar cualquier
modificacién genética en cuanto a sensi-
bilidad que pudiera resultar de una colo-
nizacién prolongada. Tres grupos de
mosquitos ingirieron sangre de hamsters
con titulaciones de virus ORO de 1093,
107° y 107!'DIRLso/ml. En los dias 7o0.,
140. y 210. después de la ingestion, los
mosquitos potencialmente infectados pi-
caron a hamsters sanos. Un total de 29
hamsters sanos estuvieron expuestos a las
picaduras del grupo de mosquitos ali-
mentados con la sangre con menot titula-
ci6n de virus (10°°>DIRLs,/ ml). Se permi-
tid a los otros dos grupos de mosquitos
ingerir sangre de 59 himstets sanos. El
nimero de picaduras recibidas por los
hamsters vari6 entte una y 12, y la mayo-
tfa de ellos recibié mis de cinco pica-
duras. Ninguno de estos animales mostrd
signos de infecci6én virica y no se detectd
seroconversion mediante pruebas de
neutralizacién y reduccién en placas.
También se efectuaron pruebas para
aislar el virus ORO en 282 mosquitos ali-
mentados con sangre de los himsters no
infectados. Se aisl6 el vitus en un grupo
de ocho mosquitos que habian picado al
hamster con viremia con una titulacién
de 10%3DIRLs,/ml.

CUADRO 2. Resuitados de intentos de transmitir en el laboratorio el virus oro de hamsters
infectados a ofros sanos usando Culex quinquefasciatus (segundo experimento)

Titulacién de virus en la sangre infectante ingerida

10%"DLRLse/ml 10%3pLRig0/mi
Dias posteriores Resuttados Resultados
a la ingestion Nomero dela Numero dela
de sangre de transmision de transmision
infectante picaduras (+0-) picaduras (+0-)
15 49 - 0 -
16 0 - 50 -
21 10 - 3 +2

2 La infeccidn por virus ORO se confirmé mediante el aislamiento del virus y la identificacién serolbgica.
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CUADRO 3. Sintesis de los intentos de fransmiir el virus oro a hamsters sensibles

usando Culex quinquefasciatus

Dias posteriores Nimero de  Nimero de mosquitos ~ Resultados de
a la ingestion hamsters que picaron a la transmisién
de sangre sensibles los hamsters del virus oro
infectante expuestos sensibles (+0-)
7 27 86 -
14 33 55 -
21 28 141 -

Transmision mecanica

En dos pruebas que se realiza-
ron por separado se tratd de comprobar la
transmision mecanica del virus ORO de
hamsters virémicos a otros sanos. Los dos
hamsters infectados por el virus presenta-
ban viremias con concentraciones del vi-
rus de 10®7 y 10%?DIRLso/ml. Una gran
cantidad de mosquitos potencialmente
infectados (> 50) picd o ingiri6 la sangre
de cada uno de los cuatro himsters sensi-
bles. No obstante, ninguno de estos
mosttd signos de infeccién virica y no se
detectaron anticuerpos contra el virus
ORO en las muestras de sangre tomadas
21 dias después de la exposicién a los
mosquitos potencialmente infectados.

DISCUSION

Se ha especulado mucho
acerca de la funcidén de Cx. guinguefas-
ciatns como vector del virus ORO, funda-
mentalmente sobre la base de observa-
ciones efectuadas durante investigaciones
epidemiolégicas. En consecuencia, se
llevaron a cabo estudios sobre la transmi-
sidn para evaluar la capacidad de ese
mosquito como vector en condiciones de
laboratorio. Los resultados obtenidos
constituyen la primera comprobacién de
que Cx. quinguefasciatus puede efectuar
la transmisién del virus ORO de un ani-

mal a otro. Teniendo en cuenta el bajo
porcentaje de transmision y las escasas in-
fecciones en los mosquitos en condi-
ciones 6ptimas, no se ha demostrado que
sea un vector eficiente en el laboratorio.
Se document6 que se produjo la transmi-
si6n del virus ORO en dos de 108 intentos
y se recuperd el virus en solo dos de 327
mosquitos que ingirieron sangre de los
himsters virémicos. Este altimo dato in-
dica un indice minimo de infeccién por
el virus ORO en las poblaciones de
Cx. quinguefasciatus incluidas en las
pruebas, con un valor de 1:163. Como
las titulaciones de virus ORO en los hims-
ters usados como donantes en general
fueron mucho mis elevadas que las que
se han encontrado en personas infectadas
por fiebre de Oropouche (entre 10°2 y
107*DLRL;y/ ml), serfa razonable suponer
que los indices minimos de infeccién en
el caso de las poblaciones de Cx. guin-
quefasciatus que existen en medios na-
turales serin mucho mis bajos que los
indices obtenidos en estos experimentos
(8). De hecho, se estima que el indice
minimo de infeccién durante epidemias,
calculado a partir de datos no publicados
provenientes de actividades de vigilan-
cia, es de 1:18 037 (2/36 074).



Se ha documentado la exis-
tencia de indices elevados de infeccién en
el hombre durante epidemias de fiebre
de Oropouche (1, 2). Como no se pro-
duce la transmisién de persona a persona
(1), un indice elevado de ataque implica
que existe 1) transmisién biolbgica efi-
caz, 2) transmision mecinica o 3) una
combinacién de transmisién biologica y
mecinica. De acuerdo con la informa-
cién obtenida en estos experimentos, es
muy poco probable que Cx. guinquefas-
ctatus pueda ser el principal vector del vi-
fus ORO en las epidemias urbanas. Por
otra parte, el fracaso del intento de com-
probar la transmisién mecinica en dos
ptuebas de laboratorio distintas, indica
que Cx. guinguefasciatus probable-
mente NO sea un transmisor mecinico del
virus en el medio natural. También se
obtuvieron resultados negativos en
pruebas similares con C. paraensis (5).
Por consiguiente, la transmisién me-
cinica no es una explicacion de los eleva-
dos indices de ataque durante las epide-
mias de fiebre de Oropouche.

En sintesis, s comprobd que
Cx. quinguefasctatus es un vector inefi-
ciente del virus ORO y esto concuerda con
la hipétesis de que C. paraensis es el
principal vector de ese virus en las zonas
urbanas de la cuenca amazdnica.

RESUMEN

Se efectuaron investigaciones
experimentales para determinar el po-
tencial de Cwlex gquinguefasciatus Say
como vector del virus Oropouche (ORO).
Se permitié que mosquitos de una colo-
nia de laboratorio y otros nacidos de los
huevos de hembras capturadas en su me-
dio natural se alimentaran con la sangte
de hamsters con viremia. Para comprobar
la transmisién del virus, después de la in-
gestidn de sangre infectante se retuvo a
los mosquitos durante diversos periodos
y luego se les dejd picar a hamsters sanos.
La eficacia de la transmisién fue escasa.
Se expusieron 108 himsters sanos a las
picaduras de mosquitos potencialmente
infectados y se recuperd el virus ORO en
solo uno de ellos; ademis, se produjo la
seroconversidn dnicamente en un hams-
ter. El indice minimo de infeccién en los
mosquitos Cx. guinguefasciatus que
ingirieron sangre de hiamsters con ti-
tulaciones de virus ORO equivalentes a
10%3-10%? de la dosis letal para ratones
lactantes en una proporcién de 50% por
ml fue de 1:163 (2/327). No se pudo
comprobar la transmisién mecinica del
virus ORO de hamsters infectados a otros
sanos mediante el método de ingestién
interrumpida de la sangre de los ani-
males. Ol
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The efficiency of virus transmis-
sion by this method was low. Despite the fact
that 108 normal hamsters were exposed to
potentially infected mosquitoes, ORO virus
was recovered from only one hamster; an-
other hamster expetienced seroconvetsion to
ORO virus. The minimal infection rate of Cx.
quinguefasciatus mosquitoes that fed on
hamsters circulating 10% to 10%? suckling
mouse 50% lethal doses of ORO virus per ml
was found to be 1:163 (2/327). Tests using
the interrupted blood meal method failed to
demonstrate mechanical transmission of ORO
virus from infected to normal hamstets.



