


2Qué es la OPS-OMS ?

La Organizacién Panamericana de la
Salud (OPS), es la agencia de cooperacién
internacional’ especializada en salud del
Sistema Interamericano con mds de 90 afios
de experiencia trabajando para mejorar la
salud y el nivel de vida en los paises de las
Américas. Esta organizacién también actia
como la oficina Regional para las Américas
de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) y como tal forma parte del Sistema
de las Naciones Unidas.

_El programa de Salud Pudblica Veterinaria
e como objetivo apoyar a los Estados
mbros en sus programas nacionales

rios en las dreas de Zoonosis,
teccion de los Alimentos, Educacién y
amzauén de Servicios de Salud Publica

n relacion a las zoonosis, la misién de la
OPS es ocolaborar en la vigilancia
epidemioldgica, prevencion y control de las
enfermedades comunes o transmitidas entre
los animales y los humanos. Entre estas
enfermedades se encuentra la rabia,
tuberculosis bovina, brucelosis, encefalitis
equina, teniasis/cisticercosis, hidatidosis y
otras; varias de ellas emergentes
actualmente.

& Qué es el IICA?

El Instituto Interamericano de
Cooperacién para la Agricultura (IICA)
es el organismo especializado en Agricultura
del Sistema Interamericano. Sus origenes se
remontan a 1942, cuando el Consejo
Directivo de la Unién Panamericana aprobd
la creaciéon del Instituto Interamericano de
Ciencias Agricolas, con sede en Costa Rica.

La Mision del Instituto es apoyar a los 34
Estados Miembros para lograr la
sostenibilidad agropecuaria, en el marco de
la integracion hemisférica, como
contribucién al desarrollo rural, a través de
acciones de cooperacion en las siguientes
areas estratégicas:

e Politicas Socioecondmicas, Comercio e
Inversiones

e Ciencia y Tecnologia, Recursos
Naturales y Produccion Agropecuaria

.o Sanidad Agropecuaria e Inocuidad de

Alimentos
¢ Desarrollo Rural Sostenible
e Capacitacién y Educacién
¢ Informacién y Comunicacién.

El Plan de Mediano Plazo 1998-2002
constituye e marco orientador de las
acciones del IICA para el periodo de
referencia.
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PROLOGO

En general las epizootias que han azotado a algunos paises, suelen dejar tras su paso
experiencias desagradables sin embargo, algunas han logrado conjuntar el esfuerzo de
grupo de expertos, Instituciones y Organismos abocados a la tarea de vigilar y controlar
la diseminacion de estas, epidemias, coadyuvando a través del trabajo multidisciplinario
el éxito de las campafias establecidas para el control y erradicacion de las enfermedades
entre paises.

La Encefalitis Equina Venezolana, en la actualidad con sus diferentes cepas epizéoticas
ha sido controlada y en algunos casos erradicada, siendo esto el resultado de afios de
trabajo, esfuerzo y dedicacion de individuos comprometidos con su vocacion de servicio.

Esta obra ha tratado de recopilar las experiencias, el esfuerzo y el conocimiento de
investigadores Nacionales y extranjeros para controlar y erradicar de una manera
consiente basados en investigacion de alto nivel una de las enfermedades que logré
causar estragos econdmicos y puso en riesgo la Salud Publica en algunos paises de
América Latina.

Los editores de esta obra sobre la Encefalitis Equina Venezolana, basados en su
experiencia y conocimiento del tema, recopilaron la informacién de diferentes autores
expertos en la materia, de distintos paises de las Américas, también incorporaron sus
propias experiencias para presentar este documento dividido en capitulos sobre temas
especificos. Por lo que se refleja aqui, el esfuerzo realizado por México y otros paises de
las Américas para controlar y lograr erradicar las cepas epizéoticas y reducir asi las
pérdidas econ6micas, los problemas de Salud Publica y el reconocimiento de sus estatus
por la Oficina Internacional de Epiz6otias.

M.V.Z. Diego Brafia Varela
Director General de Investigacion Pecuaria
INIFAP






Introduccién

# El trabajo dedicado al estudio de las enfermedades de mayor relevancia en
México, de sus diferentes formas de transmisién, etiologia y formas de
control, ha sido y es de suma importancia y los que han dedicado sus vidas a
ello merecen todo nuestro reconocimiento. Estando nuestro pais ubicado en
una zona geogréfica tropical, con los modelos ecolégicos variados, en general
densamente pobladas por muy variadas especies animales y por grupos
humanos que comparten diferentes tipos de hébitos, costumbres, y con
niveles socio-econémicos-culturales en su gran mayorfa deficientes, es de
esperar que en México predominen enfermedades tropicales. Estos
padecimientos pueden ser hidricos, repiratorios, o transmitidos por vectores.
Entre estos ultimos se encuentra una virosis que actualmente afecta a equinos
y seres humanos en una considerable extensién del continente Amencano./"
Originalmente fue descrita en Venezuela, durante un brote importante en
equinos y por muchos aifos fue considerada como problema de ese pals,
inclusive quedé identificada como Encefalitis Equina Venezolana (EEV).

No fue sino cuando virol6gos mexicanos buscando la causa de un brote de
encefalitis en Champotén, México, demostraron la presencia de anticuerpos
contra este virus muy lejos de su reconocido asentamiento geografico. El
hallazgo llamé la atencién a otros virolégos nacionales e internacionales y el
interés que se desperté, permitié identificar en la década de los sesentas la
circulaciéon de una cepa endémica, en una extensa zona de las costas del
Golfo de México. Esta cepa fue objeto de amplios estudios para conocer
especies portadoras, amplificadoras y vectoras del virus.

Al inicio de la década de los setentas ocurri6é una amplia circulacién de cepas
virales de EEV en Centro y Sudamérica. Nuestro pals se vio afectado y fuimos
testigos de una devastadora epizootia que afect6é practicamente a toda la
Republica, rebasando factores epidemiélogicos como humedad, temperatura,
altitud, especies vectoras-transmisoras, y a pesar de ser una enfermedad
propia de zonas con clima himedo tropical a nivel de mar, afecté6 a humanos
y equinos en Sonora, Durango e inclusive en la periferia del Distrito Federal.




La profundidad de la investigacion dedicada a estos virus ha ido a la par con
el desarrollo tecnolégico de nuestros tiempos. Actualmente se conoce el
genoma viral, se habla del devenir biolégico de las variantes, lo que permite
predecir futuros cambios en el virus, en sus patrones de propagacién, de la
necesidad de nuevas vacunas y de estrategias de vacunacién. El impacto que
ha tenido la EEV en la salud de la poblacién humana y elevada mortalidad de
gran proporcion de equinos afectados nos obliga a dedicar este libro, a
aquellos investigadores interesados en la virologfa, en la medicina tropical, en
la medicina veterinaria, en la biologfa molecular, en la preparacién de vacunas
y en particular a los investigadores jovenes que no fueron testigos de los
primeros estudios en México en la década de los sesentas, de la gran
epizootia de 1970-72 y de las importantes medidas de control que durante
méas de 20 aflos se han mantenido al pals libre de brotes de EEV.

En 1991, el INDRE (ML Zérate) reporté el hallazgo diagnéstico de dos casos
de infeccién por EEV en nifios del estado de Tabasco, después de 19 ainos de
silencio, seguido del aislamiento de varias cepas virales y de la demostracién
por igual de anticuerpos en humanos y en varias especies animales. En los
afnos siguientes se han reportado brotes que afectan tanto a equinos como a
seres humanos en el estado de Chiapas.

Reunimos nuestros esfuerzos y logramos presentar en este libro, datos
publicados en lo que podemos calificar como la “etapa pre-epizoética”, datos
propios de la epizootia y finaimente lo que en el &mbito del trabajo de campo,
de la biologfa molecular, de las encuestas serolégicas, se ha logrado a partir
de la década de los ochentas particularmente por investigadores mexicanos.

Los editores
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EEV = Encefalitis EqQuina Venezolana

KFV = Kyasanur Forest Virus

MVE = Encefalitis del Valle del Murray

RSSF = Encefalitis Rusa Primavera Verano

TBE = Encefalitis Tacaribe



A. INTRODUCCION

En las regiones tropicales del Continente Americano, a ambos lados del ecuador,
las encefalitis causadas por arbovirus son una verdadera amenaza para el ser
humano y para los equinos que ahf habitan. La enfermedad puede ocurrir en
forma esporéadica, como casos aislados, en forma epidémica o como epizootias.

Los virus que las determinan son de tres géneros: Alfavirus, Flavivirus y
Bunyavirus. Sus ciclos biolégicos comprenden a un vector transmisor
invertebrado: mosquitos o garrapatas, y a los amplificadores vertebrados
mamiferos ya sean animales domésticos o silvestres y algunas aves. Los casos
son por lo general diagnosticados por pruebas serolégicas en una o dos muestras.
El manejo médico es hasta la fecha de soporte e inespecifico. La prevencién y el
control estédn limitados a medidas contra el vector y se cuenta con muy pocas
vacunas (1).

B. MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA

Hay maés de 500 arbovirus registrados y solamente algunos causan encefalitis en
los seres humanos; estédn actualmente clasificados en dos familias y tres géneros:
Togaviridae, que incluye a algunos Alfavirus y Flavivirus y Bunyaviridae, que
incluye a algunos Bunyavirus (2,3).

C. MARCADORES GENETICOS DE CEPAS VIRALES

Los alfavirus y flavivirus cambian genéticamente por mutacidn en sus moléculas
de ARN y no se ha descrito que ocurra recombinacién entre moléculas del ARN
durante el ensamblaje de estos virus en las células infectadas.

Los cambios genéticos de los bunyavirus pueden ocurrir por mutacién o por
reordenamiento de las moléculas de ARN del virién, conforme la progenie se
ensambla en las células infectadas en forma simultdnea por dos diferentes
bunyavirus.

El virus de la EEV, un alfavirus, es el que mejor ejemplifica las variaciones
genéticas presentes dentro de la poblacién natural de un virus.

Los marcadores biolégicos y quimicos caracteristicos que han sido utilizados para
distinguir entre las diferentes cepas (aislamientos) del virus de la EEV, se
presentan en el Cuadro 1.



Los marcadores basados en virulencia para el ratén y para los monos, la viremia
en aves y la técnica de mapeo de oligonucleétidos del ARN, han servido
recientemente para identificar y distinguir diferentes cepas del virus de la
encefalitis de San Luis (ESL) (4,5,6).

D. REPLICACION VIRAL

Al igual que con otros virus, la replicacién de los alfavirus, flavivirus y bunyavirus
estudiada en células de artrépodos y de huéspedes vertebrados, incluye todas las
etapas como son la adsorcidn, penetracion, desenvoltura, transcripcién del 4cido
nucleico, traduccién, ensamble de viriones y salida de la célula huésped (7).

Producen efecto citopatico en los cultivos de células de vertebrados infectadas
con estos virus, aunque algunas veces no se observan cambios citopaticos en las
células de mosquito infectadas in vitro.

La adsorcidn de alfa y flavivirus resulta de la reaccidn entre moléculas presentes
en la superficie del viribn, con moléculas receptoras en la membrana plasmadtica
de la célula huésped.

La penetracién ocurre porque hay fusién de los viriones con las membranas
plasmadticas y en algunas células, también por fagocitosis. No se conoce bien
como inician los bunyavirus la infeccién; si es que hay receptores especificos del
huésped, o si es por adsorcién y si la penetracién involucra fagocitosis o fusién
con la membrana plasmatica (8).

El detalle de la desenvoltura no estd muy bien definida para los arbovirus de la
encefalitis en células de artrépodos o de vertebrados. Para los alfavirus y los
flavivirus, la transcripcién de la molécula de ARN de cadena sencilla positiva
(ARNcs) no segmentada, con una molécula por virién, ocurre en forma
estandarizada. Se produce una forma replicativa de ARN de doble cadena, por
procesos que involucran transcriptasas (ARN polimerasas) formadas poco
después de la infeccién de la célula por traduccién del viribn parental; las
moléculas de ARN funcionan como un mensajero ARN negativo.

El 4&cido nucleico de los bunyavirus no es un mensajero negativo; son ARNcs con
tres moléculas o segmentos por virién. Probablemente hay un ARN-dependiente
ARN polimerasa en el virién infectante, que transcribe la cadena sencilla negativa
de ARN en una doble cadena intermediaria, antes de la formacién de cadenas
negativas de progenie.



Las proteinas virales se forman por traduccién de moléculas de ARN mensajero.
La transcripcion y traduccién en los alfavirus, flavivirus y bunyavirus
aparentemente ocurre en el citoplasma de las células de los vertebrados
infectados, pero puede que haya un efecto nuclear en el curso de estas
actividades, puesto que ocurren cambios en la cromatina nuclear de las células
infectadas por alfavirus (9).

El ensamble de la progenie de la nucleocépside del virién ocurre en el citoplasma
de las células de los vertebrados, e involucra al aparato de Golgi. Las
nucleocépsides de los alfavirus después migran hacia la membrana plasmaética y
emergen por dreas modificadas de la membrana plasmaética, para adquirir en esta
forma la envoltura del virién y luego abandonan las células.

El proceso es un tanto diferente para el virus de la encefalitis Japonesa (EJ) (10),
un flavivirus, que cuando se cultiva en células de vertebrados se muestra primero
morfolégicamente en cisternas del reticulo endopldsmico y después en el aparato
de Golgi; posteriormente el virus sale de las células por exocitosis {(11).

La morfogénesis de las particulas de los bunyavirus probablemente ocurre por
ensamble y brote en cisternas dentro del aparato de Golgi (8). En células
cultivadas de mosquitos de Aedes albopictus, los alfavirus maduran en vesiculas
citopldsmicas, pero no es seguro que el virus brote por la membrana plasmética
(12).

E. MODELOS ANIMALES

Para ser un modelo vélido, el animal infectado debe desarrollar encefalitis como
resultado de la inoculacién cutédnea del virus en estudio (puerta de entrada natural
de estos virus a partir de la picadura de mosquitos o de garrapatas).

El cobayo, el hdmster sirio y el ratén albino lactante son modelos para el virus de
la EEV y el ratén lo es para otros virus, como el de la encefalitis de San Luis, de
la selva Kyasanur, de la encefalitis del valle del Murray, del Oeste del Nilo, y para
algunas cepas del virus de la encefalitis Japonesa que no circulan en el continente
Americano (13).

F. PATOGENESIS

La patogénesis de las encefalitis causadas por arbovirus en el ser humano, o en
otros huéspedes animales, se inicia con la entrada del virus por la piel después
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de la picadura de mosquitos o de garrapatas. La transmisién de la EEV por
contacto directo, se ha demostrado entre roedores expuestos a la orina infectada
0 a secreciones farfngeas (26), pero no hay evidencia de diseminacién por aerosol
de este virus entre personas o en equinos, aun cuando el virus se ha encontrado
en sus secreciones faringeas, probablemente porque la concentracién del virus
en estos sitios es muy baja.

Los arbovirus después se replican lentamente en el sitio de entrada, en la piel, y
se diseminan por los linfdticos y vasos sangufneos a otros tejidos, donde se
multiplican en varios tipos de células, tales como las células hematopoyéticas
(EEV) o en células multinucleares y en el tejido conectivo (ESL) (14). En un dfa,
la replicacién viral produce suficientes viriones en estos sitios y el virus infeccioso
se encuentra en la sangre (viremia). En este momento, no ocurre todavia la
enfermedad, o ésta se limita a fiebre y sintomas generales, tales como dolor
muscular y fatiga.

La respuesta inmune a los arbovirus que producen encefalitis en vertebrados, es
principalmente humoral. La produccién de anticuerpos comienza inmediatamente
después del contacto del antigeno viral con los linfocitos y, generalmente para el
cuarto a quinto dia después de la inoculacién viral, ya hay anticuerpos
neutralizantes en concentracién suficiente en la sangre como para eliminar al virus
infeccioso extracelular. La respuesta celular no parece ser el componente principal
de la reaccién inmune en la infeccién de los vertebrados con alfavirus, flavivirus
o bunyavirus.

Si la viremia termina antes de que el virus penetre al cerebro o antes de que
pueda replicarse en suficientes células cerebrales, la infeccibn va a ser
asintomética o simplemente febril generalizada, sin encefalitis. Los mecanismos
de entrada del virus al cerebro no estan bien definidos. Sin embargo, se sabe que
los alfavirus, flavivirus y bunyavirus, causan encefalitis por efectos directos
citopatogénicos en las células del cerebro y no por la formacién de complejos
inmunes antigeno-anticuerpo. La replicacién viral en el cerebro es suprimida por
anticuerpos del suero y por linfocitos en el sistema nervioso central (SNC). Hay
dos procesos patolégicos comunes en las encefalitis por arbovirus:

1. Dafio neuronal y glial mediado por infeccién intracelular.

2. Migracién de células inmunolégicamente activas en el espacio
perivascular y parénquima cerebral, con células endoteliales con edema,
vasculitis y destruccién de la mielina en lo profundo de la materia blanca.




G. MANIFESTACIONES CLINICAS

Los arbovirus de la encefalitis pueden producir enfermedad en algunos
vertebrados, pero no son peligrosos para sus vectores invertebrados. En los
trépicos, la encefalitis en humanos puede ser el resultado de una infeccién con
alguno de los virus listados en el Cuadro 2 y, la encefalitis en equinos (caballos,
burros y mulas) puede ocurrir como resultado de una infeccién por los virus de
las encefalitis EEV, EEO y EEE en el continente Americano y de la del oeste del
Nilo y Japonesa (EJ) en otros continentes (Cuadro 3). El aborto es frecuente en
cerdos infectados con el virus de la EJ. En los trépicos, los vertebrados silvestres
cuando son infectados con estos virus (aves y roedores) no mueren de encefalitis.
Las infecciones en humanos y en equinos, por arbovirus causantes potenciales
de encefalitis, pueden resultar en:

1. Enfermedad febril benigna generalizada.
2. Meningitis aséptica

3. Meningoencefalitis

4. Encefalitis

Estos sindromes no son distinguibles clinicamente de los determinados por otros
agentes virales.

Hasta ahora no se ha explicado el por qué ciertos huéspedes desarrollan
enfermedad, en tanto que otros se infectan en forma inaparente y el porqué los
arbovirus de la encefalitis, producen lesiones en el cerebro y el SNC y no en otros
tejidos del cuerpo.

Las manifestaciones clinicas de la encefalitis en los seres humanos cominmente
incluyen: fiebre, cefalea, mareo y algunas veces vémito, rigidez de nuca,
tremores, confusién mental y convuisiones.

La parélisis de las extremidades es muy rara. Los equinos tienen fiebre, tremores,
pérdida de la coordinacién, caminar en circulos y algunas veces convulsiones y
ceguera.

Los arbovirus de la encefalitis pueden causar enfermedades esporadicas en los
seres humanos; se han descrito epidemias asociadas a los virus de la EEE, Rocio,
ESL, EEV, EEO, EJ, KFD y MVE (Cuadro 2).

Los casos esporddicos de encefalitis por arbovirus son dificiles de diagnosticar y
deben ser diferenciados de otras encefalitis causadas por herpesvirus,
enterovirus, sarampién, parotiditis y varicela.
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Algunos de estos virus han mostrado una alta letalidad en los seres humanos. De
1955 a 1971 en los Estados Unidos murieron cerca del 8% de los casos de ESL,
el 3% de los casos asociados con el virus de la EEO y el 50% de los casos por
EEE (15). Durante un gran brote de EEV en Venezuela al inicio de 1960, las
muertes ocurrieron en el 10% de los casos humanos con sintomas neurolégicos
(16) y la tasa de letalidad por el virus de la EJ ha variado del 30 al 50%.

H. DIAGNOSTICO

Las encefalitis causadas por arbovirus son diagnosticadas en forma definitiva por
la demostracién de un aumento en el titulo de anticuerpos especificos en el suero,
o por el aislamiento del virus a partir de tejido cerebral y sangre durante la fase
aguda.

La elevacién del titulo de anticuerpos especificos en el suero puede ser medida
por métodos estandarizados de inhibicién de la hemaglutinacién (IH), por fijacién
del complemento (FC), por neutralizacién del virus (N) y por ensayo
inmunoenzimatico (ELISA).

Las reacciones cruzadas que aparecen en estas pruebas ocurren especialmente
entre los flavivirus y por lo tanto el virus que generé estos anticuerpos es dificil
de identificar. La concentracion de anticuerpos puede llegar a ser muy elevada al
inicio de la enfermedad en pacientes con encefalitis, que en ocasiones no puede
demostrarse elevacién en una segunda muestra. En tales casos, la Gnica forma
de hacer el diagndstico es determinando la presencia de anticuerpos de la clase
IgM.

Puesto que la fase virémica de la infeccion termina antes que se desarrolien los
sintomas clinicos, los arbovirus causantes de encefalitis no son faciles de aislar
a partir de muestras de sangre. El tejido cerebral generalmente contiene virus si
la muerte ocurre entre los 10 a 12 dias del inicio de la enfermedad. El LCR rara
vez contiene virus detectable. Cuando la enfermedad se prolonga mas tiempo, el
virus con frecuencia ya no persiste en niveles detectables en el cerebro puesto
que la réplica viral ha cesado en el SNC.

Los arbovirus que causan encefalitis pueden ser aislados a partir de tejidos, por
inoculacién de ratones albinos recién nacidos, por inoculacién de otros
vertebrados, o por inoculacién de células de mosquitos en cultivo como la C6-36,
clona de tejido larvario de Aedes albopictus y TRA. También se ha empleado la
linea Vero de mono verde africano. Los arbovirus encefalitégenos producen la
muerte en los ratones inoculados y necrosis en las células en cultivo. Las placas
de virus ocurren si las células se mantienen bajo un medio nutritivo sélido.
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Los especfmenes clinicos también pueden ser inoculados por vfa intratordccica en
mosquitos mantenidos en el laboratorio, los que son posteriormente incubados
durante un tiempo suficiente para permitir la réplica del virus. El virus se
demuestra en los tejidos de estos mosquitos por inmunofluorescencia y por FC
utilizando sueros especificos.

Para identificar a un aislamiento de arbovirus, puede investigarse su
patogenicidad para el ratén, o para varios cultivos celulares y ser neutralizado en
forma especifica con anticuerpos virales de preferencia monoclonales conocidos.

I. TRATAMIENTO

Actualmente no existe ningin medicamento disponible para el tratamiento
especifico de las encefalitis por arbovirus. El manejo clinico es por tanto
sintomético y de soporte. Puesto que la viremia ha terminado para el momento
en que se desarrollan las manifestaciones clinicas, la sangre del paciente no es
infecciosa ni peligrosa para el personal del hospital y no sirve como fuente de
virus para las poblaciones de mosquitos que puedan haber en el ambiente.
Aunque el virus de la EEV existe en la faringe de los enfermos, la transmisién de
la EEV por aerosol entre pacientes y el personal del hospital no ha ocurrido, pero
debe seiialarse que las secreciones faringeas y los objetos que estan en contacto
con ellas pueden ser infecciosos, por lo que hay que proteger al personal del
hospital y a los contactos familiares, de la posible infeccién con secreciones y
abrasiones de la piel.

J. ECOLOGIA

Las encefalitis por arbovirus son zoonosis porque ellas son causadas por virus
transmitidos a los seres humanos a partir de vertebrados inferiores (2,17). La
transmisién de arbovirus que causan encefalitis en las regiones tropicales ocurre
por la picadura de mosquitos o garrapatas infectadas.

K. HISTORIA NATURAL, HUESPEDES INTERMEDIARIOS Y RESERVORIOS

Los vectores de los arbovirus de la encefalitis son mosquitos (artrépodos con
cabeza, térax y abdomen separados y con tres pares de patas cuando son
adultos) o por garrapatas, las cuales son aracnidos (artrépodos con una cabeza
fusionada al térax, abdomen y con cuatro pares de patas cuando son adultos).
Los géneros de mosquitos y de garrapatas vectores de virus de la encefalitis
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encontradas con méas frecuencia aparecen en el Cuadro 3. Las hembras son
transmisoras del virus cuando pican para obtener la sangre necesaria para el
desarrollo de sus huevaecillos.

Los mosquitos vectores pueden diseminar a los arbovirus de la encefalitis por
extensiones considerables y més rapidamente que las garrapatas vectoras puesto
que los mosquitos vuelan y las garrapatas no. Sin embargo, las garrapatas pueden
sostenerse en la piel de sus huéspedes vertebrados y consecuentemente mover
un arbovirus mas alla de la posibilidad natural de una garrapata.

La historia natural y el camino de los arbovirus que causan encefalitis en los seres
humanos, en regiones tropicales, se muestran en el Cuadro 4. En un ciclo, el virus
es intercambiado horizontalmente entre huéspedes vertebrados amplificadores
silenciosos y vectores (Ciclo A). O entre vectores y huéspedes vertebrados
amplificadores enfermos (Ciclo B).

En el otro camino horizontal, el virus es pasado en una direccién de un vector a
un huésped silencioso, o un vertebrado enfermo mortalmente (Ciclo C y D).

El paso vertical de algunos arbovirus de la encefalitis ocurre por via transovérica
de una generacién de artrépodos a otra (Ciclo E).

Los Ciclos A y algunas veces B y E, son importantes para mantener a los
arbovirus de la encefalitis en la naturaleza. Estos son llamados endémicos o
enzodticos.

Los Ciclos A y B y algunas veces los C y D ocurren durante epidemias y
epizootias y los A y B son importantes para amplificar la cantidad de virus en la
poblacién de vectores artrépodos (7).

El término "amplificador" (huésped vertebrado) se refiere a un vertebrado que
desarrolla viremia por varios dfas durante una infeccién a partir de la picadura de
un artrépodo infectado. Posteriormente es picado por numerosos artrépodos para
aumentar el nimero de artrépodos vectores infectados. Con que ocurran en la
naturaleza varios de estos ciclos, se alcanzan altas densidades de artr6podos
vectores infectados en areas geogréficas limitadas, resultando en la transmisién
frecuente del virus a los seres humanos y a los animales y por tanto, hay
ocurrencia de epidemias y/o epizootias.



Los atributos importantes de los huéspedes vertebrados amplificadores son:

1. Las viremias son lo suficientemente altas como para infectar a los
vectores artrépodos.

2. Los huéspedes son picados frecuentemente por los vectores.
3. Los huéspedes son abundantes.
4. Las poblaciones de huéspedes tienen un ciclo rapido (alta reproduccién
y corta vida) como para proveer nuevos animales, susceptibles a la
infeccién por el virus.
El vocablo "huésped terminal" se refiere a los vertebrados infectados que no
reciclan al virus hacia un vector artrépodo. Estos animales tienen viremias bajas
(factores 2, 3 y/o 4) y limitan el regreso del virus, del vertebrado, a un vector.
Existen varios factores entre los vectores amplificadores, huéspedes y mosquitos
vectores, que contribuyen al éxito en los ciclos de los arbovirus de la encefalitis,
a saber:

1. Las barreras intestinales para la infeccién y la transmisién del virus por
mosquitos.

2. Los niveles de viremia y su duraciéon en huéspedes vertebrados.

3. La distribucién geogréfica y ecolégica de especies vectoras de
mosquitos.

4. El tamaio de la poblacién de mosquitos.

5. Los héabitos de alimentaciéon de los mosquitos.

6. El rango de vuelo de los mosquitos.

7. La distribucién geogréfica y ecologfa de los huéspedes vertebrados.
8. El tamano de las poblaciones de los vertebrados.

9. Los indices de sobrevida de la poblacién de vertebrados (para proveer
de nuevos huéspedes susceptibles al virus).
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10. La disponibilidad de los vertebrados para ser picados por los
mosquitos, la que depende de factores tales como:

a. Actividades terrestres o arbéreas.

b. Lo descubierto de la piel (si hay pelo, plumas).

c. Tipo de actividad, diurna o nocturna.

d. Movimientos del huésped durante el ataque de los mosquitos.

11. Medio ambiente: clima, estaciones del afio, incluyendo temperatura,
humedad, lluvia, duracién de luz diurna, presién barométrica, floray fauna.

12. Diferencias entre cepas de virus, subtipos y variedades.

Los reservorios de los arbovirus de la encefalitis en las regiones tropicales son
suficientes para mantener sus ciclos biolégicos. Sin embargo, en regiones
templadas y en zonas érticas, el concepto de reservorio incluye al fendmeno de
"hibernacién".

Los ciclos de amplificacién de los arbovirus de la encefalitis entre vectores y
vertebrados cesan durante los meses de invierno, cuando los artrépodos
sobreviven como huevecillos, formas inmaduras, o adultos que invernan.

Algunos huéspedes vertebrados hibernan o migran como las aves de zonas frias
que emigran a climas més benignos. Los mecanismos de invernacién de los
arbovirus de la encefalitis no son del todo comprendidos (18).

Un mecanismo vertical de sobrevivencia es por la transmisién transovérica de los
mosquitos, que ocurre en las regiones templadas de Norteamérica (19) y de las
garrapatas que transmiten flavivirus por picadura en América, Europa y Asia
(20,21,22,23).

Algunos flavivirus y otros bunyavirus han sido transmitidos transovéricamente en
mosquitos en experimentos de laboratorio. Los alfavirus de la encefalitis
transmitidos por mosquitos no han podido ser transmitidos por via transovérica
en el laboratorio.

Son poco numerosas las especies de mosquitos o de garrapatas que participan
en los ciclos naturales de los arbovirus de la encefalitis y en general, las especies
transmisoras son diferentes para cada virus. En forma similar, los huéspedes
vertebrados difieren entre los arbovirus de la encefalitis (Cuadro 3).
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Ademéds, las especies de mosquitos que sirven como vectores y los vertebrados
que funcionan como huéspedes amplificadores en episodios de epidemias y
epizootias, pueden ser diferentes de aquellas que funcionan durante ciclos
interepidémicos o de mantenimiento de endemia-enzootia. Un arbovirus de la
encefalitis tropical que ejemplifica esta situacién es el alfavirus de la EEV. Al
presente, se sabe que hay dos formas de ciclos naturales para este virus, el
endémico-enzoético y el epidémico-epizodtico. Estos ciclos son distintos porque:

1. Involucran a diferentes especies de mosquitos como vectores.
2. Algunos huéspedes vertebrados se limitan y conforman un sélo ciclo .

3. En los ciclos de epidemia-epizootia, la enfermedad ocurre entre equinos
y hay mayor nimero de casos de enfermedad entre los seres humanos,
que en los ciclos endemo-enzoéticos

4. La ecologia de estos dos ciclos son diferentes. Los ciclos endémico-
enzodtico ocurren en pantanos y selvas virgenes y los ciclos epidémico-
epizodticos se dan generalmente en regiones secas, que regularmente se
consideran libres de actividad del virus de la EEV. Los componentes de
estos dos ciclos naturales de la EEV aparecen en el Cuadro 5.

L. EPIDEMIOLOGIA

Las epidemias asociadas con los arbovirus de la encefalitis se desarrollan en
regiones tropicales, donde las poblaciones de vectores y de huéspedes
amplificadores susceptibles son grandes y estdn en contacto muy cercano.
Generalmente las epidemias ocurren en localidades que son normalmente secas,
aridas y libres de actividad viral y, por tanto, pueden acumularse poblaciones
abundantes de huéspedes susceptibles con riesgo potencial de enfermar. Cuando
un arbovirus de la encefalitis invade estas regiones tropicales, puede formar un
foco enzodtico cercano o en proximidad a una selva o a un pantano, en donde el
virus puede comenzar un ciclo entre vertebrados y mosquitos vectores, si el agua
de lluvia o la irrigacién artificial ha formado criaderos acuéticos para el desarrollo
de mosquitos.

Las epidemias de arbovirus asociadas con encefalitis en los trépicos, no son

siempre el simple escape del virus de los ciclos de mantenimiento en hébitats
enzodticos, hacia regiones que pueden soportar ciclos de epizootias.
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Se ha podido observar con el virus de la EEV que las cepas virales que existen en
cercos enzoéticos son relativamente benignas para los equinos, en tanto que las
cepas aisladas en epidemias y epizootias equinas son altamente virulentas (24).

Es probable que pueda ocurrir algiin cambio en la virulencia de las cepas de la
- EEV que provienen de un hébitat enzoético, pudiendo causar una epidemia y
epizootia equina (25).

Otro problema sin resolver en la epidemiologia de la encefalitis por arbovirus es
el relativo al movimiento del virus de una regién a otra. Este fenémeno que ocurre
en el trépico durante epidemias, estd bien establecido y fue claramente
ejemplificado por la movilizacién del virus de la EEV de 1969 a 1971, cuando se
desplazé de su sitio original en la frontera de Guatemala con El Salvador, a otros
paises Centroamericanos, a México y hasta el sur de Texas en los Estados
Unidos, que no puede explicarse simplemente por el acarreo de equinos.

Un arbovirus que causa encefalitis puede ir de un lugar a otro en huéspedes
infectados que se arrastran, caminan o vuelan, o puede ser transportado por
vehiculos que cursan por tierra, mar o aire. Es facil ver el movimiento
relativamente de corto alcance, en mosquitos infectados y el mas corto que se
da en garrapatas infectadas.

Algunos huéspedes vertebrados como el hombre o los equinos pueden caminar
hasta 10 km o més; algunos animales pequenos silvestres o domésticos tales
como perros, cerdos, ratas o armadillos entre otros pueden moverse en rangos
de menos de 10 km.

Los vertebrados que vuelan tales como algunas especies de aves y murciélagos,
pueden en teorfa mover a un arbovirus durante ciclos de viremia, en distancias
promedio de 10 km y aunque algunas especies de murciélagos migran alrededor
de 21,000 km, no se sabe que sean vectores en el trépico. Algunos arbovirus
asociados con encefalitis han sido encontrados en la sangre de aves que migran
y surcan muchos miles de kilémetros en pocos dfas, tiempo en el que un virus
puede persistir en su sangre. Infectan en forma natural a las aves y se conocen
como virus de la EEE, EEO, ESL, EJ, MVE y EEV. La amplia distribucién de
algunos de estos virus en zonas tropicales y templadas, pueden explicarse dentro
de los movimientos migratorios de las aves. La movilizacién a grandes distancias
de los arbovirus de la encefalitis transmitidos por garrapatas, que parasitan aves,
puede también ocurrir cuando éstas ya infectadas, quedan adheridas firmemente
en la piel de las aves durante la migracién.
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Ademés, los arbovirus de la encefalitis, en huéspedes infectados, pueden viajar
en aviones o en automdviles. Los aviones pueden mover virus por muchos miles
de kildémetros en vuelos intercontinentales, ya sea en personas, en mosquitos, en
garrapatas o en equinos infectados.

Los arbovirus de la encefalitis también pueden moverse de una regién a otra por
el uso de una vacuna inactivada en forma insuficiente, que contenga virus
patégeno, que infecta a nuevos huéspedes al vacunar a numerosos animales y
que, durante la viremia posvacunal, son picados por mosquitos que més tarde la
transmiten a otros animales.

M. PREVENCION Y CONTROL

La historia natural de los arbovirus de la encefalitis indican que las medidas de
prevencién y de control en teorfa pueden ser dirigidas ya sea al vector
invertebrado, o a los huéspedes vertebrados, o a ambos.

N. PROFILAXIS CON VACUNAS

Las epidemias de encefalitis por arbovirus desde luego pueden desaparecer si
todas las personas potencialmente susceptibles de enfermar, pudieran ser
inmunizadas con vacunas. Esto ha sido un método impractico por muchas
razones, pero principalmente porque las epidemias por arbovirus son con
frecuencia impredecibles y es dificil definir a la poblacién humana que debe ser
inmunizada. A la fecha, la Gnica encefalitis por arbovirus que cuenta con vacuna,
y que ha sido usada para inmunizar a numerosas personas es la del virus de la
Encefalitis Japonesa (25). Se han usado en ciertas condiciones las vacunas
inactivadas para la EEE y EEO y una de virus atenuado para la EEV. Estas vacunas
estan disponibles para inmunizar al personal de laboratorio que esté en riesgo de
infectarse por inoculacién accidental o por aerosoles.

Las vacunas también son usadas para inmunizar a equinos. La poblacién equina
que requiere de vacunacién contra los arbovirus de las diferentes encefalitis
equinas son mas faciles de definir que las poblaciones humanas. Asl, los equinos
pura sangre son vacunados sistematicamente contra los alfavirus de la EEE, EEO
y EEV, al igual que todos los equinos residentes de areas identificadas como
endémicas.

Las vacunas inactivadas en teoria son inadecuadas para prevenir la encefalitis en
las personas durante brotes de encefalitis equina, porque el virus ya ha sido
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dispersado entre la poblacién antes de que alcancen a desarrollar anticuerpos
protectores. En contraste, las vacunas vivas atenuadas pueden estimular la
produccién de anticuerpos en pocos dias y ademés pueden inducir la produccién
de interfer6n aun antes de que produzcan anticuerpos. La vacuna contra la EEV,
ha demostrado ser excelente para proteger a los equinos cuando se ha
administrado durante los brotes.

Las personas que quedan accidentalmente expuestas al virus en el laboratorio,
por lesién de la piel con agujas contaminadas, pueden ser inmunizadas en forma
pasiva con sueros que contienen altos titulos de anticuerpos. Con esto se
previene la enfermedad, o se atenua el curso de la misma.

0. CONTROL DE VECTORES

Durante las epidemias de arbovirus complicadas con encefalitis, puede intentarse
el control de las poblaciones de mosquitos adultos rociando insecticidas desde
aeroplanos y camiones. Estas medidas de control son costosas y con frecuencia
no son efectivas pues se inician demasiado tarde en el curso de brotes. Hay
métodos méas efectivos aplicables a ambientes urbanos y rurales y resultan més
econdmicas que el rociar en la selva y en grandes extensiones de pantanos.

El uso de tela de alambre en las casas, o0 de mosquiteros para prevenir el contacto
con los mosquitos, el cubrir la piel con ropa y la aplicacién de repelentes para
evitar la picadura, son medidas preventivas adicionales bastante efectivas.

Debido a que algunos insecticidas tienen efectos indeseables en las personas y
en los animales, a que los mosquitos han desarrollado resistencia hacia algunos
quimicos y a lo costoso de estos programas, se han intentado recientemente
procedimientos biolégicos como son los peces que comen larvas de mosquitos,
larvas carnivoras de otras especies de mosquitos que se alimentan de larvas de
especies vectoras, o implantando microorganismos que son letales para los
mosquitos.

Existe el peligro potencial de que estos agentes biolégicos afecten a la fauna
benéfica, o que produzcan enfermedades en el hombre y/o sus animales
domésticos. Los procedimientos de control por procedimientos genéticos estan
bajo ensayo. Un avance es el empleo de machos radiados y esterilizados, que son
soltados en poblaciones naturales y al final, las hembras no son fertilizadas.

15



P. CONTROL DEL AMBIENTE

En las zonas tropicales existe el peligro de que las encefalitis en humanos
causadas por arbovirus, puedan aumentar en frecuencia como resultado de los
cambios ecoldgicos que suele experimentar una regién. Por ejemplo, el desarrolio
suburbano en la periferia de pantanos, puede llevar a las personas a estar en
contacto cercano con los mosquitos vectores; o el uso de regiones selvéticas
para propdsitos comerciales o de recreacién, en donde pueder. las personas
entrar en contacto con especies vectoras. Los cambios climaticos acompafiados
de intensas lluvias que determinan inundaciones y movilizacién de reservorios de
su lugar habitual a otras &areas vecinas libres de actividad viral, pueden
acompanarse de brotes de encefalitis.

Los campos y los frutos de la siembra pueden proveer de suficiente comida y
sostener a grandes poblaciones de aves o de roedores silvestres, los que pueden
actuar localmente como amplificadoras de virus de encefalitis. Los sitios de agua
que sirven como criaderos para mosquitos, algunas veces aparecen como
resultado de préacticas industriales locales, de agricultura, o por la mayor
intensidad de las lluvias.

Q. CONTROL DEL HUESPED

La inmunizacién de los animales silvestres que sirven como amplificadores de los
arbovirus de la encefalitis es impracticable; se requerird de procedimientos de
captura y vacunacién de cada huésped. Sin embargo, los animales domésticos
(cerdos en el caso de ia EJ, caballos en el caso de la EEV) pueden ser
inmunizados para removerlos de la naturaleza como amplificadores efectivos del
virus, antes o durante las epidemias.

La erradicacién de los amplificédores vertebrados silvestres como las aves, es
imposible de realizar como un método de control de la EEV y ademés es
indeseable.

R. CONCLUSIONES

La encefalitis por arbovirus permanece como un problema que va a ser controlado
en forma incompleta en los trépicos y en otras regiones del mundo, hasta que la
historia natural y la ecologfa de los virus causales sean entendidas en forma
completa; hasta entonces podran desarrollarse las verdaderas medidas de control
que rompan ciclos naturales del virus, antes que estos alcancen al hombre y a sus
animales para causarles enfermedad y eventualmente la muerte.
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CUADRO 1. PROPIEDADES DE LOS VIRUS DE LA ENCEFALITIS EQUINA VENEZOLANA (1982)

Natural Marcadores comunes
Fuente
epidemiolégica Distribucién geografica Virulencia para
IH subtipos Tamaio de pH Glicoproteina
antigénicos placas éptimo 8 en virién
Sury Centroa Florida, Brasil, Humano Equino Hémster (2,3,4) Vero (3) de HA (6)
Norteamérica mérica Estados Trinidad, 3)
Unidos Guyana
Epidémica + + + + +C Pequefias 5.8/6.2 3
Epizodtica + +°° + + + I-AB Pequefias 5.8/6.2 3
Endéanica + + + ? + 1D Grandes 6.0/6.4 2
Enzodtica + + +/- + +E Grandes 6.0/6.4 2
+ + + L} Grandes 5.8/6.2 3
+ + + m Pequefias 5.8/6.3 2
+ v Pequeias 2

IH = Inhibicién de la hemaglutinacién. HA = Hemaglutinacién.

** De 1969 a 1971 y en el sur de Texas en 1971
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CUADRO 2b. VIRUS CON CICLO DE ARTROPODO QUE CAUSAN INFECCION AGUDA DEL SISTEMA NERVIOSO
CENTRAL Y ENCEFALITIS EN HUMANOS

Grupo de virus Transmisién Distribucién geogréfica Enfermedad en animales
domésticos

Virus principalmente asociados con otros sindromes, pero ocasionalmente causando encefalitis epidémica y
endémica

Togaviridae, Alfavirus
Sindbis En Africa y Europa
Semliki Forest En Africa y Sudeste de Asia

Flaviviridae, Flavivirus
Oeste del Nilo En Africa y Medio Este
Kyasanur FD

Omsk fiebre hemorragica En Asia Central
Bunyaviridae

Flebovirus

Fiebre del Valle del Rift . En Africa

Crimea fiebre hemorragica En Europa del Este y Africa

Reoviridae, Orbivirus
Colorado Tick Fever Garrapata Oeste de Norteamérica Ninguno
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CUADRO 3. VECTORES Y HUESPEDES VERTEBRADOS DE LOS ARBOVIRUS QUE CAUSAN ENCEFALITIS EN

SERES HUMANOS

Lugar Virus Vector artrépodo y género principal Huéspedes vertebrado

geografico amplificadores

Africa Bunyanwera Mosquito Aedes Mamiferos silvestres
Thogoto Garrapata Ganado
Oeste del Nilo Mosquito Culex Aves, Equinos

Asia Encefalitis Mosquito Culex Porcinos*, Aves, Equinos
Japonesa

Selva Kyasanur

Garrapata Haemophysalis

Monos, Animales silvestres

Australia Langat Garrapata /xodes Roedores silvestres
Del Valle Murray Mosquito Culex Aves
Norte y EEE Mosco Aedes, Culiseta Aves, Equinos
Sudamérica
liheus Mosco Psorophora Aves, Mamiferos silvestres,
Marsupiales
Rocio Probablemente mosquito Desconocido
ESL Mosco Culex Aves
EEV Mosco Aedes, Culex, Mansonia, Equinos, Humanos, Mamiferos
Psorophora silvestres
EEO Mosco Culex, Culiseta Aves, Equinos

* Produce abortos

Nota: Los equinos no son amplificadores, s6lo son huéspedes que enferman
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CUADRO 5. CICLOS NATURALES DEL VIRUS DE LA ENCEFALITIS EQUINA VENEZOLANA

ENDEMO-ENZOOTICO

EPIDEMO-EPIZOOTICO

Mosquitos

Culex (Mel.) aikerii
Culex (Mel.) portesi
Culex (Mel.) taeniopus

Vertebrados
Enfermedad en humanos

Infeccién silenciosa
Roedores silvestres, murciélagos,
equinos, perros, armadillos, cerdos, bovinos.

Mosquitos

Aedes taeniorhynchus
Aedes solicitans
Mansonia titillans
Psorophora confinis
Culex nigripalpus

Vertebrados
Enfermedad en equinos y humanos

Infeccién silenciosa
Humanos, equinos, perros, cerdos, bovinos
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A. INTRODUCCION

El virus de la Encefalitis Equina Venezolana (EEV) ha causado enfermedad en
humanos y equinos en las Américas, variando desde brotes pequefios hasta
epidemias/epizootias con un gran numero de casos. Esta variabilidad en
patogenicidad o epidemiologfa fue asociada con diferencias serolégicas o
antigénicas en los virus en 1969 (1). Hasta la fecha se han descrito 13 variantes
o miembros del complejo seroepidemiolégico de la Encefalitis Equina Venezolana
(2). La mayoria de estas variantes son llamadas "enzodticas" porque se
transmiten en hébitat selvético, son avirulentos para equinos y rara vez causan
enfermedad en humanos o animales domésticos. Estos virus se mantienen en
ciclos de transmisién entre roedores (especialmente Sigmodon hispidus) y
mosquitos del subgénero Culex (Melanoconion). Solamente dos variantes
seroldgicas, las IABy IC, son llamadas "epizoéticas" porque causan enfermedad
y alta mortalidad en equinos; estas variantes también han causado epidemias en
humanos (3). Las variantes IAB y IC son transmitidas por un gran niumero de
mosquitos y moscas hematéfagas que se infectan por la ingestién de sangre de
equinos con viremias muy altas; la mayorfa de los animales (mamiferos y aves
domésticos y silvestres) en las zonas epidémicas estén infectados, aunque no se
observen efectos clinicos. Las primeras epizootias se describieron en Venezuela,
en los afios treinta, pero estudios retrospectivos sugieren que la mayorfa de las
epidemias han ocurrido en el norte de América del Sur, incluyendo Colombia,
Ecuador y Venezuela (2). En esta zona se encuentran también un gran nimero de
focos de transmisién enzoética.

! Trabajo presentado en el Seminario-Taller: Vigilancia Epidemiolégicg de
las Encefalitis Equinas. CNSA, DGSA, CPA (SAGAR) y OPS/MEXICO, Chiapas, México,
1996.
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Una de las preguntas mas importantes con respecto a la epidemiologfa de este
virus, concierne a la relacién entre los virus enzodticos y los epizo6ticos, para
determinar el origen de las epidemias y las mejores estrategias para el control de
la enfermedad. Las diferencias seroldgicas y de transmisién de las variantes de
este virus, dieron origen a la idea de que eran casi distintas especies de virus.
Incluso, el virus "epizoético” solamente se podia detectar durante las epidemias
y parecian desaparecer después de agotar a los animales susceptibles de la zona;
no se sabia cudles eran los mecanismos de persistencia interepizoética. Una de
las hipdtesis mdas prevalentes era que los virus epizo6ticos emergian
periédicamente de focos de virus enzoético, por medio de mutacién y seleccién,
a nivel molecular y después, a nivel de poblaciones (2, 4, 5).

B. METODOLOGIA

La gran variabilidad genética de los virus que contienen ARN ha permitido su
andlisis a nivel molecular, utilizando secuencias cortas de nucleétidos para
clasificar las cepas o aislados clinicos. Cuando se comparan las secuencias de un
gran numero de aislados, se pueden generar &arboles genealégicos que
representan las relaciones evolutivas de los virus asociados con brotes o
epidemias de la enfermedad. Estos estudios han resultado en un mejor
entendimiento del origen, transmisién y epidemiologfa de los agentes patégenos.

Los anélisis de filogenia o evolucién molecular, consisten en determinar la
secuencia de nucleétidos de dos regiones distintas del genoma del virus de la EEV
y compararlas entre aislados; estas zonas codifican partes de las proteinas
estructurales de la particula viral o enzimas especificas, usadas durante la
replicacién del virus en la célula huésped. Se escogen las secuencias a comparar
basdndose en teorias de evolucién molecular, que definen cuéles zonas
genémicas representan el "reloj molecular” del virus. Por lo tanto, la comparacion
y cuantificacién de diferencias de nucleétidos entre 4reas cortas del genoma
aproxima la evolucién total del virus. Se evita usar secuencias de proteinas
modificadas por presiones inmunoldgicas; por ejemplo, se usan zonas que
codifican proteinas no estructurales o 4reas de la proteina estructural que estan
internalizadas en la particula. Esto permite ver la evolucién del virus a largo plazo
y sin modificacién por el huésped individual (sin seleccién natural por anticuerpos,
por ejemplo). Las secuencias comparadas por lo tanto sirven de marcador
genético o para clasificar los virus en genotipos. Como no se incluyen secuencias
que codifican zonas antigénicas expuestas en la superficie del virus, las
clasificaciones en genotipos no siempre se correlacionan con las relaciones
serolégicas.
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Las técnicas utilizadas para generar filogenias son muy especializadas. Se
necesita un laboratorio de alta seguridad, para aislar, crecer y concentrar el virus
en altas cantidades, sin riesgo al personal de infeccién por aerosol. El equipo
usado para determinar la secuencia de nucleétidos del ARN extraido del virus
consiste en camaras de electroforesis, fuentes eléctricas de alto voltaje, bombas
de vacio, etc. y también requiere el uso de radioisétopos, enzimas y reactivos
sensibles al calor y a contaminantes en el ambiente. Los datos generados se
tabulan, editan y almacenan en computadoras que corren programas muy
costosos. La comparacién de estas secuencias de nucleétidos entre muchos virus
se hace por medio de algoritmos complejos, en microcomputadoras de alta
capacidad (en PowerMac o PC con memoria especial), o en macrocomputadoras
y sistemas institucionales (VAX o SUN). Por lo tanto, los andlisis evolutivos
actualmente se hacen en pocos laboratorios, a nivel internacional. Esto implica
que cuando hay epidemias repentinas o esporadicas, se requiere que el personal
de campo consiga la manera de transportar un gran numero de muestras a los
centros de referencia nacionales o internacionales (con permisos de transporte
apropiados). La muestra preferida para aislamiento de virus es el suero (mantenido
en congelacién), aunque también se puede aislar virus de cerebro o hisopos
faringeos y otros; el suero tiene la ventaja de que también se puede utilizar para
detectar anticuerpos contra el virus, aunque estas pruebas no dan informacién
especifica en cuanto a la clasificacién del virus dentro de la especie (subtipo o
variedad). Actualmente se requieren tanto andlisis antigénico (por ELISA, IH o
IFA) como filogénico, de por lo menos una docena de muestras, de distintas
zonas afectadas, para la clasificacién de agentes etiolégicos de encefalitis equina
y confirmacién de causa de epidemias.

C. RESULTADOS

La relacién entre los virus enzoéticos y epizo6ticos de la EEV se estudié
retrospectivamente durante la década de los 80, cuando hubo poca actividad
epidemiolégica del virus. Los primeros estudios genéticos del virus de la EEV en
Colombia (5) demostraron que habia muy poca diferencia entre estos dos tipos
de virus, si se estudiaban aislados de la misma regién geogréfica. Estos virus,
aunque pertenecfan a distintas variantes serolégicas (ID y IC), mostraban
diferencias genéticas de aproximadamente 1% o menos, cuando se comparaba
el total de su ARN (con un total aproximado de 11,400 nucleétidos de longitud).
Esto significa que por mutacién (de 114 nucleétidos o menos) y seleccién, se
pueden generar variantes epidémicas o virulentas del virus de la EEV; este
fenémeno puede ocurrir rdpidamente en virus de ARN, por su alta tasa de error
durante la replicacién en la célula huésped. Como habia diferencias serolégicas
o antigénicas detectadas entre estos virus, en pruebas con anticuerpos
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policlonales y monoclonales, algunas de las mutaciones probablemente ocurrfan
en las proteinas estructurales expuestas en la superficie viral. La posibilidad de
que el virus enzoético fuera el origen de las epidemias en Colombia fue una de las
conclusiones de este trabajo. No fue sino hasta la década de los 90, con el
desarrollo de las técnicas de secuenciacién, que esta relacién fue probada.

La relacién genética de todos los virus prototipo del complejo serolégico de EEV
fue definida usando técnicas de andlisis de secuencias en 1992 (6). Se
compararon 20 virus distintos de EEV, usando un total de 470 nucleétidos de los
genes nsP4 y E1 para cada virus. Se incluyeron también otros virus
representantes de la familia de los alfavirus, para mostrar su divergencia del
complejo serolégico de EEV. Los resultados de este andlisis se muestran en la
Figura 1. Los subtipos IV, V y VI, que circulan en Brasil, Guyana Francesa y
Argentina son los mas divergentes o distintos del resto del grupo. Después siguen
los representantes del subtipo |, variedades IE (Panama 1962) y IF (Brasil 1978).
El subtipo Ill, compuesto por virus aislados en Peri, Guyana Francesa, Brasil y
Estados Unidos, forma un grupo con evolucién independiente (con alta
divergencia dentro del propio grupo) que refleja su divergencia ecolégica en
cuanto a ciclos de transmisién (en pajaros y/o monos). Las relaciones genéticas
mas estrechas ocurren entre los virus de los subtipos Il y |, variedades AB, C y
D; esto implica que tienen un progenitor comun y que probablemente el virus del
subtipo |l se introdujo a los Estados Unidos (Florida) desde América del Sur, la
zona mas activa de transmisién de EEV. En las ramas que incluyen los virus de
las variedades serolégicas IAB, IC y ID, podemos ver que los virus
epizodticos/epidémicos (Venezuela 1938, Trinidad 1943, Venezuela 1963,
Colombia 1967, Guatemala 1969 y Peri 1973) tienen muy pocas diferencias
genéticas (2-13 nucle6tidos/470) de los virus enzoéticos (Colombia 1960,
Panamé 1961, Colombia 1983). Los virus enzoéticos (ID) siempre se encuentran
més cerca del nodo o progenitor de la rama y son los Unicos virus de EEV que
mantienen ciclos de transmisién continua en estas zonas. Por lo tanto, el origen
de las epizootias en la parte norte de América del Sur parece residir en la
poblacién de virus que se transmite en focos enzoéticos.

Los estudios prospectivos de brotes de EEV que ocurrieron en 1993 en Venezuela
(7) y en México, aclararon més la relacién entre los virus enzoéticos y su
potencial para causar epidemias. En diciembre de 1992, en el estado de Trujillo
(a orillas del Lago Maracaibo) en Venezuela, se reportaron los primeros casos de
EEV en equinos en casi 20 afios. La Gltima descripcién de una epizootia/epidemia
de EEV en las Américas habla sido en la Peninsula Guajira en Venezuela en 1973.
El brote, que ocurrié hasta fines de enero de 1993, causé 10 muertes
documentadas en equinos y solamente enfermedad febril en humanos (15% de
personas muestreadas con anticuerpos, dos con aislado viral). Una campaiia de
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vacunacién de equinos (con cepa TC-83) iniciada en febrero parecié controlar la
enfermedad. En junio de 1993 se reportaron casos adicionales de EEV en equinos
y humanos del estado de Zulia (al lado opuesto del Lago Maracaibo que Trujillo).
El nimero de casos en equinos se desconoce pues no habfa vigilancia activa,
aunque hubo reportes de un gran nimero de muertes en burros salvajes. En
humanos solamente hubo enfermedad febril, pero se obtuvieron aislados virales
de suero. Se inici6 otra camparia de vacunacién de equinos en los alrededores de
la zona afectada; no hubieron méds casos en esta 4rea del pals sino hasta dos
anos después. El andlisis antigénico (con anticuerpos policlonales y monoclonales)
de méas de cinco muestras de estos brotes demostré que se trataba de virus del
serotipo IC, causante de muchas otras epizootias en esta zona de América del
Sur. Lo singular de esta epidemia se demostré con el anélisis genealégico de
aislados virales de equinos (cepas 125573, 243937, 243938) y humanos (SH3,
SHS5), cuando se compararon con otros virus aislados anteriormente. La Figura 2
muestra la relacién estrecha (divergencia de 5/470 nucleétidos) entre los virus de
estos brotes con un virus tipo ID aislado en Colombia en 1983, de un ciclo
enzoébtico (8).

Estos resultados confirmaron que el virus enzoético es el origen evolutivo del
virus epizoético en Colombia y Venezuela, y que la generacién de virus epidémico
probablemente continuaré hasta que se eliminen los focos enzo6ticos de EEV en
las Américas. El potencial de produccién de virus virulento parece ser
caracteristica de otros ciclos de virus enzoé6tico, como el subtipo IE en México.

Entre mayo y julio de 1993 ocurrié una epizootia en la zona costera de Chiapas,
Este brote consterné a las autoridades veterinarias y de salud publica a nivel
internacional por su posible relacién con la epizootia simultdnea en Venezuela.
Solamente se obtuvo un aislado viral de un caballo muerto en el municipio de
Mapastepec, que resulité ser del tipo serolégico IE, clasificado como "enzoético”
(1). Cuando este virus se comparé genéticamente a otros aislados hechos
anteriormente en México, Guatemala y Panam4, también del subtipo IE (ver Figura
3), se confirmé que la epidemia habia sido causada por un virus distinto al de
Venezuela, y que no hqb(a sido transportado de esa zona a México. Lo intrigante
fue que el virus tipo IE siempre fue considerado como avirulento para equinos y
nunca se habia asociado con enfermedad o muerte mas que en humanos (ver
cepa de Panamd, 1962); tampoco se habfa descrito su transmisién por una gran
variedad de mosquitos, como los virus "epizodticos". Estos estudios preliminares,
usando solamente un aislado viral de Chiapas, deben confirmarse con anaélisis
serolégico y filogénico de més muestras. También se deben hacer estudios de
patogenicidad en equinos, para demostrar que este virus tiene capacidad de
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causar las altas tasas de mortalidad descritas durante la epizootia y demostrar
que es el agente etiol6gico, de acuerdo a los postulados de Koch.

La dltima epidemia/epizootia que ha contribuido a un mejor entendimiento de la
evolucién molecular de virus de la EEV, fue la ocurrida en Venezuela y Colombia
de abril a octubre de 1995 (9,10, 11). Esta epidemia fue la mas grande reportada
desde 1973, y afect6é a un total de cerca de 100,000 humanos y un nimero
desconocido de equinos. La Gltima vez que se habia descrito una epidemia de
esta magnitud en esta zona (Peninsula Guajira) fue en 1967, cuando hubo
aproximadamente 220,000 casos humanos (12).

Los primeros casos ocurrieron en los estados de Falcén, Carabobo, Yaracuy, Lara
y Zulia en Venezuela, de abril a julio de 1995. Para fines de agosto, la epidemia
se habia extendido al noroeste del estado de Zulia, a la Peninsula Guajira
compartida por Colombia y Venezuela. La mayoria de los casos ocurrieron en los
pobladores de esta zona, los indigenas Wayuu. El primer aislado viral que se
estudié molecularmente fue de un caso humano del estado Falcén (cepa 6119),
que resulté ser del tipo IC (epizoético) por serologia. Este virus y todos los
colectados de otros humanos, equinos y mosquitos durante la epidemia, fueron
clasificados dentro de un grupo filogénico (ver Figura 4) comprendido por aislados
anteriores de la Penfnsula Guajira (cepas V198, V202, PHO127, PMCHO5) y de
la zona central de Venezuela (cepas P676, prototipo del IC, y Panaquire). En este
caso no tenemos un virus de tipo ID que sirva para aproximar al progenitor teérico
de este virus epidémico y el mas cercano evolutivamente es un virus aislado en
Colombia en 1960 (cepa V209A). Lo interesante es que todos los virus IC del
grupo filogénico muestran muy pocas diferencias genémicas (0-4 nuc/851),
menos de lo que se esperarfa durante 33 afios de evolucién (1962 a 1995),
aunque esta caracter(stica de estabilidad genética se habia descrito ya para este
y otros virus de la familia (13).

Esta epidemia se caracterizé por un alto nimero de casos en humanos, sin la
correlacién comdn con un alto nimero de casos en equinos. Algunos de los virus
mostrados en el arbol genealégico se obtuvieron directamente de hisopos
faringeos (cepa 951254) o del cerebro de un feto humano abortado
espontdneamente (cepa 12563, uno de mueve casos documentados en
Venezuela), demostrando una alta patogenicidad para humanos. Se especula que
la falta de casos equinos durante esta epidemia haya sido por el reducido nimero
de equinos que se encontraban en esta zona, normalmente &rida.
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D. CONCLUSION

La determinacién de secuencias de nucleétidos de un gran nimero de virus de
EEV ha permitido su comparacién y la generacién de arboles genealégicos, que
a su vez proporcionan un estimado cuantitativo de relaciones genéticas o
evolutivas. Esta informacién nos ha ayudado a definir el origen evolutivo y
geogréfico de los virus epidémicos/epizodticos y asi contribuir a un mejor
entendimiento de la epidemiologia de la Encefalitis Equina Venezolana. El
mecanismo de generacién o evolucidn de cepas epizoéticas parece ser por
mutacién y seleccién de variantes de un progenitor enzoético; los resultados
discutidos aquf apoyan esta hip6tesis. La definicién de ciertos ciclos enzoéticos
como progenitores de virus epizodticos implica que la metodologfa de control de
la enfermedag debe estar concentrada en la eliminacién de focos selvéticos. Esto
significa que se debe interrumpir la circulacién de virus que son normalmente
avirulentos para équidos y que infectan sélo ciertos roedores o péjaros, en zonas
remotas. Actualmente no existen vacunas contra los virus enzoéticos y se ha
demostrado que la proteccién contra estas cepas se pierde meses después de la
inmunizacién de equinos y humanos con la vacuna TC-83, elaborada con un virus
epizodtico aislado en Trinidad en 1943 (4,14). En cambio, la inmunizacién o
infeccién natural de equinos con cepas enzoéticas, protege contra virus
epizodbtico en estudios de desafio experimental (14). Por lo tanto es de interés
formular vacunas nuevas, hechas con virus enzodtico aislado recientemente, que
puedan interrumpir la transmisién selvética de la EEV en humanos, equinos, y
quizd en otros animales o vectores que contribuyan a la amplificacién de las
variantes o mutantes virulentas, antes de que ocurra la epizootia.

Histéricamente se han preparado vacunas que se. administran y protegen a
équidos solamente y los sistemas de control suponen que la interrupcién de
enfermedad equina protegeré a la poblacién humana. La uitima epidemia ocurrida
en la Peninsula Guajira es ejemplo de la posible ineficiencia de esta estrategia;
parece haber ocasiones en que el virus de la EEV se puede transmitir de persona
a persona, a través de mosquitos o por aerosol. Estas observaciones apoyan la
necesidad de estudios de patogenicidad humana, con modelos animales, con los
aislados recientes de Venezuela y Colombia, pero también que se considere la
formulacién de vacunas humanas, para el control de esta enfermedad tan
importante para la salud publica. -
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Figura 1. Arbol genealégico de los virus del complejo serolégico de la EEV. La
escala representa diferencias de nucleétidos entre los' virus, conectados por
nodos ancestrales. Se incluye el virus Sindbis (SIN) prototipo de la familia
alfavirus, y tres representantes de encefalitis equina del este (EEE), Florida 1982,
Brasil 1956, y Argentina 1936, en la parte superior. El nodo marcado con A
representa el virus ancestral o progenitor de los complejos serolégicos de EEE y
EEV.
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Figura 2. Arbol geneaiégico del virus de la EEV, incluyendo cinco muestras de la
epidemia/epizootia en Venezuela en 1992-1993. Para simplificar la gréfica, se
incluyen solamente virus de los subtipos IABCD y Il (un representante de Florida,
1963). El progenitor teérico del grupo venezolano (1992-1993) es un virus muy
similar al de Colombia de 1983.
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Figura 3. Arbol genealégico del virus de la EEV, con representantes de los
subtipos |, Il y lli, incluyendo un aislado de Chiapas, 1993. El grupo monofilético
del subtipo IE contiene aislados de Panamé, 1962 (Almirante, Bocas del Toro),
México, 1966 (Sontecomapan, Veracruz), México, 1993 (Mapastepec, Chiapas),
Guatemala, 1968 (La Avellana, Santa Rosa), y Guatemala, 1980 (Puerto Barrios,
lzabal). Ver figuras anteriores para la escala aproximada.
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Figura 4. Arbol genealégico del virus de la EEV, de subtipos | y Il, incluyendo 13
aisiados durante la epidemia de 1995 en Venezuela y Colombia. Los nimeros
debajo de cuatro de las ramas (93 y 100) representan el significado estadistico
del érbol (méximo de 100).
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A. INTRODUCCION

METODOS DE DIAGNOSTICO

1. Inmunolégico
a. Deteccién de antigeno
b. Deteccién de anticuerpos

2. Molecular
a. Deteccién de acidos nucleicos

- La tecnologfa se ha movido a un paso répido y el diagnéstico no ha sido la
excepcién

- Los métodos de diagnéstico pueden ser divididos en dos formas bésicas, los
basados en técnicas inmunolégicas y en técnicas moleculares.

- Los avances modernos en ingenierfa biomédica han proporcionado una amplia
variedad de nuevas tecnologlas para el diagnéstico de las enfermedades
infecciosas.

- Todos utilizan formatos semejantes: membranas, microplacas, perias
magnéticas, fibra 6ptica y microchips.

- Algunos ejemplos incluyen: dipsticks, flowthru, ELISA, wicks, ECL, biocensores
y fotolitografia.

- El USAMRIID ha desarrollado pruebas utilizando dipsticks, wicks, ELISA, PCR,

ECL y en un futuro cercano se desarrollardn ensayos basados en fibras 6pticas
y microchips.
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DIAGNOSTICO DE EEV:
CONCEPTOS GENERALES

AISLAMIENTO

- Identificacién
- Serolégica
- Bioquimica
- Genética
- Requerido para la subtipificacién

SEROLOGIA

- Ipterpretacién con cautela en ausencia de aislados
- Util para establecer la exposicién

- Esta tecnologfa es dificil de implementar en la mayoria de los paises pues el
equipo tiene un costo elevado, requiere de personal entrenado y no
necesariamente se necesita.

- La manera clasica basada en la serologlfa y el aislamiento ha sido y sera la base
del diagnéstico de la EEV.

- Ambos métodos alcanzan la misma meta que es la identificacién del agente
infeccioso.

- Se prefiere el aislamiento para la identificacién definitiva del virus.

- Sélo la serologfa debe ser siempre interpretada con cautela y generalmente
requiere de buenas historias clinicas y/o muestras pareadas.

- Algunas de las técnicas que actualmente se hacen ayudan al diagnéstico
serolégico.
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B. SEROLOGIA

DIAGNOSTICO DE LA EEV:
SEROLOGIA

ENFOQUES CLASICOS*
- Neutralizacién
- Fijacién del complemento
- Inhibicién de la hemaglutinacién
- Inmunofluorescencia

NUEVAS TECNOLOGIAS
- ELISA
Cléasica
Dip Stick

* En la ausencia de aislamiento todos requieren de muestras de suero en la fase
aguda y en la convaleciente

- La mayorfa de nosotros nos seguimos apoyando en los enfoques clésicos del
diagnéstico serolégico de la EEV que incluye:

- Nuevas técnicas, principalmente ELISA la cual ha venido a reemplazar las
clasicas técnicas de identificacién preliminar.

- La utilizacién de los enfoques clésicos probablemente nunca sean totaimente
reemplazados. Presentaré resultados recientes de nuestro laboratorio.

- Ademds haré énfasis en la necesidad de la interpretacién cuidadosa de sélo los
resultados serolégicos.
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DIAGNOSTICO DE LA EEV:
VENTAJAS Y DEVENTAJAS DE LAS TECNICAS CLASICAS

VENTAJAS:
BIEN CARACTERIZADAS
- Sélo técnicas aprobadas se utilizan en ciertas areas
- Sirven como estdndar para otras pruebas
EXISTE UNA BASE DE DATOS
SON RELATIVAMENTE SENCILLAS
- No se necesita equipo especializado por ejemplo como con la

inmunofluorescencia

SE CONSIGUEN REACTIVOS DE REFERENCIA

DESVENTAJAS:
- LLEVARLAS A CABO TOMA TIEMPO

- REQUIEREN UN INTENSO TRABAJO
-TIENEN BAJA SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD

- PROPORCIONAN MENOR CANTIDAD DE INFORMACION




RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE NEUTRALIZACION DE SUEROS DE
CABALLOS QUE SE TOMARON EN CHIAPAS, TABASCO Y YUCATAN EN 1995
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Habiendo dicho que estas técnicas tienen problemas me gustarfa discutir la
reciente utilizacién de muestras de caballos de los brotes recientes de EEV en
México.

- 38 de 40 animales posefan anticuerpos neutralizantes al virus de la EEV.

- 9 de los 38 animales positivos a la EEV tuvieron un titulo mayor de cuatro veces
o més contra el virus IE (68U201). Muchos respondieron mejor a TrD.

- 25 de los 38 animales positivos para EEV tuvieron un titulo mayor de cuatro
veces o més contra el aislado Chiapas IE 1993 (cepa 93-42124). Ninguno
respondié mejor al TrD.

- 23 de los 38 caballos positivos a EEV tuvieron un titulo mayor de cuatro veces
o més contra 93-42124 en comparacién con 68U201, mientras que ninguno de
los caballos respondieron mejor contra 68U201 que a 93-42124 (Fig. 1C).

- Estos resultados sugieren que el virus circulante es IE y que es antigénicamente
diferente del IE clésico.

- Desafortunadamente no se muestrearon suficiente caballos para obtener una
imagen clara de la epidemiologfa clésica de estos virus.



DIAGNOSTICO DE EEV:
NUEVAS TECNOLOGIAS DE USO CORRIENTE

ELISA

- 1gG (Equinos, Humanos)*
- IgM de captura (Equinos, Humanos)

* Requiere de muestras de suero en la fase aguda y convaleciente en ausencia
de aislamiento.

- Durante el brote de Colombia y Venezuela en 1995 utilizamos exitosamente la
nueva técnica de ELISA para seguir el movimiento de EEV en Colombia.

- Debido a problemas de logistica fue dificil o casi imposible obtener muestras
pareadas de humanos o equinos. Debido a que no se puede diferenciar una
infeccién reciente de una anterior, o en el caso del caballo, diferenciar una
infeccién natural de la vacunacién, la herramienta més util fue la ELISA IgM de
captura.

- Se analizar&n brevemente ambas técnicas:




ENSAYO DE IgG (Directo)

Sustrato

Conjugado IgG anti especies

Suero de prueba
(Humano o Equino)

Antigeno

FASE SOLIDA

- Esta es la manera como el ensayo IgG se efectla

- La calidad del antigeno es muy importante para evitar reacciones cruzadas.

- Tipicamente utilizamos virus purificado en gradientes de sacarosa.

- Como agente bloqueador utilizamos gelatina de pescado que tiene la menor
reactividad cruzada.

- Puede no ser (til para estudios ecolégicos pues necesita conjugados especfficos
para cada especie.
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ENSAYO DE igM DE CAPTURA

VENTAJAS
- Rapida
- Bajo costo
- Sensible
- Evita la necesidad de sueros pareados
- Reacciona con todos los Subtipos | de EEV

DESVENTAJAS
- Reacciona con todos los Subtipos | de EEV
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ENSAYO DE igM DE CAPTURA

Conjugado IgG-antl especies

Anticuerpo de ratén especifico
para el antigeno
Antigeno
Suero de prueba
(Humano o Equino)

Suero de conejo anti igM
de las especies

FASE SOLIDA

- La prueba IgM es un poco diferente que la IgG

- A semejanza de la prueba IgG, la prueba de IigM de captura tiene la limitacién
que necesita anticuerpos de captura especfificos para la especie. -

- La calidad del antigeno es mucho menos importante para este prueba.
Tipicamente utiliza el sobrenadantes de los cultivos de tejidos.

- El ensayo es muy especifico.
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RESPUESTA DE IgG DE CABALLOS INOCULADOS CON EEV (TRINIDAD DE
BURRO)

Titulo 1gG de ELISA

° 10 20 2 Pry 0

Dias posinocuiacién

o Datos individuales de cabalics
©® Media geométrica

- Como parte de nuestro esfuerzo en el desarrollo de vacunas completamos
algunos estudios en Plum Island, Nueva York, en donde probamos en caballos
algunos de los candidatos de vacunas. Este experimento dio la oportunidad de
seguir el desarrollo de los anticuerpos contra la EEV en caballos y de esta manera
mejorar la interpretacién del diagnéstico serolégico de los datos de ELISA. Los
datos que se presentan fueron los obtenidos de los animales testigos inoculados
con el virus TrD.

- Utilizando la prueba IgG directa se encontré que el primer caballo produjo
anticuerpos IgG detectables desde el dia 6 después de la inoculacién.

- El maximo titulo IgG fue entre los dias 30 y 40 y permanecié elevado durante
el resto del estudio. .

- Basados en trabajos y experiencia previa, es probable que los caballos que
sobrevivan a la infeccién sean inmunes durante toda su vida, aunque se esperaria
que los titulos IgG se reducirfan lentamente con el tiempo.




RESPUESTA DE IgM DE CABALLOS INOCULADOS CON EEV (TRINIDAD DE
BURRO)

Titulo IgM de ELISA

° 10 20 2 ) 0
Dias posvacunacién

o Datos individuales de caballos
®  Media geométrica

- Los datos de IgM son bastante diferentes a los de IgG.

- El caballo desarrollé IgM un dia antes que IgG, en el dfa 5.

- La maxima concentracién se alcanzé alrededor del dfa 10

- Los titulos se redujeron rapidamente

- Basados en estos datos estimamos que la IgM se reducird a niveles no
detectables alrededor de los 60 dias posinfeccién.
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RESPUESTA DE ANTICUERPOS DE CABALLOS DESPUES DE LA
INOCULACION CON EEV (TRINIDAD DE BURRO)
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- Cuando los dos resultados son sobrepuestos uno sobre el otro se observa una
respuesta inmune clésica a una enfermedad infecciosa. La produccién rapida de
IgM seguida por IgG, con los titulos IgG que se mantienen con el tiempo mientras
que los IgM se reducen.

- Basados en estos datos se puede tener confianza que una respuesta de IgM en
un caballo representa una infeccién que ocurrié en menos de 60 dfas.

- Por lo que conozco, todavia no existen datos semejantes en suero humano.
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DETECCION DE ANTICUERPOS CONTRA EEV Y EEE EN SUEROS DE EQUINOS

ESTADO EEV IigM EEE igM
La Guaijira 28/57* 0/0
César 7127 - 1/3
Cérdoba 6/45 3/26
Arauca 0/13 0/13
Magdalena 1/2 1/2
Bolivar 1/5 1/5
Sucre 1/22 3/22
Venezuela 0/1 mn

* Numero de positivos/Nimero de probados

Se utiliz6 el ensayo de IgM de captura con gran éxito durante los dltimos brotes
de EEV en Colombia. En esta tabla se resumen los resultados de las muestras
probadas durante un perfodo de dos semanas en septiembre de 1995. Se utiliz6
la prueba con EEE y EEV juntas en muchos casos. Este uso diferencial de la
prueba multiple resulté muy util para dirigir los esfuerzo hacia la vacunacién en
sitios activos de EEV y lejos de los sitios endémicos de EEE.




DETECCION DE ANTICUERPOS CONTRA EEV,

EEE Y DEN EN SUEROS DE

HUMANOS
ESTADO EEV igM EEE IgM Dengue
igM
La Guajira 39/110* 0/18 2/20
Atlantico 2/20 0/3 0/0
Magdalena 0/4 0/0 0/0
Cérdoba 0/2 0/2 0/0
Tolima 0/2 0/0 0/0
Cicuta 0/7 0/0 0/0

* Numero de positivos/Numero de probados

A semejanza de los caballos, la prueba de IgM de captura en humanos fue muy
util para identificar los casos activos. Muchas de esas muestras provinieron de
pacientes admitidos en los hospitales. Mientras que la IgM de captura sola no es
suficiente para efectuar un diagnéstico definitivo, es sugerente. Debido a que el
aislamiento y los sueros pareados son dificiles de conseguir de pacientes en dreas
remotas, esta puede ser la inica herramienta disponible para el diagnéstico de la
EEV en humanos. Se utiliz6 este ensayo para completar los estudios de
seroprevalencia en la Guajira después del brote. Como era de esperarse, la

prevalencia de IgM en la comunidad fue muy baja después del brote.




C. DETECCION DEL VIRUS

AISLADOS OBTENIDOS EN COLOMBIA EN 1995

-Humano 8
- Equino 2
- Mosquito 1

- Se obtuvieron 11 aislados de muestras de virus tomadas durante nuestro viaje
a Colombia en 1995. Otra vez me gustarfa reiterar la importancia de estos
aislados. Sin ellos no habria confirmacién de los resultados de la serologfa y no
habrfa informacién de las cepas que estaban circulando.

- Se identificé el virus como IC por anélisis de secuencias y se confirmé por
métodos inmunolégicos, de los cuales se hablard més adelante.
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DIAGNOSTICO DE EEV
VIROLOGIA

ENFOQUES CLASICOS

Aislamiento
- Cultivos celulares
- Ratén lactante

Identificacién de aislados

- Neutralizacién

- Fijacién del complemento

- Inhibicién de la hemaglutinacién
- Inmunofluorescencia

- Los métodos serolégicos son importantes y (tiles, pero en términos de
importancia global, no existe un sustituto para obtener un aislamiento del virus.

- Particularmente importante para EEV, debido a que se debe hacer rdpidamente
la diferenciacién entre la forma epidémica y endémica.

- Actualmente no existe un sustituto confiable para las técnicas clasicas de
aislamiento, aunque esperamos contar con alternativas en el futuro inmediato ya
que el aislamiento tiene sus riesgos inherentes. Medidas de bioseguridad.

- La identificacién de los aislados todavia se hace utilizando varias técnicas.
Actualmente se ha empezado a hacer un progreso real con nuevas técnicas que
se han estado utilizando regularmente en algunos laboratorios.




DIAGNOSTICO DE EEV
VIROLOGIA

NUEVOS ENFOQUES

Aislamiento

- Cultivos celulares

- Ratén lactante

- PCR

- ELISA de captura del antigeno

Identificacién de los aislamientos
- ELISA de captura del antigeno
- ELISA directa

- PCR

- Secuenciacién del cADN
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- Se puede obtener ELISA de captura del antigeno. En el USAMRIID hemos
desarrollado una prueba que funciona como se muestra en la figura.

ENSAYO DE CAPTURA DE ANTIGENO

Sustrato

Conjugado IgG antl especies

Anticuerpo de ratén o
monocional anti EEV
Muestra de prueba
(Suero Humano o Equino,
o Tejidos)
Suero de conejo anti EEV
de las especies
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PRUEBA DE CAPTURA DEL ANTIGENO

Ventajas
- Rapida
- La especificidad puede ser elevada
- Bajo costo

Desventajas
- Requiere de muchos reactivos
- Sensible

- La ventaja del ELISA es que es relativamente rapida de efectuar, la especificidad
puede ser elevada si se cuenta con anticuerpos de elevada especificidad como los
monoclonales y la prueba es barata.

- Una de las mayores desventajas es que utiliza muchos reactivos y algunos se
deben hacer en el laboratorio pues no se consiguen comercialmente. La

especificidad se vuelve un problema si ademds se necesitan preparar anticuerpos
monoclonales.

- La sensibilidad tiende a ser el principal problema. Para la deteccién del virus en

la prueba, los titulos de virus circulante deben ser entre 5 y 6 logaritmos por mli,
por lo que la hace casi inutil como herramienta para el aislamiento.

59



IDENTIFICACION BASADA EN ELISA

Sustrato

Conjugado anti IgG de ratén

Diferentes anticuerpos
monocionales especificos

Aislamiento purificado

Fase Sélida

- Una prueba mas comun para identificar los aislamiento de EEV es esta variante
de la ELISA clésica directa.

- Una vez que un aislado se obtiene, se multiplica en cultivos, se purifica y se
utiliza como un antigeno en una placa de ELISA.

- Para el primer anticuerpo en el sistema se utilizan diferentes anticuerpos
monoclonales.

- Un problema con este ensayo es que hay carencia de un gran variedad de
anticuerpos monoclonales especificos para la EEV.

- John Roerhig hizo un panel de monoclonales contra TrD que varfa en la
capacidad de reaccionar en forma cruzada con otras variedades.

- La identificacién se hace con el patrén de reactividad de estos anticuerpos con
el nuevo aislado.

- Otros anticuerpos monoclonales seran muy dtiles.
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DIAGNOSTICO BASADO EN PCR

Ventajas
- Ré4pido
- La especificidad puede ser elevada

Desventajas
- Requiere de muchos reactivos
- Sensible
- Requiere equipo especial y reactivos
- Relativamente cara
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ESPECIFICIDAD DE LOS INICIADORES DE EEV

M EEE WEE VEE C

707 bp —J§

- Para dar un ejemplo de la especificidad de la prueba, aqui se presentan los
resultados de la reaccién de PCR utilizando iniciadores especificos para EEV
contra varios alfavirus.

- La especificidad puede ser manipulada de acuerdo al trabajo especifico.
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PCR-EIA

Amplificacién y marcado
utilizando iniciadores
especificos para el vius &

| N . N A

Desnaturalizacién I 23

Inmobilizacién >

- Una simple modificacién al sistema basico de PCR puede dar una prueba que
elimine la necesidad de geles y puede proveer un resultado cuantificable y del
subtipo del aislado, en un solo paso.
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PCR-EIA

Amplificaciéon y marcado

utilizando iniciadores

especificos para ei virus ?
1 1 1 | ]

Desnaturalizacién ‘ e &

Deteccién ' Sustrato

*

Hibridacién ?é

ugado anti-dig

-

Inmobilizacién

>

ias sondas especflicas

~ En otra modificacién del procedimiento estédndar del PCR, varias de las sondas
especificas son preinmobilizadas sobre un sustrato sélido como la nitrocelulosa.
La deteccién es hecha de la misma manera que en la prueba anterior

- La ventaja es que esta clase de prueba puede ser elaborada en cantidad
considerable y suficiente para un facil control de calidad y distribucién.




SECUENCIACION DEL cADN

- Identificacién precisa
- Los nuevos métodos son répidos

-'Se debe contar con aislamientos

- Relativamente caro

- Requiere de entrenamiento y equipo
especializado

- Finalmente me gustaria discutir laimportancia del secuenciamiento del ADN para
el diagnéstico.

- Puede ser hecho directamente de la reaccién de PCR y fue lo que se hizo con
los aislados de Colombia de 1995.

- Es un componente esencial del diagnéstico basado en PCR.

- Las bases de datos de las secuencias parciales y las completas se han hecho
muy grandes.

- Mucho se puede aprender de la secuenciacién.
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A. INTRODUCCION

Las encefalitis equinas son zooncsis virales transmitidas por mosquitos que
ocurren en forma de episodios estacionales causando brotes en los equinos y con
menos frecuencia enfermedades en humanos.

El agente causal pertenece al género de los Alfavirus de la familia Togaviridae.
Tres virus de este género son de importancia puesto que causan enfermedad
tanto en los solfpedos como en los humanos: Encefalitis Equina del Este (EEE),
Encefalitis Equina del Oeste (EEO), Encefalitis Equina Venezolana (EEV). Un cuarto
miembro de este género, el virus de Highlands J., sélo se ha reportado en el este
de los Estados Unidos especialmente en Florida, asociado a casos de
encefalomielitis en equinos (2). Cada uno de estos virus tiene un ciclo silvestre
que incluye ciertos vertebrados y diversos vectores, particularmente mosquitos.

Los signos clinicos y cambios histopatolégicos que se observan en las encefalitis
equinas tanto en humanos como en animales, son similares, no asf la morbilidad
y mortalidad que difieren de acuerdo al tipo de infeccién.

B. ENCEFALITIS EQUINA DEL ESTE (EEE)

El virus de la EEE ocurre en Norte, Centro y Sur América presentdndose
variaciones antigénicas del virus en las diversas regiones y con vectores
diferentes.

En el oriente de los Estados Unidos, el virus circula permanentemente en aves,
en especial en 4reas pantanosas, siendo el mosquito Culiseta melanura el vector
incriminado. En otras 4reas, se ha encontrado el Aedes sollicitans, un mosquito
que abunda en regiones cenagosas de agua salobre, el cual transmite el virus a
las aves, equinos y humanos. En paises tropicales de las Américas los principales
vectores son Aedes taeniorhynchus, Culex taeniopus, Culex panacossay Culex
dunni (1).

El hombre y los equinos son huéspedes accidentales y puntos terminales de la
cadena de transmisién. Esta encefalitis no es frecuente en el hombre, pero en
cambio causa una elevada letalidad cercana al 50% y en nifios menores de 5
afos la infeccién puede dejar secuelas permanentes de diversa gravedad-

La letalidad en los caballos con signos de encefalitis asciende del 75 al 90;/03- E\na
igual forma, el virus de EEE causa elevada mortalidad en faisanes. ~os de
comprobado una asociacién entre la ocurrencia de casos humanos Y equ!
EEE y el exceso de precipitacién pluvial.
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C. ENCEFALITIS EQUINA DEL OESTE (EEO)

El virus de EEO est4 presente en los Estados Unidos, Canad4, México y algunos
paises de América del Sur. En los Estados Unidos se reconoce una zona endémica
en el-Valle Central de California en donde se observan brotes esporédicos, pero
la enfermedad se presenta en otras partes del pais.

En los equinos los casos suelen ser esporadicos al principio, adquiriendo luego
caracteristicas epizodticas.

El principal vector en los Estados Unidos es Culex tarsalis y posiblemente Aedes
dorsalis (8). En el Este, el vector es Culiseta melanura, mosquito esencialmente
ornitofilico, lo cual explicaria la ausencia de casos humanos y la baja frecuencia
en equinos.

Los reservorios naturales del virus de la EEO son las aves, especialmente
paseriformes las que desarrollan una corta viremia de dos a cinco dias durante la
cual los mosquitos se infectan al alimentarse de estas aves (2). Las aves
silvestres mantienen el virus en la naturaleza hasta 10 meses después de su
infeccion. Los huéspedes que desarrollan enfermedad son los humanos y los
caballos. La tasa de mortalidad en humanos variade 5a 10% y de 10 a 50% en
los solipedos.

D. ENCEFALITIS EQUINA VENEZOLANA (EEV)

El virus de la EEV s6lo ha sido comprobado en el continente americano y es
conocido como agente causal de encefalitis de los caballos desde 1938.

Grandes epizootias de EEV ocurrieron en Colombia, Venezuela, Trinidad y Perd
entre los afios 1955 y 1959. En 1967 surgié un brote epizoético en diversas
regiones de Colombia, que se extendié al Perd y Ecuador y de alli en 1969 a
Centro América, llegando a afectar a todos los paises, exceptuando Panam4, para
alcanzar finalmente a México y Texas en los Estados Unidos de Noertamérica en
1971.

El virus de la EEV ha sido clasificada en seis subtipos | al VI, segun se indica en
el Cuadro 1. Antiguamente se creia que los subtipos y variantes enzodticos no
eran patégenos para los solipedos y producian en ellos inmunidad que les protegia
contra las variantes epizodticas. Sin embargo, esta hipétesis esta por revisarse,
dada la variabilidad y mutagenicidad de los virus que pueden dar lugar a nuevas
variantes epizodticas. Recientemente, en 1993 se present6 en México una
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epizootia, de la cual se aislé y caracterizé el virus como IE, conocido como
enzootico.

El ciclo silvestre se observa en las selvas himedas de la América Tropical y en
regiones pantanosas, donde la transmision del virus es enzodtica y se desarrolla
entre roedores y varias especies de mosquitos del genero Culex. El hombre puede
infectarse al penetrar en el ecosistema enzodtico. El ciclo epizo6tico se mantiene
entre los équidos y varios mosquitos equinéfilos. En el hombre, la infeccién con
cepas enzoodticas pueden causar enfermedad y ain la muerte, cuando se expone
a los mosquitos vectores en el ambiente silvestre (1).

Las epizootias son producidas por virus de las variantes A-B del subtipo I. Suelen
ser explosivas y dramaticas. La infeccién de los solipedos puede llegar en
condiciones extremas a cifras cercanas al 100% y la mortalidad puede ocurrir

entre el 20% vy el 40% de la poblacién total, con una tasa de letalidad que seria:
del 38% al 83% (9).

La Encefalitis Equina Venezolana en el hombre se manifiesta cominmente por
enfermedad febril indiferenciada y benigna acompainada de cefalea, mialgias,
faringitis y leucopenia con linfopenia. Los casos clinicos generalmente ocurren
entre el 11% y 20% de la poblacién general, pero pueden llegar a cifras mucho
mas altas. La mortalidad es baja y se ha estimado entre el 0.2% y el 1.0% de los
casos clinicos. Se ha observado una incidencia de casos encefaliticos de 4% en
ninos y 0.4% en adultos infectados. En una epidemia en la Guajira venezolana se
observaron malformaciones congénitas, inclusive anencefalia en fetos de madres
que sufrieron la enfermedad durante el embarazo 2.

Los vectores que participan en las epizootias son diversos: Psorophora confinnis,
Psorophora discolor, Mansonia titillans, Mansonia indubitans, Aed??
taeniorhynchus, Aedes sollicitans, Aedes scapularis, Aedes thelcter, Deinoceritis
pseudes. Los aislamientos del virus logrados en Aedes aegypti, lo sugieren como
vector de hombre a hombre (1).

Otros animales pueden infectarse durante las epizootias, como los bovinos,
porcinos y perros pero s6lo se ha comprobado la enfermedad en el perro.

2 En el Istmo de Tehuantepec en México se observé un fenémel;lc
similar durante la epizootia en 1970 (Goldsmith R. Yy Zarate, M.L.
Nota del editor
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Generalmente los casos equinos preceden a los humanos y estos disminuyen y
cesan, cuando se agota la poblacién de solipedos susceptibles que mantiene la
infeccién de los vectores.

E. CONSIDERACIONES SOBRE LA SITUACION DE LAS ENCEFALITIS EQUINAS
EN AMERICA LATINA Y EL CARIBE

En los udltimos 15 anos la vigilancia de las encefalitis equinas ha decafido en la
mayoria de los paises de América Latina y el Caribe, hasta el punto que en el
presente se desconoce su situacion. Pocos paises continGan reportando casos
clinicos compatibles con las encefalitis equinas, sin confirmacién de laboratorio.
En América Latina y el Caribe practicamente se ha dejado de operar el diagnéstico
de laboratorio. En las Américas solo hay seis pafses con facilidades para el
diagndéstico de laboratorio; sin embargo, aquellos ubicados en paises de América
Latina tienen limitaciones técnicas para el aislamiento y tipificacién del virus
(Cuadro 2). El Centro para el Control de Enfermedades (CDC) de Fort Collins en
los Estados Unidos, tiene restricciones para recibir muestras de material
infeccioso de otros paises, por lo cual no puede brindar el servicio de referencia
internacional.

Algunos paises contintan utilizando el sistema de informacién semanal por
cuadrantes del Centro Panamericano de Fiebre Aftosa (PANAFTOSA), al cual
notifican la ocurrencia de sindromes compatibles con encefalomielitis equina de
origen viral, ubicando el lugar de ocurrencia en las coordenadas de cada pais.

En el Cuadro 3 se presenta un resumen de la informacién de los paises durante
el perfodo de 1989 a 1994. Se hace notar la escasa participacién de los paises
ya que sélo estaban informando Argentina, Bolivia, Colombia, Ecuador, El
Salvador, Guatemala, Paraguay y Venezuela. En 1994 comenzaron a reportar
Panamd y Perd (7,8). De los paises anteriormente enumerados, sélo Colombia ha
enviado la totalidad de los reportes semanales desde 1989.

Con la escasa informacién suministrada durante el periodo de octubre de 1989
a diciembre de 1994, se ha podido constatar la existencia de dreas enzodticas en
diversos paises donde frecuentemente se reportaron episodios clinicos de
encefalitis equinas. Como ejemplo en el Cuadro 4 y en las Figuras 1, 2y 3, se
ilustran la localizacién de estas areas en algunos paises. La distribucién y
extensién de estas dreas es una aproximacién ya que no se dispone de mayor
informacién.
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Durante el periodo de 1993 a 1994 se notaron algunos cambios en la situacién
epidemiolégica de algunos paises en tanto otros como Brasil, El Salvador y
Venezuela siguieron presentando focos en las mismas areas enzoéticas. En
Colombia se registraron focos de enfermedad encefalitica en equinos en dos
localidades no reportadas anteriormente. Una de las nuevas zonas enzoéticas
corresponde a la unién de los rfos Meta, Ariporo y Cravo Norte, donde se
reportaron focos en la semana 23 de 1993. La otra regién nueva esté ubicada en
Tumaco, Departamento de Nariiio.

En este mismo pais se not6 una mayor actividad durante el aio de 1994,
particularmente durante los meses de agosto y noviembre.

En Guatemala se han continuado reportando focos en el 4rea enzoética de Mita
y Lago de Guija. Lo mismo ha ocurrido en el Petén y en el borde noroeste del rio
Motagua con la frontera de Honduras.

Como en afios anteriores, la notificacién de focos del sindrome de encefalitis
equina, no identifican el nimero de animales afectados o muertos ni el tipo de
virus involucrado.

F. PROPUESTA PARA LA REACTIVACION DE LA VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA
REGIONAL DE LAS ENCEFALITIS EQUINAS

La reactivacién de la vigilancia epidemiolégica, requiere de un esfuerzo conjunto
y coordinado de los sectores de salud y agricultura de los paises, con la
participacion activa de los propietarios de ganado caballar y de las agencias de
cooperacién técnica internacional. El sistema deberd coordinar las diversas
actividades tendientes a colectar, analizar y disponer oportunamente en tiempo
y espacio datos sobre la conducta de la enfermedad y los factores que
condicionan su prevalencia. La falta de la confirmacién del diagndstico por
laboratorio, hace prioritario este aspecto parareactivar la vigilancia epidemioldgica
de las encefalitis equinas.

1. Fortalecimiento del diagnéstico de laboratorio

a) Todos los palises que en el pasado hayan reportado casos o brotes de
encefalitis equinas, particularmente de EEV, deberdn desarrollar laboratorios de
diagnéstico, incluyendo facilidades para aislamiento viral y serologia, sin pasar por
alto la bioseguridad. Se incluyen entre ellos Brasil, Colombia, Venezuela, Ecuador,
El Salvador, Guatemala, Honduras, México, Nicaragua, Peri y Costa Rica.
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b) Los paises limitrofes de aquellos con &reas endémicas deberdn tener
disponibles técnicas seroldgicas para el diagnéstico de las tres encefalitis equinas
EEV, EEE, y EEO a saber: Argentina, Uruguay, Bolivia, Paraguay, Panamj,
Guyana, Surinam y Republica Dominicana.

c) Se desarrollardn cuatro laboratorios de referencia, que tengan la capacidad de
hacer aislamiento y tipificacién viral. El pais anfitrién deber4 tener flexibilidad para
permitir el ingreso de muestras de material biolégico para hacer el diagnéstico de
referencia. Estos laboratorios ademds, deberan producir y distribuir materiales de
referencia (antigenos y sueros) a los laboratorios de otros palses. Asimismo,
deberan proveer facilidades para la capacitacién de personal por medio de cursos
o por adiestramiento en servicio.

Los laboratorios de referencia deberan orgapizar y mantener un cepario de los
aislamientos hechos en el propio pais y de los otros de la Regién, a los cuales se
les ha proporcionado el servicio de diagnéstico. Este aspecto involucraréd la
necesidad de desarrollar técnicas de anticuerpos monoclonales y secuenciamiento
genético para caracterizacion viral.

Se propone que estos laboratorios estén ubicados y proporcionen los servicios
antes mencionados como sigue:

- Brasil: Apoyo a paises del Cono Sur
- Colombia: Apoyo a paises del &rea Andina y Panamé
- México: - Apoyo a pafses de Centro América

- Venezuela: Apoyo a paises del Caribe.

2. Vigilancia Epidemiolégica

El conjunto de actividades de la vigilancia epidemiolégica tiene por objeto detectar
de manera temprana la actividad de los virus de las encefalitis con el fin de
predecir y prevenir las epizootias y los casos humanos.

El indicio m&s comun de la amenaza de un brote de encefalitis es la apariciéon de
casos clinicos en los solipedos y si se trata de EEV, de un aumento de las
enfermedades febriles no exantematics en el hombre. La posibilidad de que
'ocurran epizootias dependera de las caracteristicas epidemiolégicas de cada una
de las encefalitis y de la proporciéon de las poblaciones equina y humana con
inmunidad para el virus particular.
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Algunos elementos son considerados fundamentales para instrumentar el sistema
de vigilancia epidemiolégica de las encefalitis equinas.

a. Caracterizacién epidemiolégica

La encefalitis equina venezolana (EEV) es la que causa mayor preocupacién, dada
la alta morbilidad y letalidad que llega a causar en los solfpedos y su importancia
como agente patdgeno para el hombre. La posible ocurrencia de epizootias de
esta encefalitis y su prevencién por medio de la vacunacién de los equinos,
plantean la necesidad de conocer las poblaciones expuestas al riesgo. Es de
esperar que las regiones en donde previamente se ha presentado actividad
epizodtica vuelvan a ser escenario de ella, cuando con el paso de los afios la
poblacién de equinos sobrevivientes inmunes, vaya siendo reemplazada por
animales susceptibles. La experiencia enseifa que mapas como los que se basan
en el sistema de Hildrige permiten identificar las regiones en donde pueden
surgir brotes epizoéticos y reciprocamente aquellos que permaneceran indemnes
(8,12).

Sera necesario conocer en estas regiones las poblaciones en riesgo humana y
equina e identificar a los posibles vectores del virus.

Los estudios serolégicos complementarios pueden definir la proporcién de
caballos susceptibles en un 4rea y seran base para planificar las campanas de
vacunacion (10).

b. Notificacién e investigacién de casos y brotes

El sistema de vigilancia operard cuando los servicios veterinarios oficiales y
privados y la poblacién en general, tengan conciencia de la importancia de
notificar cualquier caso o brote de enfermedad equina con sintomas encefaliticos.
Para lograr esto, se requiere del desarrollo de un amplio programa de capacitacion
en los servicios veterinarios sobre la epidemiologia y manifestaciones clinicas de
las encefalitis equinas y de la coleccién y remision de muestras para el
laboratorio. De igual forma seréa necesaria la realizacién de programas educativos
dirigidos a la comunidad.

Es importanie determinar y diferenciar situaciones de normalidad o endemia, de
aquellas de alerta o de epizootia, para lo cual los veterinarios de la zona deberén
familiarizarse con la metodologia de la investigacién epidemiolégica y con la
evaluacién de frecuencias. La investigacion proveerad informacién sobre la
delimitacién del ecosistema epizoético y orientara las medidas a tomar para su
control (10,12).
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c. El sistema de informaclén

Las encefalitis equinas son enfermedades de notificacién, de modo que los pafses
deberdn contar con un sistema para la recoleccién sistematica de datos y la
consolidacién, evaluacién y distribucién oportuna de la informacién,
especialmente a los niveles de decisién y a aquellos que los requieren para actuar.

La informacién oportuna semanal por el sistema de cuadrantes es Util y deber4
continuarse, pero se debera hacer el seguimiento de focos y proveer informacién
adicional util, para conocer el proceso de la enfermedad y predecir oportunamente
las epizootias.

El sistema debe establecer los flujos adecuados de la informacién que permitan
registrar la notificacion de casos sospechosos de enfermedad y muerte por
encefalitis en equinos, mulares y asnales, asi como para establecer los canales
para que se realicen las pruebas de laboratorio que confirmaran la presencia de
la enfermedad.

Se debe mantener un banco de datos con informacién por Departamentos o
Estados, sobre predios, concentraciones de animales y coberturas vacunales
(hip6dromos, clubes, montas del ejército), poblaciones por especie, categorias
etareas, tipos de produccién animal, ferias comerciales y de produccién animal,
laboratorios productores y almacenes expendedores de vacuna, asi como de
registros de personal y grado de capacitacién del mismo. Sera necesario mantener
mapas de predios afectados segun el tipo de diagnéstico (clinico, patolégico,
serolégico, virolégico) y del flujo de animales segun destino (predio, feria,
exposicién, matadero) con base en la informacién regional (11).

Finalmente se deberdn coordinar los aspectos referidos a la informacién y
vigilancia de las encefalitis con las entidades locales y nacionales del sector salud.

d. Centinelizacién

El uso de animales centinelas puede aportar informacién relacionada con la
actividad de transmisién del virus de la encefalitis equina venezolana (EEV).

La seleccién de areas se hard tomando en consideracién estudios retrospectivos
de lainformacién sobre antiguos brotes de EEV, en localidades que en el presente
no revelen actividad viral pero existan niveles altos de anticuerpos en la poblacién
equina, presencia de anticuerpos IgM contra EEV o donde hayan ocurrido
recientes reportes de casos de enfermedad equina. La cooperacién de los
propietarios de solfpedos es indispensable. El hdmster ha demostrado su
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susceptibilidad para detectar actividad viral. Asimismo los solfpedos no
vacunados, libres de anticuerpos y procedentes de zonas sin antecedentes de
encefalitis pueden ser utilizados (9,12).

La centinelizacién puede combinarse con la deteccién viral en especies de

vectores de la zona, una vez que se ha encontrado actividad viral en los animales
centinelas. :

e. Investigacién

La investigacién es un elemento Util para conocer todo proceso epidemiolégico,
en particular las multiples interacciones de un agente con sus huéspedes y el
medio que lo rodea.

En las encefalitis equinas es preciso desarrollar estudios sobre el propio virus, sus
variantes y su relacién con las manifestaciones epizodticas y enzoéticas. Se
senala la necesidad de conocer las variantes del virus de EEV en los diversos
ecosistemas y su potencial virulencia para causar epizootias. Asimismo, serd
necesario conocer la estabilidad del virus vacunal TC-83 y homogeneidad entre
las cepas usadas en los diversos laboratorios productores de vacunas.
Finalmente, se requerird conocer la efectividad de la cepa vacunal TC-83 aislada
en 1943, contra las variantes del virus de campo de EEV que estén en actividad,
asf como la duracién de la inmunidad que esta vacuna induce en los caballos
vacunados (8).

1) Caracterizacién viral

El aislamiento viral en necesario para comparar las caracteristicas de los virus
asociados con la transmisién endémica y epidémica y con la enfermedad clinica
de humanos y solipedos.

Para el aislamiento se pueden utilizar muestras de sangre y tejidos de equinos
afectados y de sus congéneres del rebafio que se encuentran en estado febril o
también de la sangre o tejidos de animales centinelas y de mosquitos vectores.

La caracterizacion viral requiere técnicas de biologia molecular que séio pueden
ejecutarse en un laboratorio especializado como el Centro de Referencia de la
OMS para arbovirus del CDC de Fort Collins o en el Instituto de Enfermedades
Infecciosas de las Fuerzas Armadas de los Estados Unidos (USAMRIID) en Fort
Detrick.
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2) Caracterizacién antigénica de la cepa vacunal

En la actualidad se dispone de una vacuna de virus vivo atenuado (TC-83) que ha
dado resultados satisfactorios en la inmunizacién de equinos. La cepa viral fue
aislada de un burro en Trinidad en 1943 y atenuada por pases en células de
corazén fetal de cobayo llegando al pase 83, que se utiliza para la produccién de
la vacuna. Hasta la fecha se desconocen datos sobre posible reversién del virus
vacunal, pero ain no se descarta esa posibilidad. La disponibilidad de técnicas
para la caracterizacién gendmica de los virus, hara posible comparar la cepa TC-
83 aislada en 1943 con las utilizadas hoy dia en los laboratorios productores de
vacunas y con las cepas enzodéticas y epizo6ticas de EEV.

Se han hecho andlisis de oligonucleétidos por mapeo de oligonucleétidos que han
demostrado relaciones entre algunos aislamientos de determinadas &reas
geogréficas (11). Sin embargo, estos estudios tienen limitaciones técnicas ya que
no permiten una caracterizacion total del genoma viral.

Asimismo, se sugiere que los cambios de adaptabilidad de virus epizoéticos y
enzodticos, pueden haber dado origen por mutaciones a nuevos subtipos de los
virus de encefalitis equina venezolana, lo cual amerita que se investigue el efecto
protector de TC-83 contra estos mutantes.

3) inmunidad post-vacunal de los equinos para EEV

Considerando la vacuna TC-83 una cepa atenuada, se supone que podria conferir
una inmunidad de por vida. En el presente se desconoce cual podrd ser la
duracién causada en un animal vacunado.

Estudios realizados en el Instituto Colombiano -Agropecuario durante 1971,
revelaron que los caballos mantenfan anticuerpos y resistian el desaffo con virus
epizo6ticos hasta 30 meses después de ser vacunados con la cepa TC-83 (3).

3. La Colaboracién Intersectorial

Las implicaciones econémicas que representan las encefalitis equinas para el
ganado caballar, asf como los riesgos para la salud publica, ponen en evidencia
la necesidad de un trabajo conjunto entre los sectores de agricultura y salud, para

el desarrollo de la vigilancia epidemiolégica de este complejo de enfermedades.

La conformacién de comités nacionales y locales de zoonosis ha sido de valor en
algunos paises para definir las responsabilidades de cada sector y aunar los
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recursos humanos y financieros, para la instrumentacién de programas de
vigilancia y prevencién de las encefalitis.

4. La Participacién Social

Ya se ha mencionado el papel importante que el productor pecuario y el agricultor
deben tener en la notificacién oportuna de casos o brotes de enfermedad
encefalitica de los equinos, como una base para la operacién eficaz de los
sistemas de informacién y vigilancia epidemioldgica.

La comunidad debe motivarse adecuadamente para que colabore en los
programas nacionales de vigilancia, prevencién y control de enfermedades. De ahi
‘que es necesario el desarrollo de extensos y comprensivos programas educativos
y de divulgacién.

Los componentes educativos deberéan -incluir no sélo aspectos relativos ?l
conocimiento de las encefalitis equinas y los elementos de la vigilancia
epidemiolégica, pero ademds, aspectos motivacionales que induzcan a la
comunidad a participar en las acciones de prevencién y control, como en el caso
de las campaiias de vacunacién.

El desarrollo simultdneo de todos los elementos, anteriormente citados, para la
reactivacion de la vigilancia epidemiolégica de las encefalitis equinas, NO seré
posible realizarlos en todos los paises, por lo cual se deberan establecer
prioridades.

Se recomienda entre tanto, que todos los palses en las Américas participen en ?‘

sistema de informacién semanal de sindromes compatibles con encefalitis

equinas. Aquellos paises que tienen 4reas endémicas deberan hacer un esf-uerzo
por desarrollar el diagnéstico de laboratorio, asf como hacer estudios ten-d.nentes
a la caracterizacién epidemiolégica de las encefalitis equinas, que faciliten la
adopcién de medidas eficaces para su prevencién y control.

S~
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CUADRO 2. LABORATORIOS EN LAS AMERICAS QUE HACEN DIAGNOSTICO DE ENCEFALITIS EQUINAS -

1994

PAIS LABORATORIO TECNICA UTILIZADA
Argentina Instituto de Virologia, Provincia de Cérdoba Aislamiento, Serologia
Brasil Instituto Adolfo Lutz, Sao Paulo Aislamiento, Serologia
Colombia Instituto-Colombiano Agropecuario, Bogota Serologia

México Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Serologia, Aislamiento

Agricolas y Pecuarias, Palo Alto
Venezuela Instituto de Investigaciones Veterinarias, Maracay Aislamiento, Serologia

Estados Unidos

Instituto Nacional de Higiene, Caracas

Centro para el Control de Enfermedades (CDC)
Laboratorio de referencia de Arbovirosis. Fort Collins

Aislamiento, Titpificacion, Serologia

Aislamiento, Tipificacion, Serologia,
Caracterizacion viral
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CUADRO 4. LOCALIZACION ENZOOTICA DE SINDROMES CLINICOS
COMPATIBLES CON ENCEFALITIS EQUINAS REPORTADOS EN CICNCO
PAISES, 1989 - 1994

PAIS AREA CUADRANTES UBICACION
NO. INVOLUCRADOS
Brasil 1 2966-2967-2968-3064-3067  Alrededor de Urquirim Dam, Estado Sao
Paulo
2 3168-3168-3170 Municipios Jacupiranga, El Dorado,
Cananeia, Estado Sao Paulo
1373-1374-1474 Municipio Floriano, Estado Piaui
1077-1178 Municipios Fortaleza, Cascabel y Pacajus,
Edo. Cearé
Colombia 1 1039-1139-0939 Regién de Urabé y Rio Atrato,
Deptartamentos de Antioquia y Chocé
2 0840-0841-0741 Regién Ciénaga de Oro, Lorica, Monteria,
Covenas y Tol(, Departamentos de Cérdoba
y Sucre
3 0742-0841 Magangué, El Banco y Calamar.
Departamento Bolivar
4 1443-1444-1343 Magadalena Medio. La Dorada, Honda y Pto.
Salgar, Girardot, Departamentos de Caldas,
Cundinamarca y Tolima
5 1249 Regién El Sarare, Arauca
El Salvador 1 0522-0523-0423-0720 Regién de San Cristébal, Limite con
Guatemala. Departamento de Santa Ana
0325-0326 Metapén, Departamento de Santa Ana
0529-0530-0430 Region Dulce Nombre de Maria,
Departamento de Chalatenango
4 0831-0832-0833-0834-0732- Departamento de Cabanfas
0734
Guatemala 1 2643 Regién de Mita hasta Lago de Guija, Limite
con el Salvador
2 2346* Limite con Ahuachapén, El Salvador
Venezuela 1 E06-E07-FO6 Costa Oriental Lago Maracaibo, Estado.
Truijillo, Estado Zulia
EO04-EO05 Distritos Mara y Péez, Estado Zulia
Do7 La Carora y San Francisco, Estado Lara
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A. INTRODUCCION

En Norte América, existen numerosos arbovirus que causan encefalitis tanto al
ser humano como a los equinos (1). Para ejemplificar citaremos los hallazgos de
1985 cuando hubo el reporte en los Estados Unidos de 90 personas con cuadros
de infeccién del SNC asociados a arbovirus (Figura 1).

Los brotes de ESL ocurrieron en la Mesa Colorado, Texas y en California. En
California se identific6 un caso de EEO y el virus LaCrosse se asoci6 con 68
casos en el Medio Oeste y afectd el SNC. No se identificaron casos humanos de
EEE en el centro y este de los EUA, aunque ocurrieron casos equinos en la costa
sudeste. Esté bien documentado el uso de pollos como centinelas para identificar
anticuerpos y actividad arboviral. También se reportaron casos en equinos
asociados a la EEO en el oeste de lllinois e Indiana.

En México, en particular en el drea de Hermosillo, Sonora, como extensién del
area del Rio Bravo, hay actividad del virus de la ESL cada afo habiendo alcanzado
proporciones extraordinarias en 1974 cuando se describi6 un brote de encefalitis
(2) en una &area desértica de Hermosillo, en donde numerosos canales de
irrigacién, mantienen su ciclo biolégico entre varias especies de mosquitos y aves
de corral (3).




B. ENCEFALITIS EQUINA DEL OESTE
Este virus es miembro del género alfavirus, de la familia Togaviridae (4).
1. Epidemiologia

Los reportes acumulados desde 1955 muestran que cada afio el nimero de casos
de EEO en los Estados Unidos varfa de O a 200. Las 4reas méas afectadas se
extienden desde el Rio Misisipl hasta las Montaiias Rocosas. Son frecuentes los
brotes mezclados de EEO y ESL.

Las epidemias se presentan al inicio del verano y pueden seguir al deshielo en
primavera o a inundaciones, condiciones que favorecen la formacién de criaderos
de mosquitos. La encefalitis en equinos precede a los brotes en humanos. Afecta
principalmente a los residentes de comunidades rurales y la incidencia es mayor
en hombres que en mujeres. La EEO es més severa en infantes y niflos pequeiios.

La tasa de letalidad es del 3 al 5%. La tasa de infecciones inaparentes y
aparentes es dependiente de la edad y es de 1:1 en los infantes de menos de un
afio, de 58:1 en nifios de 1 a 4 afos y de mas de 1000:1 en personas de més
de 14 aiios de edad.

El virus de la EEO también ocurre en Sudamérica. Las epizootias en equinos en
Argentina han estado asociadas con casos humanos.

2. Transmisién

El virus circula entre aves silvestres y el mosquito Culex tarsalis, es el
responsable de que ocurra la infeccién en humanos y equinos; éstos desarrollan
una viremia de bajos niveles o inclusive no detectable por lo que no son capaces
de perpetuar al virus, ni de completar la cadena de transmisién. En zonas
templadas, la transmisién cesa por completo durante los meses de invierno.

3. Datos clinicos y patolégicos

La enfermedad se inicia con sintomas semejantes a la influenza, con fiebre,
cefalea, malestar y mialgias, cuadro que dura de uno a cuatro dfas. A estos
sintomas pueden seguir somnolencia, letargo, fotofobia, vémito y rigidez de la
nuca. La afectacién neurolégica puede progresar rapidamente con estupor, coma,
convulsiones, parélisis, afectacion de pares craneales, tremores y reflejos
anormales. En casos mortales, los pacientes mueren en uno a dos dias después
de iniciado el coma.
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Los pacientes que sobreviven generalmente se recuperan rapidamente. Se ha
visto que cerca de una tercera parte de los nifios sobrevivientes quedan con
retardo mental, dafio cerebral, corea y parélisis espastica, muy especialmente en
aquellos nifos con enfermedades previas, que desarrollan convulsiones durante
la fase aguda. Los adultos pueden tener convalecencia prolongada, pero las
secuelas objetivas son raras. Se han dado casos de infeccién congénita con
severo deterioro neurolégico progresivo.

Es frecuente la leucocitosis con desviacion a la izquierda. El LCR contiene menos
de 500 células blancas/mm3, al inicio son polimorfonucleares y después
mononucleares. Se eleva la concentracién de protefnas.

El examen patoldgico del cerebro de infantes que mueren meses o afios después
de haber padecido la enfermedad aguda, revela destruccién masiva del
neuroparénquima, con grandes quistes en muchas areas del cerebro. En nifios
mayores, y adultos, la EEO aguda se caracteriza por necrosis focal e infiltracién
perivascular, con predominio en los ganglios basales, en los nucleos taldmicos
y en la profundidad de la materia blanca.

4. Diagnéstico

El aislamiento del virus a partir de la sangre o del LCR es muy raro. El diagnéstico
se basa en la demostracién de anticuerpos especificos en suero, buscando IgG
en sueros pareados o IgM especifica en una muestra sérica colectada durante la
fase aguda.

5. Tratamiento

No hay tratamiento especifico. Es de soporte y ha servido para reducir la
mortalidad. Se basa en el control de la fiebre, de las crisis convulsivas, en vigilar
el buen equilibrio de fluidos y electrolitos y en mantener permeables las vias
aéreas. Deben de prevenirse las infecciones bacterianas secundarias y disminuir
el edema cerebral.
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6. Prevencién y controi

Se ha usado una vacuna inactivada con formalina producida en embrién de pollo,
para proteger al personal de laboratorio pero no ha quedado definido ningn otro
uso. Cuando ocurren los brotes, se previene a la poblacién para que adopte
medidas personales y colectivas de proteccién contra la picadura de mosquitos,
de uso de insecticidas, de repelentes, de colocar tela de alambre en puertas y
ventanas, que evite los eventos recreativos al aire libre por la mafiana, o
avanzada la tarde y en la noche. Las medidas de control del vector incluyen la
aplicacién de insecticidas por nebulizacién para eliminar al C. tarsalis.

C. ENCEFALITIS EQUINA DEL ESTE (EEE)

1. Etiologfa

Es un virus de la familia Togaviridae, del género alfavirus (4).
2. Epidemiologia

La enfermedad en el hombre es relativamente rara, ocurriendo cada afio algo
menos de 15 casos especialmente en las costas del Golfo de México y de los
estados del Atléntico, en los EUA (5). Se reporta asociado a epizootias de
equinos, involucrando de 100 a 300 animales. Los brotes ocurren durante el fin
del verano e inicio del otolo. También infecta a los faisanes y los brotes en estos
animales preceden a la aparicién de casos en humanos, con un intervalo de varias
semanas 0 meses, de tal forma que son predictivas de enfermedad en el ser
humano. También se han descrito epizootias de EEE en el Caribe, La Espafiola
y en Sudamérica.

A pesar de lo limitado de las epidemias, la severidad de la enfermedad es alta,
con tasas de letalidad del 50 al 70%. La incidencia y mortalidad son més altas en
nifos menores de 15 afos y en personas de més de 55 afos.

3. Transmisién
En 4reas templadas, el virus circula entre aves y Culiseta melanura, en pantanos
de agua dulce. Las epizootias equinas y las asociadas a casos humanos resultan

de una ampliacién de los ciclos de transmisién cuando se involucran moscos
Aedes Yy Cogquillettidia que se alimentan en equinos y en seres humanos.
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4. Datos clinicos y patologia

La enfermedad es mas aguda y con curso clinico mas réapido que las otras
encefalitis causadas por arbovirus. El inicio es brusco, con fiebre alta, vémito y
somnolencia. Hay estupor, coma, mioclono y convulsiones que aparecen en 24
a 48 hrs. La sialorrea pueden ser prominente asi como la dificultad respiratoria
con cianosis.

En los nifos es frecuente el edema facial, periorbital y generalizado. La muerte
ocurre durante la primera semana. En los pacientes que sobreviven, la
recuperacion se inicia durante la segunda semana y puede progresar rapidamente,
asociada con curso largo sin coma. El dafio residual encontrado en el 30 al 50%
de los pacientes es severo, especialmente en los nifios y se caracteriza por
retardo mental, parélisis espastica y atrofia de la substancia cerebral.

Hay marcada leucocitosis periférica con derivacién a la izquierda. En el examen
de LCR se encuentran de 500 a 2000 células polimorfonucleares/mm3. Después
el recuento persiste en cifras bajas. Puede haber eritrocitos y proteinas elevadas.
La glucosa es normal.

A diferencia con la ESL y la EEO, el cerebro tiene edema marcado y congestién,
la respuesta inflamatoria es predominantemente polimorfonuclear. Las 4reas més
afectadas estan a nivel de ganglios basales, tdlamo, hipotdlamo y corteza cerebral
frontal y occipital. Son prominentes la vasculitis focal, el edema de células
endoteliales con formacién de trombos intravenosos y arteriolares, hay
desmielinizacién, necrosis, neuronolisis y neuronofagia.

5. Diagnéstico

El diagnéstico se basa en la serologfa. El aislamiento del virus a partir de sangre
o de LCR es raro. Se pueden demostrar anticuerpos especificos por IH o por
ELISA. Dado lo corto de la enfermedad deben tomarse las muestras cada tres
dias.

6. Tratamiento

Es de soporte al igual que para las otras encefalitis por arbovirus
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7. Prevencién y control

Se dispone de una vacuna experimental inactivada con formalina, preparada en
cultivo celular de embrién de pollo; esté indicada para proteger al personal de
laboratorio y trabajadores del campo. También ha resultado efectiva la reduccion
de la poblacién de mosquitos por aspersién de insecticidas siendo recomendable
practicaria al inicio de los brotes.

D. ENCEFALITIS EQUINA VENEZOLANA (EEV)
1. Etiologia

Es un virus de la familia Togaviridae, del género alfavirus. Se han conformado
seis subtipos antigénicos, (I al VI) y multiples variantes antigénicas de los
subtipos | y lll con base en pruebas serol6gicas. Los subtipos IAB y IC son
responsables de epidemias que han afectado a seres humanos y a equinos. En la
Florida, el subtipo Il es enzo6tico y produce enfermedad esporadica en los seres
humanos.

2. Epidemiologia

Antes de 1973 se describieron grandes epidemias y epizootias con intervalos de
5 a 10 afos en Venezuela, Colombia, Ecuador y Perl, afectando a muchos miles
de animales, con una mortalidad del 40%. La morbilidad en humanos también fue
importante, con més de 32,000 casos registrados. No fueron reportados brotes
en equinos ni en humanos durante méas de 20 afios y no fue sino hasta que en
1993 se identificé un brote amplio en equinos residentes en las costa del Pacifico,
del estado de Chiapas, México.

El sindrome predominante es autolimitado, con enfermedad semejante a la
influenza; ha quedado documentado que solamente el 4% de las personas
infectadas, principalmente en el grupo de menores de 15 afios, desarrollan
encefalitis. La infeccién subclinica es rara. La tasa de letalidad en nifios hasta de
5 afios de edad, con encefalitis es de aproximadamente un 35%, pero en
personas mayores es menos del 10%. Las infecciones de laboratorio son
comunes entre el personal no vacunado que trabaja con el virus o con animales
infectados.
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3. Transmisién

Una variedad amplia de especies de mosquitos vectores, que incluyen a especies
de los géneros Aedes, Psorophora y Mansonia transmiten a los subtipos IABy IC
durante epidemias o epizootias. Los equinos son los huéspedes virémicos
principales. Aunque el virus puede estar presente en las excreciones faringeas y
se asocia con la eliminacién del virus, el contacto con aerosoles no es suficiente
para establecer la transmisibn de persona a persona para diseminar la
enfermedad. Esta via aunque posible, no es importante en la epidemiologia de la
enfermedad.

Los otros miembros del complejo EEV incluyendo los subtipos |l de Florida, tienen
transmision con ciclos enzoéticos que incluyen al Culex (Melanoconion), a
pequenos roedores y a marsupiales. Los equinos no participan en la transmisién
y la enfermedad en seres humanos es esporédica.

4. Datos clinicos y patolégicos

Después de un periodo de incubacién de 2 a 5 dias, se inicia brGscamente la
sintomatologfa con fiebre, escalofrio, malestar, cefalea, seguida de mialgias,
nausea, vomito y diarrea. El examen fisico del paciente revela fiebre, taquicardia,
conjuntivitis y faringitis. La enfermedad aguda generalmente dura de 4 a 6 dias
y la convalecencia se prolonga hasta tres semanas. Se ha descrito un curso
bifadsico en que los sintomas agudos reaparecen después de una remisién corta,
una semanas después del inicio.

Algunos pacientes muestran afectacién del SNC con fotofobia, somnolencia y
confusién durante el inicio. La encefalitis severa se caracteriza por signos
meningeos, convulsiones, tremores, estupor, coma, parélisis espéstica, reflejos
anormales, parélisis de nervios craneales y falla respiratoria central. Los dafios
neurolégicos residuales ocurren en casos severos. La infeccién en mujeres
embarazadas que cursan el primero y segundo trimestre puede complicarse con
encefalitis fetal y muerte del producto.

El conteo de leucocitos periféricos es bajo, con disminucién en linfocitos y
neutréfilos. El LCR contiene més de 500 células predominando los linfocitos. Se
elevan la deshidrogenasa lactica y la transaminasa glutdmica oxalacética.

Los cambios patolégicos en el SNC incluyen edema, congestién meningea y
perivascular, inflamacién, hemorragia intracerebral, degeneracién neuronal y
vasculitis. Ademéas hay degeneracién hepatocelular y necrosis, depresién
diseminada de tejido linfoide, necrosis folicular y neumonitis intersticial.
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En la infeccién congénita, el feto tiene necrosis masiva y diseminada del tejido
cerebral, hemorragia y disminucién de material cerebral con hidroencefalopatia.

5. Diagnéstico

A diferencia de otras encefalitis por arbovirus, el virus puede ser aislado de la
sangre y exudados faringeos durante los primeros 3 a 4 dfas de la enfermedad.
El serodiagnéstico es més préctico y se basa en la cuantificacién de anticuerpos
especificos por IH en dos muestras séricas o de IgM por ELISA en muestras
séricas colectadas en la primera semana de la enfermedad (6).

6. Tratamiento
El tratamiento @s como para las otras encefalitis, inespecifico y de soporte.
7. Prevencién y controi

Se cuenta con una vacuna experimental preparada con el subtipo IAB y es
administrada al personal de laboratorio que maneja estos virus. Provée una sélida
inmunidad para este subtipo y sus relacionados IC, pero incompleta para otros
virus heterélogos del complejo EEV. Las epidemias y epizootias pueden prevenirse
vacunando a todos los equinos. La aspersién de insecticidas para reducir la
poblacién adulta infectada de mosquitos, es el inico medio de control inmediato
al enfrentar una epidemia. También es recomendable la proteccién individual
contra la picadura de mosquitos. Se revisa con detalle este virus, en el Capitulo
de la EEV en México.

La distribucién geogréfica del virus de la EEV en el continente Americano aparece
en la Figura 2.

E. ENCEFALITIS DE SAN LUIS (ESL)
1. Etiologla

El virus de la Encefalitis de San Luis pertenece a la familia Flaviviridae ; comparte
una relacién antigénica cercana con los virus de la encefalitis japonesa (EJ),
encefalitis del Valle Murray (EVM), del Oriente del Nilo (ON), de la fiebre amarilla
(FA) y del dengue (DEN) (7). Las cepas que circulan con ciclos de transmisién del
Culex pipiens se asocian con epidemias en el este de los EUA y son distintas de
las cepas endémicas transmitidas por el C. tarsalis en los estados del oeste de la
los Estados Unidos.
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2. Epidemiologia

El virus se encuentra en todos los palses del hemisferio oeste, pero las epidemias
ocurren Unicamente en Norteamérica, desde luego en México y en algunas Islas
del Caribe. Durante los afios de epidemia el virus ha sido responsable hasta del
80% de todos los casos reportados de encefalitis de etiologia conocida en los
EUA. En afos recientes han ocurrido epidemias de hasta 2000 casos
principalmente en localidades urbanas y suburbanas de Ohio, en las riberas del
Misisipl, en el este y centro de Texas y en la Florida (8). La inmunidad al dengue
puede proveer cierto grado de proteccién cruzada contra la ESL clinica.

El promedio de letalidad es del 90%. La mortalidad es rara en menores de 20
afnos pero aumenta después de los 55 hasta un 30% en pacientes de més de 65
afos. La tasa de infecciones inaparentes/aparentes es de 800:1 en nifios hasta
de 9 afios; de 400:1 en personas de 10 a 49 afos y de 85:1 en personas de més
de 60 afos.

3. Transmisién

En el este de los Estados Unidos el virus de la ESL circula entre aves silvestres
y el C. pipiens que se cria en agua sucia. En la Florida y en el Caribe, el C.
nigripalpus es el principal vector (8). Su ciclo biol6gico del oeste de los EUA
también involucra a aves silvestres, pero el vector es el C. tarsalis. Como el
vector de la EEO, requiere de una ecologia similar, se dan brotes mixtos de ESL
y EEO en el oeste, principalmente en areas rurales y agricolas.

La temperatura promedio en verano y las condiciones de escasas lluvias crean
estanques adecuados para criaderos de C. pipiens lo que determina epidemias
en el este de los EUA (9).
En los estados del oeste, la ESL se ve favorecida por las temperaturas agradables
de primavera y el agua del deshielo e inundaciones.
4. Datos clinicos y patolégicos
Para la ESL se reconocen tres sindromes clinicos:

a. Febril con cefalea

b. Meningitis asépticas
c. Encefalitis



Después de un periodo de incubacién de 4 a 21 dfas se sigue un perfodo variable
con sintomas inespecificos que incluye fiebre alta, cefalea, malestar, mareo,
mialgias y faringitis. Este cuadro puede ser seguido del inicio agudo o subagudo
de signos meningeos o de encefalitis, 0 ambos, con ndusea, vémito y fotofobia.

Las complicaciones neurolégicas ocurren en el 25% de los casos, con
alteraciones extrapiramidales: tremor de lengua, cara y miembros, y un estado
alterado de conciencia. Otras veces hay alteracién sensorial, meningismos,
afectacién de nervios craneales (VI par) reflejos anormales, mioclonia, nistagmus,
y ataxia. Las anormalidades motoras son raras y los cambios sensoriales lo son
maéas. Cuando hay convulsiones son de pronéstico grave asf como la persistencia
de fiebre alta. El aumento de la presién intracraneal es muy rara. El sindrome de
Guillain Barré se ha visto asociado en la fase aguda y en la convalescencia. La
mitad de los pacientes con curso grave mueren en la primera semana y el 80%
en la segunda semana de iniciados los sintomas.

Los casos complicados tienen leucocitosis neutrofflica con desviacién a la
izquierda. En el LCR hay protelnas elevadas y glucosa normal. Hay hasta 500
células, predominando las polimorfonucleares al inicio y los linfocitos después.
Hay sintomas genitourinarios, urgencia, incontinencia y retencién, hematuria
microscoépica, piuria, proteinuria, urea sanguinea elevada. El antigeno viral de ESL
puede detectarse en las células del sedimento urinario por inmunofluorescencia
y microscopia electrénica.

Durante la convalescencia hay debilidad, fatiga, nerviosismo, insomnio,
irritabilidad, depresién, dificultad en la concentracién y cefalea en el 30 a 50%
de personas; la sintomatologla se reduce en un 80% en los siguientes tres afos.

Los cambios patolégicos de casos mortales se limitan a leptomeningitis, con la
inflamacioén linfocitaria, linfocitosis perivascular, formacién de nédulos celulares
y degeneracién neuronal, cambios en el tdlamo e hipotdlamo, corteza cerebral y
ganglios basales.

5. Diagnéstico
Es muy raro aislar el virus de la sangre o de LCR colectados durante la fase
aguda. El diagnéstico es generalmente serolégico por IH en dos muestras y por

cuantificacién de IgM especifica por ELISA. El diagnéstico puede dificultarse por
la existencia de anticuerpos cruzados al dengue y otros flavivirus.
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6. Tratamiento
El tratamiento es de soporte e inespecifico.
7. Prevencién y control

No hay vacuna disponible. Con la vigilancia epidemiol6gica de la actividad viral
en vectores naturales y huéspedes (aves silvestres o de corral) se puede
establecer el riesgo de infeccién que corre la poblacién humana y apoyar el inicio
de actividades de control del vector.

Cuando ya se han establecido los brotes, los Unicos métodos efectivos de control
son el evitar la picadura de mosquitos y la fumigacién con insecticidas para
reducir la poblacién de mosquitos adultos infectados.

8. Brote de Encefalitis de San Luis en Sonora, México

A mediados de 1974, en el Municipio de Hermosillo, Sonora, hubo un brote de
encefalitis (2). El municipio contaba con alrededor de 273,000 habitantes
viviendo la mayorfa en la ciudad de Hermosillo. La regién en que ocurrié es arida,
plana y célida pero cuenta con un extenso sistema de irrigacién que procede de
la Presa Abelardo Rodriguez, situada el Este de la ciudad. En direccién al mar hay
varios poblados, La Manga y La Costa, entre otros. Estd muy extendida la cria de
aves de corral, pollos y pavos y mantenian .una existencia promedio de dos
millones de aves.

Entre enero y junio se habfan producido en varios puntos de Sonora, 7
defunciones con cuadros neurolégicos en nifios de 9 meses a 14 afios de edad.
En Arizona y California, EUA, se habla mostrado actividad de este virus en
mosquitos capturados.

Entre el primero de agosto y el 21 de septiembre se presentaron 51 casos que
fueron hospitalizados con cuadro clinico de encefalomielitis. Eran residentes de
Hermosillo y La Costa. La zona sur acumula la mayorfa de los casos. La Manga
fue notoriamente afectada; de 5 hospitalizados, tres fallecieron. Hubo transmisién
sostenida por ocho semanas. En septiembre ocurrieron 5 de las 10 defunciones.
En la Manga con 772 habitantes, se identificaron ademés de 5 pacientes
hospitalizados, 9 enfermos adicionales con sintomas de cefalea, ndusea, vémito
y fiebre; por abajo de los 25 afios se acumulé el 69% del total de casos. No
fueron detectadas epizootias en animales domésticos o silvestres.



El cuadro clinico en la mayorfa de los casos fue muy severo y complejo. La
treaqueotomia fue necesaria en 5 pacientes, la hospitalizacién fue hasta de 33
dias; la duracién del padecimiento oscilé entre 3 y 42 dias.

Los sueros de los pacientes estudiados fueron todos positivos por IH para la ESL
y solamente el 65 % resulté positivo para la EEV; en los sueros pares que se
probaron hubo incremento significativo para la ESL, lo que no se observé para la
EEV. Hubo una buena correlacién para la ESL en las pruebas de IH, FC y N. En
la encuesta serolégica de la poblacién abierta, el 47% demostré la presencia de
anticuerpos IH en titulos que liegaron a 1:640. Del reclusorio local, el 45% de la
poblacién estudiada presentd anticuerpos que llegaron a titulos de 1:80. En la
granja "Cruz del Norte" para enfermos mentales, el 95% tenfa anticuerpos IH.
Coincidiendo con la epidemia, fueron sangradas gallinas de 8 semanas de edad
y se encontré que el 19% tenfan anticuerpos IH. Seis meses més tarde se
estudiaron aves, procedentes de dos granjas y por IH se encontré que el 90%
mostraba anticuerpos con titulos hasta de 1:1280 (2).

La circulacién del virus de la ESL en apariencia ha ido en aumento en los ultimos
anos. Los médicos pediatras muestran familiaridad con los cuadros clinicos de
este tipo sugiriendo la existencia previa de una endemia de encefalitis viral a bajos
valores. La mayor cantidad de casos en menores de |0 afios puede ser indicio de
una alta susceptibilidad en los j6venes méas que en lo adultos, lo que concuerda
con la idea de que en la regién ha estado presente en forma endémica este virus,
en los Ultimos 25 afios. Existe la posibilidad de que las aves estén incluidas en el
ciclo biolégico del virus. Hay que pensar en la posibilidad de secuelas tardias sin
olvidar el alto porcentaje de sujetos internos en la granja para enfermos mentales
que tienen anticuerpos. La severidad clinica, con la alta letalidad, las
complicaciones que requieren traqueotomia, larga hospitalizacién, con numerosas
recaidas, indican que el costo econémico social es excesivo. La serologfa
positiva para la EEV coincide con el registro de que entre el 21 de agostoy el 19
de septiembre de 1972, se presentaron 4,475 casos humanos y 1,167 muertes
en equinos por un brote de EEV.

El virus de la ESL no ha dejado de circular en la regién ocurriendo periédicamente
casos en las zonas del Valle del Bravo en el Sur de los EUA. En aiios recientes
se ha descrito una amplia actividad en los Estados de Flarida y Texas durante el
tercer trimestre de cada afo.



La continuidad geogréfica entre los EUA y México, la participacién de aves locales
y posiblemente de aves migratorias, hacen suponer que el peligro de que ocurran
epidemias extensas de ESL en México es constante y requiere de programas de
vigilancia epidemiolégica y de medidas de control del vector, ante la ausencia de
una vacuna. La presencia de actividad del virus en el Este de los Estados Unidos
de Norteamérica desde 1990, pone en peligro a un gran nimero de pobladores
de estas zonas y de las zonas limitrofes con México.

Para otros arbovirus se han llegado a identificar anticuerpos especificos y
probablemente la infeccién cursa como cuadros febriles indiferenciados.

F. ENCEFALITIS DE CALIFORNIA
1. Etiologfa

Existen por lo menos cuatro miembros del serogrupo California, del género
Bunyanvirus de la familia Bunyanviridae; los virus LaCrosse, encefalitis California,
Jamestown Canyon, y Snowshoe hare, que causan encefalitis en el ser humano.
El virus EC existe en el oeste de los EUA, California, Nuevo México, Utah, Texas.
En contraste, LaCrosse, esté distribuido més ampliamente en la mitad este de los
EUA y el sur de Canadéd donde es el principal patégeno del hombre.
Recientemente, los virus Jamestown Canyon y snowshoe hare han estado
asociados con casos esporédicos de encefalitis en humanos en el norte y centro
de los EUA y en Canad4, Los virus California han estado causando enfermedad
en el hombre, en la Republica de China y en la ex Unién Soviética (10).

2. Epidemiologia

La encefalitis California ocurre en forma endémica més que epidémica, como
casos aislados o0 en pequeiios grupos de casos salteados a lo largo de las areas
afectadas con un promedio de 80 casos cada afio, entre julio y septiembre, con
pico en agosto.

El virus afecta a personas de menos de 15 afios que viven en éreas rurales y
suburbanas con bosques de madera (11). Es més prevalente en los estados del
norte y centro de los EUA, en donde es responsable de hasta el 20% de casos
de infeccién aguda del SNC en niflos. Se han podido identificar comunidades e
incluso traspatios con actividad recurrente en el verano. La letalidad es de menos
del 1%. La tasa de casos inaparentes/aparentes ha sido estimada entre 26:1 y
157:1.
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3. Transmisién

El vector del virus LaCrosse es el Aedes triseriatus, que se cria tanto en agujeros
de troncos en bosques, como en contenedores peridomiciliares artificiales. El
vector también sirve como un reservorio para el virus LaCrosse. Los roedores
silvestres, diferentes variedades de ardillas (chipmonks) conforman el ciclo de
transmisién como huéspedes virémicos. El ser humano adquiere la enfermedad
por la picadura de mosquitos infectados.

4. Datos clinicos y patolégicos
El espectro clinico asociado al virus de la encefalitis California incluye:

a. Enfermedad febril inespecifica
b. Meningitis aséptica
c. Meningoencefalitis

La enfermedad se inicia con fiebre, cefalea, dolor de garganta, sintomas
gastrointestinales, con la aparicién de los sintomas neurolégicos uno a tres dias
después.

En los casos benignos, los signos del SNC aparecen al tercer dfa y persisten de
7 a 8 dias.

En los casos més severos los signos neurolégicos aparecen a las 24 hrs del inicio,
generalmente con mareo y alteracién de la conciencia. La enfermedad es méas
prolongada. Con frecuencia hay papiledema y alteraciones del nervio 6ptico, la
encefalitis puede ser muy severa en el estado agudo, pero la enfermedad es
autolimitante y la muerte es muy rara.

Se cree que la infeccién por virus LaCrosse es responsable de secuelas
psicolégicas, debilidad emocional, hiperquinesis, infantilismo, conducta
compulsiva, problemas de audicién y visuales. En algunos casos persiste la
hemiparesia y el vértigo.

El conteo de células blancas es elevado, predominando los polimorfonucleares
con desviacién a la izquierda. El LCR contiene hasta 500 linfocitos por mm3, con
elevacién de protelnas y glucosa normal. Los datos histopatolégicos del SNC son
similares a los de otras encefalitis, pero sin lesiones inflamatorias en cerebelo,
médula y cordén espinal, que son caracteristica del virus LaCrosse.
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5. Diagnéstico

EL virus no puede ser recuperado de la sangre o del LCR durante la fase aguda.
El diagnéstico se basa en la demostracién de inmunoglobulinas especificas por IH,
FC, ELISA vy neutralizacién. Los més sensibles son los métodos de IH y la
cuantificacién de IgM especifica por ELISA.

6. Tratamiento
Es inespecifico y de soporte como en las otras encefalitis.
7. Prevencién y control

No hay vacuna para los virus de la Encefalitis de California. Los métodos de
control del vector son de dudosa utilidad en la enfermedad. Hay que descubrir los
focos de actividad sobre todo la de tipo recurrente, hay que eliminar los criaderos
del vector A. triseriatus. Los padres de familia deben proteger a los nifios de la
exposicién al vector y la poblacién en general debe usar mosquitero y repelentes.

G. ENCEFALITIS POR VIRUS ROCIO

Aunque no se han identificado casos en Norteamérica, es de mencionar al virus
Rocio, que es muy similar al de la encefalitis del Valle Murray (EVM) y al de la
encefalitis japonesa en su patogénesis y en el cuadro clinico. Estas encefalitis son
causadas por flavivirus muy relacionados serolégicamente entre si. La EVM ha
ocurrido en forma de pequeiias epidemias en Australia, en el Rio Darling y en
Victoria. Es endémico en Nueva Guinea, completando su ciclo en aves y
mosquitos.

La encefalitis por virus Rocio ha causados epidemias de hasta 1,000 casos en el
estado de Sao Paulo, Brasil.

H. ENCEFALITIS POR VIRUS POWASSAN

La encefalitis asociada a este virus ha sido reportada en un total de 15 casos en
el noreste de los EUA y en el este de Canad4, con una tasa de letalidad del 50%.
El virus no estd asociado con casos en animales. Su ciclo de transmisién
comprende a /xodes cookei, |. marxi y posiblemente a otras especies de
garrapatas y a mamiferos, especialmente roedores y carnivoros.
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La encefalitis Powassan se caracteriza por fiebre, sintomas inespecificos,
seguidos de cuadros severos de encefalitis. Puede quedar alguna parélisis
residual. Los datos en el LCR y en sangre periférica son similares a los descritos
para otras encefalitis por flavivirus.

En México existe una variedad de virus con ciclo en artré6podo (Cuadro 2).

Algunos, como los denguevirus, el de la ESL y el de la EEV infectan al ser
humano (2,12) y se asocian a cuadros la mayorfa asintométicos, aunque han
ocurrido brotes importantes descritos en la literatura (3).
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CUADRO 2. LUGAR Y FUENTE DE AISLAMIENTO DE LOS ARBOVIRUS AISLADOS EN MEXICO

Género y nombre Afio “Estado “Especle
Alfavirus
EEE 1941 Tamaulipas Equino
EEV (IE) 1963 Veracruz Hémster
EEV (IB) 1970 Chiapas Equino
EEO 1972 Durango Mosquitos
Flavivirus
ESL 1965 Veracruz Garza
DEN 1 1983 Oaxaca, Chiapas Humano
DEN 2 1983 Oaxaca, Chiapas Humano
DEN 4 1983 Oaxaca, Chiapas Humano
California
Trivittatus 1972 Durango Mosquitos
Bunyanwera
Tlacotalpan 1961 Veracruz Mosquitos
Nepuyo 1963 Veracruz Hémster
Minatitldn 1967 Veracruz Hémster
Patois 1963 Veracruz Mosquitos
Shark River 1964 Veracruz Hémster
Zegla 1964 Veracruz Hémster
Turlock 1972 Durango Mosquitos
No agrupado
Flanders 1972 Durango Mosquitos
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VL. LA SITUACION DE LA ENCEFALITIS EQUINA
VENEZOLANA EN MEXICO HASTA
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A. INTRODUCCION

La Encefalitis Equina Venezolana (EEV) es una enfermedad que se presenta
principalmente en seres humanos y equinos y se caracteriza por un cuadro febril
que en ocasiones va seguido de uno neurolégico y de la muerte. El agente
etiolégico es un virus, el cual fue reconocido por primera vez en Venezuela por
Kubes y Rios (111) por una parte, y por Beck y Wickoff (8) por otra en 1938.

La enfermedad se considerd propia del norte de Sudamérica y Panam4, hasta el
afio de 1962, en que se encontraron anticuerpos neutralizantes contra la EEV, en
seres humanos de Champotén, Campeche, México (46,48). Posteriormente se ha
reportado de la presencia del virus en otros paises de América, donde ha
provocado graves epizoodemias siendo una de la més notables la ocurrida en los
afos de 1969 a 1972 en Norte, Centro y Sudamérica (181).
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La enfermedad no afecta a otros animales domésticos en la misma forma que a
los seres humanos y equinos; sin embargo, se ha sospechado que aquellos
pueden intervenir en el ciclo ecolégico (43). La transmisién del virus ocurre a
través de mosquitos en los cuales el microorganismo es capaz de multiplicarse.

Se desconocen varios de los aspectos de la ecologfa de la EEV, sin embargo
parece ser que existen dos ciclos en la naturaleza (199). Uno es el enzoodémico
el cual ocurre entre pequeiios mamiferos y mosquitos, y ocasionalmente el
hombre o equinos cuando éstos entran dentro del nicho del virus. El otro ciclo
serfa el epizoodémico, en el cual existe una amplia difusién del virus en la
naturaleza y se manifiesta con la aparicién de brotes severos de la enfermedad
tanto en la poblacién humana como equina.

Para la prevencién de la EEV en equinos existe una vacuna preparada a partir de
una cepa del virus modificado en cultivos celulares (9). En el brote de 1969-
1972 ocurrido en México, la vacuna demostré una alta eficacia para proteger a
los equinos por lo que se considera que actualmente existe un excelente medio
de prevencién contra la enfermedad (142).

Por otra parte, los dafos que ocasiona la EEV en el campo son variados. A los
seres humanos los puede incapacitar temporalmente para el trabajo y en
ocasiones causarles la muerte (84). En los equinos, la EEV también se presenta
como una enfermedad incapacitante, sin embargo les provoca principalmente la
muerte. Este ultimo aspecto ha tenido repercusién en la economia de
comunidades rurales, donde los elemento de trabajo y transporte son los equinos.

B. AGENTE ETIOLOGICO

El virus de la EEV ha sido incluido dentro del grupo A de los Arbovirus o
Togavirus (10,195). Es un virus peligroso de trabajar en el laboratorio debido a
la facilidad con que los seres humanos pueden contraer la infeccién. Para reducir
el riesgo a un minimo, se debe vacunar al personal, tomar las precauciones
adecuadas y contar con buenas medidas de seguridad en las instalaciones.

1. Propiedades fisicas y quimicas
El virus posee una capside de probable simetria de icosaedro rodeada de una
membrana. Cuando se observa la superficie del virién con el microscopio

electrénico, ésta presenta una apariencia difusa y de proyecciones muy finas
(125).
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El tamaiio de los viriones ha sido estimado con el microscopio electrénico entre
65 y 75 nanémetros (127). Estructuraimente el virus est4 formado por un genoma
de 4cido ribonucleico (ARN) de cadena sencilla. Ademas, posee 3 polipéptidos,
uno con alto contenido en lisina, asociado con el ARN y otros dos, que son
glicoproteinas (gp 50 y gp 56) y que junto con lo lipidos estructurales forman la
membrana viral. Los anticuerpos monoclonales contra gp 56 neutralizan al virus
y son capaces de proteger a ratones contra un desafio con virus patégeno de EEV
(118,125,134). Por otro lado, la hemaglutinina es un componente inmunogénico
en la superficie del viribn y probablemente corresponde a las proyecciones de
glicoproteina (128,134). Por medio del anélisis de las glicoproteinas de la cubierta
del virus se puede determinar si la cepa fue de origen humano o equino (194). En
lo que respecta a la relacién de proteina: lipido: ARN ésta es de 70:24:6 (185).

El virus se inactiva con desoxicolato de sodio 1:1000 y con éter indicando que
posee lipidos esenciales (178). También se inactiva parcialmente con formalina,
es sensible al 4cido y se inactiva rapidamente a 37 C (173).

2. Sistemas de cultivo y huéspedes susceptibles

El ratén lactante suizo blanco es bastante sensible a la infeccién cuando el virus
se inocula por via intracerebral, subcutédnea o intraperitoneal. En estos animales
se presenta una infeccién fatal en 24 a 48 horas. Por otra parte, el ratén de 3
semanas de edad es menos suceptible que-el ratén lactante. El virus también es
capaz de multiplicarse en gran variedad de animales tales como los cobayos,
hémsters, ratas, pollos de un dia de nacidos, monos Macaca mulata, perros y
algunas aves (3,29,34,79,99,174).

Entre los cultivos celulares en los que el virus puede multiplicarse se encuentran
las células de Gtero humano y canino, Hela, renales de hamsters (BHK), hepéticas
de Chang, L, conjuntivales, renales de mono, embrionarias de pollo, pulmonares
de embrién de ratén, embrionarias de cobayo, Mahen, corazén de cobayo y de
mosquitos Aedes aegypti (9,10,63,70,87,124). Ademds, se han logrado
establecer infecciones persistentes del virus de la EEV en lfneas celulares
linfoblastoides humanas Raji y L-10 (130).

3. Multiplicacién viral
El virién se adsorbe a la superficie celular y penetra al citoplasma por el proceso

de viriopexis. El ARN viral es liberado e induce la sintesis de proteina y ARN. En
el citoplasma y ocasionalmente en el nicleo, se forman viroplastos en donde el
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ARN vy las proteinas forman los nucleoides. Estos generalmente se localizan
alrededor de vacuolas citopldsmicas cerca de acumulaciones de polirribosomas
y mitocondrias. Por medio de anticuerpos fluorescentes se ha podido demostrar
la presencia de los antigenos virales en el citoplasma de las células de 4 a 5 horas
después de la infeccién. La sintesis de glicoproteinas ocurre en el aparato de
Golgi, y los nucleoides en el proceso de maduracién toman parte de la membrana
vacuolar o citopldsmica y posteriormente son liberados de la célula. El ciclo de
multiplicacién viral se desarrolla en aproximadamente 8 horas en células de
embrién de pollo con una produccién méaxima de virus por célula de 1500 a 3000
unidades formadoras de placa (19,136).

4. Subtipos del virus

Por medio de la prueba cinética de la inhibicién de la hemaglutinacién, Young y
Johnson (199,200) clasificaron al virus de la EEV en subtipos. Los subtipos I-A,
I-B, y I-C se consideran epizoodémicos. El I-A corresponde a la cepa de Beck y
Wickoff y la de burro de Venezuela y Trinidad. En el subtipo |I-B se encuentran
cepas que ocurren en Peru, Ecuador y recientemente en Norte, Centro y
Sudamérica, donde han provocado graves brotes de enfermedad. El subtipo IC
existe en Venezuela y Colombia. Los subtipos I-D, I-E y I-F se consideran
enzoodémicos. El subtipo I-D se encuentra en Colombia y Panama; el subtipo I-E
en Centroamérica y México, y el I-F en Brasil (21). Por otra parte, el subtipo |l se
encuentra en Florida, Estados Unidos. El subtipo lll, entre el que se encuentra la
cepa Mucambo, se ha aislado en Brasil al igual que el subtipo IV o Pixuna (198).
Se encontré el subtipo V y el subtipo VI se aislé en Argentina (22). Por medio de
las técnicas de cromatograffa en columnas de hidroxilapatita y andlisis de
oligonucleétidos, los subtipos de virus epizoodémicos I-A, I-By |-C son diferentes
a los subtipos enzoéticos I-D y I-E y a los subtipos I, lll y IV (97,182).

Con respecto a los caballos, Walton y Johnson (189,190) y Martin et a/. (117)
han sefalado que sélo los subtipos I-A, I-B y I-C poseen el potencial para
provocar epizootias debido a que son méas patégenos y provocan encefalitis en
la mayoria de los casos, en comparacién con los subtipos I-D, I-E, I, lll y IV, los
cuales causan una leve viremia acompafiada de fiebre y ocasionalmente
encefalitis. Existe proteccién cruzada en animales inmunizados con los diferentes
subtipos; sin embargo, se han reportado fallas en la inmunidad conferida por un
virus contra otro, indicando que los subtipos son similares pero no idénticos
(47,49,200).
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5. Serologia

Como respuesta a la infeccién, los seres humanos y animales producen en el
suero anticuerpos neutralizantes (N), inhibidores de la hemaglutinacién (IH) y
fijadores del complemento (FC). Los anticuerpos N e IH se pueden demostrar
aproximadamente 7 dias después de la infeccién y pueden persistir por varios
anos siendo los N los que probablemente permanezcan en el suero por toda la
vida del individuo. Por otro lado, los anticuerpos FC aparecen aproximadamente
a los 21 dias y desaparecen alrededor de un afio (197).

La prueba de seroneutralizacién (SN) es bastante especifica y se puede efectuar
tanto en ratén lactante como en cultivos celulares. En estos Gitimos se toma en
cuenta la inhibicién del efecto citopatogérico y la neutralizacién o reduccién de
placas (86). También se ha adaptado la prueba de SN al sistema de microplaca
lo que ha permitido trabajar un mayor nimero de sueros y en una forma mas
econémica. Por otro lado, la prueba de inhibicién de la hemaglutinacién (IH)
también es bastante sensible. Debido a la facilidad con que se puede efectuar y
su economia, esta prueba es una de las mas utiles en serologia, sin embargo,
pueden ocurrir reacciones cruzadas con otros virus del grupo A (23). La prueba
de fijacién del complemento (FC) es de valor limitado ya que se ha reportado que
en ocasiones sélo un pequeno porcentaje de sueros con anticuerpos N e |H
reaccionan en forma positiva, con titulos bajos a la prueba de FC. Sin embargo,
la presencia de anticuerpos FC en el suero es evidencia de actividad viral reciente
y este dato es de valor en las encuestas serolégicas (23,68). También se pueden
detectar anticuerpos contra el virus de la EEV por medio de radioinmunoensayo
utilizando proteina A de estafilococo, con una sensibilidad igual o mayor a la de
virus neutralizacién (98).

C. PATOGENIA

El virus de la EEV ataca a seres humanos de todas las edades, aunque se ha
observado que en ocasiones los individuos menores de 15 afios de edad han sido
los méas afectados. El periodo de incubacién es aproximadamente de 1.5 a 3.5
dias y la viremia ocurre durante los primeros 3 dias de la enfermedad. El cuadro
clinico semeja una infeccién de las vias respiratorias altas con fiebre de hasta
40.5 C, dolor tanto de cabeza como en la parte posterior de los ojos, catarro
nasal, dolores musculares y en algunos casos vémito. Los sintomas duran de 3
a 6 dias y posteriormente hay recuperacién. Algunos pacientes muestran
sintomas neurolégicos tales comc rigidez nucal, convulsiones, nistagmus,
desviacién de los ojos y en ocasiones sobreviene la muerte (12,14,84,183).
Debido a que el virus causa alteraciones en los fetos de mono Rhesus (Macaca
mulata) se considera potencialmente teratégeno en humanos (113).
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Los caballos, 24 horas después de la inoculacién, presentan fiebre que puede
permanecer hasta 7 dfas. También hay disminucién del consumo de pastura y
agua y en ocasiones depresién del sistema nervioso central (SNC). En la sangre
hay leucopenia con reduccién de neutréfilos y linfocitos, durante 3 a 5 dfas. No
existen cambios aparentes en el nimero de monocitos, eosinéfilos y baséfilos. Al
mismo tiempo ocurre un descenso del valor del hematocrito y del nimero de
plaquetas. Por otra parte, en animales inoculados experimentalmente se ha
observado que la viremia es alta y dura un promedio de 120 horas. El virus puede
ser aislado de las secreciones nasales, oculares y de la boca, liquido
cefalorraquideo, de la orina y leche asi como del feto, indicando que hay paso
transplacentario. La recuperacion de los caballos en ocasiones es lenta, o éstos
pueden continuar con signos clinicos tales como depresién o excitabilidad,
caminar en circulos, apoyar la cabeza en las paredes, pérdida del balance,
movimientos masticatorios, flacidés de los labios, los ojos semicerrados,
nistagmus o las orejas cafdas (58,105,108).

En la necropsia de los animales hay congestién y equimosis de las membranas
mucosas y superficies serosas. Ocasionalmente se presentan hemorragias en los
ganglios linfaticos, palidez del higado, el cual se rompe con facilidad; edema y
congestién de las meninges asi como palidez de la médula 6sea.

Las lesiones microscépicas de los érganos son variables. En el SNC, las lesiones
se encuentran generalizadas; éstas consisten en hiperemia e infiltracién
perivascular variable y 4reas de necrosis licuefactiva; las alteraciones aparecen
con més frecuencia en el area frontal de la corteza disminuyendo hacia la zona
occipital. Las meninges presentan inflamacién difusa con exudado celular
compuesto principalmente de linfocitos. En la médula espinal hay gliosis focal o
difusa con infiltracién de neutréfilos e infiltracién perivascular principalmente por
linfocitos (121). En ratones inoculados con virus de la EEV ocurre inflamacién y
desmielinizacién de la substancia blanca de la médula espinal que se han sugerido
sean debido a la respuesta inmune del animal, més que a la citolisis por el virus
(44) A los sistemas reticuloendotelial y linfoide se les ha considerado como
érganos blanco para la multiplicacién del virus de la EEV (45,188); es por esto
que hay disminucién del tejido hematopoyético en la médula 6sea y destruccion
de linfocitos y macréfagos en el bazo y ganglios linfaticos, en los cuales pueden
llegar a quedar s6lo remanentes de foliculos linféticos. En el pancreas hay focos
necréticos en las células de los acini lo que hace que hamsters inoculados con el
virus (TC- 83) tengan alteraciones en los niveles de insulina (140). El higado
presenta degeneracién albuminosa y ocasionalmente aparecen focos de tejido
hematopoyético probablemente para compensar la actividad de la médula 6sea.
En los rifiones hay necrosis de los tubos contorneados proximales y degeneracion
albuminosa (108). La muerte del animal parece ser causada por el efecto citocida
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de la replicacién del virus y no a un proceso inmunopatolégico, pues la
inmunosupresién de los animales por medio de irradiacién con rayos X no evita
que éstos mueran (90).

D. DIAGNOSTICO

Debido a que existen otras enfermedades de los equinos que provocan signos de
encefalitis, el diagnéstico clinico de la EEV tiene un valor relativo. Se sospecha
de EEV cuando aparecen animales enfermos en zonas enzoéticas de clima tropical
o subtropical, durante la estacién lluviosa y coincidiendo con un aumento en la
poblacién de mosquitos (35,123).

El diagnéstico més adecuado es a través del aislamiento e identificacién del virus
(197). Este puede ser obtenido a partir de la sangre de animales durante el
periodo virémico, asi como del cerebro, bazo, higado, pulmones, rifones, timo,
adrenales, corazén, ganglios linfadticos y médula 6sea de los animales muertos
(175). La suspension viral es inoculada por via intracerebral y subcutdnea en
ratones de 1 a 4 dias de edad y entre las 24 a 48 horas siguientes los animales
presentan hiperexitabilidad, arqueamiento seguido de depresién, parélisis y
muerte. Entre otros animales utilizados para el aislamiento se encuentran las
ratas, hamsters, cobayos y monos (8; 79,147). También se ha usado el embrién
de pollo, el cual se inocula en el saco vitelino o0 membrana corioalantoidea. En
este caso, el embrién muere generalmente entre 15 a 18 horas después de la
inoculacién (110). También se han usado mosquitos Toxorhynchites amboinensis
para el aislamiento (154). El virus puede ser aislado en cultivos celulares de
embrién de pollo en los cuales produce efecto citopético y placas cuando se
cubren con medio con agar. Esta ultima prueba ha sido modificada adicionando
al agar sueros hiperinmunes contra diferentes arbovirus. De esta forma ha sido
posible aislar el virus e identificarlo al mismo tiempo (126).

Las pruebas serolégicas utilizadas cominmente para el diagnéstico de la EEV han
sido la seroneutralizacién (SN), inhibicién de la hemoaglutinacién (IH) y la fijacién
del complemento (FC) (197). Los resultados obtenidos con cada una de estas
pruebas son complementarios debido a que existen en los sueros de algunos
animales substancias que pueden inhibir la hemaglutinacién inespecificamente
(34) o neutralizar al virus (151). Otras pruebas de laboratorio que se han utilizado
en menor escala para demostrar la presencia de anticuerpos en un suero o de
antigeno viral han sido la precipitaciéon radial en agar, inmunoelectroforesis y
precipitacién en geles de agar (17,20,88). Por medio de anticuerpos fluorescentes
el antigeno viral de la EEV se puede observar en el cerebro, higado, pancreas y
gldndulas sublinguales de los equinos (132).
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E. VACUNAS

Este tema ha sido cubierto ampliamente por Batalla (5) y sélo se tratard aqui en
forma breve. La vacuna que actualmente (1990) se usa es preparada con virus
atenuado cepa TC-83; esta cepa ha sido utilizada desde 1961 en seres humanos,
principalmente para la proteccién del personal que trabaja en los laboratorios, y
desde 1969 en las camparas de vacunacién de equinos. La cepa TC-83 es un
virus modificado en cultivos celulares a partir de la cepa epizoética, por lo que en
humanos induce anticuerpos neutralizantes que reconocen mejor a los subtipos
I-A, I-B y I-C que a los enzoéticos, I-D, I-E, I, lIl y IV (18). El virus vacunal
provoca una infeccién relativamente benigna en humanos ya que en ocasiones se
ha reportado que después de la vacunacién ocurren signos clinicos de malestar
general, dolor de cabeza e incluso rigidez nucal que después de algunos dias
desaparecen. Como correlacién en humanos, se han inoculado intravenosamente
monos rhesus (Macaca mulata) con la cepa TC-83 y se encontré que el virus fue
eliminado rapidamente de la sangre en comparacién con la cepa epizoética de
burro de Trinidad, la cual fue eliminada lentamente de la circulacién. Quiza esta
caracteristica sea la responsable que la cepa TC-83 en monos y quizd en
humanos, induzca un curso benigno de la infecién (97,113).

En los equinos, la vacuna induce anticuerpos inhibidores de la hemaglutinacién,
neutralizantes y fijadores del complemento y los animales se encuentran
protegidos por lo menos dos afios. Las yeguas transmiten la inmunidad a los
potros a través del calostro, por lo que si se inmunizan animales de menos de 6
meses de edad, éstos deben ser reinmunizados 6 meses después (65). Es posible
que los equinos que poseen anticuerpos contra EEE y EEO no respondan
adecuadamente a la vacuna TC-83 y ademds, que tengan cierto grado de
proteccién cuando se infectan con el virus patégeno de la EEV (64).

Debido a que la cepa TC-83 induce viremia y puede infectar mosquitos, como
alternativa se ha elaborado una vacuna con virus inactivado con formaldehido.
Esta vacuna induce proteccién parcial en hamsters en comparacién con la cepa
TC 83 (100); se ha obtenido buena proteccién en monos rhesus cuando la
vacuna fue preparada con adyuvantes como el DEAE-dextran o la mezcla de 4cido
ribosinico y poliribocitidflico (poli I-C) con poli-L-lisina y carboximetilcelulosa
(93,94). También se puede incrementar la inmunogenicidad mezclando el virus
vacunal con IgG especifica y los complejos al ser inyectados a monos rhesus
inducen una mayor respuesta inmune humoral en comparacién con los imunizados
s6lo con el virus (94).

La proteccién de los animales esté basada en la presencia de anticuerpos aunque
también intervienen los linfocitos T. Cobayos y ratones tratados con
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ciclofosfamida antes de ser inmunizados con una vacuna inactivada de EEV, no
formaron anticuerpos y al desafio tampoco estuvieron protegidos. Debido a que
el tratamiento con ciclofosfamida dej6 intacta la respuesta inmune celular, los
resultados sugieren que la protecién que indujo la vacuna inactivada fue debida
a sélo anticuerpos (3). Por otro lado, en estudios de transferencia adoptiva
efectuados en ratones, se demostr6 que fueron los linfocitos T los que
transfirieron la inmunidad de un animal a otro (137,138).

F. ECOLOGIA DE LA EEV

La Encefalitis Equina Venezolana se encuentra distribuida en la parte norte, centro
y sur del Continente Americano (Figura 1). Se ha presentado principalmente en
areas geogréficas delimitadas de clima tropical; sin embargo, en ocasiones la
enfermedad se ha difundido a través de zonas de gran extensién y climas
variados. En los ultimos afios se ha determinado que el virus de la EEV tiene dos
ciclos en la naturaleza, uno enzoodémico y otro epizoodémico. Esta clasificacién
es empirica y se ha basado en caracteristicas del virus tales como severidad con
que ataca a humanos y animales, difusién en la naturaleza y caracteristicas
antigénicas (198).

Con respecto a los focos enzoodémicos, éstos se encuentran aislados
geograficamente, cerca de las costas, a poca elevacién sobre el nivel del mar, con
clima tropical o subtropical y con lluvias durante una época definida o a través-de
todo el afo. El virus ha sido aislado de zonas boscosas himedas, que se
encuentran cerca de pantanos o reservorios semipermanentes de agua. El tamario
de estos focos ha sido estimado en ser no mayor de media hectérea. Por otra
parte, la actividad del virus es ciclica; y hay épocas en las que parece no existir.
En ester caso se ha sospechado que el microorganismo se mantiene en un ciclo
de mosquito-roedor-mosquito. En ocasiones, cuando se incrementa la poblacién
de mosquitos, es posible encontrar anticuerpos contra la EEV en algunas especies
de roedores silvestres indicando que el virus esté circulando en dichos animales.
El virus puede ser aislado de los focos enzoéticos por medio de hamsters o
caballos centinelas, asf como de mosquitos; éstos con cierta frecuencia
pertenecen al género Culex, subgénero Melanoconion (81,101,102,
163,181,187).

Los cambios en las condiciones ecolégicas de los focos enzoodémicos permiten
un incremento en la actividad viral. A veces, esto se traduce en brotes de la
enfermedad ya sea en equinos o en seres humanos cercanos a la zona enzoética.
Los brotes generalmente coinciden con la presencia de gran cantidad de
mosquitos que actlan como vectores y con un incremento en la poblacién de

116



roedores los cuales pueden actuar como amplificadores del virus (123,181). Por
otra parte, los estudios de Young (198) han indicado que existe estabilidad
antigénica de los virus presentes en una zona geogréfica sin importar el huésped
o el ailo de aislamiento. Probablemente el virus estd adaptado a pequeiios nichos
en la naturaleza sin tener necesidad de evolucionar. Se consideran como subtipos
enzoodémicos al I-D, I-E, II, lll y IV (198,199).

Por lo que toca al virus epizoodémico, éste tiene amplia difusién en la naturaleza
y es capaz de provocar brotes en seres humanos y equinos de mayor magnitud
que el enzoodémico. La mayoria de los casos han ocurrido cerca de las costas,
aunque se han presentado a diferentes alturas, llegando hasta los 2,350 metros
sobre el nivel del mar (141). Los climas han sido variados y en algunos casos de
baja precipitacién pluvial.

Se ha sospechado que los seres humanos y equinos puedan servir como
amplificadores del virus debido a que éste se encuentra en altas concentraciones
en la sangre. Esto puede propiciar que ademas de los mosquitos, otros artrépodos
hematéfagos puedan infectarse y servir como vectores mecanicos del virus (123).
Por otro lado, en las epizoodemias el porcentaje de aves o pequeiios mamiferos
infectados con EEV es bajo. Esta observacién podrfa sugerir que una de las
fuentes mas importantes del virus para los mosquitos lo constituyen los equinos
(16,106).

Las epizoodemias tienden a difundirse hacia zonas donde se encuentran animales
susceptibles. Se ha observado que en algunas ocasiones los brotes paran sus
movimientos en una regién por varios meses, cuando las condiciones climaticas
no son favorables y continGan tan pronto existen las condiciones adecuadas
(106). No se ha podido determinar la forma como el virus es transportado grandes
distancias. Tampoco se conoce como aparecen y desaparecen en la naturaleza
la cepas epizoodémicas; por ejemplo, el subtipo I-A después del aislamiento
original no se ha podido volver a encontrar (199). Se ha especulado de que el
virus epizoodémico existe en un ciclo natural hasta ahora no reconocido o puede
aparecer por selecciéon de los virus enzoodémicos (67). Scherer et a/. (158)
sugirieron que los brotes epizoodémicos podrian detenerse al aparecer mosquitos
que no permitieran una gran multiplicacién del virus epizo6tico, aunque los virus
enzodticos si podrian multiplicarse adecuadamente.

1. Artré6podos y otros medios de transmisién de la EEV
El virus se propaga en la naturaleza principalmente a través de mosquitos. Existen

12 géneros y 74 especies (Cuadro 1) que se han reportado ser susceptibles al
virus de la EEV (71) y de éstos, es un nimero reducido de géneros los que son
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capaces de transmitir el virus en ciclos enzoodémicos. Por otro lado, en los
epizoodemias se ha aislado el virus de una gran variedad de géneros y especies.
En este caso parece ser que casi cualquier especie de mosquitos puede infectarse
y transmitir el virus debido a su amplia difusién; sin embargo, la mayoria de estos
artrépodos quizd no intervienen dentro del ciclo de perpetuacién del
microorganismo en la naturaleza.

Los mosquitos que se han reportado como transmisores eficientes del virus
enzoodémicamente han sido Culex (Melanoconion) aikenii y Culex (Melanoconion)
portesi (41,73). Galindo y Adams (74) estudiaron la ecologia de C. aikenii en
Panamé y reportaron que existe una relacién directa entre la poblacién de
mosquitos y de la planta acuatica Pistia stratiotes, En este caso, las hembras
ponen los huevecillos sobre las hojas y los estadios inmaduros generalmente se
encuentran asociados con la planta. Los mosquitos pueden ser transportados por
fragmentos de la planta a través del agua, sirviendo de esta manera como medio
de difusion hacia otras zonas. Por otro lado, las hembras se alimentan cerca del
suelo, tanto en el atardecer como al amanecer, pican preferentemente a pequefnos
mamiferos y en ocasiones a las aves. Los seres humanos generalmente son
picados en la parte baja de las piernas. En Trinidad el vector enzoodémico del
virus es C. portesi. Esta especie se reproduce en bosques humedos que tienen
tendencia a formar acumulos de agua en el piso. Los mosquitos pican
principalmente a roedores y en ocasiones a otros animales (41). En Guatemala se
encontré que Culex taeniopus portaba el virus enzoético de EEV. Debido a que
esta especie se alimenta de grandes y pequeiios mamiferos, asi como de aves,
se ha sospechado que sea muy importante como vector endémico del virus (39).

El periodo extrinseco de incubacién es el tiempo requerido por el virus para
completar su desarrollo dentro del mosquito. Comprende desde que el
microorganismo es ingerido por el artrépodo y se multiplica, hasta que
posteriormente es transmitido por picadura. A la temperatura de 26.7 C, el
periodo extrinseco de incubacién es no mayor de 12 dias en los géneros
Mansonia y Aedes. Sin embargo, este lapso puede variar en relacién a la
temperatura ambiente y a la especie de mosquito (28). El umbral de infeccién, o
la concentracién minima del virus circulante en la sangre para que el mosquito
pueda ser infectado, por lo general no debe ser menor de 10 *° DL50/0.02 ml por
via intracerebral (ic) en ratén lactante (rl), aunque esta concentracién puede ser
mayor dependiendo del género y especie de mosquito (170). Por otra parte, la
técnica de anticuerpos fluorescentes se ha utilizado para demostrar el virus de la
EEV en las glandulas salivales del mosquito Aedes aegypti (69). Con esta prueba
es posible reconocer el antigeno viral desde el segundo dia del periodo extrinseco
de incubacién. La fluorescencia alcanza la maxima intensidad entre los 8 y 20
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dias y puede persistir por 25 dias que ha sido el tiempo del periodo de
observacién. Mellink (120) determiné que mosquitos Aedes aegypti infectados
con el virus de la EEV, en 14 segundos de alimentacién pudieron transmitir una
dosis infectante para el ratén.

Por lo que toca a la infeccién transovérica, ésta no se ha podido demostrar en
Mansonia indubitans y M. titillans (108) aunque se ha encontrado virus a titulos
mayores de 10° DL50/0.02 ml/ic/rl en huevecillos de M. perturbans (30). A este
respecto, se ha reportado que otro arbovirus, el Lacrosse del grupo California,
puede pasar del mosquito adulto a los huevecillos, estados larvarios y
nuevamente a los adultos (192). De esta forma, el microorganismo podria
sobrevivir a través del invierno y perpetuarse en la naturaleza. En el caso de la
EEV no se ha demostrado que este mecanismo ocurra (158), sin embargo, no se
puede descartar la posibilidad de que ésta sea la manera de cémo el virus
sobrevive de un ano al siguiente.

Otros artrépodos involucrados en la transmisién del virus son los simulidos
Simulium mexicanum y S. metallicum (144). En estos dipteros no se ha
demostrado que el microorganismo se multiplique y ocurra una transmisién
biol6gica (92). También se ha sospechado que las moscas hematé6fagas de los
géneros Tabanus, Chrysops y Stomoxys, sean vectores mecénicos,
principalmente en las epizootias en las que los equinos tienen elevadas
concentraciones de virus en la sangre. En forma esperimental, el triatémido
Rhodnius prolixus al ser inoculado por via abdominal con virus de la EEV, fue
capaz de mantener el virus por 4 meses y pudo transmitirlo al alimentarse de
animales dentro de las dos semanas después de la inoculacién del virus, pero no
alas cuatro semanas (104). En pollos inoculados experimentalmente con EEV, el
triatémido no se infecté al ingerir la sangre con virus (59).

Otra forma de transmisién del virus es a través de la via naso-oral. Zarate y
Scherer (203) por una parte y Howard (95) por otra, demostraron que ratas
caneras Sigmodon hispidus inoculadas, desarrollaban viruria de una duracién de
2 a 8 dias después de la infeccién, y que el virus podia ser transmitido de una
rata infectada a una sana sin que interviniera un artrépodo como vector. A este
respecto, los estudios de transmisién por aerosol hechos en monos Macacus
rhesus, cobayos y conejos, demostraron que es a través de la cavidad nasal la
ruta por la cual el virus alcanza el cerebro, y que tanto el bulbo como el tracto
olfatorio son muy susceptibles a la infecciébn por el microorganismo (40).
Probablemente ésta sea la via de infeccién del personal de laboratorio ya que
generalmente la transmisién ocurre a través de aerosoles (31,47).
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2. Mamiferos

Es notable el elevado nimero de especies de mamiferos que son susceptibles al
virus de la EEV (Cuadro 2). Sin embargo, se desconoce hasta la fecha el papel
que desempeiian muchos de estos animales en el ciclo del microorganismo en la
naturaleza.

Se ha sugerido que el virus se encuentra en forma enzoodémica en roedores de
vida subterrdnea. Entre estos mamiferos se hallan los géneros Sigmodon,
Heteromys y Zygodontomys (101,102). Esto es debido a que el virus se ha
aislado de estos animales con cierta frecuencia y que en un elevado nimero de
sueros analizados se encuentran anticuerpos especificos. Adema4s, la aparicién
de algunos brotes de la EEV en zonas geogréficas limitadas, ha coincidido con un
incremento de la poblacién de roedores (32,72,101,103,150). Especialmente ha
sido notable la presencia de la rata caiiera Sygmodon hispidus (123, 181).

Debido al interés epizootiolégico en la rata cafiera S. hispidus, se han hecho
varios estudios de laboratorio. Se ha reportado que la susceptibilidad al virus es
muy variable, ya que las cepas enzodéticas no matan al 100 % de los animales.
Esto podria sugerir que existe una resistencia natural en estos roedores (13,202).
Por otro lado, las ratas infectadas naturalmente pueden alcanzar 4 a 5 DL50
ic/rl/ml de viremia con una duracién alrededor de 5 dias (101,201). Ademés de
la transmisién del virus a través de mosquitos ésta también puede ocurrir por
contacto directo incrementando las posibilidades de infeccién entre las ratas
(95,203).

Por otra parte, el 4rea en que viven las colonias de S. hispidus no es mayor de
media hectérea. Los animales viven en pastizales cercanos a los linderos de los
bosques, caminos, crecimientos secundarios de vegetacién o campos de cultivo.
Para comprender la amplificacién del virus en la naturaleza se debe tomar en
cuenta que en las zonas templadas probablemente viven de 10 a 20 o mé4s ratas
en media hectdrea. Las hembras se reproducen alrededor de los 2 meses de edad
y procrean aproximadamente 6 animales cada mes; esto transcure en su vida que
es de alrededor de 6 meses. Los animales son activos tanto en el dia como en la
noche, de esta forma son picados por los mosquitos con més frecuencia que las
especies anteriormente mencionadas de ratas. Durante la época de lluvias ocurre
un incremento de la poblacién coincidiendo la presencia de animales jévenes
susceptibles con la época de abundancia de mosquitos (96,131).

En forma experimental se inocularon mamiferos silvestres de 10 especies con la

cepa epizobtica de EEV y se encontr6, que los roedores fueron altamente
susceptibles a la infeccién y tuvieron viremia de 1077 a 10'"®* DL50 ic/rl/ml por
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2 a 4 dfas. La mortalidad fue elevada en todas las especies de roedores excepto
Sigmodon hispidus, Neotoma micropus y Peromyscus leucopus. Los lagomorfos
tuvieron titulos bajos y los mapaches y tlacuaches fueron relativamente
resistentes a la infeccién. Los animales jévenes fueron mas susceptibles a la
infeccién que los adultos (13).

Con respecto a la transmisién trasplacentaria del virus en los animales se ha
reportado que ocurre. En ratonas de laboratorio gestantes, la infeccién con la
cepa vacunal TC-83 provocé un incremento en el nimero de abortos y una
disminucién del tamano de las camadas y de la viabilidad de los ratones recién
nacidos (166).

En los humanos se ha encontrado necrosis cerebral masiva en fetos y nifios
recién nacidos en los cuales las madres sufrieron la EEV durante la gestacion
(193). En los equinos vacunados con la cepa TC-83 no se han observado ni el
paso del virus a través de la placenta, ni efectos aparentes en la progenie (165).

El papel de los murciélagos en el ciclo de la EEV no es conocido. En encuestas
serolégicas, en ocasiones se han encontrado anticuerpos especificos en el suero
de varias especies pero en otras no (36,57,160,161); el virus ha sido aislado del
murciélago Uroderma bilibatum y de vampiros Desmodus rotundus, infectados
naturalmente (37,85). En condiciones de laboratorio, D. rotundus y Artibeus
Jjamaicensis inoculados, son capaces de excretar el virus por la saliva a partir del
quinto dia de la infeccién El hallazgo sugiere que a través de la mordedura del
murciélago vampiro podrfa ser otra forma de transmisién de la EEV a los animales
domésticos (6,116,162). La inoculacién experimental con virus de la EEV en
murcielagos Artibeus lituratus, A. jamaicensis, Phyllostomus discolor, Sturnira
lilium y Carollia subrufa indujo viremia en 92.5 % de los murciélagos pero no les
provocé signos clinicos (161). Por otra parte, hay especies de murciélagos
migratorios que podrfan difundir el virus de una zona a otra (184).

Con respecto a los seres humanos y equinos, éstos han sido involucrados como
amplificadores de la cepa epizoodémica del virus (13,106). Esto es debido a los
altos tftulos de virus que se encuentran en la sangre y a la mayor superficie que
presentan a los mosquitos. Por lo que toca a otros animales domésticos, se ha
demostrado que los perros desarrollan una viremia capaz de infectar mosquitos
y éstos a su vez a otros animales (43). Las cabras, cerdos, venados y bovinos
pueden actuar como centinelas ya que el virus es capaz de replicarse en estos
animales, en los que se produce una respuesta inmunitaria. sin provocar signos
clinicos de la enfermedad (25,55,62,75,91,116). Se ha sugerido que los equinos
son los més importantes amplificadores del virus y los canideos; lagomorfos y
roedores son de menor importancia (13).
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3. Aves

Chamberlain et a/. (29) inocularon aves silvestres con el virus de la EEV, las
cuales tuvieron moderada viremia de una duracién de 2 a 3 dfas, pero estos
investigadores concluyeron que las aves no eran tan susceptibles a la infeccién
como los mamiferos. A partir de ese trabajo se han efectuado aislamientos del
virus y se han encontrado anticuerpos en los sueros de aves silvestres (Cuadro
3), lo que sugiere que estos animales intervienen de alguna manera en el ciclo
natural de la EEV .

A este respecto, el virus de la EEV fue aislado de un gallo y un pollo naturalmente
infectados en Venezuela (15). También se ha aislado del Butorides virescens
maculatus infectado naturalmente. Grayson y Galindo (81) han indicado que esta
ave pertenece a la familia del Butorides virescens virescens el cual emigra en el
invierno desde el sur de Canad4, pasa por el este de los Estados Unidos y México
y llega hasta Panamé y Colombia (42). De esta manera a través de aves
migratorias serfa posible que el virus se difundiera en el continenente americano.

Dickerman (51) y Young y Johnson (199) han seialado que los diferentes
subtipos del virus de la EEV estan en éreas geograficas delimitadas y no pasan
de una zona a otra con facilidad. Por otro lado, los estudios hechos en una érea
enzodtica de México, demostraron que las aves migratorias que llegan a la zona
no habian estado expuestas al virus, sin embargo, en los sueros de las aves
residentes si se encontraron anticuerpos especificos (54). Estas observaciones
han sugerido que quizé, las aves migratorias no tengan un papel activo en la
difusién del virus, entre las diferentes dreas enzoéticas.

En condiciones de laboratorio, los pollos menores de un mes al ser inoculados con
el virus de la EEV presentan parélisis y muerte; las aves adultas no tienen signos
clinicos, aunque desarrollan anticuerpos especificos (15). Por otro lado, la
calandria (/cterus chrysater) y la garcita (Butorides striatus) al ser inoculadas
desarrollaron viremia con titulos altos capaces de infectar mosquitos (56).

G. LA ENCEFALITIS EQUINA VENEZOLANA EN MEXICO ANTES DE 1972

En México se conoce la presencia del virus de la EEV desde 1962 (Figura 2) en
que se encontraron anticuerpos I|H en sueros de individuos de Champotén,
Campeche (46,48). El virus fue aislado por primera vez en 1963 a partir de
hamsters y ratones lactantes usados como centinelas y de mosquitos del género
Culex, en Sontecomapan, Veracruz (147). Estudios posteriores efectuados en esa
zona, indicaron que cuando se introducfan caballos y burros susceptibles, éstos
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se infectaban de EEV desarrollando una enfermedad febril leve y la subsecuente

aparicién de anticuerpos especificos. Los virus aislados fueron clasificados como
enzodticos del subtipo I-E (76).

En el afio de 1965 murié un individuo en Jaltipan, Veracruz, pobablemente debido
a EEV (204). En 1966 se presenté una epizootia de EEV en las cercanfas de
Tampico, Tamaulipas, en la que enfermaron aproximadamente 1000 equinos y
murieron 300. La enfermedad coincidi6 con las fuertes lluvias de la época y con
la presencia de una gran cantidad de mosquitos y ratas cafieras del género
Sigmodon hispidus. Un alto porcentaje de sueros de estos roedores tuvieron
anticuerpos IH, sugiriendo que el virus circulaba en esos animales. La procedencia
del microorganismo en esa epizootia no se determiné ya que pudo haber sido
introducida por animales migratorios u otra forma, o ya existfa en esa regién en
forma enzoodémica. A este respecto, los lugarerios informaron que en los ultimos
20 ainos habfan observado ocasionalmente caballos que morfan con signos
clinicos de encefalitis compatibles con los de la EEV. Esta observacién pudiera
indicar que el virus estaba en forma enzoodémica, sin embargo, necesita
corroboracién (123).

En el verano de 1969 apareci6é la EEV en animales que se encontraban en la
frontera entre Guatemala y El Salvador (Figura 3). En esa ocasién, el virus fue
clasificado como subtipo |-B y guardaba estrecha relacién antigénica con las
cepas aisladas en Ecuador ese mismo aiio. No se sabe si el virus pasé de alguna
manera, hasta ahora desconocida, del Ecuador a Guatemala o si este subtipo
aparecié como una modificacién de los que ya existian en esa zona, que eran del
subtipo I-E (148).

En la Republica Mexicana se recibieron noticias de una enfermedad en equinos
cerca de Tapachula, Chiapas, en julio de 1969. Los animales presentaron un
cuadro clinico compatible con encefalitis, sin embargo, no se hizo el diagndstico
de laboratorio (33). Oficialmente la enfermedad se presenté por primera vez en
el municipio de Chicomusuelo, Chiapas, y a partir de este brote el virus continu6
hacia el norte de México. El subtipo del virus correspondié al I-B o epizoodémico
(37). En el Cuadro 4 se presenta el orden cronolégico en que aparecieron los
brotes en la Republica Mexicana segin Reta (141), Correa (35), Reta y Sanz
(142), y Borunda et a/. (11).

Entre las caracteristicas que tuvo la epizoodemia se encuentran el que se difundié
a través de regiones geogréficas de diferentes climas y alturas sobre el nivel del
mar. Fue notable el que la enfermedad se presentara en animales de Fresnillo,
Zacatecas, a una altura sobre el nivel del mar de 2,350 metros. También tuvo un
movimiento anual, deteniéndose en ocasiones con la estacién frfa. Al afo
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siguiente, cuando las condiciones ecolégicas fueron adecuadas, la enfermedad
apareci6é nuevamente en éreas cercanas a donde se habla detenido, para después
continuar. Este comportamiento del virus fue similar al ocurrido en Venezuela en
anos anteriores (66). El movimiento del brote fue siempre avanzando hacia seres
humanos y equinos susceptibles los que probablemente actuaron como
amplificadores, permitiendo la transmisién del virus a través de los mosquitos de
la localidad.

Una vez presentada la enfermedad en una zona, ésta no volvia a aparecer.
Seguramente el paso de la EEV proporcionaba una inmunidad sélida a los seres
humanos, equinos y animales silvestres que sobrevivian a la infeccién. Por otra
parte, la presencia de barreras inmunitarias debido a cepas enzoéticas, puede ser
la explicacién de que en ciertas regiones geogréaficas no se presentaron brotes.
Esto fue aparente en el caso del estado de Tabasco en el cual un alto porcentaje
de sueros de caballos antes de la vacunacién tenfan anticuerpos |H (Batalla-
Campero, D. comunicacién personal). Por lo que toca a los cordones de
vacunacién, éstos no impidieron que la enfermedad se diseminara; quizd fue
debido a la amplia difusién del virus en la naturaleza y a la gran cantidad de seres
humanos y animales susceptibles.

Los brotes tuvieron un caracter explosivo durante 1970, 1971 y 1972, sin
embargo, tuvieron una secuencia cronolégica de aparicién. En el Cuadro 4 y en
la Figura 3 se presentan las fechas en que aparecié la enfermedad y su relacién
con algunas de las principales cuencas de rios de la Republica Mexicana. Parece
ser que muchos de los brotes ocurrieron ya sea dentro del érea de la cuenca de
un rio o relativamente cerca a ésta. En algunas ocasiones fue posible seguir
cronolégicamente las fechas de los brotes sobre el curso del rfo. El movimiento
del virus fue de las montaiias hacia la costa (rio abajo) o viceversa (rio arriba). En
algunos casos, los brotes aparecieron en diferentes afios en los distintos afluentes
de una misma cuenca.

La hipétesis de que el virus se difundi6 a través de las cuencas de los rios tiene
el atractivo que darfa respuesta a que la enfermedad se presenté en toda época.
Sin embargo, no todos los brotes ocurrieron en la cercania de los rios. Ademds,
en muchos de los lugares donde se presenté la EEV, la Gnica via de comunicacién
era a través del ferrocarril, automéviles, camiones o el avién. A este respecto, se
ha sospechado que los vehiculos pueden transportar mosquitos o animales
infectados de una 4rea a otra, pero no existe prueba de que asf haya ocurrido. El
Unico caso notable fue el del brote ocurrido en las Islas Marfas, Nayarit. En esa
ocasién, los equinos que enfermaron se encontraban en los alrededores del
aeropuerto sugiriendo que el avién fue capaz de transportar mosquitos infectados
(Schroeder, V., comunicacién personal).
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Por otra parte, el virus fue capaz de ser transportado a través de las costas de
una manera hasta ahora desconocida. Probablemente las aves migratorias
tuvieron un papel importante, sin embargo no existe evidencia.

H. LA SITUACION DE LA EEV DESPUES DEL BROTE DE 1969-1972

Poco después de que la epizoodemia habla pasado, en los estados de Durango,
Chihuahua y Tamaulipas, en junio y julio de 1972, Sudia et a/ (171) realizaron
estudios sobre el virus. Se efectuaron 2 aislamientos de la variante epizoodémica
del virus (I-B) de la EEV a partir de mosquitos Anopheles p. pseudopunctipennis
y de un equino que presentaba signos clinicos. En esa época hubo escasa
actividad viral. Probablemente el virus haya permanecido en un ciclo continuo de
transmisién de mosquitos infectados por periodos largos.

Para determinar el estado de inmunidad de equinos que habfan sido vacunados
contra EEV y que se encontraban en Arizona y Nuevo México en los Estados
Unidos, en la zona colindante con México, Moore et a/. (122) en 1972 hicieron
una encuesta serolégica, y encontraron que de 423 equinos que hablan sido
vacunados sélo 226 (53 %) tuvieron anticuerpos y el resto no. Debido a que 82
% de los animales que hablan sido vacunados con EEV también tuvieron
anticuerpos contra EEE y EEO se sugiri6 que quizd estos anticuerpos hayan
bloqueado parcialmente la respuesta inmune hacfa la vacuna de EEV y por eso,
muchos equinos no respondieron contra el virus vacunal de la EEV. Con relacién
alos humanos, en 1971, Bowen y Calisher (14) determinaron una prevalencia de
3.2 % de individuos con anticuerpos IH en el sur de Texas, Estados Unidos.

Goldsmith et a/. (80) hicieron un muestreo serolégico en humanos de la costa del
Pacifico en el estado de Oaxaca, México y encontraron que 4.9 % de 610 sueros
fueron positivos por IH y neutralizacién al virus de la EEV. Este resultado indicé
que el virus se encontraba endémicamente en el area.

Con objeto de determinar la presencia del virus en la naturaleza se han efectuado
encuestas serolégica en animales doméstico diferentes a los equinos, ya que
estos se encuentran vacunados. De esta manera, Gallo et a/. (75) en 1975
muestrearon bovinos de la zona de Huixtla, Chiapas y encontraron que de 78
bovinos, 70 % tenian anticuerpos IH contra el virus enzoético (cepa 63U2) y 44
% contra la cepa TC-83. Estos resultados sugirieron que es probable que sea una
cepa enzoética de esa zona la causante de la conversién serolégica y no la cepa
vacunal TC-83. A este respecto, se ha sospechado que los anticuerpos en el
suero de los animales domésticos podrfan ser debido a la infeccién por virus TC-
83, que provendria de la vacunacién masiva de los equinos durante las campafias
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(65,75,129). Esto podria ser posible ya que se ha demostrado que el virus
vacunal se multiplica en mosquitos (7,145,146), y adem4as, en una ocasién se
logré aislar el virus vacunal de mosquitos Psorophora confinnis en condiciones de
campo en zonas donde se habla vacunado doce dfas antes (133). Sin embargo,
otros estudios han indicado que la transmisién del virus vacunal en la naturaleza
no ocurre (119,177,191); Sudia et a/. (170) apoyan esta hip6tesis al informar que
no pudieron infectar mosquitos a partir de caballos inoculados con la cepa
vacunal TC-83.

De 1969 a 1971, Scherer et a/. (152) estuvieron buscando la cepa epizoética de
la EEV en habitats que se consideraban enzoéticos en Guatemala; de las cepas
aisladas sélo una tuvo caracteristicas de epizo6tica y en los dos afios del estudio
esta cepa no se transformé en la dominante en el foco enzoético. De 1970 a
1975, Scherer et al. (153) no encontraron evidencia que el virus epizo6tico
estuviera circulando en Guatemala y El Salvador. La Gnica actividad epizoética de
virus de la EEV en Centroamérica fue en junio de 1972 en Nicaragua, cuando
cientos de caballos murieron durante un brote de la enfermedad. No se pudo
determinar si la presencia del virus en la zona fue debida a reactivacién de la cepa
o a la introduccién del virus a la zona.

En Guatemala, Scherer et al/. (155,156) encontraron que Culex (Melanoconion)
taenipus era un vector importante de EEV y que con el tiempo hubo una
modificacién en la susceptibilidad de este mosquito hacia el virus epizoético.
Determinaron que, el virus enzoético era més infeccioso para los mosquitos que
el epizoético, pues éstos podfan infectarse de vertebrados que tenfan una viremia
de 1,000 a 5,000 ufp/ml de sangre, que era muy baja; estos investigadores
sugirieron que probablemente esta modificacién en la susceptibilidad de los
mosquitos hacia el virus hizo que desaparecieran los focos epizo6ticos que
provocaban brotes en los caballos de esa zona, después de la epizoodemia de
1969.

Scherer et a/. (157) estudiaron de 1968 a 1980 dos focos enzoéticos de EEV en
las tierras bajas del Pacifico y el Caribe de Guatemala. Por medio de hamsters
centinelas aislaron el virus de la EEV cada aiio y correspondié a cepas enzoéticas,
ademds, de los mamiferos terrestres muestreados, 26 de 28 tuvieron titulos de
anticuerpos mayores a cepas enzoéticas que a epizoéticas y en el 37 % de los
sueros de 109 personas, se encontraron anticuerpos contra EEV, los cuales en
el 65 % correspondieron a cepas enzodéticas.

Para prevenir la EEV en el México, se ha mantenido una campaifa anual de

vacunacioén de los equinos; ésta ha dado buenos resultados ya que desde octubre
de 1972 no se ha presentado una epizoodemia de la magnitud de la de 1969 a
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1972, sin embargo, ha habido reportes aislados de probable actividad viral. A
finales de 1974 y principios de 1975, se presenté un brote de probable EEV en
Guatemala, en una zona relativamente cercana a la frontera con México, y a
principios de 1980 murieron equinos en Quintana Roo en la zona colindante con
Belize también de probable encefalitis. Estos reportes son una indicacién de que
la actividad viral contintia, y es posible que en un futuro puedan ocurrir brotes
epizoéticos de EEV cuando se den las condiciones adecuadas; éstas han sido
desastres naturales, como las inundaciones que alteren la ecologla de zonas
amplias del pafs. Ademads, son una advertencia de la necesidad de continuar con
la vacunacién y con una vigilancia estrecha para prevenir la EEV en la Republica
Mexicana.
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CUADRO 1. ESPECIES DE MOSQUITOS Y SIMULIDOS SUSCEPTIBLES AL VIRUS DE

LA ENCEFALITIS EQUINA VENEZOLANA (*)

ESPECIES DE MOSQUITOS

Aedes aegypti (a) (143)

Aedes albopictus (143)

Aedes angustivittatus (a) (81,144)
Aedes atlanticus (32)

Aedes canadensis (109)

Aedes geniculatus (143)

Aedes mediovittatus (176)

Aedes scapularis (a) (159)

Aedes serratus (a) (b) (24,51,159)
Aedes sexlineatus (a) (144)

Aedes sollicitans (a) (168)

Aedes taeniorhynchus (a)(b) (61,159)
Aedes theicter (a) (168)

Aedes triseriatus (a) (30,108)
Anopheles aquasalis (159)
Anopheles crucians (a) (32,169)
Anopheles freeborni (a) (109)
Anopheles neomaculipalpus (a) (77)
Anopheles nimbus (27)

Anopheles punctimacula (a) (144)
Anopheles p. pseudopunctipennis (a) (168)
Anopheles quadrimaculatus (a) (167)
Anopheles stephensi (176)
Anophelcs triannulatus (167)
Coquillettidia albicosta (b) (1)
Coquillettidia fasciolata (a) (149)
Coquillettidia perturbans (a) (30}
Coquillettidia venezuelensis (b) (1)
Culex (E.) accelerans (b) (2)

Culex (M.) aikenii (b) 73

Culex (M.) albinensis (b) (1)

Culex (E.) amazonensis (b) (2)
Culex (M.) complejo B-I9 (b) (1)
Culex (C.) corniger (a) (144,149)
Culex(C.) coronator (a) (144,149)
Culex(M.) crybda (b (1)

Culex (M.) dunni (a) (71)

Culex (M.) erraticus (a) (176)

Culex (M.) iolambdis (a) (149)
Culex (C.) nigripalpus (a) (b) (2)
Culex (M.) opisthopus (a) (73,149)
Culex (M.) pracrybda (167)

Culex (M.) portesi (b) (2,102)

Culex (C.) quinquefasciatus (a) (61,72)
Culex (C.) salinarius (a) (168)
Culex (M.) spissipes (a)(b) (1,167)
Culex (M.) T-11 (b) (1)

Culex (M.) T-13 (b) (1)

Culex (M.) T-17 (b) (1)

Culex (M.) taeniopus (b) (72)
Culex (C.) tarsalis (a) (109,167)
Culex (C.) thriambus (a) (149)
Culex (M.) vomerifer (b) (72)
Culex (M.) ybarmis (b) (2)
Culiseta inornata (a) (26)
Deinocerites pseudes (a) (149)
Haemagogus mesodentatus (a) (149)
Haemagogus spegazinii (b) (1)
Limatus durhami (a)(b) (1)
Limatus flavisetosus (b) (102)
Mansonia indubitans (a) (108)
Mansonia titillans (a)(b) (77,108)
Psorophora ciliata (a) (50)
Psorophora cilipes (a) (2)
Psorophora confinnis (a) (159)
Psorophora cyanescens (a) (50)
Psorophora discolor (a) (50)
Psorophora ferox (a) (30)
Psorophora lutzi (a) (149)
Sabethini (a)(b) (24,176)
Wyeomya abebela (a) (149)
Wyeomya medioalbipes (a)(b) (1,149)
Wyeomya mitchelli (a) (149)
Wyeomya oculta (b) (1)

ESPECIES DE SIMULIDOS

Simulium callidum (a) (144)
Simulium exiguum (144)
Simulium metallicum (a) (144)
Simulium mexicanum (a) (144)
Simulium paynei (a) (144)

a) Se encuentra en México; b) Se ha aislado virus
Mucambo y Pixuna;

* Tomado del cuadro preparado por el Dr. C.R.
Bautista Grafias, Programa de Encefalitis Equina,
INIP, México.
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CUADRO 2. MAMIFEROS SUSCEPTIBLES AL VIRUS DE LA ENCEFALITIS EQUINA

VENEZOLANA
Género y especie Nombre comon Tipo de estudio (a)
A s g |(eferencias
Aotus trivirgetus Monos de la noche + 82
Artibeus Fturatus (b) Murcidlago zapotero grande + 81,44
Artibeus turpis (b) Murciélago frutero + 150,196
Bos tsurus (b) Ganado bovino + 76,169
Bassaricyon gebbil Olingo 167
8radypus griseus Perezoso 167
Caluromys derbienus Tiscuache lanceo + 144
Canis famnilleris (b) Perro, chucho + + 169,174
Cenis letrans (b) Coyote 115
Capra sp (b) Cabra, chivo + 159
Carollie perspiciets (b) Murciélago carolis 136
Carolie subrufa (b) Murciélago carolia + + 150
Cavis cobeye Cuyo, conejiio de indias 8
Cebus spelle Mono capuchino + 24
Choloepus hoffmenni Perezoso, Unais 82
Citelivs leucurus Ardilla de tierra 179
Corynorhinus rafinesquii (b) Murciélago orejas de muls + 38
Cricetus aurstus Hémster +(o) 147
Cuniculus pece Paca, conejo pintado, tepezcuintie + 82
Cyclopes didsctyius (b) TamandGa o mico de noche, hormiguero 82
sedoso

Desyprocta punctatus (b) Aguties, cusutiza, cutias + 32
Desmodus rotundus (b) Murciélago vampiro 6,37.85
Didelphis sp. (b) Tiscuache, zorra de monte + + 81 ,145461 50,1
Dipodomys microps (b) Rata canguro + 179
Eptesicus fuscus (b) Murciélago moreno + 38
Equus sp. (b) Mula + 112,139
Equus asinus (b) Burro, ssno + 4,77,79
Equus cabelius (b) Caballo + "
Glossophage soricina (b) Murcidiago siricotero + 150
Heteromys anomalus Rstén de abezones +({c) 60

(s) A = Aislamiento; S = Serologla; EL = Estudio de laboratorio

) Se encuentra en México

{¢) Virus Mucambo

{d) Virus Pixuna

(8) Animsi centinela
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CUADRO 2. MAMIFEROS SUSCEPTIBLES AL VIRUS DE LA ENCEFALITIS EQUINA
VENEZOLANA (Continuacién)

Tipo de estudio (a)
Género y especie Nombre comun A s & Referencias
Hoplomys gymnurus Rata espinosa o de setas + 81,82
Lepus californicus (b) Liebre cola negra + 179
Mecaca mulats Mono Rhesus + 89
Mearmosa mitis (b) Tiacuatzines, Ratén tiacuache +(c) 82
Metachirus nudicaudatus Cuicas, Xixixa +(c) 176
Metachirops opossum Cuica, opossum cola de rats + 167
Mus musculus Ratén de casa +(o) + 79,89,147
Mustels frenat= (b) Comadrejs + 81,150
Myotis lucifugus (b) Murciéiago moreno + 38
Nasua nasus Coatl, tejon + 1687
Nectomys squamipes Rata nadadora, quisras + 103
Oscomys bicolor + 167
Oryctolagus cunicuius (b) Conejo doméstico + 8
Oryzomys cefiginosus Rata arrocera + 81,82
Oryzomys capita Rsata arrocera + 163
Oryzomys concoler Rata arrocera + 103
Oryzomys goeldi Rata arrocera +(c) 176
Oryzomys leticeps Rata arrocers +(c) 60
Oryzomys palustris (b) Rata arrocera + 81
Ovis sp. (b) Borrago, camero + 1L9
Peromyscus gossypinus Ratén de campo + 31
Peromyscus maniculatus Ratén patas blancas, ratén cuatraibo + 180
Peromyscus mexicanus (b) Ratén de campo + 150
Philander opossum (b) Tiacuache cuatro ojos +(c) 81,150
Pipistrefius subfisvus (b) Murciélago de orejas largas + 38
Potos flavus (b) Mico de noche 0 Martucha micoleén + 164,167
Proechimys guysnnensis Rata espinosa +(d) 176
Proechimys semispinosus Rata espinosa + + 24,81
Procyon lotor (b) Mapache, 030 lavador + 160
Rattus norvegicus (b) Rata doméstica + + 24,144
Rsttus rattus (b) Rata doméstica negra + 81,103
Reithrodontomys megalotis Ratén de campo + 180
Saguinus geoffroyi Titis bigotudos + 82

(a) A = Aislamiento; S = Serologfa; EL = Estudio de laboratorio

(b) Se encuentra en México

(c) Virus Mucambo

(@) Visus Pixune

(o) Animal centinele 130



CUADRO 2. MAMIFEROS SUSCEPTIBLES AL VIRUS DE LA ENCEFALITIS EQUINA
VENEZOLANA (Continuacién)

Género y especie Nombre comon Tipo de estudio ()

A s & Referencias
Scirus granatensis Ardilla arbérea + 81
Sciurus variegatoides (b) Ardilla arbérea + 81
Sigmodon hispidus (b) Rata cafiera o sigodonera + 31,123,150
Sus scrofa (b) Cerdo, puerco, chancho, cochino + 169
Syivilegus sudubonii (b) Conejo del desierto + 179
Sylvilegus brasilensis (b) Conejo castelleno + 150
Syiviiagus nutalii (b) Conejo de campo de los Estados Unidos + 179
Tayassu tsjacu (b) Puerco de monte, jabell de collar + 167
Vupes macrotis (b) Zorra nortefia + 179
Zygodontomys braviceude Ratén cafiero cola corta + + 60,103

(a) A = Aisiamiento; S = Serologfa; EL = Estudio de laboratorio
(b) Se encuentra en México

(c) Virus Mucambo

(d) Virus Pixuna

(e) Animal centinela
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CUADRO 3. AVES Y REPTILES

SUSCEPTIBLES AL VIRUS DE LA ENCEFALITIS

EQUINA VENEZOLANA
AVES SUSCEPTIBLES Tipo estudio (a) Ref
Género y especie Nombre comun
A S EL
Arremon taciturnus Gorrién +(c) 114
Bucco capensis Buco, musiua +(c) 114
Butorides striatus Garcita, chicuaco + 167
Butorides virescens (b) Garcita verduzca + 72,81
Campephilus (Phloeoceastes) Carpintero pescuecirrojo +(c) 114
rubricollis
Cardinalis (Richmondena) cardinalis (b)  Cardenal comuin + + 107
Ceryle megaceryle alcyon (b) Pescador norteiio o + 107
migratorio
Chloroceryle inda Pescador selvético +(c) 114
Cochlesrius cochlearius (b) Macaco del norte + 54
Columbia livia (b) Pich6n doméstico + 29
Coragyps atratus (b) Zopilote comin + 81
Corvus brachyrhynchos (b) Cuervo nortefio + 107
Crotophaga sulcirostris (b) Garrapatero, ticis + 72
Crypturellus soui (b) Perdiz chica +(c) 114
Crypturellus strigulosus Perdiz +(c) 114
Cyanocitta cristats Chara norteamericana + 107
Dendroica coronata (b) Gusanero, rabadilla + 107

americana

(a) A = Aislamiento; S = Serologla; EL = Estudio de laboratorio

(b) Se encuentra en México

(c) Anticuerpos contra el virus Mucambo o Pixuna
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CUADRO 3. AVES Y REPTILES SUSCEPTIBLES AL VIRUS DE LA ENCEFALITIS

EQUINA VENEZOLANA (Continuacién)

luisito

Género y especie Nombre comun Tipo de estudio (a) Ref
A ] EL
Dumetella carolinensis Péjaro gato del norte + 81
Egretta alba (b) Garzén blanco + 54
Eudocimos albus (Guara alba) (b) Ibis blanca + + 72,107
Florida caerulea (b) Garza chica parda + 72
Formicarius colma Hormiguero capirrojo +(c) 114
Gallus gallus (b) Gallina doméstica + + + 167
Hirundo rustica erytrogaster Golondrina tijerilla + 85
Icterus chrysater (b) Calandria de Giraud + 167
Icterus prosthemelas (b) Calandria de Strickland + 72
Jacana jacana Gallito de laguna + 144
Leptotila plumbeiceps (b) Paloma suelera de + 144
cabeza gris

Maiocoptila rufa Bolio de bigote +(c) 114
Msnacus manacus Turquito, toledo + 83
Melospiza melodia (b) Gorrién cantor + 29
Myiozetetes granadensis Mosquero sudamericano + 72
Myiozetetes similis (b) Mosquero social o + 72

{a) A = Aislamiento; S = Serologla; EL = Estudio de laboratorio

{b) Se encuentra en México

{c) Anticuerpos contra el virus Mucambo o Pixuna
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CUADRO 3. AVES Y REPTILES SUSCEPTIBLES AL VIRUS DE LA ENCEFALITIS

EQUINA VENEZOLANA (Continuacién)

Género y especie Nombre comun Tipo de estudio (a) Ref
A S EL
Nyctanassa violacea (b) Garsa nocturna tropical + 107
Nycticorax nycticorax (b) Pedrete gris, perro de + 54
agua
Oreoscoptes montanus (b) Cuitlacoche menor + 180
Otus sp (b) Tecolotito + 144
Passer domesticus (b) Gorrién inglés + 29
Phaethornis superciliosus (b) Ermitafio grande + 54
Phlegopsis nigromaculata +(c) 114
Pipra erythrocephala Manaquin de cabeza + + 83,167
dorada
Pteroglossus torquatus (b) Tucén + 81
Pyriglena leucoptera +(c) 114
Quiscalus quiscula Zanate norteamericano + 107
Ramphsstos sulfuratus (b) Tucén de cuello amarillo + 72
Ramphastos swainsonii Tucén de Swainson + 81
Ramphocelus passerinii Calandria de rabadilla + 72
escarlata
Saltator maximus (b) Picogordo brincén +(c) 114
Selenidera maculirostris Tucancito +{c) 114
Sporophila nigricollis + 144

(a) A = Aislamiento; S = Serologfa; EL = Estudio de laboratorio

(b) Se encuentra en México

(c) Anticuerpos contra el virus Mucambo o Pixuna
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CUADRO 3. AVES Y REPTILES SUSCEPTIBLES AL VIRUS DE LA ENCEFALITIS
EQUINA VENEZOLANA (Continuacién)

Género y especie Nombre comun Tipo de estudio (a) Ref
A S EL

Turdus fumigatus Primavera o mirlo +(c) 114

Turdus grayi (b) Primavera tropical o + 72
café

Volatinia jacarina (b) Marinerito, loquito + 54

Xiphorhynchus flavigaster (b) Trepatroncos araiiero + 54
fiador

Xiphorhynchus guttatus +(c) 114

Xiphorhynchus lachrymosus + 83

Zenaidura macroura (b) Huilota coluda, tértola + 29
coluda

Zonotrichia albicollis (b) Gorrién de garganta + 29
blanca

REPTILES SUSCEPTIBLES

Caiman fuscus (b) Caimén + 81

lguana iguana (b) Iguana + 81

(a) A = Aislamiento; S = Serologfa; EL = Estudio de laboratorio

(b) Se encuentra en México

(c) Anticuerpos contra el virus Mucambo o Pixuna
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CUADRO 4. CRONOLOGIA DE LOS BROTES DE ENCEFALITIS EQUINA VENEZOLANA

EN LA REPUBLICA MEXICANA, 1969-1972 (11,35,141,142)

Afo Fecha Lugar Estado
1969-1970  agosto-febrero Municipio de Chicomuselo, La Chiapes
Concordia, Socoltenango,
Frontera Comalapa y Trinitaria. Tuxtla Gutiérrez, Ocozocusutis, mérgenes
del Rio Grijsiva y Cintalapa.
1970 Marzo Pobiados en la carretera hacia el itsmo de Tehuantepec. Oaxsca
Abril-Mayo No hubo casos
Junio Cuenca del Rio Grijalva Chiapss
Agosto Tepanatepec, Chahuites, San Mateo del Mar, Zanatepec, Reforma, Oaxaca
Ixhuatén, Niltepec, Juchitén y Costa de Oaxaca
Mediados de San Andrés Tuxtia Veracruz
Septiembre
Octubre Oeste de la costa de Oaxaca Oaxaca
15 de Octubre Acapuico y alrededores de la laguna de Tres Palos Guerrero
21 de Octubre Medellin, Actopan Veracruz
1970 Diciembre Desembocadura del Rio Balsas, Guerrero y
Meichor Ocampo Michoacén
1971 10 de Enero Espinal Veracruz
16 de Marzo Ixhuatlén de Madero Veracruz
Principios de Las Tablas, Rio Verde San Luis Potos{
Mayo
5 de Junio Tuxpen y airededores de la Laguna de Tamishua Veracruz
8 de Junio Soto La Marina Tamaulipas
16 de Junio El Progreso y San Antonio, Municipio de Candela Coehuila
Mediados de Frontera con México Texss, Estados Unidos
Junio
23 de Junio Condado de Live Oak Texas, Estados Unidos
Finales de Junio  Oeste del Estado Nuevo Leén
10 de Julio Jeipan Querétaro
23 de Julio Fresnilio Zacatecas
2 de Agosto San Felipe y Cuerémaro Guanasjuato
10 de Agosto Rincén de Romos Agusscalientes
12 de Agosto Maravatio y Vista Hermosa Michoacén
15 de Agosto El Capadero, Municipio de San Juan de Guadalupe Durango
16 de Agosto Tepatitién Jalisco
19 de Agosto Tepic Nayarit
24 de Agosto Elota Sinaloa
26 de Agosto Cd. Camargo Chihuahua
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CUADRO 4. CRONOLOGIA DE LOS BROTES DE ENCEFALITIS EQUINA VENEZOLANA

EN LA REPUBLICA MEXICANA, 1969-1972 (11,35,141,142) (Continuacién

19872 16 de Enero
18 de Febrero
23 de Abril
6 de Mayo
6 de Mayo
6 de Mayo
16 de Mayo
10 de Junio
16 de Junio
16 de Junio
19 de Junio
5 de Julio
14 de Julio
14 de Julio
4 de Agosto

19 de
Septiembre

Coyuca de Catalén

Huetamo, San Lucas, Tiquicheo
Tula

Atotonilco, Mineral del Chico
Iguala

Rodeo y San Juan del Rio
Huejuquilla, Bolaitos

Monte Escobedo y Valparaiso
Apatzingén

San Blas

Zacatepec

Ixcamilpa de Guerrero, lzicar de Matamoros
Tatlaya, Amatepec y Tejupilco
Tomatlén

Novojoa, Alamos y Huastabampo

Guerrero
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FIGURA 1. DISTRIBUCION DE LA EEV EN EL CONTINENTE AMERICANO
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A. INTRODUCCION

Se han efectuado diversas encuestas serolégicas en donde se ha demostrado que
los bovinos poseen anticuerpos inhibidores de la hemaglutinacién y neutralizantes
para el virus de la Encefalitis Equina Venezolana (Sellers et al., 1965: Morillay De
Mucha, 1969; Scherer et al., 1972a: Sudia et al., 1975a,b). Aparentemente la
infecciébn no se manifiesta en forma clinica por lo tanto se ha sugerido que
puedan ser centinelas en 4reas donde se vacuna a los equinos.

Sin embargo, con el uso extensivo de la cepa vacunal TC-83 de la EEV en las
campanias de vacunacién de los equinos, lleva a la posibilidad de que este virus
pueda infectar a los bovinos a través de los mosquitos, lo cual impediria que
estos animales se pudieran utilizar como verdaderos centinelas en zonas libres y
en zonas enzodéticas (Taylor y Buff, 1972; Noé, 1973).

El objetivo de este trabajo fue evaluar el papel de los bovinos como centinelas.
Para esto, primero se hizo una encuesta serolégica en bovinos de una zona
enzodtica, y posteriormente se inocularon animales con diferentes
concentraciones de virus vacunal TC-83 para determinar su inmunogenicidad y
determinar si los anticuerpos hallados en bovinos corresponden a cepas silvestres
0 vacunales.
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B. MATERIAL Y METODOS

Areas de muestreo. La zona enzoética correspondié a Huixtla, Chiapas y como
area testigo se selecciond la zona de Tepozotldn en el Estado de México,
localizada en el altiplano de la Republica Mexicana.

El estudio se realizé durante abril y mayo de 1975. Se obtuvieron sueros de 78
bovinos (51 menores de dos afios de edad y 27 de més de dos (Cuadro 1).

Inoculacién experimental a bovinos con la cepa TC 83. En el primer experimento
se inocularon 3 bovinos con la cepa TC 83 por via intramuscular y 36 dfas
después fueron nuevamente inoculados. Dos animales recibieron 10* y uno 10°
DL50O/rl/ic/ml. Como testigos se dejaron dos animales.

En el segundo experimento se utilizaron 16 bovinos, se formaron cuatro lotes de
cuatro animales cada uno y se inocularon por via subcutidnea con diferentes
concentraciones de virus (Cuadro 2).

Prueba serolégica. Se utilizé la prueba IH descrita por Clarke y Casals (15) en
microplacas utilizando antigenos de EEV cepas TC 83 y 63U2, de encefalitis
equina del este (EEE) y de la encefalitis equina del oeste (EEO). En el experimento
de campo se consideré a un suero positivo cuando inhibfa la hemaglutinacién de
una dilucién de 1:40 en adelante.

C. RESULTADOS

Los resultados de la serologfa de los bovinos de la zona enzoética se encuentran
en el Cuadro 1. Ninguno de los animales inoculados una o dos veces con 10 *y
105 0 los testigos desarrollaron anticuerpos. Los resultados de la inoculacién con
10 ® a 10 8 DL50/rl/ic/ml se encuentran en el Cuadro 2.

D. DISCUSION

En los Gltimos afios se ha sugerido que los bovinos puedan servir como animales
centinelas para detectar la actividad viral en un area (Walton y Johnson, 1972;
Dickerman et al., 1973; Sudia et al., 1975b). Los resultados de la encuesta
serolégica realizada en Huixtla, Chiapas confirman la hip6tesis anterior, ya que la
mayorfa de los sueros de los bovinos, independientemente del grupo de edad,
tuvieron anticuerpos contra la EEV y con tftulos elevados. Los bovinos fueron
divididos en dos grupos de edad con objeto de diferenciar animales infectados
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durante el brote de EEV ocurrido de 1969 a 1972 y animales infectados en los
ditimos dos afos, que serfa indicacién de actividad viral reciente para 1975.

Por otra parte, se ha sugerido que los anticuerpos |H encontrados en bovinos
fueran causados por el virus vacunal de la EEV, cepa TC-83, utilizado en
campaiias masivas de vacunaciéon (Noé, 1973). Esto es posible debido a que se
ha demostrado que el virus vacunal se multiplica en mosquitos Psorophora
confinnis en condiciones de campo en 4reas donde se habfa vacunado doce dfas
antes (Pedersen et al., 1971).

Sin embargo, otros estudios han indicado que la transmisién del virus no ocurre
(McConell, 1971; Taylor y Buff, 1972; Walton y Johnson, 1972) y Sudia et a/.
(1971) apoyan esta hipétesis al informar que no pudieron infectar mosquitos a
partir de caballos inoculados con el virus cepa TC 83. Debido a esta discrepancia
se decidi6 inocular bovinos con el virus cepa TC-83 de EEV y evaluar la respuesta
serolégica. Los resultados indicaron que no se detectan anticuerpos IH en bovinos
inoculados experimentalmente hasta con 10® DL50/rl/ic/ml. Al reinocular esos
mismos animales en busca de una reaccién anamnésica, tampoco se encontraron
anticuerpos.

Cuando se inocularon bovinos con una concentracién viral de 10’ y 108, se logré
una respuesta serolégica no mayor de 1:40 en dos de los animales y el titulo de
anticuerpos empezé a declinar a partir de los 15 dfas de la inoculacién. De
acuerdo con estos resultados, el virus vacunal no provocé una marcada respuesta
serolégica y esto podrfa ser indicativo de que los anticuerpos IH encontrados en
animales en el campo, con titulos mayores de 1:40, probablemente se deban a
un virus enzodtico o epizodtico y no al virus vacunal. Ademds, los resultados
negativos que se obtuvieron en la encuesta serolégica realizada en bovino de uno
a dos aifios de edad en Tepotzotldn, Estado de México, donde anualmente se
vacuna a los equino, indican que el virus vacunal no los infecté.

En la encuesta serolégica, la edad de los bovinos con anticuerpos IH contra la
EEV y los titulos encontrados en el &rea enzo6tica de Huixtla, Chiapas, inducen
a pensar que recientemente en esa zona existié actividad viral. Por otro lado, a
fines de 1974 y principios de 1975, se tuvieron noticias de un probable brote de
EEV en animales de Guatemala, cerca de la frontera con México y de la zona
muestreada. Las dos dreas son ecolégicamente similares y permite suponer que
alteracions ecolégicas exacerbaron la actividad viral en toda la regién, pero no se
manifesté en México debido a que los equinos se encontraban vacunados. En los
sueros de los bovinos se hallé una ligera diferencia de titulos IH, cuando se
utilizaron antigenos de las cepas TC-83 y 63U2 del virus de la EEV. El nimero de
sueros con anticuerpos y los tftulos fueron mayores hacia 63U2 lo que podria
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indicar que el virus que infecté a los bovinos en el 4rea de Huixtla, Chiapas, es
el silvestre y no el de la vacuna.

Por otra parte, la baja incidencia de sueros positivos contra la EEE y la EEO indica
que la actividad viral detectada en la zona enzoética es causada por el virus de
la EEV y no una respuesta serolégica cruzada contra EEE o EEO (Clarke y Casals,
1958).

Se consideré que en este trabajo las sustancias inespecificas inhibidoras de la
hemaglutinacién que se encuentran en bovinos (Sanderson 1968; Scherer et al.,
1972a,b) no alteraron los resultados. La respuesta humoral correspondié a
anticuerpos contra el virus de la EEV, debido a que los controles fueron negativos
y en ningin momento mostraron algun tipo de reaccién inespecifica. Ademés, los
animales inoculados en forma experimental fueron incrementando sus titulos de
anticuerpos IH en relacién con el tiempo de inoculacién y la dosis. En este caso,
a pesar de haber obtenido respuesta de 1:10 en la prueba IH, se consideraron
como especificos para el virus.
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CUADRO 1. TITULOS DE ANTICUERPOS IH (A) CONTRA LOS ANTIGENOS TC-83 Y 63U2 EN SUEROS DE
BOVINOS DE UNA AREA ENZOOTICA PARA LA EEV (HUIXTLA, CHIAPAS)

Antigenos
Edad de los bovi Numero
de TC-83 63u2
anim!
40 (b) 80 160 320 640 % 40 80 160 320 640 %
< 2 afics 61 10 " 4 2 - 62.9 12 12 8 1 2 64.7
> 2 afios (¢} 27 6 6 3 2 1 63.0 9 4 8 1 2 81.6

a) Reciproca de la dilucién méxima del suero que inhibfa la hemaglutinacién.

b) Titulo IH. Se consideré positivo a un suero cuando inhibfa la hemaglutinacién desde una dilucién de 1:40 en
adelante.

c) Uno de los animales fue positivo a EEE y dos a EEO.
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A. INTRODUCCION

La patogenicidad del virus de la Encefalitis Equina Venezolana (EEV) para los
equinos y animales de laboratorio, ha sido modificada a través de pases seriados
en cultivos primarios de corazén de cuye fetal, obteniéndose la cepa TC-83
(Berge et al., 1961). Esta, se utiliza para la vacunacién de equinos en éreas
enzoébticas de Latinoamérica; sin embargo, existe la posibilidad de que el virus
vacunal pudiera infectar mosquitos y estos a su vez difundirlo en la naturaleza.

Bajo condiciones de laboratorio, se ha podido infectar a los mosquitos Aedes
aegypti y Aedes triseriatus con la cepa TC-83 del virus de la EEV (Schaffer y
Scherer, 1971, 1974). En condiciones de campo se ha podido aislar la cepa TC-
83 a partir de mosquitos Psorophora confinnis (Pedersen et al., 1971). Sin
embargo, otros investigadores no han sido capaces de aislar el virus vacunal de
mosquitos que viven en éreas en las que los equinos han sido vacunados
previamente, lo cual sugiere que el titulo de la viremia en estos vertebrados era
demasiado bajo como para infectar mosquitos (McConell, 1971; Walton et a/.,
1972).

El presente estudio se llevé a cabo con el objeto de: 1)determinar silos mosquitos
Anopheles albimanus y Culex thriambus pueden serinfectados experimentalmente
con la cepa TC-83 del virus de la EEV y 2) si éstos, una vez infectados, son
capaces de transmitirla por diferentes métodos a ratones lactantes.
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B. MATERIAL Y METODOS

Se utilizé la cepa TC-83, pase 85, del virus de la EEV en cultivo primario de
corazén de cuye fetal, con wun titulo de 10° LDg, /ratén
lactante/intracerebral/mililitro (LDg/rl/ic/ml).

Los mosquitos Anopheles albimanus se obtuvieron de una colonia en el
laboratorio. Los mosquitos Culex thriambus se colectaron en estadio pupal de los
alrededores del CENID-Microbiologfa en México, D.F. y se mantuvieron en el
laboratorio hasta que alcanzaron el estadio de imago.

En un primer experimento, a mosquitos An. albimanus se les permitié alimentarse
durante 30 minutos sobre ratones lactantes previamente inoculados con la cepa
TC-83 del virus de la EEV. Estos roedores mostraban signos clinicos de encefalitis
y tenfan una viremia con un titulo de 1072 LDg//rl/ic/ml. Después de que se
alimentaron, los mosquitos fueron separados en vasos de cartén encerado y se
mantuvieron a una temperatura de 28 C con una humedad relativa (HR) de 70-
80%. Durante el perfodo extrinseco de incubacién los mosquitos fueron
alimentados diariamente con un algodén saturado con una solucién estéril de
azucar al 5%. A los 0,3,7,8,9,10,11,12 y 13 dfas postinfeccién, grupos de 3 a
7 mosquitos fueron macerados en un mortero con diluyente preparado con
solucién salina balanceada de Hank (HBSS), suero normal descomplementado de
conejo al 25%, 1.6 mg de estreptomicina y 1,000 Ul de penicilina por ml, de
acuerdo a Sudia y Chamberlain (1967). Las suspensiones fueron centrifugadas
a 1,700 x g por 30 min a 4 C y el sobrenadante se inoculé por via IC a ratones
lactantes de 1 a 3 dfas de edad. Aquellos in6culos en los cuales se detect6 virus

fueron titulados por via IC en ratones lactantes de acuerdo al método de Reed y
Muench (1938).

En un segundo experimento, los mosquitos que habfan sido infectados 10, 11,12
y 13 dfas antes, se les permiti6 alimentarse por 30 min en ratones lactantes
normales de 1 a 3 dias de edad. La transmisién del virus por medio de los
mosquitos en los ratones fue confirmada por medio de una prueba de
neutralizacién del virus aislado en los ratones, usando un suero hiperinmune
preparado en conejo con un titulo de inhibicién de la hemaglutinacién de 1 :640.

En el tercer experimento, mosquitos Culex thriambus fueron anestesiados. al
someterlos a -20 C por 5 minutos para luego inocularlos por via poro intratoramca;
con aproximadamente 0.001 ml de una suspensién del virus con un t(tulq de 10
LD50/rlfic/ml. La inoculacién se llevé a cabo con una microjeringa estéril hecha
de un tubo capilar, de acuerdo a la técnica descrita por Rosen y Gubler (1974).
Los mosquitos inoculados fueron separados en vasos de cartén encerado Y
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mantenidos a una temperatura de 28 C con una humedad relativa de 70-80%.
Estos, fueron alimentados diariamente con una solucién estéril de aztcar al 5%.
Se prepararon suspensiones de mosquitos 16, 23, 26, 36 y 43 dias después de
lainoculacién y se titularon en ratones lactantes como se describié anteriormente.

C. RESULTADOS

En el primer experimento, la mayorfa de los mosquitos se infecté al alimentarse
en ratones con un titulo viral en la sangre de 1072 LDg/rl/ic/ml. El titulo promedio
de virus por mosquito, expresado como LD/rl/ic/ml fue como sigue: a los O dias,
el virus fue detectado pero no fue titulado; tres dias después de la infeccién no
fue posible aislar virus; a los siete dfas el titulo fue 10*3; a los ocho dfas, 10*3;
a los nueve dfas, 10*3; a los 10 dfas 10”3; a los 11 dfas, 10%%; a los 12 dias,
10%° y a los 13 dfas el tftulo viral fue de 10*2(Cuadro 1)

En el segundo experimento, los mosquitos que fueron expuestos 10 dias antes
a la infeccién fueron capaces de transmitir el virus a un ratén lactante de seis
expuestos. El animal murié al quinto dfa de la exposicién; el virus pudo ser aislado
y neutralizado con un antisuero especifico contra EEV (Cuadro 2).

En el tercer experimento, la inoculacién intratordcica de Culex thriambus fue
exitosa. Los titulos promedio por mosquito, expresados en LDg./rl/ic/ml fueron los
siguientes: al dfa 16 postinoculacién, 10%%; a los 23 dfas, 108 a los 26 dfas,
10°%3; a los 36 dias, 10”7 y a los 43 dfas, 10*° (Cuadro 3).

D. DISCUSION

De acuerdo a los resultados, la cepa TC-83 del virus de la EEV es capaz de
infectar facilmente mosquitos de las especies An. albimanus y Cx. thriambus. En
este sentido, la patogenicidad del virus de la EEV ha sido modificada para los
equinos y animales de laboratorio, pero retiene la capacidad para infectar y crecer
en mosquitos como también ha sido demostrado en mosquitos Aedes aegypti y
Ae. triseriatus (Scherer, 1971, 1974). El crecimiento del virus siguié el patrén de
otros Togavirus del Grupo A. En los experimentos de transmisién fue notorio que
en un caso la transmisién fue exitosa y solamente en un animal. El tftulo viral
alcanzado por los mosquitos de ese grupo fue alto cuando se comparé con el de
los que fueron incapaces de transmitir el virus. Estos resultados son similares a
los de otros estudios en los que mosquitos An. albimanus fueron infectados
facilmente con otros arbovirus; sin embargo, la habilidad de transmisién en esta
especie fue baja (Collins et a/., 1963, 1965; Collins y Harrison, 1966). Para
asegurar que los mosquitos transmitieron el virus de EEV a los ratones lactantes,
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se llevé a cabo una prueba de neutralizacién con el virus aislado y ademés se
dié un segundo pase, confirmando los resultados.

El titulo de la viremia en los ratones lactantes inoculados fue 1072 LDg,/rl/ic/ml,
el cual fue suficiente para infectar exitosamente a los mosquitos. Generalmente
los titulos de viremia alcanzados en caballos vacunados es de 10" LD, /rl/ic/mi
el cual es insuficiente para infectar mosquitos Aedes triseriatus (Sudia et al.,
1971). En la naturaleza, solamente en una ocasién la cepa TC-83 ha sido aislada
de mosquitos Psorophora confinnis (Pedersen et al., 1971), indicando que el
umbral del titulo de viremia para la infeccién de mosquitos varfa de acuerdo a la
especie. Por lo tanto, existe la posibilidad de que los mosquitos An. albimanus y
Cx. thriambus puedan infectarse a partir de caballos vacunados. Este es un tema
que requiere mas investigacién. La posibilidad de que los mosquitos puedan
infectarse con la cepa TC-83 bajo condiciones de campo y difundan el virus en
la naturaleza debe ser considerada seriamente. Esto es importante, debido a que
de tiempo en tiempo se llevan a cabo campaiias de vacunacién contra EEV, como
el caso de México (Comité de Enfermedades Infecciosas de los Equinos, 1994)
y es necesario asegurarse de que el virus vacunal no se esté difundiendo en la
naturaleza. Sin embargo, no hay indicacién de que el virus se esté difundiendo a
otras especies de animales domésticos (McConell 1971, Walton et al., 1972;
Gallo et a/., 1979).

REFERENCIAS

Berge T.0., Banks l.and Tigett W.D.: Attenuation of Venzuelan equine
encephalomyelitis virus by in vitro cultivationin guinea pig heart cells. Am. J.
Hyg., 73: 209-218, 1961.

Collins W.E., Westbfook J.R., and Chester L.E.: Studies on the transmission of
Semliki Forest virus by anopheline mosquitoes. Am. J. Hyg., 77: 109-113, 1963.

Collins W.E., Harrison A.J. and Jumper J.R.: Infection and transmission studies
with Eastern encephalitis virus and Anopheles albimanus and Anopheles
quadrimaculatus. Mosquito News, 25: 296-300, 1965.

Collins W.E. and Harrison A.J.: Studies of Sindbis virus in Anopheles albimanus
and Aedes aegypti. Mosquito News, 26: 91-93, 1966.

Comité de Enfermedades Infecciosas de los Equinos.: México, pals libre de la
Encefalitis equina venezolana. Memoria de la Tercera Reunién Anual del Consejo
Técnico Consultivo Nacional de Sanidad Animal. Acapulco, Guerrero., México.
Octubre 10-14.pp. 87-99, 1994.

17



Gallo de la Torre M., Zérate M.L., Bautista G. C.R., Rosales O. C. y Morilla G. A.:
Evaluacién de la respuesta serolégica de los bovinos al virus de la Encefalitis
equina venezolana infectados en forma natural y experimental. Bol. Of. Sanit.
Panam., 86:10-19, 1979.

McConell S.: Desarrollo y control de las vacunas a virus vivo modificado para el
control de la Encefalitis Equina Venezolana (EEV). En: Informe de la Mesa
Redonda Internacional sobre Encefalitis Equina tipo Venezuela. SAG/OPS, 12-14
de Mayo de 1971, México.

Pedersen C.E.Jr, Robinson D.M. and Cole F.E.Jr.: Isolation of the vaccine strain
of Venezuelan equine encephalomyelitis virus from mosquitoes in Louisiana. Am.
J. Epidem, 95: 490-496, 1971.

Reed L.J. and Muench H.A.: A simple method of estimating fifty per cent end
points. Am. J. Hyg., 27: 493-497, 1938.

Rosen L. and Gubler D.: The use of mosquitoes to detect and propagate dengue
viruses. Am. J. Trop. Med. Hyg., 23: 1153-1160, 1974.

Schaffer P.A. and Scherer W.F.: Stability of virulence and plaque size of
Venezuelan encephalitis virus passage in mosquitoes (Aedes aegypti). Am. J.
Epidem., 93: 68-74, 1971.

Schaffer P.A. and Scherer W.F.: Growth of Venezuelan encephalitis virus and
disappearance of Coxsackie A, Rous Sarcoma, Herpes Simplex and Vaccinia
viruses following inoculation of Aedes aegypti and other mosquitoes. J. Med.
Ent., 11: 189-196, 1974.

Sudia W.D. and Chamberlain R.W.: Collection and processing of medically
important arthropods for arbovirus isolation. USDHEW, PHS, CDC, Atlanta,
Georgia, USA, 1967.

Sudia W.D., Newhouse V.F. and Henderson B.E.: Experimental infection of horses
with three strains of Venezuelan equine encephalomyelitis virus. Il. Experimental
vector studies. Am. J. Epidem., 93: 206-211, 1971.

Walton T.E., Brautigam F.E., Ferrer J.A. and Johnson K.M.: Epizootic Venezuelan

equine encephalomyelitis in Central America: Disease Pattern and vaccine
evaluation in Nicaragua, 1969-1970. Am. J. Epidem., 95: 247-254, 1972.

172



CUADRO 1. INFECTIVIDAD DEL VIRUS DE LA ENCEFALITIS EQUINA VENEZOLANA, CEPA TC-83,
PARA MOSQUITOS Anopheles albimanus

“Bfa postinfeccion’ No. de mosquitos en cada Virus en la mezcla de Titulo promedio por
grupo mosquitos mosquito®

0 7 St ND®
3 6 - .

7 5 si 1033
8 6 si 1043
9 4 si 1043
10 5 si 1073
11 4 si 1082
12 6 si 10%°
13 3 si 1042

* Los mosquitos fueron infectados permitiéndoles alimentarse por 30 min. en ratones lactantes
inoculados. Los mosquitos fueron separados y mantenidos a 28C con una humedad relativa de 70-80%.
® Titulo del virus expresado como LDy /rlfic/mi

¢ No determinado.

CUADRO 2. TRANSMISION DEL VIRUS DE LA ENCEFALITIS EQUINA VENEZOLANA, CEPA TC-83, DE
MOSQUITOS Anopheles albimanus A RATONES LACTANTES

Dia postinfeccion™ ~ No. de mosquitos en _ Ratones Virus en la mezcla de Tltulo promedio de
cada grupo muertos/ratones mosquitos virus por mosquito’
expuestos
10 - 178°° si 107
1" 4 o/6 si 1082
12 6 0/6 si 103%®
13 3 0/6 si 1042

' Los mosquitos fueron infectados permitiéndoles alimentarse por 30 min. en ratones lactantes
inoculados. Los mosquitos fueron separados y mantenidos a 28 C y una humedad relativa de 70-80%.
® Ratones lactantes normales fueron expuestos permitiendo que el grupo de mosquitos se alimentara
en ellos por 30 min. Todos los mosquitos obtuvieron sangre de cuando menos dos de los seis ratones
expuestos.

¢ Virus de la EEV demostrado identificado por neutralizacién con suero hiperinmune.

¢ Titulo del virus expresado como LD60/rl/ic/ml
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CUADRO 3. INFECCION EXPERIMENTAL DE MOSQUITOS Culex thrismbus CON VIRUS DE LA
ENCEFALITIS EQUINA VENEZOLANA, CEPA TC-83, POR MEDIO DE INOCULACION INTRATORACICA

No. de mosquitos Dlas postinoculacion Virus en la mezcla de ~Thulo promedio de Virus por
inoculados® mosquitos mosquito®

6 18 sl —10°"

1 23 8i 10®

3 26 si 1083

2 36 si 1077

1 43 si 104

*Los mosquitos fueron anestesiados a -20C por 6 min. e inoculados por vfa intratorécica con una
microaguja, con aproximadamente 0.001 ml de virus con un tftulo de 10° LDy./rific/ml.
® Titulo del virus expresado como LDg/rlfic/mi.

174
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A. INTRODUCCION

Se conocié de la actividad del virus de la encefalitis equina venezolana (EEV) en
México desde 1962, cuando ocurrié un brote de encefalitis en seres humanos en
Champotén, Campeche, en el sureste del pals. Posteriormente el virus (cepa
prototipo 63U2) fue aislado en 1963 a partir de hdmsters centinelas de una
amplia zona de la costa del Golfo de México; se recuperaron cepas virales
durante estudios de campo realizados en las zonas costeras bajas del Golfo de
México desde Yucatan hasta Tampico, Tamaulipas y parte del Pacifico y se
identific6 su circulacién en forma silenciosa entre especies silvestres de
mamiferos terrestres y aéreos, aves locales y migratorias, en animales
domésticos, en menor proporcién en los seres humanos y en una amplia gama de
vectores artrépodos hematdfagos. El virus circuld6 en forma endémica
encontrdndose (ndices de seropositividad variables en equinos, porcinos, aves y
seres humanos.

Se localizaron dos brotes, uno en Champotén en seres humanos y el otro en
Tampico en equinos, los que se autolimitaron cuando cambié la estacién. El
Gltimo estuvo asociado con la presencia de sobrepoblacién de ratas caifieras y una
temporada de lluvias intensas que determiné extensas inundaciones previas al
brote (3). La trascendencia que tuvo la actividad de este virus en los seres
humanos se tradujo en (ndices variables de seropositividad en pobladores del
Golfo de México y cuando se buscé en forma intencionada con casos de
encefalitis, se descubrié un caso fatal en un residente de Jaltipan, Veracruz (4,5).
Todo este tiempo, las cepas aisladas fueron del tipo IE.
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La variante epizo6tica del virus se consider$ propia de Sudamérica, pero en 1969
se inicié un desplazamiento ascendente en el continente que terminé hasta 1972.
En 1970 los extensos brotes alcanzaron a nuestro pals desde Chiapas en la
frontera con Guatemala, en forma explosiva, hasta la frontera norte con los
Estados Unidos, afectando en forma severa a los equinos y a numerosos seres
humanos.

En esta ocasién el virus abandoné las tierras bajas de menos de 200 msnm,
hdimedas tropicales, se extendié por todo el pais a favor de cuencas, vertientes
y rutas de comunicacién, llegando a Texas y a la cuenca del Rio Bravo, hasta que
el 19 de septiembre de 1972 se report6 el Gltimo brote en las Islas Marfas.

Afecté preferentemente a equinos, con una alta mortalidad y a otras especies de
animales, y aparentemente en menor proporcién a los seres humanos en los que
se describieron desde cuadros febriles, hasta cuadros de franca encefalitis. La
cepa viral aislada correspondi6 al grupo IB. El control de la enfermedad se alcanzé
desde entonces debido a las campanas de vacunacién en equinos, las que
desafortunadamente con el paso de los afios paulatinamente han disminuido.

De septiembre de 1972 a enero de 1991 no hubo reportes de actividad de EEV
en equinos o en seres humanos. A finales de la década de los ochentas se tuvo
conocimiento de algunas muertes de equinos en la zona de la peninsula de
Yucatén sin que se hayan podido asociar por laboratorio, en forma definitiva con
el virus de la EEV.

El laboratorio de Arbovirus del Departamento de Virologla Diagnéstica del
ISET/INDRE de la SSA (datos publicados en los informes anuales), mantuvo
desde 1973 una estrecha vigilancia serolégica de la actividad del virus de la EEV
investigando anticuerpos inhibidores de la hemaglutinacién (IH) en todos los
sueros de casos febriles que llegaron para diagnéstico de arbovirosis (encefalitis
y Dengue). Se estudiaron anualmente miles de sueros procedentes de 29
entidades federativas. En 1989 se encontré positividad en el 0.9% de 4116
sueros investigados y para 1990 el 2.4% de 1946 sueros, todos con titulos bajos
(1:10 a 1:40) y en personas de mas de 20 aios de edad.

En 1991 G4nicamente se encontré positividad en muestras procedentes del estado
de Tabasco, con una distribucién en edad y con titulos serolégicos tales que
determinaron el trabajo, que a continuacién se describe, desarrollado de enero a
abril de 1991.
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Se traté de dos menores de 5y 7 afios de edad respectivamente, residentes de
dos poblados, Villa La Venta y Paralso en Tabasco, que cursaron con cuadros
febriles severos, sin exantema en los que se sospeché Dengue cl4sico. En el
laboratorio se recibieron muestras séricas pares de estos casos y no se demostré
infeccién reciente de Dengue, pero todos los sueros mostraron anticuerpos para
el virus de la EEV con tftulos compatibles con infeccién pasada reciente para uno
y actual para el otro (Cuadro 1).

El hallazgo fue indicativo de actividad reciente del virus de la EEV en grupos
humanos, después de cerca de 20 afos de silencio, por lo que se procedi6 a
hacer un estudio entomolégico y seroepidemiolégico para determinar:

a) La trascendencia de la actividad que este virus pudiera tener en ese momento
en la poblacién humana de esas comunidades

b) Ubicar la localizacién geogréfica del problema

c) Determinar las especies animales domésticas que pudieran estar incluidas en
el ciclo de transmisién y amplificacién del virus

d) Determinar las especies vectoras hematé6fagas involucradas en su transmision

e) Definir las medidas de vigilancia de la actividad de este virus que se debieran
tomar en la regién.

B. MATERIAL Y METODOS
Moscos

Se procedié a capturar moscos tanto en Villa La Venta como en Paraiso, con cebo
humano y con trampas de luz. Fueron clasificados por especie, se conformaron
lotes de uno a 25 moscos y se conservaron en congelacién hasta que se procedi6é
a su inoculacién en ratén lactante.

Los ratones inoculados fueron observados hasta 21 dfas. De los que enfermaron
o murieron, se prepararon macerados de cerebro que fueron inoculados en otros
ratones para preparar antigenos hemaglutinantes. De los ratones sobrevivientes
se obtuvieron sueros sanguineos para investigar por IH anticuerpos contra alfa 'y
flavivirus.
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Sueros humanos

El personal de los Centros de Salud de los dos poblados, por invitacién del
laboratorio, colect6 sueros sanguineos de residentes de 3 a 70 aifios de edad, los
que fueron remitidos para su estudio. Un grupo de expertos se trasladé a Paralso
y colecté muestras séricas en tres grupos de personas residentes, en zonas
denominadas de "alto", "mediano” y "bajo" riesgo dependiendo de la cercania
con la residencia del caso indice y del rfo de la localidad. Fue un muestreo

aleatorio, representativo de la comunidad.

Fueron incluidos como control, sueros del personal del Departamento de Virologia
Diagnéstica con y sin antecedente vacunal con cepa TC-83 y una con
antecedente de infeccién previa con el virus 63U2.

Sueros animales

En las zonas en las que se dividié el poblado Paraiso se tomaron muestras de
sangre de cerdos, perros y aves de corral. Del rastro del poblado fueron
colectadas muestras de bovinos y sélo se obtuvieron cuatro muestras de equinos
provenientes de La Venta.

Virus

Antigenos IH de referencia, cepas virales enzo6ticas y vacunal donados por los
CDC de Atlanta, Georgia, de los Laboratorios de YARU en New Haven,
Connecticut y de Fort Collins, Colorado, de los Estados Unidos de América.
Antisueros/anticuerpos monocionales

Se utilizaron los antisueros especificos contra el virus EEV vacunal y de referencia
para cepas silvestres enzoodémicas y epizoodémicas. También para EEE, EEO,
ESL y monoclonales de las mismas fuentes.

Técnicas empleadas

Inhibicién la hemoaglutinacién (IH). Se sigui6 la técnica de Clark y Casals en
microplaca con 8-16 unidades HA.

Neutralizacién. Se neutralizaron los virus aislados con antisueros conocidos y se

inocularon en ratén lactante, en ratén de destete y en adulto por via intracraneal,
peritoneal y subcutdnea respectivamente.
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C. RESULTADOS SEROLOGICOS.

La reactividad hacia el virus de la EEV encontrados en los dos primeros casos
estudiados dié lugar a un estudio serolégico en ambas localidades (Cuadro 1). De
La Venta se recibieron 65 sueros de humanos y 4 de equinos. En Paraiso se
obtuvo un total de 394 muestras de sueros de humanos y 73 de varias especies
de animales domésticos, colectadas en viviendas ubicadas alrededor del caso
indice (zona de alto riesgo) y de viviendas en zona de mediano y bajo riesgo de
transmisién.

Por IH se encontré para el virus de la EEV en sueros de humanos de las zonas de
alto, mediano y bajo riesgo, un 21.6, 16.6 y 11.1% de seropositividad
respectivamente, con titulos que oscilaron de 1:10 a 1:2,560. La seropositividad
en el grupo de menores de 11 aiflos de edad fue del 12.2, 3.5 y 5.2%
respectivamente (Cuadro 2).

La positividad general del grupo estudiado fue del 19.3%, dato superior al
encontrado para todo el pafs en afos anteriores, con titulos muy por encima de
lo acostumbrado y siendo afectados menores de 20 afios.

En los sueros de animales procedentes de Paraiso, en la zona de alto riesgo, 4
de 20 animales estudiados fueron positivos siendo los cdnidos los de més alta
positividad. En la zona de bajo riesgo, de 20 animales estudiados, cuatro fueron
positivos siendo una ave la de mayor positividad. De 33 animales estudiados en
el rastro, 4 de 11 (36.4%) porcinosy 19 de 22 (86.4%) bovinos fueron positivos
(Cuadro 3). La seropositividad en estas especies animales ha sido descrita
ampliamente en la literatura (1,2).

De La Venta se recibieron 4 sueros de equinos menores de un afio de edad y sin
antecedente vacunal. Los cuatro fueron positivos (Cuadro 3).

De La Venta se recibieron 65 sueros de humanos en los que se encontré una
seropositividad general del 70.8% En el grupo de 1-10 afios de edad, 11 de 16
sueros (68.7%) fueron positivos con titulos de hasta 1:320, indicativo de
infeccién muy reciente. En el siguiente grupo de edad, de 11 a 20 afios, el 88.8%
de los individuos estudiados fueron positivos y a partir de los 21 afos de edad,
la totalidad de los individuos estudiados fueron positivos indicativo de una amplia
circulacién del virus dentro de la comunidad de seres humanos, en su mayoria
dedicados a labores del campo (Cuadro 4).
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D. RESULTADOS VIROLOGICOS

En 12 de los 21 lotes de mosquitos inoculados en ratén lactante se present6
enfermedad o muerte en uno o més ratones después de 30 hrs hasta 12 dias post
inoculacién. La inoculacién en un segundo pase produjo la muerte en el 100 %
de animales y sirvi6 para preparar antigeno HA y semilla para pruebas de
neutralizacién.

Para conocer la relacién antigénica del aislamiento de Tabasco (TAB91), se
hicieron pruebas de neutralizacién en ratén lactante contra tres anticuerpos
monoclonales: a) 5B4D-6 del virus vacunal EEV, con proteina especifica E2, b)
1A3A-5 y c) 1A1B-9 del virus EEV endémico con protelna especifica E2. Fueron
retados en forma cruzada, contra virus homélogos y heterélogos previamente
titulados en el laboratorio. Este material fue amablemente proporcionado por el
Dr. D.J. Gubler de Fort Collins, Colorado, Estados Unidos (Cuadro 5).

E. DISCUSION

Desde 1980 cuando comenzé a circular el virus de Dengue en el pals, se
recibieron muestras procedentes del Estado de Tabasco y de entidades vecinas
para su confirmacién diagnéstica. En todos los sueros se investigé la presencia
de anticuerpos para alfavirus, con resultados hasta ese momento negativos. El
haber encontrado en 1991 estos dos casos de infeccién reciente por EEV en
menores de 5 y 7 anos de edad, sugiri6 que hubo una circulacién muy reciente
del virus en la zona costera del estado de Tabasco. Ademds, la presencia de
anticuerpos en menores de 20 afios, confirmé que la circulacién del virus era muy
reciente y que se habla desarrollado posteriormente al brote que cesé en 1972.
Esto habfa ocurrido en el curso de los ultimos meses, en forma silenciosa
afectando en forma considerable a los seres humanos en los que habfa producido
manifestaciones febriles, que como fue el caso indice habfan sido confundidos
clinicamente con otro padecimiento comun en la regién como era el Dengue.

La seropositividad en el 100% de los individuos estudiados de més de 20 afos
en La Venta, hizo pensar que el problema era més antiguo en este poblado y que
se estaba extendiendo hacia el a&rea de Paraiso, por medio de vectores,
reservorios y amplificadores naturales.

La importante afectacién de los seres humanos sobre los animales de la zona hizo
pensar en la posibilidad de que un vector antropéfilo estaba transmitiendo el virus
en las comunidades como se habia demostrado en otras partes de América del
Sur.
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En la epizootiologia de la EEV existen animales reservorios y amplificadores que
ayudan a su mantenimiento en la naturaleza, estando involucrados gran cantidad
de aves y mamiferos domésticos y silvestres, constituyendo un ciclo biolégico
complejo y dificil de determinar. En los Ultimos afos se ha sospechado que los
bovinos puedan actuar como reservorios y amplificadores, pues en zonas
endémicas una gran proporcién de ellos muestran anticuerpos especificos, que
pueden ser provocados ya sea por cepas de virus silvestre o incluso vacunal.

Dado el niumero de bovinos existentes en esa zona del pais que predomina sobre
el de los equinos, su distribucién alrededor de los poblados y la estrecha relacién
que tienen con los seres humanos en las zonas enzoéticas de la EEV, hace
importante el papel que puedan éstos jugar en la epizootiologia de la EEV.

Uno de los ultimos reportes que se tuvo de circulacién del virus en esa area
geogréfica data de fines de 1974 a 1975, cuando se reporté un brote de EEV en
Guatemala, en la frontera con Chiapas.

Es muy probable que estos virus hayan permanecido circulando en forma
restringida en nichos ecolégicos silvestres durante afios, sin afectar a las
comunidades humanas ni a sus animales domésticos y en completo equilibrio.
Cuando las condiciones ecolégicas de alguna forma se alteraron, determinaron
que se exacerbara la actividad viral y que saliera de sus nichos naturales,
alcanzando a una amplia zona de esa regién de México. Ademds, alcanzé a los
animales domésticos, a los mosquitos antropéfilos y por tanto a los seres
humanos. La afectacién aunque amplia, como lo demuestra la encuesta serolégica
en La Venta, ha causado infecciones que han cursado en forma "benigna”,
produciendo cuadros que se confunden con otros padecimientos febriles y
exanteméticos frecuentes en esas comunidades.

Aunque se identificaron reportes de casos recientes de encefalitis en el Hospital
Infantil de Villahermosa, no fue posible encontrar a los nifios que en ese momento
ya habfan sido dados de alta, para toma de muestras séricas que sirvieran para
definir la posible asociacién con EEV.

Es probable que la EEV no se hubiera manifestado en el pals como epizootia para
1991, debido a que los equinos se han seguido vacunando y existe una
suficiente inmunidad de hato, ademéas de que la proporcién de equinos es muy
baja en la zona.
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F. CONCLUSIONES

A raiz del hallazgo de la seropositividad por IH para el virus de la EEV en dos
menores de edad, se iniciaron estudios dirigidos a establecer la extensién de la
enfermedad en esa regién en los seres humanos y en sus animales domésticos.
Es probable que a partir de fecha muy reciente los bovinos al igual que otros
animales y seres humanos se hayan visto infectados en forma silenciosa con el
virus y probablemente hayan actuado como amplificadores. Esto estaba
ocurriendo por infeccién con un virus silvestre, ya que el vacunal no provoca
manifestaciones clinicas y no llega a producir viremia ni respuestas serolégica a
titulos tan elevados.

Se pudo demostrar en este estudio que los seres humanos para 1991 habian
comenzado a ser afectados en mayor proporcién y gravedad que lo fueron
probablemente en el pasado. La complicacién neurolégica para este tipo de cepa
viral no es remota como lo demostré el caso comprobado en Jaltipan, Veracruz
en 1970 (5).

Durante la visita en meses de sequfa a Paraiso se encontré6 muy disminuido el
numero de mosquitos y de criaderos, debido a que las temperaturas ambientales
eran de alrededor de 45 C lo que mantenia muy alta la temperatura del agua
encontrada en contenedores ambientales naturales y mataba a las larvas.

Dada la edad de los seres humanos identificados como casos indice, de la edad
de los bovinos y de las otras especies animales estudiadas, en los que se
descubrié la existencia de anticuerpos, asf como los niveles de los mismos
demostrados por IH contra el virus de la EEV en una 4rea extensa del estado de
Tabasco, se pudo comprobar ampliamente por laboratorio, que en esta zona del
pals en 1991 existié circulacién reciente de EEV, después de cerca de 20 afios
de baja o ninguna actividad demostrada.

Este hallazgo apoyé el establecimiento de actividades de monitoreo, vigilancia y
busqueda intencionada de casos sospechosos de encefalitis en seres humanos
y en animales, por parte del personal de la salud, de aplicacién de vacunas en
equinos y del informe inmediato de la ocurrencia de brotes particularmente en el
sudeste del pais. Este hallazgo demostré que existen condiciones adecuadas para
que los virus del complejo EEV reinicien su circulacién y lo hagan ampliamente,
afectando a la poblacién humana y a diversas especies de animales domésticos,
que actian como reservorios y amplificadores de estos virus.
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CUADRO 1. TITULOS DE ANTICUERPOS IH PARA EEV Y DEN-1 DE DOS CASOS
FEBRILES RESIDENTES DE PARAISO Y LA VENTA, TABASCO, MEXICO, 1991

LOCALIDAD CASO EDAD MUESTRA TITULO IH* CONTRA:

(aNos) EEV DEN-1
Paraiso 1 5 1a 80 10
2a. 320 10
La Venta 2 7 1a. 40 640
2a. 40 640

(*) Contra 8-16 unidades hemaglutinantes de cada antigeno
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CUADRO 3. SEROPOSITIVIDAD PARA EEV EN SUEROS DE ANIMALES
PROCEDENTES DE PARAISO Y LA VENTA, TABASCO, 1991

LOCALIDAD ESPECIE NUMERO POSITIVOS POSITIVOS %
ESTUDIADO POR IH*
(1:10 - 1:320)
Paraiso Felinos 1 0 0
Caninos 15 5 33.3
Aves de corral 24 3 12.5
Porcinos 1 4 36.4
Bovinos 22 19 86.4
Total 73 31 42.5
La Venta Equinos 4 4 100.0

CUADRO 4. SEROPOSITIVIDAD PARA EEV EN SUEROS DE PERSONAS
RESIDENTES DE LA VENTA, TABASCO, 1991

GRUPO DE EDAD NUMERO POSITIVOS POR IH* POSITIVOS %

ANOS ESTUDIADO (1:10 - 1:320)

1-10 16 1 68.7
11-20 9 8 88.8
21-30 7 7 100.0
31-40 4 4 100.0
41-50 2 2 100.0
51-60 1 1 100.0
61-70 1 1 100.0
sin datos 25 12 48.0
Total 65 46 70.8

(*) Contra 8-16 unidades hemaglutinantes del antigeno
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CUADRO 5. GRADO DE NEUTRALIZACION ENCONTRADA ENTRE
MONOCLONALES CONTRA VIRUS DEL COMPLEJO EEV Y LA CEPA VIRAL
AISLADA EN TABASCO, MEXICO 1991

MONOCLONAL a TIPO VIRUS EN RETO NEUTRALIZA
(LOGARITMOS) b
5B4D-6 Vacunal TC-83 2.9
63U2 0.7
TAB91 0.3
1A3A-5 Endémico TC-83 0.3
63U2 4.0
TAB91 3.5
1A1B-9 Endémico TC-83 0.4
63U2 2.9
TAB91 2.2

a) Amablemente donados por el Dr. Duanne Gubler del CDC. Laboratorio de Virus
Transmitidos por Vector, Fort Collins, Colorado, Estados Unidos de Norteamérica.
b) Ensayo realizado en ratén lactante contra 100/DI/RL/IC/0.02 ml.
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X. BROTE DE ENCEFALITIS EQUINA VENEZOLANA
EN LA COSTA DE CHIAPAS, MEXICO EN 1993'

Marco A. Méndez Ochoa, Armando Mateos Poumian, Roberto Navarro Lépez,
Cesar Villarreal Chavez, Moisés Fraire Cachon.
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A. ANTECEDENTES

El 26 de junio de 1970, las autoridades de Sanidad Animal establecieron un
campafia intensiva de vacunacién contra la Encefalitis Equina Venezolana (EEV
para controlar los brotes de esta enfermedad. Como resultado de esta campalf
el 19 de septiembre de 1972 se detecté en las Islas Marias, Nayarit el altim
caso positivo de EEV.

Durante el afio de 1991 se realizaron estudios serolégicos en los estados d¢
Sureste del pais considerados de bajo riesgo, para demostrar la ausencia d
vectores y poder declarar al pais libre de cepas epizoéticas.

! Trabajo presentado en el Seminario-Taller: Vigilanci
Epidemioldégica de las Encefalitis Equinas. CNSA, DGSA, CPA (SAGAR
y OPS/MEXICO, Chiapas, México, 1996.
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B. EPIZOOTIOLOGIA DEL BROTE

El dia 29 de junio de 1993 se recibi6 en el Centro de Salud Animal de
Mapastepec, Chiapas, el reporte de un cuadro neuroldgico en dos equinos del
predio "El Recuerdo”™. El caso fue atendido ese mismo dia por personal de ese
Centro. Se encontraron equinos muertos que fueron exhumados para tomar
muestras de encéfalo y asi poder realizar el aislamiento del virus de la EEV en el
laboratorio de Alta Seguridad de la Comisién México-Estados Unidos para la
Prevencion de la Fiebre Aftosa y Otras Enfermedades Exoéticas de los Animales
(CPA). Ademas se incremento la vigilancia con visitas a los ranchos vecinos y
se inicié un rastreo intensivo, encontrandose antecedentes de equinos con un
cuadro de tipo nervioso y mortalidad durante este mes.

El dia 25 de julio se reportd el ultimo caso y en esta fecha se habian acumulado
61 focos en 8 municipios de la costa de Chiapas, con un total de 63 animales
muertos y 132 enfermos de un total de 417 equinos susceptibles en los predios
afectados (Cuadro 1).

Los signos clinicos que presentaban los equinos comprendian incoordinacion,
deambular en circulo, ceguera, anorexia, fiebre, debilidad, se estrellaban contra
objetos provocandose lesiones, mostraban espuma en el hocico y los ollares,
edema en las patas y el cuello. El 70% de los animales afectados eran animales
menores de dos afios de edad, sin antecedentes de vacunacion.

C. AISLAMIENTO VIRAL

El 15 de julio en el laboratorio de la CPA se identific6 una variante del virus de la
EEV. Se descartaron once enfermedades enzoéticas y exdticas como la Arteritis
Viral Equina, Anemia Infecciosa Equina, Peste Equina Africana, Encefalitis
Equina del Este, Oeste, San Luis y Japonesa. La intoxicacién por plantas y
toxinas de Fusarium moniliforme, Piropiasmosis equina, encefalitis bacterianas o
por clamidias, influenza equina y Herpes equino.

Para la confirmacién del aislamiento se remitieron las muestras el dia 23 de julio
al National Veterinary Service Laboratories (NVSL) en Ames, lowa, en donde se
confirm6 que se trataba de un virus de EEV. Su tipificacion se realiz6 el 1 3 de
agosto en la Universidad de Yale en los Estados Unidos, siendo un virus de EEV
tipo IE enzoético.

“Posteriormente Sahu y Col. (1) demostraron mediante inoculacion en equinos,
que la cepa 1E aislada del brote era capaz de producir signos clinicos y
mortalidad asi como presencia de anticuerpos”.

(1) Sudnir P. Sshu, Dougias D. Pedersen, David A. Alstad, Allen L. Jenny, and Bevery J. Schmitt.; Pathogenicity of
Venezusian Equine Encephalomysiitis Virus Serotype 1E for Horses. Procesdings of the 41° Annual Meeting of the
American Association of Veterinary Laboratory Diagnosticians, Mineapolis, Minn. Oct. 1998.

189



D. ESTRATEGIAS APLICADAS PARA EL CONTROL DEL BROTE

Se efectudé una investigacion epizootiolégica de todos los reportes de casos
sospechosos de EEV, aunado a las vigilancia epizootiolégica permanente, el
diagnéstico serologico, la vacunacion de los equinos de los municipios afectados
y areas de amortiguacion el control del movimiento de equinos, la cuarentena de
la zona afectada y monitoreos de campo en fauna silvestre, el control de
vectores, la difusion permanente a través de diferentes medios de comunicacién
social y la distribucién de material grafico para concientizar a la comunidad
respecto a la importancia de identificar o reportar los casos sospechosos de EEV
(Cuadro 2).

E. COORDINACION INTERINSTITUCIONAL

Tomando en cuenta las caracteristicas clinicas y epizootiolégicas del problema,
asi como los resultados del laboratorio, las autoridades sanitarias realizaron las
siguientes acciones:

1. La activaciéon del Grupo Estatal de Emergencia de Salud Animal
(GEESA) del Dispositivo Nacional de Emergencia de Sanidad Animal (DINESA).

2. La concertacion de acciones con diversas dependencias federales,
estatales y del sector ganadero. El 16 de julio se realizaron reuniones con los
presidentes de las Asociaciones Ganaderas, la Uni6n Regional, las autoridades
de la SARH y Desarrollo Rural y Ecologia del estado de Chiapas. El propdsito
fue informar sobre la situacién del problema y concertar los apoyos necesarios
para el establecimiento de las medidas zoosanitarias como la cuarentena,
vacunacion y el control de insectos hematéfagos.

3. El establecimiento de la cuarentena en los municipios afectados y el
control de la movilizacién de los eauinos.

4. El establecimiento de la campafia de vacunacién masiva contra EEV.
Del 15 de julio al 16 de agosto se llevd a cabo la etapa de vacunacién en los
municipios afectados y areas de amortiguacion. Para llevar a cabo esta actividad
los productores fueron informados a través de los medios de difusion. Se
establecieron seis centros permanentes de vacunacion y se instalaron 37
puestos para que llevaran sus animales. Un total de 38,660 dosis de vacuna
fueron aplicados en el &rea de la costa de Chiapas y la costa de Oaxaca.
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5. Notificacion al sector salud. La Secretaria de Salud (SS) por su parte,
una vez informada de la situacion participd con una activa vigilancia
epidemiologica para la deteccion de cualquier caso sospechoso de EEV en
humanos. Las brigadas de la SS realizaron las fumigaciones de los predios
afectados para eliminar la presencia de mosquitos trasmisores de la
enfermedad; la fumigacion se realizé con malation en dosis bajas a través de
nebulizacion.

6. Intensificar la vigilancia epizootiologica a través del rastreo de aquellos
equinos que se mobilizaron del area cuarentenada de abril a junio a otros
Estados del pais, asi como la atencién de cualquier reporte sospechoso en los
Estados donde se hablan presentado casos de EEV.

F. SITUACION HASTA DICIEMBRE DE 1995

Después de haber controlado el brote, el 22 de agosto de 1993 se levantaron las
restricciones cuarentenarias; el movimiento de animales se efectué sélo con la
presentacioén del certificado de vacunacién.

Se continu6é con la vigilancia activa en la zona para la deteccion, rastreo y
diagnéstico de todos los casos sospechosos en los estados de Oaxaca,
Tabasco, Campeche, Quintana Roo y Chiapas. Asimismo, se realizaron
programas preventivos por medio de la vacunacién de 29,000 equinos en la
costa de Chiapas en 1994.

En octubre de 1995 ante la presencia de casos de Encefalitis Equina
Venezolana en Venezuela y Colombia, se inici6 un programa preventivo de
vacunacion en el Sureste del pais aplicandose 100,000 dosis de vacuna en los
Estados de Tabasco (21,800 dosis), Campeche (20,000 dosis), Quintana Roo en
la frontera con Guatemala y Belice (3,000 dosis) y Chiapas con 55,200 dosis.

G. VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA DE LOS MUNICIPIOS AFECTADOS

Después del brote ocurrido en la Costa de Chiapas en 1993, en coordinacién
con el Sector Salud y el Instituto de Historia Natural de Chiapas, se realizaron
monitoreos serolégicos en animales domésticos y silvestres. También se
colocaron hamsters y cuyos centinelas para detectar la actividad viral en los
municipios en donde se presentaron casos sospechosos del estado de Chiapas.
Los intentos de aislamiento viral durante el monitoreo de los animales centinelas
y de especies silvestres fueron negativos hasta diciembre de 1995.
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Cuadro 1. Namero de focos y equinos enfermos, muertos y vacunados por
Municipio

MUNICIPIO NUMERODE ENFERMOS MUERTOS VACUNADOS

FOCO0S

Arriaga - 3 3 1,952
Tonala 1 4 1 3,823
Pijijiapan 7 33 10 6,558
Mapastepec 35 61 20 5,010
Acacoyagua 4 3 3 285
Escuintla 9 18 11 1,369
Acapetagua 4 10 7

Villa 1 0 0 1,910
Comaititian

Area Perifocal - 0 0 15,763
Tota1 61 132 61 38,660
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Figura 1. Mapa donde se sefialan los municipios afectados y la zona de
amortiguamiento.

ESTADO DE OAXAGCA
ZONA ISTMO

ESTADO DE CHIAPAS

MUNICIPIOS AFECTADOS

1. Arrlaga

2.- Tonalé

3.- Pijijlapan

4.- Mapastepec

5.- Acapetagua

6.- Escuintia

7.- Acacoyagua

8.- Pueblo Nuevo Comailtitlan

Il ZONA DE AMORTIGUAMIENTO
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Marco a. Méndez Ochoa

A.Epizootiologfadelbrote..........ccocviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieceeieieensieenseanaenas 194
B. Estrateglas aplicadasenelbrote ...........ccccceiiiiiiiiiiiiiiiiiiienieinneiecnneane. 195
1.Investigacién epizootiol6giCa ......ccoevviiiiiiiiiiiiiininiieiecneencssanenns 195
b0 0 1- o 5 1o T {[oT oL PPN 195
3. VacCUuNACION ....cciviuiiiiiiieiiiiiiiiiiitetiirteteessatectnsesaseesasesasansnsnnns 196
4,.ControldeVeCtores ......cciiuiieiiriiiiiiniietneriieatiasiasessesserenscnsensenns 196
5. Controldemovimiento de eqQUINOS ......c.cceviiieereinereeeerennceccnerenanes 196
LS 0 ) {1 T3 T T P 196
7.Vigilanciaepizootiol6GiCa .........cceiieiiiiiiiiiiiieiiecieiirinicnsentiasennss 197

A. EPIZOOTIOLOGIA DEL BROTE

El 19 de junio de 1996 fue notificado a la Comisién México Estados Unidos para
la Prevencién de la Fiebre Aftosa y otras Enfermedades Ex6ticas de los Animales
(CPA) el primer caso de un caballo con sospecha de Encefalitis Equina Venezolana
(EEV) en el Rancho La Ceiba, municipio de Matias Romero, Oax. El caballo
presentaba fiebre, incoordinacién, caminaba en circulo, ceguera, lesiones severas
en pecho y piernas debido a los choques contra las cercas de puas, insensibilidad,
sudoracién excesiva, ptialismo y movimientos involuntarios de belfos. Este animal
fue sacrificado con autorizacién del propietario para realizar el diagnéstico de
EEV. Se tomaron muestras de sangre, suero, encéfalo, pancreas y ganglios
linfaticos. De acuerdo a la historia clinica y la alta densidad de vectores de esta
regién por su medio ambiente, se decidi6 realizar una vacunacién contra EEV en
anillo a 35 kms del foco a 3,165 equinos. Se realizaron rastreos epidemiolégicos
encontrando que en el rancho vecino a La Ceiba habfa muerto un equino con
signologfa neurolégica el 14 de junio. Asimismo, se logré determinar que la
enfermedad lleg6 a esta zona por un acopiador de equinos que habfa comprado
un caballo infectado en el municipio de Tapanatepec.

El segundo caso se presenté el 27 de junio y fue notificado por la Asociacién

Ganadera Local de Tapanatepec, Oax. a la CPA en los municipios de Tapanatepec
y Chahuites, ambos colindantes con la costa de Chiapas, donde se habla
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presentado un brote de EEV en 1993. La Investigacion se reaizo el dia 28 de
junio por técnicos del Dispositivo Nacional de Emergencia en Sanidad Anmal
(DINESA). Se localizaron tres equinos enfermos con signologia nueroidgica y dos
muertes de equinos por esta Misma causa en la ultima semana del mes de mayo.

B. ESTRATEGIAS APLICADAS EN EL BROTE

Ante la sospecha de EEV, el DINESA de la SAGAR, en coordmacion con la
Secretaria de Salud, nicid un operativo de emergencia de diagndstico y
erradicacion. Las estrategias aplicadas en el brote consistieron en el rastreo e
investigacion epizootiologica de todos los casos reportados, el diagnéstico de la
enfermedad mediante técnicas serologicas y de aisiamiento viral, vacunacion de
la poblacion equina susceptible, control de vectores mediante furmsgaciones,
monitoreo serolégico de los equinos de la zona, restriccion del movimuento de
equinos mediante puestos de control de la zona focal y perifocal, asi como haca
el resto del pais, difusion del problema entre ia pobaicion para el reporte de casos
y vacunacion, asi como ia vigiancia epzootiologica permanente dentro y fuera
del estado para detectar cualquier equino sospechoso a EEV.

1. iInvestigacién epirooticlégica

En las 32 mvestigaciones epizootiologicas reafizadas se colectaron 380 sueros de
equinos y 6 encéfalos de los 35 focos de EEV detectados en los municpios de
Matias Romero, Chahuites y Tapanatepec, Caxaca (Cuadrol y Figura 1).

2. DiagnésSico

B diagnéstico y aisiamiento viral fue realizado en el laboratorio de alta seguridad
de {a CPA. Para el aislamiento viral en los seis encéfalos recolectados, se
inocularon ratones lactantes y el 20 de jiio de dos encéfalos se logrdé el
aisiamiento del virus (Cuadro 2). Este aisiamiento fue remitido al Laboratorio
Nacional de Servicios Veterinarios (NLVS) del USDA en Ames, lowa, para su
tipificacién. El 29 de juiio identificaron un togavirus subtipo 1 variante E (IE). Los
380 sueros obtenidos en la fase aguda y convaleciente de los equinos, fueron
trabajados por la prueba de inhibicién de la hemoagiutinacion. Se encontraron 154
sueros con anticuerpos a EEV (Cuadro 2). Las 23 muestras de sangre con
anticoaguiante fueron inoculadas y se obtuvo en dos de ellas el arsilamiento del
virus de EEV (Cuadro 2). La recoleccién de 6rganos, 25 en total resuftaron
negativos. En los estudios histopatoldgicos de 2 encéfalos se encortarcrn
lesiones compatibies con una infeccién viral (Cuadro 2).
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3. Vacunacién

La vacunacién se llevé a cabo en la zona focal y perifocal del 4rea afectada; la
focal comprendié a los municipios de Matfas Romero, Chahuites y Tapanatepec
y se aplicaron 5,519 de vacuna; el area perifocal correspondié a 29 municipios
y fueron aplicadas 10,099 dosis, sumando un total de 15,618 equinos vacunados
en 32 municipios del estado de Oaxaca.

La vacunacién se llevé a cabo a través del Dispositivo Nacional de Emergencia de
Sanidad Animal (DINESA), con apoyos de la Delegacién de la SAGAR en el estado
de Oaxaca, Secretarfa de Desarrollo Agropecuario y Forestal del Gobierno del
Estado y propietarios de equinos. Esta vacunacién se realiz6 durante el perfodo
de 21 de junio al 18 de julio de 1996 en 228 puntos de vacunacién de 32
municipios del estado.

4. Control de vectores

La Secretaria de Salud fue notificada de los casos de EEV detectados en la zona
focal con varios propésitos: de realizar acciones para el control de vectores a
través de fumigaciones de insecticidas en casas y predios, en donde se
encontraban larvas de mosquitos, para detectar casos de EEV en los habitantes
de los municipios afectados por medio de monitoreos serolégicos y la
presentacién de casos febriles; no se reportaron casos sospechosos a EEV en la
poblacién durante el brote de EEV en los municipios de Chahuites y Tapanatepec,
Oaxaca.

5. Control de Movimiento de Equinos

Se instalaron 20 puntos de control (Figura 2) en la zona focal y perifocal para
establecer el control del movimiento de equinos fuera del 4rea y hacia dentro y
fuera del estado, por seis meses a partir del primer caso de EEV que se presenté
en la zona del Istmo de Oaxaca.

6. Difusién

Con el propésito de promover la notificacién de casos sospechosos y la
vacunacién, se transmitieron 78 impactos radiofénicos, una entrevista a través
de dos radiodifusoras locales, se pintaron 20 murales, se repartieron 200 carteles,
500 tripticos, hubo pléticas en diversas comunidades apoyadas con proyeccion
de la pelicula de EEV, ademés de platicas en las escuelas telesecundarias. Todas
las comunidades apoyaron con sistema de altavoces para dar aviso de las fechas
y horarios de vacunacién en comunidades y rancherias.
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7. Vigilancia epidemioiégica

El altimo caso registrado ocurrié el 14 de julio de 1996 y hasta septiembre no se
presentaron més casos sospechosos, sin embargo, se continué con el control de
movilizacién de equinos de la zona del Istmo de Oaxaca, asi como con la
vigilancia permanente de los municipios afectados. En el resto del pals se
atendieron 123 reportes de casos sospechosos a neuropatias de equinos
ocurridos en 14 estados con resultado de laboratorio negativo a EEV. Estos caso
fueron diagnosticados como intoxicacién y rabia (enero - septiembre, 1996).

CUADRO 1. NUMERO DE EQUINOS QUE ENFERMARON Y/O MURIERON DE EEV
EN LA REGION DEL ITSMO,0AXACA, MEXICO, 1996

MUNICIPIO ENFERMARON MURIERON
Matfas Romero 4 3
Chahuites 23 9
Tapanatepec 8 1
Total 35 13

CUADRO 2. TECNICAS DE LABORATORIO EMPLEADAS PARA DEMOSTRARY/O
AISLAR VIRUS DE LA EEV A PARTIR DE TEJIDOS DE EQUINOS ENFERMOS,
OAXACA, 1996

TEJIDOS NO DE HISTOPA AISLAMIENTO SEROLOGIA
MUESTRAS TOLOGIA EN RATON IH
LACTANTE
Encéfalo 6 2 2
Sueros 380 154
Sangres 23 2
Otros 6rganos 25
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FIGURA 1. ZONAS EN DONDE APARECIERON BROTES DE ENCEFALITIS EQUINA VENEZOLANA EN EL ISTMO
DE OAXACA, 1996
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A. INTRODUCCION

Dentro de las enfermedades que afectan a las poblaciones humanas y animales
la Encefalitis Equina Venezolana (EEV) es la que tiene actualmente un
comportamiento que merece ser reinvestigado. Después de haberse realizado
varios estudios, no se ha podido aclarar como surgen los virus epidémicos y como
se mantienen en la naturaleza. En este sentido, la fauna silvestre juega un papel
fundamental para el mantenimiento de los ciclos endémicos, teniendo una
distribucién diferente para cada regién de las Américas. En México el subtipo I-E
endémico en 1993 y 1996 ocasioné la muerte de equinos en la regién costera de
Chiapas y el Istmo de Oaxaca. Estos eventos han requerido de estudios para
conocer lo que esté sucediendo en la naturaleza, su nicho ecolégico, asf como el
riesgo que este virus representa para las poblaciones humana y equina.

La EEV es causada por un virus de la familia Togaviridae, el cual se subdivide en
6 subtipos conocidos como |, Il, lil, IV, V y Vi y 5 variantes que corresponden al
subtipo I, (I A/B, C, D, E, F). De éstos solo se consideran epizoé6ticos a los
subtipos | A/B y IC cuya forma de transmisién es equino-mosquito-equino,

' Trabajo presentado en el Seminario-Taller: Vigilancia
Epidemiolégica de las Encefalitis Equinas. CNSA, DGSA, CPA (SAGAR)
y OPS/MEXICO, Chiapas, México, 1996.
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pudiendo afectar tangencialmente a los humanos por las altas viremias que
presentan los equinos. El resto de los subtipos y variantes se consideran no
epidémicas y son de tipo endémico que tienen ciclos silvestres, cuya forma de
mantenerse en la naturaleza es a través de diversos mamiferos silvestres,
principalmente en un ciclo de roedores-mosquitos-roedores. También pueden
intervenir otras especies animales como los quirépteros, marsupiales y carnivoros.
La distribucién de estos subtipos y variantes sélo se encuentra en América. En
México y Centro América se encuentra el subtipo | variante E en las regiones
tropicales y subtropicales.

La distribucién de estos virus en especies domésticas y silvestres es muy amplia,
encontrando anticuerpos neutralizantes o IH en caballos, burros, mulas, perros,
cabras, cerdos, ovinos y bovinos, marsupiales, roedores, lepéridos, zorras y
quirépteros entre otros animales de la fauna silvestre. Corristan en 1956, informé
que en los murciélagos inoculados y mantenidos a temperaturas inferiores de los
10 C, el virus se mantenia por perfodos prolongados de hasta 90 dfas y que a
medida que se aumentaba la temperatura ambiental, también se aumentaba la
concentracién de virus en la sangre. Correa en 1970 aislé el virus a partir de
visceras del murciélago Desmodus rotundus, por lo que se sugirié que estos
animales podrfan jugar un papel como reservorios.

Scherer y colaboradores aislaron el virus IE por primera vez en México en el afio
de 1963 en el sur de Veracruz. Los aislamientos més recientes fueron realizados
en el INDRE en 1991 y en el laboratorio de la CPA en 1993 en Mapastepec,
Chiapas y en 1996 en Chahuites, Oaxaca, a partir moscos y de equinos con
signologfa tfpica de EEV respectivamente. De acuerdo a la literatura consultada
el virus I-E induce la encefalitis en caballos, como ha quedado comprobado en los
brotes de esta enfermedad en 1993 y 1996 en Chiapas y Oaxaca, México, en
equinos; ademés, este agente puede ser patégeno para el humano como fue
demostrado en 1991 en Tabasco, México.

En relacién a los vectores con el virus subtipo I-E, Walton y Grayson (1989)
encontraron, que los mosquitos que se infectaron con sangre que tenfan una
elevada concentracién viral, en 4 horas el virus ya se encontraba en el mesenterio
y los tftulos virales méximos se encontraron entre los 7 a 9 dfas después de la
infeccién; por otro lado, cuando se alimentaron a los mosquitos con sangre
conteniendo una baja concentracién viral, la infeccidn se retras6 o ésta no
ocurrié.

Linthicum et a/. (1991) encontraron que las garrapatas Amblyomma cajennense

pueden infectarse, mantener el virus y transmitirlo. El virus se encontr6 después
de 171 dias post infeccién, y si se considera que pueden mantener al virus
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durante perfodos interepizo6ticos, es importante determinar el papel que podrfan
jugar en la epidemiologfa de los virus endémicos en México.

Para los subtipos endémicos de la EEV, existen nichos ecolégicos en donde
conviven los virus, hospedadores y vectores, y que Pavloski (1966) clasifica
como "enfermedades de nidos naturales.” En estos nichos se presentan casos
clinicos cuando un hospedador susceptible entra en este ciclo. Sin embargo,
actualmente se ha observado lo opuesto con el virus de la EEV, I-E en el Sureste
de México, pues se ha detectado la exacerbacién de la actividad viral asociada
probablemente a la alteracién de los nichos ecolégicos naturales como
consecuencia de la actividad del hombre.

El objetivo de este estudio fue el establecer una posible explicacién de la
exacerbacién de la actividad viral en los equinos de Chiapas. Para esto se
efectuaron estudios serolégicos y de aislamiento viral en mamiferos silvestres y
equinos jévenes menores a dos afios. Ademés, se traté de asociar la presencia
de virus endémicos de EEV con especies y géneros que habitan en seis zonas
biéticas del estado de Chiapas. Los resultados permitirdn determinar las regiones
potencialmente més peligrosas para los équidos y humanos.

B. MATERIAL Y METODOS

Zona de estudio. Para la realizacién del presente estudio, se utiliz6 la divisién por
zona biética, ecolégica o biogeogréfica de Chiapas, de acuerdo al Instituto de
Historia Natural del Estado (10). Se seleccionaron 6 zonas biéticas de las 7
existentes; éstas fueron la sabana costera, estero dulce, estero salobre, bosque
de conliferas, bosque caducifolio y bosque himedo perennifolio. La zona biética
de nubliselva no se consideré para el estudio por no corresponder a las
caracteristicas climaticas adecuadas para el desarrollo del virus de la EEV.

Los perfodos de investigacién correspondieron al mes de noviembre de los afios
de 1993, 1994 y 1995 después del perfodo de lluvias que corresponde desde
mayo hasta septiembre.

Zonas de captura de los animales. En cada zona biética se seleccionaron los
puntos de captura de mamiferos.

Para interrelacionar el muestreo de animales silvestres y domésticos se obtuvieron

muestras de canideos y equinos menores de 2 afios de edad en lugares sin
antecedentes de vacunacién en 33 municipios. No se realizé este monitoreo en
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la regién Sabana por el hecho de que ahl se han estado vacunando a los equinos
todos los afios.

Los horarios de captura de los mamiferos fueron nocturnos, utilizando diferentes
materiales segun la especie; y para la captura con trampas Sherman y Havahart
se utilizaron como cebo diferentes alimentos.

El trampeo se realizé6 durante la tarde ubicando las trampas Sherman a una
distancia de 10 a 15 metros entre 8(, y con las Havahart de 20-40 metros durante
parte de la tarde y la noche. La revisién y coleccién se hizo a la mafiana siguiente.

Las redes japonesas se ubicaron en diversos sitios como &rboles frutales y
arroyos, o se solicitaba al propietario de la parcela que se permitiera colocar redes
cerca de los bovinos u ovinos que tuvieran mordeduras de vampiro. Las redes se
revisaban cada 20 a 30 minutos y los murciélagos capturados se guardaban en
bolsas de manta o jaulas segln la especie capturada.

Obtencién de muestras. A todos los animales silvestres se le tomé una muestra
sangulnea por puncién cardfaca, previa anestesia con éter. Se utilizaron jeringas
de 1 ml y aguja de 25 x 16; la sangre se colect6 en tubos de 1 ml tipo
microtainer con gel separador de suero, se centrifugé a 4000 rpm y el suero se
congelé en nitrégeno liquido.

Los cadéveres se identificaron taxonémicante, se les asigné una clave y nimero
segun lugar de captura y se conservaron en congelacién.

Los equinos y las otras especies mayores se muestrearon con tubos vacutainer
de 10 ml con gel separador de suero; la sangre se centrifugé y el suero se
conservé en congelacién.

Aislamiento viral. Se hizo una suspensién al 10% en solucién amortiguadora con
antibiéticos con las muestras de bazo y encéfalo y se inocularon por via
intracerebral a ratones lactantes de dos dfas de edad, as/ como en cultivos de
monocapas de células VERO.

Prueba de Inhibicién de la hemaglutinacién (IH). Se utiliz6 como antigeno el
elaborado en el laboratorio de la CPA con la cepa IE enzoética de la Costa de
Chiapas, siguiendo la técnica del Center for Disease Control (CDC). Para la
técnica de inhibicién de la hemaglutinacién se consideré a un suero positivo
cuando tenfa un titulo mayor a 1:10.
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C. RESULTADOS

Se obtuvieron 503 sueros de mamiferos silvestres y 614 sueros de equinos.
Ademés, se colectaron 503 caddveres de mamiferos silvestres para intentar el
aislamiento de virus.

En el Cuadro 1 se presenta el nimero de animales muestreados, la zona biética
de donde se colectaron y los resultados de la serologia. De ninguno de los
érganos de los animales se pudo aislar el virus.

Se capturaron animales pertenecientes a los Ordenes zoolégicos Chiroptera,
Marsupialia y Rodentia.

Con respecto a la prevalencia de anticuerpos contra el virus de la EEV se
encontré que el 25.6% (129/503) de los animales silvestres fueron positivos, el
7.6% (47/614) de los equinos y 20% (2/10) de los caninos. En el cuadro 1 se
muestra la presencia de anticuerpos con relacién a las zonas bi6ticas en donde
se capturaron los animales.

De la fauna silvestre estudiada, los murciélagos mostraron un promedio del
26.3% de positividad al virus de la EEV, pero fue del 51 y 43% en las zonas de
bosque caducifolio y de conifereras respectivamente.

D. DISCUSION

Después de no haberse detectado actividad viral de EEV en las zonas
subtropicales del sureste de México por 20 afos, reaparece en dos casos
humanos febriles en Tabasco, 1991 y posteriormente asociado a dos brotes de
EEV en la costa de Chiapas e Istmo de Oaxaca en 1993 y 1996 respectivamente.
Estos sucesos dieron origen al reforzamiento de la vigilancia epizootiolégica de
esas zonas, donde las condiciones ecolégicas son propicias para preservar el virus
de EEV en ciclos enzoéticos.

En este trabajo se sefiala por medio de monitoreos en fauna silvestre la presencia
de anticuerpos en seis de siete zonas bi6ticas que conforman el estado de
Chiapas. Es importante el desarrollo de este tipo de estudios de vigilancia
epizootiolégica en fauna silvestre que permita detectar con oportunidad la
ctividad viral en las zonas de Chiapas y otros estados como Oaxaca y Tabasco.
En estos estudios se puede incluir la ecologla, dindmica poblacional de vectores,
monitoreos meteorolégicos, vigilancia en huéspedes vertebrados, centinelizacién,
inmunidad de los equinos en la zona, lo que permitird tomar medidas preventivas
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y de control adecuadas, en las zonas donde se detecte actividad viral por medio
de monitoreos serolégicos y aislamiento del virus en la fauna silvestre de las
zonas biéticas de Chiapas y otros estados.
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CUADRO 1. SEROPOSITIVIDAD POR IH ENCONTRADA PARA EL VIRUS DE LA EEV EN ANIMALES SILVESTRES
Y DOMESTICOS DEL ESTADO DE CHIAPAS, MEXICO, 1993 - 1995

NOMBRE COMUN ZONA BIOTICA
Bosque Bosque de Bosque himedo Ssbena Estero Sslado Estero duice Totales
caducifolio (0- conlferas (770- (> 1200 msnm) (50 msnm) (0 msnm) (0 manm)
120 msnm) 2800 menm)

+ total % + ltotal % + total % + totel % + Rotel % +Rotal % + total %
Murciélagos 33/64 51 29/66 43 e/36 16 48/236 20 o7 o] 4/48 8 121/480 26.3
Tilacusches 0/2 0 NE NE 178 12 13 33 NE 213 16.3
Ratones 19 1" o8 _ o on _ 0 3/ 60 NE NE 4/20 20
Perros NE NE NE o7 0 272 100 on 0 2/10 20
Subtotal no equino 34/75 | 456.3 29/71 40.8 6/37 16.2 | 52/256 20.3 nz 25 4/47 8.6 129/503 25.6
Equinos 0/244 o 0/103 o 40/260 16 NE m 100 NE 47/614 7.6
Total incluyendo equinos | 34/319 | 10.6 | 29/174 16.6 | 46/297 15 62/256 d 20 1018 62 4/47 8.5 126/1117 15.7
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A. INTRODUCCION

Dentro de los 504 arbovirus registrados en la tercera edicién del Catélogo
Internacional de Arbovirus (13), apenas siete virus causan cuadros de encefalitis
en el continente americano. Ellos son los virus de la encefalitis de San Luis (ESL),
la encefalitis de California (EC), la encefalitis equina del este (EEE), la encefalitis
equina del oeste (EEO), la encefalitis equina de Venezuela (EEV) Roclo (ROC) y
Powassan (POW).

Estos virus constituyen una importante causa de morbi-mortalidad en equinos y
en humanos y tienen en comin un tropismo especial para el sistema nervioso
central (SNC), con diferentes grados de severidad (18). Los seis primeros son
transmitidos al hombre y a otros animales por picadura de mosquitos, en tanto
que el ultimo, POW, estd vinculado con las garrapatas (Cuadro 1).
Epidemiolégicamente los virus ESL, EEE, EEO, EEV y ROC son responsables de
cuadros endemo-epidémicos, en tanto que EC y POW causan infecciones
esporéadicas y endémicas (13,27).

! Trabajo presentado en el Seminario-Taller: Vigilancia Epidemiolégica de las Encefalitis Equinas. CNSA,
DGSA. CPA (SAGAR) y OPS/MEXICO, Chiapas, México, 1996.
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De los arbovirus capaces de causar epidemias, el de la ESL seguramente es el
més prevalente en el nuevo mundo, principalmente en los Estados Unidos de
América (EUA) donde determina més casos de enfermedad que todos los otros
juntos (15). En América del Sur y Central, las infecciones humanas causadas por
EEV, ESL, ROC, y EEE han sido registradas en el curso de las Gltimas cuatro
décadas (8,10,13,14,16,24). Por otro lado, las epizootias equinas (en general
asociadas con casos humanos) han sido reportadas en Argentina, Brasil,
Colombia, Costa Rica, Guyana y Venezuela (6,12,17,27).

En este trabajo se presentan algunos aspectos de la epidemiologia de los virus
encefalitégenos en la Amazonia Brasilefia, como son los de la EEV (subtipos Il
y IV), EEE, EEO y ESL. Con excepcién de la ESL causada por un flavivirus (género
Flaviviridae), los demés pertenecen al género alfavirus (género 7ogaviridae).

B. VIRUS DEL COMPLEJO DE LA ENCEFALITIS EQUINA VENEZOLANA (EEV)

La Encefalitis Equina Venezolana es causada por el virus de la EEV, que es
miembro del grupo A de los arbovirus, género Alfavirus de la familia Togaviridae
(13), tiene un comportamiento epidemiolégico relacionado a la existencia de
diversos subtipos y variedades (Cuadro 2). Al presente, por lo menos 6 subtipos
son distinguibles por medio de pruebas serolégicas y fisicoquimicas
(2,3,19,26,29). Dentro del subtipo |, fueron encontradas las cepas de virus més
frecuentemente asociadas con epizootias y epidemias. Estas cepas fueron
clasificadas en seis variedades: IA, IB, IC, ID, IE y IF. Posteriormente las
variedades |A y IB fueron consideradas similares y agrupadas como I-AB.

Epidemiolégicamente ha sido més conveniente considerar los subtipos |I-ABy IC
como cepas epizodticas, puesto que han sido aisladas durante epizootias en
equinos y han mostrado ser més patogénicas para caballos y hombres que las
variantes ID, IE, y IF y a los subtipos Ii, lil, IV, V y VI, como enzoéticas (29).
Recientemente, lversson y col. (11) describieron un cuadro de enfermedad
humana causada por el subtipo IF, en la regién del Valle de Riveira, en el Estado
de Sao Paulo, Sudeste del Brasil.

En el ciclo epizoético los equinos son claramente los amplificadores primarios de
la actividad del virus. En el ciclo silvestre, los roedores del género Oryzomys,
Proechimys, Sigmodon, Peromyscus, Heteromys y Zygodontomys, asf{ como 11
especies de aves silvestres, han sido virolégica o serolégicamente incluidas en el
ciclo de transmisién. Otros animales tales como murciélagos (Artibeus, Carollia),
marsupiales (Didelphis, Caluromys, Philander, Marmosa), ratones (Rattus)
perezosas, conejos y primates no humanos, pueden contribuir para el
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mantenimiento del ciclo enzoético (31). En relacién al posible papel de las aves
silvestres como hospederos silenciosos de la EEV, este es uno de los aspectos
més complicados en el estudio de este virus. La literatura reporta aislamientos del
subtipo 1V de por lo menos siete especies (12,13,26,27). Se han encontrado
anticuerpos IH y neutralizantes nada menos que en 23 especies.

Numerosos géneros y especies de insectos hematéfagos han sido incluidos en
los ciclos de transmisién silvestre y epizo6tico de los virus EEV. Los vectores
primarios en el ciclo enzoético difieren de aquellos identificados en el ciclo
epizodtico. Por lo menos 41 especies pertenecientes a 11 géneros de mosquitos
han sido reportados como infectados en la naturaleza con virus silvestres. De
éstos, 20 especies pertenecen al género Culex (Cx) y 13 al subgénero
Melanoconion (Mel). Otros géneros de mosquitos de los cuales han sido aislados
virus EEVincluyen: Sabethes, Wyeomyia, Limatus, Mansonia, Psorophora, Aedes,
Deinocerites, Haemagogus, Aedeomya y Coquillettidia (31).

Una gran variedad de especies de insectos hematéfagos también puede estar
involucrada en la transmisién del virus EEV epizoético quedando incluidas por lo
menos 34 especies pertenecientes a 8 géneros de mosquitos dentro de los cuales
sobresalen: Mansonia titillans, Mansonia indubitans, Psorophora (Ps) confinnis,
Ps. discolor, Aedes (Ae) thelcter, Deinocerites (D.) pseudes, Aedes sollicitans,
Ae. taeniorhynchus, Ae. scapullaris (31).

Conviene resaltar que dadas las altas viremias reportadas en equinos, la
posibilidad de transmisién mecéanica sumada a la transmisién biolégica, debe ser
considerada virtualmente para cualquier insecto hemat6fago. Por ejemplo,
Simulium sp. fue incriminado en una regién en Colombia. Fuera de esto, hay un
aislamiento en Belem. Brasil. El virus también ha sido aislado en Culicoides.

Las cepas enzodticas estdn en permanente actividad en las areas tropicales y
subtropicales de América. Las epizootias ocurren durante la estacién de lluvias.
Las infecciones humanas estdn claramente relacionadas con la entrada del
hombre a focos silvestres. En la Amazonia del Brasil han sido aislados los
subtipos llI-Mucambo y IV-Pixuna.

1. Mucambo (MUC)

El primer aislamiento del virus MUC fue hecho en 1954 a partir de sangre de un
mono centinela expuesto en la floresta del Oriboca, en las proximidades de
Belem. Posteriormente el virus fue aislado numerosas veces de ratones centinelas,
roedores silvestres y mosquitos, en el Brasil, Trinidad, Guyana francesa y Surinam
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(Cuadro 3). El agente también ha sido obtenido esporddicamente a partir de
sangre de personas febriles en la Amazonia del Brasil y en Surinam (22). No se
han registrado epidemias.

El virus MUC es clasificado como subtipo |ll del complejo de virus EEV, siendo por
lo tanto un arbovirus del grupo A. En lo que concierne a las propiedades
fisicoquimicas esté incluido en el género Alfavirus de la familia Togaviridae (13).

Los cuadros clinicos y la sintomatologfa descrita en pacientes infectados por el
virus MUC, provienen principalmente de las observaciones obtenidas en pacientes
de los cuales ha sido posible aislar al virus; la mayorfa ocurrieron en la Amazonia
del Brasil y dos casos con aislamiento viral fueron reportados en Surinam. El
perfodo de incubacién es desconocido. La enfermedad se caracteriza por un
sindrome febril agudo, benigno. El inicio de los sintomas es abrupto, con fiebre
moderada, cefalea, aletargamiento, dolores musculares en las extremidades y
dorso. El perfodo de incubacién es de aproximadamente tres dfas. En dos casos
de infeccién de laboratorio, los pacientes manifestaron sintomatologfa més
severa, con fiebre elevada, cefalea y faringitis intensa, ademés de algunas
manifestaciones neurolégicas. La evolucién fue benigna y sin secuelas (22).

El virus MUC es endémico en ciertas 4reas de la Amazonia del Brasil. En
diferentes localidades de la regién, la prevalencia de anticuerpos varfa de O a 34
% con una media de 6%. Aunque no se han reportado brotes de enfermedad
humana, si se han diagnosticado algunos casos febriles, en Par4, Brasil y dos en
Surinam confirmados por aislamiento del virus. Conviene resaltar que ninguno de
los pacientes necesité de hospitalizacién o de ausentarse de su trabajo durante
la enfermedad (5,26). Otro caso de MUC con aislamiento del virus ocurrié en
1991 en la regién hidroeléctrica Samuel, Rondonia, en la Amazonia de Brasil (21).

El MUC es un virus cuyo ciclo principal no sucede sélo y en el cual participan
roedores (Figura 1) especialmente el Oryzomys capito. El vector principal parece
ser el Culex (Melanoconion) portesi, especie nocturna y rodentéfila que se
alimenta también de monos, aves y hasta reptiles. El espectro de otros
hospederos artrépodos incluye a especies diurnas y ornitéfilas de los géneros
Aedes, Haemagogus, Mansonia, Coquillettidia, Psorophora, Wyeomyia y
Sabethes, especies nocturnas y crepusculares ornitéfilas como los Culex (Cux.)
sp. Esos mosquitos probablemente participan de un ciclo secundario en un nivel
més alto de la floresta, involucrando marsupiales arbéreos y posiblemente monos
y murciélagos (demostrado por serologfa y por aislamientos positivos)

El posible papel de las aves como hospederos silenciosos es uno de los aspectos
complejos en la ecologfa de estos virus. El aislamiento del virus MUC a partir de
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aves silvestres es poco frecuente (uno sélo en la Amazonia del Brasil) y al
contrario de los resultados obtenidos en otras regiones, las especies estudiadas
en varios ailos fueron negativas para anticuerpos IH contra ese virus. Por
consiguiente, es posible aunque poco probable la existencia de otro ciclo
secundario involucrando aves. Este agente no ha sido asociado con enfermedad
en ninguna especie de animal doméstico, en contraste con las muestras
epidémicas de EEV que son altamente patogénicas para los caballos.
Experimentalmente un caballo de diez meses, sin anticuerpos para los alfavirus
circulantes en la Amazonia del Brasil, inoculado por via intramuscular con alta
dosis de virus MUC, presenté fiebre 24 horas después de la inoculacién
permaneciendo acostado durante su enfermedad. A las 48 hrs la temperatura
retorné a la normalidad y el animal volvié a caminar; no ocurrieron lesiones de
tipo secuela. Un mono Sinomologus sp. inoculado intracerebralmente con el virus
MUC, desarroll6 fiebre, ligera paresia y encefalitis (21).

2. PIXUNA

El virus Pixuna es un arbovirus del grupo A y constituye el subtipo IV del
complejo EEV. De acuerdo con el sistema de clasificaciéon universal pertenece al
género Alfavirus (13). Fue aislado en dos ocasiones de mosquitos capturados en
la carretera Belem-Brasilia. El prototipo (BE AR 35645) obtenido en 1961,
proviene de un lote de Trichoprosopon digitatum, en tanto que el segundo, de
Anopheles nimbus. Un tercer aislamiento fue obtenido de las visceras de un ratén
Proechimys guyannensis (Echimyidae) capturado en la floresta de IPEAN, en las
proximidades de Belem (22). La Unica infeccién humana documentada hasta el
presente fue probablemente adquirida en el laboratorio, en 1961. La paciente
presentd un cuadro clinico caracterizado por fiebre moderada, cefalea,
aletargamiento, dolores musculares méas intensos en la regién lumbar, adinamia,
y anorexia por tres dfas. La cuenta leucocitaria realizada en el segundo dfa de la
enfermedad mostré leucopenia (3500 leucocitos) con linfocitosis (22). Desde
entonces no se han obtenido méas aislamientos de este virus.

Un caballo inoculado por vfa intramuscular con alta dosis del prototipo de PiX,
permanecié afebril. No hubo virus circulante. No obstante el animal desarrolié
leucopenia. El suero obtenido 13 dfas post infeccién neutralizé 4.9 log de PIX y
2.1 log de MUC (26).

La tasa global de infeccién en aves silvestres con serologla especifica positiva fue

de 0.7% entre 9 especies, lo que puede indicar que eventualmente estos
animales pueden servir de hospederos del PIX (30).
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C. ENCEFALITIS EQUINA DEL ESTE (EEE)

Desde el punto de vista de sus propiedades fisicoqufmicas, el virus EEE pertenece
al género Alfavirus, de la familia Togaviridae. Antigénicamente es miembro del
grupo A de los arbovirus (13). Produce encefalitis graves y muchas veces fatales
en equinos, en aves y en el hombre, causando inflamacién y destruccién del SNC
(19).

El virus EEE ha causado epizootias en equinos en América del Sur, aunque en esta
parte del continente los casos humanos de encefalitis han sido muy raros. En
Brasil hay apenas el registro de un caso fatal de encefalitis comprobado por
aislamiento del virus, ocurrido en Salvador, Bahfa, al nordeste del Brasil (1). En
la Amazonia, aunque existen evidencias serolégicas de infecciones por el mismo,
de alrededor del 1% o menos en residentes de ciertas localidades, no hay indicios
de la ocurrencia de brotes (casos) de encefalitis. Sin embargo, el 29% (12/41) de
los habitantes de Cameta, Par4, examinados en 1953, presentaron anticuerpos
neutralizantes para el virus EEE. Posteriormente (1960) se verificé que 12 (22%)
de 55 residentes de esa misma ciudad (Cameta), posefan anticuerpos IH para el
virus en cuestién (6,7,27).

La ausencia de infecciones humanas con alteraciones neurolégicas asociadas al
EEE constituye todavia un enigma (22). Se ha admitido que las cepas existentes
en la Amazonia de Brasil presentan una reducida virulencia para el hombre.
Inclusive ya se han detectado diferencias antigénicas entre las muestras aisladas
en América del Norte y en la Amazonia (4). Si este fuera el caso, no parece ser
extensivo a los equinos, ya que una vez por lo menos fue comprobada una
epizootia de encefalitis equina determinada por el EEE en la regién de Braganza,
Para, Brasil, en 1960 (6). En aquella ocasién, dos cepas de EEE fueron aisladas
de caballos, una de sangre de un animal enfermo y otra del cerebro de un caso
fatal. Simultdneamente otras tres cepas de EEE fueron aisladas de mosquitos
Aedes taeniorhynchus, vector epizoético del EEE (Figura 2).

Cerca de 500 caballos vivian en el 4rea y el 61% fueron positivos por estudios
serolégicos usando la prueba de IH. Entre los infectados ocurrié una letalidad del
8.2%. Estudios similares indican que 2 de 23 seres humanos probados fueron
positivos.

El EEE es endémico en la floresta de la APEG, habiendo sido aislado en 15 de los
35 ultimos afios (25, 30).En 1963 los estudios realizados en cooperacién con el
Museo Nacional (Washington, EUA) y el Museo Paraense "Emilio Goeldi" (Belem,
Brasil) para establecer el papel de las aves silvestres en la epidemiologfa de los
arbovirus en la amazonia, mostraron que de 989 érganos y 395 plasmas

214



inoculados en ratones para pruebas de aislamiento del virus, apenas dos cepas
fueron obtenidas, ambas de EEE; una a partir de Rhamphocelus carbo
(Thraupidae) y otra de Mionectes oleaginea (Tyrannidae) (25,27).

Posteriormente otros cinco aislamientos a partir de aves silvestres fueron
obtenidos siendo uno de Cacicus cela (Icteridae), dos de Phlegopsis
nigromaculata (Formicariidae), uno de Thamnophilus aethiops (Formicariidae) y
una de Formacariidae Sp (Cuadro 4).

Estudios serolégicos realizados con 11,643 plasmas de aves obtenidos de 277
especies, mostraron que por lo menos 33 especies presentaron anticuerpos
especificos para el agente en cuestién (tasa global de 1.3%). Asi mismo se tomé
esé valor porcentual como valor de corte, con lo que se postula que 23 especies
pueden ser consideradas hospederas potenciales. En efecto, las aves
pertenecientes a la especie Thamnophilus aethiops presentaron una tasa de
infeccién del 4%, sugiriendo que las mismas pueden desempeifiar un importante
papel en el ciclo de mantenimiento asf como en la diseminacién del mismo. De las
otras especies de que hemos aislado EEE, las tasas de infeccién fueron menores
o iguales a 0.5%. Por otro lado, es posible su existencia en otros hospederos
vertebrados que no sean aves. Se encontré poca evidencia de la participacién de
marsupiales o de roedores silvestres de los cuales se obtuvieron dos aislamientos
de cada uno. Ademdés, se aislaron de cuatro especies de reptiles Tropidurus
hispidus (Iguanidae) (30).

El Culex Melanoconion pedroi (Culex taeniopus) es reconocido como vector
enzoético de EEE para Brasil y Trinidad (13,25). En la Amazonia, de las 40 cepas
aisladas de EEE a partir de lotes de artrépodos, 21 fueron procedentes de esta
especie. Los demés lotes de artrépodos infectados pertenecfan a otras especies
(Cuadro 5). Se aislaron ademds 97 cepas de EEE de animales centinelas (25 de
pintos, 58 de ratones y 14 de monos) casi siempre provenientes de la floresta de
APEG (Cuadro 6).

D. ENCEFALITIS EQUINA DEL OESTE (EEO)

Antigénicamente el virus de la EEO pertenece al grupo A de los arbovirus. En el
sistema universal de clasificacién de los virus, el agente esta incluido en el género
Alfavirus (13). Causa una meningoencefalitis aguda en equinos y en el hombre
(19). En América del Sur el virus ha sido aislado en Argentina, Brasil, Guyana,
Ecuador y Uruguay donde es responsable de una pequeiia morbilidad equina
(3,13,19,27). Los casos humanos asociados han sido raros o ausentes. La EEO
no ha sido aislada en América Central donde los datos serolégicos también
indican que las infecciones humanas son raras (18,23).
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En la Amazonia de Brasil, el virus de la EEO fue aislado por primera vez en 1964
(13,27) de sangre de un ave silvestre de la especie Myrmotherula hauxwelli
(Formicariidae). Otros cinco aislamientos fueron obtenidos de esos vertebrados
(Cuadro 7). Sus vectores son tanto diurnos (Aedes fulvus) como nocturnos (Culex
portesi y Cx. pedroi). Las aves quedan accesibles a los mosquitos ornitéfilos
durante sus vuelos tanto de dfa como de noche (9).

Se encontraron tasas de anticuerpos por IH, confirmados por neutralizacién, de
alrededor del 14% en 72 especies de aves residentes en la floresta, pero no en
aves de campo, ni en roedores o en marsupiales (13,19). Entre las especies de
aves con aerologfa positiva se destaca la Pithys albifrons (Formicariidae) que de
196 plasmas probados, 112 presentaron respuesta especifica parael EEO (57.1%
de positividad). Esas aves fueron encontradas en gran cantidad en la regiéon de
Cachoeira Porteira y el Puerto Trombetas (Municipio de Oroiximiné, Paré), lo que
nos permite suponer que la misma debe desempeiar un importante papel en el
ciclo epidemiolégico de mantenimiento de EEO. Entre las otras especies cuyos
plasmas reaccionaron con el virus EEO, la tasa media de infeccién fue del 5.1%.
Toméndose arbitrariamente ese valor, y admitiéndose que sean buenos
hospederos las aves con serologfa positiva mayor o igual al 5.1%, tenemos que
28 diferentes especies de aves silvestres pueden tener importante participacién
en el ciclo de la EEO (30). Dentro de estas figuran las especies Hylophylax
poecilonota (Formicariiae), Corythopis torquata (Tyrannidae) y Phlegopsis
nigromaculata (Formicariidae) de las cuales ya se aisl6 el EEO.

E. ENCEFALITIS DE SAN LUIS (ESL)

En Brasil el virus fue aislado por primera vez en 1960 a partir de un grupo de 35
mosquitos Sabethes belisarioi capturados en las florestas del km 94 de la
carretera Belem Brasilia. En el perfodo de 1960 a 1992 se obtuvieron 128
aislamientos del virus ESL en la Amazonia, la mayorfa, a partir de artrépodos,
aves silvestres y en pollos centinelas (28).

El virus ESL causa una enfermedad aguda en el hombre, con un espectro de
manifestaciones clinicas que varfa desde un sindrome febrili hasta
meningoencefalitis mortal; pero al contrario de otros virus mencionados
anteriormente no es patégeno para los equinos. El virus ESL es miembro del grupo
serolégico B de los Arbovirus, género Flavivirus, familia Flaviviridae (13).

Los casos humanos muy esporadicos confirmados en América Central (Panam4),

América del sur (Argentina) y el Caribe (Trinidad) exhibieron apenas un cuadro
febril, aunque se ha confirmado la ocurrencia de un caso con manifestaciones
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neurolégicas en Jamaica (9,15,16,20,22,27). En Brasil, los dos (nicos pacientes
de los cuales se consiguié aislar el ESL residfan en la amazonia y presentaron
cuadros clfnicos atfpicos, caracterizados por la presencia de fiebre e ictericia. Uno
de los pacientes sufrfa de leucemia, siendo posible que ésta haya originado la
ictericia. El curso del cuadro fue mortal, tres dfas después se aisl6 el virus de su
sangre periférica. En cuanto al otro caso, que presenté evolucién benigna, a pesar
de los esfuerzos para determinar si habfa un proceso concomitante responsable
de la ictericia, no se hallé ninguno (20,22). También se diagnosticé a través de
la demostracién de seroconversién en suero, una infeccién benigna causada por
el ESL en un niilo de 7 aiilos nativo de Belem. Se encontraron anticuerpos IH y
neutralizantes para el agente en cuestién en varios de sus familiares, inclusive un
menor de 3 afios de edad, todos iguaimente nativos de la ciudad (20). La
prevalencia de anticuerpos IH en la poblacién humana varfa de 1 a 5% en
ciudades de la Amazonia de Brasil.

El ciclo de mantenimiento del ESL (Figura 3) parece ser esencialmente un ciclo de
tipo Aves-mosquitos. Ademés de los numerosos aislamientos a partir de aves
(Cuadro 8) més de 50 especies presentan anticuerpos especificos para el ESL en
porcentaje significativo; diversas cepas fueron obtenidos de mosquitos Culex
declarator y C. coronator, ambas especies fuertemente ornitéfilas pero también
primatéfilas (Cuadro 9). Cuatro epizootias causadas por el ESL en esa &rea
involucraron a aves silvestres y a monos centinelas, teniendo a estos mosquitos
como vectores. El paso del virus para otros mamiferos (incluyendo al hombre) es
relativamente frecuente. A ese nivel del ciclo podrfan intervenir otros vectores
tales como Aedes, Mansonia y Sabethes cuyas preferencias tréficas son més
diversas. Asf, existen ciclos secundarios ciertamente en diferentes niveles de la
floresta en los que participan roedores, marsupiales, desdentados, reptiles y
monos de copa.

La existencia de un ciclo urbano epidémico "hombre-mosquito" todavia no ha sido
evidenciado en la Amazonia aunque parece poco probable en funcién a los
resultados actuales (9).
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FIG. 2

PROBABLE CICLO BIOLOGICO DE MANTENIMIENTO DEL VIRUS DE LA

ENCEFALITIS EQUINA DEL ESTE (EEE) EN LA AMAZONIA DE BRASIL
(HERVE Y COL. 1986).
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CUADRO 1. ARBOVIRUS RESPONSABLES DE LAS ENCEFALITIS EN LAS
AMERICAS

VIRUS ABREVIATURA GRUPO ANTIGENICO VECTOR
Encefalitis Equina del EEE A Mosquito
Este

Encefalitis Equina del EEO A Mosquito
Oeste

Encefalitis Equina EEV* A Mosquito
Venezolana

Encefalitis de California EC California Mosquito
Encefalitis de San Luis ESL B Mosquito
Rocio ROC B Mosquito
Powassan POW B Garrapata

* Tiene 6 subtipos
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CUADRO 2. VIRUS DEL COMPLEJO EEV. CLASIFICACION ANTIGENICA, ORIGEN
GEOGRAFICO Y FECHA DE AISLAMIENTO

SUBTIPO VARIEDAD CEPA ACTIVIDAD ORIGEN FECHA
| EEV* A Tr.D Epizoética Trinidad 1943
B PTF 39 Epizoética Guatemala 1969
(o8 P-676 Epizoética Venezuela 1963
D 3880 Enzoética Panamé 1961
E 'MENA-I Enzoética Panamé 1962
F 78Vv3531 Enzoética Brasil 1976
I - Fe-3-7c Enzoética Estados 1963
EVERGLADES Unidos
1 MUCAMBO A BE AN 8 Enzoé6tica Brasil 1954
B CA AN 410d Enzoética Guyana 1973
Francesa
Cc 71D-1252 Enzoética Perti 1971
IV PIXUNA - BE AR 35645 Enzoética Brasil 1961
V CABASSOU - CA AR 508 Enzoética Guyana 1968
Francesa
\" - AG 80-663 Enzoética Argentina 1977-1980

EEV = Encefalitis Equina Venezolana
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CUADRO 3. AISLAMIENTO DEL VIRUS MUCAMBO EN LA AMAZONIA
PROCEDENTES DE VERTEBRADOS SILVESTRES Y MOSQUITOS DE ACUERDO
CON FUENTE, ESPECIE, LOCALIZACION, FECHA Y MATERIAL DE OBTENCION
(1955-1989)

“FUENTE ESPECIE ANO MATERIAL  TOTAC
Marsupiales Metachirus nudicaudatus 1962 sangre, 2
visceras

Caluromys philander 1966 sangre 1

Caluromys sp 1970 sangre 1

Aves silvestres Pipra erythrocephala 1965 sangre 1
Roedores Nectomys squamipes 1965 sangre 1
Oryzomis capito 1963 sangre 9

1964 sangre 2

1965 sangre, orina 2

1968 sangre 4

1969 sangre 4

1970 sangre 2

1973 sangre 2

1975 sangre 1

Proechimys guyannensis 1955 sangre 1

1959 sangre 1

1962 sangre 1

1964 sangre 1

1966 sangre 2

1969 sangre 3

1970 sangre 1

1974 sangre 1

Mosquitos Aedes serratus 1955 1
Coquilletidia venezuelensis 1964 1

Culex (Culex) sp 1961 1

1963 2

1965 3

Culex portesi 1961 4

1966 3

1968 1

1969 1

Culex (Melanoconion) sp 1961 3

1969 1

Haemagogus sp 1955 1

Mansonia (Mansonia) sp 1965 1

Sabethes sp 1955 2
Total 68




CUADRO 4. AISLAMIENTO DEL VIRUS DE LA EEE A PARTIR DE AVES
SILVESTRES DE ACUERDO CON LA FAMILIA, ESPECIES, LOCALIZACION Y
FECHA DE OBTENCION DE LA AMAZONIA ENTRE LOS ANOS DE 1955 A 1989

FAMILIA ESPECIE LOCAL ANO TOTAL
Tyrannidae Mionectes oleaginea APEG-Belém-PA* 1963 1
Thraupidae Ramphocelus carbo APEG-Belém-PA 1963 1

Formicariidae  Phlegopsis APEG-Belém-PA 1969 1
nigromaculata
Thamnophilus Humailta-AM* * 1974 1
aethiops
Phlegopsis Tucurul-PA 1983 1
nigromaculata
Formicariidae sp. Carajas-PA 1983 1
Cacicus cela APEG-Belém-PA 1968 1

* Area de Investigacién Ecolégica de Guamé
** Carretera Transamazénica (BR 230) km 969
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CUADRO 5. AISLAMIENTO DEL VIRUS DE LA EEE A PARTIR DE MOSQUITOS DE ACUERDO A LA ESPECIE Y
FECHA DE OBTENCION (1955-1989)

ESPECIE ANO
1960 1963 1965 1966 1967 1968 1969 1975 1978 1985 Total

Aedes (Ochletoratus) fulvus 1 1
Aedes (Och.) teeniorhynchus 3 3
Culex (Culex) sp 4 3 2 3 12
Culex (Melanoconiom) sp 1 1
Culex (Mel.) spissipes 1 . 1
Culex (Mel.) pedroi 6 1 5 2 5 1 1 21
Mansonia (Mansonia) sp 1 1

Total 3 12 4 7 3 5 1 1 1 3 40
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CUADRO 7. AISLAMIENTO DEL VIRUS DE LA EEO EN LA AMAZONIA DE BRASIL A PARTIR DE AVES
SILVESTRES Y MOSQUITOS DE ACUERDO CON LA FAMILIA, ESPECIE, LOCALIDAD Y FECHA DE OBTENCION
(1964-1989)

ORIGEN FAMILIA ESPECIE ANO TOTAL
Aves silvestres Formicariidae Myrmotherula hauxwelli 1964 1
Pyriglena leuconota 1969 1
Conopophaga aurita 1973* 1
Hylophylax poecilonota 1976** 1
Phlegopsis nigromaculata 1983 1
Tyrannidae Corythopis torquata 1976** 1
Mosquitos Culicidae Aedes fulvus 1979 1
Culex pedroi 1973* 1
Culex portesi 1966 1
Ratén centinela 1966 1
Total 10

*  Carretera Transamazénica (BR 230) km 212
** (Carretera Santarém-Cuiab4 (BR 163) km 217



CUADRO 8. AISLAMIENTO DEL VIRUS DE LA ESL EN LA AMAZONIA DE BRASIL
A PARTIR DE AVES SILVESTRES DE ACUERDO CON LA FAMILIA, ESPECIE,
LOCALIDAD, FECHA Y MATERIAL DE OBTENCION (1960-1989)

FAMILIA ESPECIE ANO MATERIAL TOTAL
Formicariidae Myrmotherula hauxwelli 1964 Sangre 1
Formicarius analis 1969 Sangre
Pyriglena leuconota 1969 Sangre
Thamnomanes caesius 1971 Sangre

Hylophylax poecilonota 1973 Sangre
Hypocnemis cantator 1982 Sangre
1984 Visceras

Conopophaga aurita 1984 Visceras
Pipridae Chiroxiphia pareola 1969 Sangre
Pipra pipra 1969 Sangre
Columbidae Columbina talpacoti 1964 Sangre
Geotrygon montana 1974 Sangre
Furnariidae Automolus infuscatus 1964 Sangre
Phylidor erytrocercus 1984 Visceras
Tyrannidae Myobius barbatus 1971 Sangre
Galbulidae Galbula albirostris 1968 Sangre
Bucconidae Malacoptila rufa 1971 Sangre

e T ) e e S N e S N S T S e ) I T N Y

Dendrocolaptidae  Glyphorhunchus spirurus 1974 Sangre

Fringillidae Saltator maximus 1984 Sangre 1
No identificada - 1970 Sangre 1
25
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CUADRO 9. AISLAMIENTOS DEL VIRUS DE LA ESL EN LA AMAZONIA DE
BRASIL A PARTIR DE ARTROPODOS, DE ACUERDO CON LA ESPECIE Y LAS
PROCEDENCIA (1960-1989)

ESPECIES BELEM* BRO10* TUCURUI ALTAMIRA OTRAS TOTAL
¢ AREAS

Aedes fulvus 1 1
Aedes serratus 1 2 3
Culex sp. 1 1
Culex (Culex) sp. 3 3 1 2 9
Culex coronator 3 1 1 5
Culex declarator 10 6 1 1 18
Culex portesi 1 1
Culex spissipes 1 1
Culex sp. B19 1 1
Gigantolaelaps sp 1 1
Mansonia pseudotitillans 1 1
Sabethes belisarioi 1 1
Total 21 2 10 4 6 43

*  Floresta de APEG
** Carretera Belém-Brasilia
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A. INTRODUCCION

La Encefalitis Equina Venezolana (EEV) es una enfermedad viral, zoonética,
transmitida por artrépodos hematéfagos cuya incidencia ocurre en forma ciclica
y estacional y afecta a los equinos, humanos o aves de acuerdo al virus actuante.

El agente etiolégico pertenece al género Alfavirus, familia Togaviridae, dentro de
los cuales se encuentran ademés del de la EEV, los virus responsables de la
Encefalitis Equina del Este (EEE) y la Encefalitis Equina del Oeste (EEO). El virus
Highlands ha sido reportado inicamente en el este de los Estados Unidos y se ha
asociado a casos de encefalitis en equinos (10).

El virus tiene envoltura, es de estructura icosaédrica y el ARN es de cadena
simple con polaridad positiva (2). Al complejo EEV se le han identificado trece
miembros distribuidos en seis subtipos (15).

La mayoria de los miembros o variedades antigénicas corresponden a las llamadas
variantes enzodéticas y no equicidas; tienen un ciclo de transmisién enzoético,
discreto entre roedores y/o aves y mosquitos, que se desarrollan en el ambiente
silvestre del bosque humedo tropical. Los casos que se puedan presentar en
humanos por estas variantes son eventuales, cuando la persona se introduce en
el nicho ecolégico donde el virus esté circulando. En los équidos, estas variantes
pueden causarle una viremia discreta con desarrollo de anticuerpos, sin ocasionar
enfermedad y muerte. Por otro lado, las variantes antigénicas epizo6ticas son las
responsables de las epizootias naturales en los équidos y de las epidemias
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humanas con altas tasas de morbilidad y mortalidad. Los equinos son los grandes
amplificadores del virus al desarrollar viremias muy altas y los humanos sélo son
huéspedes terminales, sin importancia epidemiolégica en la cadena de
transmisién. Muchas especies de mosquitos hematéfagos estén involucrados en
la rdpida dispersién del brote durante las epizootias de EEV (Cuadro 1).

Los mosquitos de los géneros Aedes, Anopheles, Culex, Deinocerites, Mansonia
y Psorophora son vectores muy eficientes en la transmisién de la EEV epizoética.

El estallido de epizootias y de epidemias de EEV, es favorecido por la acumulacién
de animales susceptibles en presencia del virus circulando en la naturaleza,
ayudado por las condiciones ambientales de viento, temperatura y lluvias que
aumentan el niumero de mosquitos vectores.

La progresién geogréfica de las epidemias se detiene al cesar la estacién de
lluvias y puede o no recomenzar en la misma estacién, a partir del area donde
habfa cesado el afio anterior (13).

En los humanos el periodo de incubacién varfa de dos a cinco dias. La
sintomatologla puede ir desde fiebre indiferenciada similar a la influenza, hasta
casos graves de encefalitis. En la mayorfa de los casos se presenta un cuadro
febril sibito, con malestar, escalofrios, cefalalgia, mialgia, ndusea, vémito y
diarrea. El curso de la enfermedad puede ser de uno a cuatro dias o més, con
mayor susceptibilidad en las edades extremas, observédndose una tasa de letalidad
de 0.2 al 1 % de los casos clinicos y una tasa de ataque de alrededor del 10%
de la poblacién afectada (1).

La EEV en los équidos tiene un periodo de incubacién de uno a tres dias,
dependiendo de la cepa y la cantidad de virus inoculado. Se puede presentar un
cuadro febril benigno de uno a dos dias, con anorexia, depresién, ligera
leucopenia y baja o nula viremia; en cuatro a ocho dfas aparecen anticuerpos
neutralizantes. En otros casos, la enfermedad se presenta como un cuadro febril
agudo, con depresién profunda, anorexia pronunciada, pérdida de peso, rechinar
de dientes, leucopenia y viremia alta. Los miembros estén separados, la cabeza
la apoyan en objetos, hay postracién y excitacién como cuadro caracteristico de
encefalitis. Existe dificultad visual y caminan en circulos. La letalidad varia del 30
al 80% y la morbilidad puede variar del 10 al 100%.
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B. BROTES EN VENEZUELA DE 1937 A 1973

1. Antecedentes

Desde el punto de vista clinico los primeros reportes fueron realizados por el Dr.
Kubes en 1936 y 1937 quién seiialé que la enfermedad aparecié en Colombia en
1935 en los Departamentos del Valle, Tolima, Huila y Bolivar, en donde se
conocia como enfermedad de Borna (5,6). Gallo y Vogalsang establecieron la
relacién de la aparicién de la enfermedad con el comienzo de las lluvias (3).

En Venezuela los primeros casos fueron descritos por técnicos al servicio del
Ministerio de Agricultura y Crfa (MAC) en 1930, afio en que la enfermedad
alcanzé caracteres alarmantes, pues invadié casi toda la Republica. Los sintomas
observados correspondieron a los cuadros descritos bajo la denominacién de:

1) Forma encefélica pura, muy rara, de principio brusco y marcha aguda; sus
sintomas varfan ligeramente segin los casos y en grados variables se
entremezclan los sintomas medulares.

2) La forma mielinica o paralitica, més frecuente que la anterior, caracterizada por
bostezos prolongados con movimientos laterales de la mandibula, trillamiento de
dientes, tristeza y tambaleo, continencia de orina y retardo en la defecacién.

3) La forma mixta mucho més frecuente, es una mezcla de todos los sintomas
descritos anteriormente (13).

En 1938, a ralz de la epizootia que afecté a casi todo el pais, Kubes y Rios
aislaron e identificaron al agente causal, determinando su diferencia con los virus
del Este y Oeste. Comprobaron la susceptibilidad del embrién de pollo lo cual
senté las bases para el desarrollo de una vacuna, cuyo valor inmunizante superé
ampliamente al obtenido con la vacuna bivalente empleada en ese momento (11).

Posteriormente, la enfermedad tuvo carécter esporddico en Colombia pero en
Venezuela se mantuvo la vigilancia epidemiol6gica. Cuando aparecié un brote de
EEV en 1942 que afecté la zona limitrofe con Venezuela, se doné la vacuna a los
criaderos de equinos colombianos. A pesar de esta medida, se presentaron brotes
en la Guajira Venezolana lo que determiné que el MAC vacunara a todos lo
equinos del estado Zulia; sin embargo, la enfermedad se extendi6 por los estados
Falcén, Lara y Trujillo. Se informé que al mismo tiempo ocurrié un brote de
elevada morbiletalidad en el ganado caballar y asnal en la vecina isla de Aruba.
En el perfodo de agosto a octubre, la EEV se expandié de la zona central al este
del pals. En Trinidad, a pesar de las restricciones que se establecieron para la

235



importacién de équidos, aparecieron casos el dos de octubre de ese mismo aio;
la opinién general fue que el amplio rango de vuelo del vector habia propagado
la enfermedad desde la costa Venezolana (17).

El pais fue dividido en tres zonas: a) zona infectada donde ocurrieron focos, b)
zona intermedia en donde se establecieron cordones sanitarios, y ¢) zona
indemne o libre. En las dos primeras se trazaron estrategias que contemplaron la
division del area en subzonas y la participacién de personal profesional capacitado
con apoyo de recursos humanos. Hubo prohibicién de trénsito entre las zonas
infectadas y la indemnes, estableciéndose alcabalas que velaban por el
cumplimiento de esta medida. Asimismo, se prohibieron las coleadas y todos
aquellos eventos que pudieran determinar la aglomeracién de personas y équidos.
Se crearon hospitales donde se aislaron a los animales enfermos, que en forma
esporadica aparecieron en el corddén sanitario y se vacunaron a todos los équidos.
La politica sanitaria del momento contemplé también la vacunacién de los equinos
del area libre. Se aplicaron en un periodo de tres meses 236,247 dosis, a pesar
de que la lluvia provocaba caminos intransitables, rios fuera de cauce, habia
aguas estancadas y una gran proliferacién de insectos hematéfagos (11).

Los organizadores de la campaifa recomendaron: a) aplicar anualmente, en forma
obligatoria y sistematica la vacuna en todos los équidos del pals especialmente
en los estados Zulia, Falcén, Lara, Trujillo y Yaracuy, b) la vacunacién sstratégica
antes del periodo de lluvias, c) la concientizacién del sector ganadero para el
establecimiento de los planes de vacunacién, d) efectuar estudios de insectos a
nivel rural para determinar su participacién como vectores, e) disponer de una
reserva de 120,000 dosis de vacuna renovandose en partidas de 10,000 dosis
cada mes con objeto de garantizar el éxito de otra eventual campana. De acuerdo
a la experiencia y a nuestro periodo de lluvias, se establecié una ciclicidad viral
de cada cuatro afios. Las vacunaciones en forma oportuna en aquellas zonas en
donde aparecieron brotes esporédicos, permitié controlar la EEV durante los afios
sucesivos. Sin embargo, con el tiempo fue disminuyendo la cobertura de
vacunacion lo que determiné que apareciera una poblacién joven susceptible y la
disminucién de los niveles de anticuerpos vacunales en el rebafio equino; esto
podria explicar el recrudecimiento de la epizootia durante 1962 (12) (Cuadro 2).

La epizootia de 1962 se inici6 en la Guajira Colombiana; tuvo especial importancia
ya que involucré una alta incidencia de humanos, pues en un perfodo de tres
meses causé 3,000 casos con 20 muertes en Colombia y en sélo dos meses,
6,762 casos con 43 muertes en Venezuela (1). El virus se aisl6 de mosquitos
Aedes taeniorhynchus, Anopheles aquasalis, Aedes serratus y Psorophora
confinis, siendo la mayor proporcién de infectados los primeros (16).
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Los sintomas predominantes en humanos fueron hipertermia, conjuntivitis,
cefalalgia intensa, faringoamigdalitis, vémito, diarrea; en algunos casos crisis de
excitacién, alucinaciones o bien somnolencia marcada; las convulsiones se
presentaban en menores de siete afios (14).

Muchos autores han sefialado que la EEV tenfa una periodicidad entre cinco y diez
anos, lo cual se cumplia en Venezuela y otros paises del norte de América del Sur
hasta 1973, cuando se presenté el penultimo brote en la Guajira Venezolana (15).

2. Prevencién y control por medio de la vacunacién

El Instituto de Investigaciones Veterinarias jugé un papel preponderante en el
control de la encefalitis equina que inicié en Venezuela en 1938. Se elaboré un
inmunégeno por medio de la inoculacién intracerebral (IC) de cobayos de 250 a
300 gr, ratones adultos via IC y huevos embrionados por via alantoidea; el virus
fue inactivado con formalina al 0.4%. En la Seccién de Produccién de
Inmunobiolégicos se produjeron 4,272,531 dosis que fueron utilizadas en
Venezuela y otro palses (Cuadro 2); esto fue posible debido a que los estudios
inmunolégicos de las cepas aisladas de la epizootia de 1942-1943, demostraron
que el virus seguia siendo el mismo tipo de la cepa que fue aislada en 1938.
Asimismo se comprobé que los virus aislados de animales procedentes de la
Sabana de Bogotd y de la isla de Trinidad, no presentaban diferencias
inmunolégicas con el virus tipo Venezolano, por lo que la vacuna pudo ser
utilizada con eficiencia tanto en Colombia como en Trinidad (Cita de Quiroz C.,
ref.11).

La dosis de vacuna se redujo a 1 ml por via intradérmica en lugar de los 5 ml por
via subcutédnea, como venla aplicdndose desde 1938; sin embargo, se cuestioné
su inocuidad puesto que se reportaron casos de animales que enfermaron
después de la vacunacién. No obstants, es preciso reconocer que se obtuvieron
resultados aceptables con los millones de dosis administradas en caballos, mulos
y burros de Venezuela, asi como en Colombia, Ecuador, PerG y Centro América.
Hubo sospechas de la patogenicidad de la vacuna pero no prusbas. Es importante
tomar en cuenta la confianza que tuvieron en la vacuna los dueios de valiosos
caballos de carrera, lo que justificé su aplicacién durante muchos anos; ademas,
esto descarté que la vacuna fuera capaz de producir enfermedad y muerte de los
equinos (9).

El uso de la vacuna atenuada TC-83 ha dado resultados muy satisfactorios en la

inmunizacién de los equinos. La cepa de produccién fue aislada del cerebro de un
burro de Trinidad durante una epizootia de EEV, atenudndose mediante 83 pases
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en células de corazén fetal de cobayo. Originalmente, el objetivo era inmunizar
humanos y el 90% de los 6,000 que recibieron la vacuna a los 15 dias
desarrollaron anticuerpos, que se mantuvieron por un perfodo prolongado. Un
25% presenté reacciones sistémicas severas con fiebre, mialgia y leucopenia. En
los équidos se estima que la inmunidad se establece en tres a cuatro dias y las
reacciones sistémicas fueron raras con excepcién de una fiebre pasajera. Los
fracasos en las inmunizaciones fueron atribuibles a la labilidad de las vacuna por
accién del calor, asi como a la interferencia por anticuerpos de EEE y EEO. Debido
a las reacciones indeseables que ocurren en el humano después de la aplicacién
de la vacuna TC-83 atenuada, asf como a los problemas que presenta el manejo
de las vacunas vivas, ha sido preferible usar la vacuna que emplea la cepa TC-83
inactivada (1)

C. EL BROTE EN VENEZUELA EN 1995

En el pais no se hablan registrado brotes de Encefalitis Equina Venezolana desde
1973. Durante casi 20 aiflos hubo un silencio epidemiolégico que fue
interrumpido por un brote detectado en un estado andino (Truijillo), el cual
empez0 a finales del perfodo de lluvia de 1992 y concluyé a comienzos de 1993.
El agente causal identificado fue el virus de la EEV que pudo haberse establecido
por los cambios realizados en la ecologia de la zona, al producirse el llenado de
un embalse alli existente. Se mencioné en esta epizootia la posible intervencién
de las aves en el ciclo de transmisién.

Debido al hecho de que los casos se sucedieron casi exclusivamente alrededor de
este embalse, se facilité la tarea del control del problema, utilizando vacuna
inactivada monovalente de produccién nacional. A pesar de la pronta vacunacién
de los equinos susceptibles la cantidad de animales muertos fue considerable.

A mediados de 1993, a comienzo del perfodo de lluvias, se detecté otro brote de
EEV en un érea cercana a la Guajira Venezolana (Edo. Zulia). Hubo serologla
positiva a EEV pero no se logré el aislamiento del virus.

En esta zona por considerarse endémica, se recomend6 la vacunacién de los
animales con vacuna de virus vivo modificado monovalente (EEV), cepa TC-83
importada de Colombia.

Luego de los dos eventos mencionados no se planificaron ni efectuaron medidas
preventivas de vacunacién en otras &reas de riesgo del pals.
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Durante 1995 y entre los meses de mayo a noviembre se reporté un brote de EEV
en nueve entidades. El evento comenz6 en los animales a partir del mes de mayo
en la zona Centro Occidental, reportdndose en esta 4rea siete aislamientos del
virus de la EEV y 29 casos por serologl(a.

A los tres meses del comienzo de este brote, se presenté otro en el area
Noroccidental (Edo. Zulia), muy cerca de la Guajira venezolana. Este brote fue
diferente a los observados en otras oportunidades, pues ocurrié un gran nimero
de casos en humanos con un porcentaje de positividad de 74.8% vy fue esta 4rea
la més afectada por la epidemia (4). En animales se lograron dos aislamientos
virales y hubo ocho serologlas positivas, siendo menor a lo que por lo general se
presenta en estos eventos. ‘

Posteriormente aparecié la enfermedad en équidos de un sstado andino (Trujillo)
situado al sureste del Edo. Zulia, donde se habla presentado el dltimo brote de
EEV en 1992-1993. Alif se efectuaron dos aislamientos virales, hubo nueve casos
por serologla en equinos, y siete casos en humanos.

En esta misma oportunidad se extiendi6 el brote hacia otros estados Centro
Occidentales (Lara, Cojedes, Portuguesa), obteniéndose un total de nueve
aislamientos virales de EEV y doce casos de serologla.

En otro Estado situado en los llanos centrales se presenté un brote en que a
diferencia de los demés, no se registraron casos en la poblacién humana. Se
realizaron cuatro aislamientos virales a partir de cerebros de equinos fallecidos
por la enfermedad y sélo dos aislamientos a partir del suero sanguineo; el
porcentaje de positivos para esta regién fue del 22.2% de aislamientos a partir
de cerebros y 2.6% a partir de sueros (4).

Entre los meses de octubre a noviembre se detecté otro problema circunscrito a
una érea urbana (Carora, Lara) donde hubo un elevado nimero de casos humanos
y un aislamiento viral en un équido. El porcentaje de positividad fue muy bajo.

Durants los brotes de 1995 el diagndstico de las muestras humanas fue realizado
en el Instituto Nacional de Higiene "Rafael Rangel”" de Caracas y para el
diagnéstico de muestras de animales, en el Instituto de Investigaciones
Veterinarias (11V) del FONAIAP, Maracay. Durante esta epizootia se recibieron en
el IIV un total de 1,388 muestras de suero de équidos y 46 cerebros de animales
fallecidos con sospecha de la enfermedad. De este total se realizaron 21
aislamientos virales a partir de muestras de suero (1.5% de positividad) y cuatro
aislamientos a partir de muestras de cerebro (8.7% de positividad) (Cuadro 3;
Mapa 1).
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Para realizar estos diagnésticos se desarrollaron las técnicas de aislamiento viral,
identificacién mediante la prueba de fijacién del complemento y la deteccién de
anticuerpos por medio de la técnica de la inhibicién de la hemoaglutinacién (IH),
de las inmunoglobulinas IgM por la técnica de reduccién con 2-mercaptoetanol
y asf mismo se realizaron los diagnésticos diferenciales correspondientes (Cuadro
4).

1. Consideraciones sobre la epizootia

Es necesario resaltar que el bajo nimero de aislamientos virales detectados con
relacién a lo acontecido a nivel de campo, pudo originarse por fallas en la
conservacién de la muestra antes de llegar al laboratorio y por la etapa de la
enfermedad en la cual fue tomada la muestra. El alto nimero de muestras
consideradas negativas serolégicamente también pudo deberse a la falta de envio
de la segunda muestra de suero para el diagnéstico confirmatorio y por no contar
con técnica diagnéstica de IgM por ELISA en suero colectado en fase aguda.

Por las caracteristicas con las cuales se extendié el brote de EEV en Venezuela,
se pudo deducir que estuvieron involucrados algunos aspectos que incidieron y
definieron el mantenimiento y extensién del mismo. En primer lugar, el alto
numero de animales susceptibles que se encontraban en zonas enzoéticas y
endémicas de encefalitis equina. Las caracteristicas ecolégicas correspondieron
a bosque seco y muy seco tropical, montes espinosos, maleza desértica y bosque
himedo premontano. El clima vari6é de himedo a semihimedo y de semiérido a
lluvioso célido, asl como de una altitud que iba entre O a 800 metros sobre el
nivel del mar, lo que favorecié el mantenimiento de la enfermedad. Iguaimente,
es de hacer hincapié en otras variables que se asociaron a los factores ya
mencionados, como fueron los vientos y la alta pluviosidad presentada en las
zonas, lo cual favorecié la elevada poblacién de mosquitos involucrados en el
ciclo de transmisién.

Otro aspecto importante que condujo a la extensién del brote, fue la falta de un
adecuado programa de vacunacién luego del alerta presentado entre 1992 y
1993, unido al largo perfodo de lluvia presentado en todo el pals que aumenté en
forma considerable a la poblacién de vectores.

Otra enfermedad endémica en casi todas las entidades federales del pais desde
hace varios afios ha sido el Dengue, la cual por su patogenicidad y similitud con
la EEV, interfirié con el diagnéstico oportuno de esta ultima, con el agravante de
haberse detectado casos de humanos afectados por las dos enfermedades.
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Los organismos oficiales como el Ministerio de Agricultura y Crfa (MAC), Sistema
Auténomo de Sanidad Agropecuaria (SASA) y Ministerio de Sanidad y Asistencia
Social (MSAS), junto a otros organismos como la OPS-OMS, IICA vy
Gobernaciones, Alcaldlas y otros, unieron esfuerzos para la obtencién de la
vacuna necesaria e inmunizar a los equinos en las diferentes areas afectadas; se
planificé el 4rea de alto riesgo como de primera prioridad y otras, de mediano y
bajo riesgo, logrando asf{ aumentar la cobertura de vacunacién en todas las
entidades del pals.

2. Estrategia de la vacunacién

Se estimé la poblacién equina venezolana en 607,016 cabezas. En la primera
etapa se vacuné la zona Centro Occidental considerada como &rga epidémica; en
la segunda etapa se aplicé la vacuna en los llanos, estados andinos y en el centro
y finalmente, en la tercera etapa se inmunizaron los estados orientales.

Debido a la presencia de brotes de EEV en varios estados del pafs, y a la carencia
de suficientes dosis de vacunas nacionales para controlar los brotes, se procedi6
de emergencia a adquirir varios lotes de vacunas.

Como medida de seguridad todas las vacunas fueron somstidas al control de
esterilidad, inocuidad, potencia y titulo infeccioso antes de proceder a su
distribucién y a la vacunacién. Se usé vacuna de virus atenuado y vacunas
inactivadas (mono y trivalentes) provenientes de los Estado Unidos, Colombia,
México y de laboratorios venezolanos.

Las vacunas en su formulacién inclufan la cepa TC-83 y fueron aplicadas con un
esquema de primovacunacién y revacunacién a las tres semanas para las vacunas
inactivadas, mientras que con la vacuna de virus vivo modificado la vacunacién
fue anual.

Asimismo se ejecutaron medidas de cuarentena en las zonas afectadas, con
restriccion de movilizacién de animales manteniéndose la obligatoriedad de la
vacunaciéon. También se ejecutaron fumigaciones masivas en las zonas para la
disminucién del vector transmisor de la enfermedad.

Para el control de la epizootia se establecié una Comisién de Encefalitis Equina
permanents a nivel central donde intervinieron representantes de los Ministerios
involucrados (MAC-MSAS), laboratorios de diagnédstico, la OPS-OMS, el Instituto
Nacional de Hipddromos, la Direccién de Malariologfa y el FONAIAP. La Comision
fue la encargada de coordinar las acciones necesarias para el control de la
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epizootia. En la actualidad, a través de esta Comisién de Encefalitis Equina se
planificaron las estrategias de vacunacién a seguir durante 1996, particularmente
en el perfodo anterior al comienzo de las lluvias, para mantener una alta cobertura
de inmunizacién y por lo tanto, una baja poblacién de animales susceptibles.

Por otro lado, se programaron otras acciones como el control de movilizacién de
equinos a nivel nacional. S6lo se permitié el traslado de animales vacunados
contra la EEV con un perfodo no inferior de 30 dias después de la vacunacién y
con el certificado del Sistema Auténomo de Sanidad Agropecuaria regional
correspondiente; también se requirié la vacunacién antirrdbica y la prueba de
Coggins para la Anemia Infecciosa Equina.

Ademdés, se llevaron a cabo otras actividades de vigilancia epidemiolégica
tendientes a detectar precozmente la presencia de virus epizo6tico causante de
la EEV y poder predecir y prevenir las epizootias y los casos humanos. Para esto
se utilizaron animales centinelas y se efectuaron estudios seroepidemiolégicos en
poblaciones de animales vacunados, a fin de determinar el nivel de proteccién de
los mismos y servir de base para la campafia de vacunacién.

A nivel de laboratorio se plantearon estudios de las cepas aisladas durante la
epizootia y el anélisis de su patogenicidad, dada las diferencias observadas en
cuanto a la forma coémo se desarrollé el brote en las zonas afectadas.

Lo anteriormente expuesto indica la importancia que tiene para la sanidad animal
y de hecho la salud publica, la interaccién de una polftica sanitaria bien definida,
disponibilidad del biolégico necesario y una concientizacién del sector ganadero.
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FIGURA 2. ESTRATEGIAS DE VACUNACION EN 1995
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CUADRO 1. ANALISIS FILOGENETICO DEL COMPLEJO DEL VIRUS DE LA
ENCEFALITIS EQUINA VENEZOLANA

Subtipo Variedad Patrén de Localizacién Vector
transmisién

| AB Epizobtico Centro, Sur y Norte América Varios mosquitos mamoffiicos
c Epizodtics Centro, Sur y Norte América Varios mosquitos mamofilicos
o Enzostic Centro y Sur América Culex (Mel.) ocosss, penocosse
E Enzodtica Centro América Culex (Mel.) taenopus

N (Evergiades) Enzoética Brasil Desconocido

L A Enzoética Sur América Culex (Mel.) portesi
(Mucambo)
B (Tomste)  Enzoétics Sur América Desconocido
B (Bijou Enzoética Oeste de Norte América Oeclecus vicaries
Bridge)
c Enzoétice Pert Desconocido

IV (Pixuna) Enzoética Brasil Desconocido

V (Cabasocu) Enzoética Guayana Francesa Desconocido

vi Enzoétics Argentina Desconocido

Fuente: Walton y Grayson, 1990, Citado por Scott C Weaver, Liz Anne Bellew
y Rebeca Rico-Hesse, 1992. .
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CUADRO 2. ELABORACION DE VACUNA CONTRA EL VIRUS DE LA
ENCEFALITIS EQUINA VENEZOLANA DESDE 1940 HASTA 1972

Afio Dosie
1940 12,891
1941 45,806
1942 293,008
1943 1,204.170
1944 612,180
1945 367,620
1948 .
1947 .
1948 .
1949 .
1950 .
1961 .
1962 .
1963 114,000
1964 .
1966 112,830
1966 .
1967 .
1968 75,660
1959 67,320
1960 8,000
1961 28,800
1962 85,900
1963 437,590°
1964 110,370
1965 56,260
1966 50,805
1967 22,590
1968 102,480
1969 9,615
1970 221,685
197 82,210
1972 231,840
1973
Total 4,494,216
emento vacunaciones por ote once 8. a no pr [ N

FUENTE: Departamento de Inmunobiolégicos. Instituto de Investigaciones Veterinarias. FONAIAP. Venezuela.

248



CUADRO 3. DIAGNOSTICO DE ENCEFALITIS EQUINA VENEZOLANA EN EL ANO

DE 1995.

Entidad Federal Muestras procesadas

Muestras

recibidas Aislamiento viral Serologla IH

C S Cc S Serologla Positivos

positiva (%)

Distrito Federal - 5 - - 0/5 -
Anzoategui - 23 - - 0/23 -
Apure - 38 - - 0/38 -
Aragua 9 159 - - 0/159 -
Barinas - 19 - - 0/19 -
Bolivar - 2 - - 0/2 -
Carabobo 6 130 - 3 12/30 9.2
Cojedes - 66 - 4/66 6.1
Delta Amacuro - 45 - - 0/45 -
Falc6n 7 75 - 1 8/75 10.7
Guarico 18 78 4 2 0/78 -
Lara - 191 - 6 8/191 4.2
Mérida - 2 - - 0/2 -
Miranda - 7 - - 077 -
Monagas - 7 - - 0/7 -
Portuguesa - 5 - 1 0/5 -
Sucre - 45 - - 0/45 -
Téchira 2 16 - - 0/15 -
Trujillo - 141 - 2 9/141 6.4
Yaracuay 185 - 3 9/185 4.9
2ulia 3 150 - 2 8/150 5.3
Total 46 1388 4 21 58/1388 4.2

Fuente: Laboratorio de Arbovirus. IIV-CENIAP. FONAIAP - CENIAP. Instituto De Investigaciones
Veterinarias. Departamento de epidemiologla.

* Encefalitis Equina Venezolana (EEV)
C = Cerebro; S = Suero; IlH = prueba de inhibicién de la hemaglutinacién.
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CUADRO 4. DIAGNOSTICO DE LA ENCEFALITIS EQUINA VENEZOLANA

1. Clinico
2. Epidemiolégico
3. Laboratorio:

a. Aislamiento viral por inoculacién a ratones
b. Identificacién por fijacién del complemento
c. Diagnéstico serolégico por inhibicion de la hemaglutinacién

4. Toma de muestras de sangre de animales asintométicos en contacto con los
enfermos o de los que recién inician el perfodo febril y luego la fase
convaleciente.

5. Cerebro de animales muertos.
6. Diagnéstico diferencial con rabia, toxoplasmosis, rinoneumonitis viral equina,

mielopatia equina, encefalitis japonesa, tétanos, lesién hepatocerebral por
plantas téxicas.
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| XV. AVANCES EN EL DESARROLLO DE LA VACUNAS CONTRA
LA ENCEFALITIS EQUINA VENEZOLANA 2

George V. Ludwig

A.Vacuna TC-83 contrala EEV.USOhumano ...........cceevveviieniennennernnnnes 252
B. Vacuna inactivada C-84 contrala EEV. Uso humano ..........cccccocvvvenennnne. 253
‘ C. Otras vacuna contra la EEV disponibles para uso veterinario

eNIOSEStAdOS UNIdOS ..cocvviniinniieeiieiierinreenteieeiereracierrensesneesasensns 253
D. Las nuevas tecnologfa ofrecen enfoques novedosos para
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0. Hacia dénde se dirige lainvestigacion .............ccccveiiieiiiiiniiiieiennrannnnenes 272

' Trabajo presentado en el Seminario-Taller: Vigilancia
Epidemiolégica de las Encefalitis Equinas. CNSA, DGSA, CPA (SAGAR)
y OPS/MEXICO, Chiapas, México, 1996.

2 Nota de los editores. Este trabajo fue presentado como
figuras y cuadros
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A. VACUNA TC-83 CONTRA LA EEV
USO HUMANO

- Experimental, viva atenuada, vacuna IND
- Contiene una poblacién viral heterogénea
- Elevada reactogenicidad (aproximadamente 20%)
- Algunas personas vacunadas eliminan virus virulento para los roedores
- La tasa de respondedores es del 20%
- En roedores hay infeccion fetal y pérdida de peso
- La viremia en equinos es suficiente para infectar vectores

- Proteccién incompleta contra los subtipos ID, IE, I

- Es la vacuna que se utiliza en Norte, Centro y Sudamérica.

- No se esté utilizando en los Estados Unidos aunque tiene licencia como vacuna
para uso veterinario.

- Las porciones que se han secuenciado recientemente del virus de la vacuna
Vecol se encontré que eran 100% idénticas a la cepa TC-83 nuestra.
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B. VACUNA INACTIVADA C-84 CONTRA LA EEV
USO HUMANO

- Experimental, inactivada, vacuna IND

- Requiere inyecciones multiples y restimulaciones periédicas.

- Cara

- No protege a los roedores contra el desafio por aerosol.

- Utilizada para reestimular a individuos que no responden a la TC-83.

C. OTRAS VACUNA CONTRA LA EEV DISPONIBLES PARA USO VETERINARIO
EN LOS ESTADOS UNIDOS

SOLVAY ANIMAL HEALTH, INC.
- Triple-E (FT), (T)

EQUILABS
- Cephalovac (V.E.W.T.)
- Equi-Flu (V.E.W.T.)

No mencionan los Subtipos que contiene
Son productos inactivados

253



D. LAS NUEVAS TECNOLOGIAS OFRECEN ENFOQUES NOVEDOSOS PARA
ELABORAR VACUNAS CONTRA LA EEV

- Secuenciamiento automatizado a gran escala de ARN y ADN.

- Clonacién molecular (ADN recombinante).

- Tecnologia de clonacién infecciosa para virus ARN.

- Mutagénesis dirigida a un sitio

- Transfeccién eficiente de células con 4cidos nucleicos mutados.

1. ESTRATEGIA

Utilizar la virologfa molecular e ingenierfa genética modernas para racionalmente
derivar una vacuna éptima la cual:

- contendrd mutaciones multiples e independientes para atenuarla
- seréd genéticamente estable (baja frecuencia de reversién)

- Definida molecularmente al nivel de los nucleétidos

- Servir4 de antecedente para las vacunas de EEE y EEO.
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ESTRATEGIAS PARA LA CONSTRUCCION DE VACUNAS DE EEV HECHAS
POR INGENIERIA GENETICA

Parte |. Construccién de una clona de cADN de largo completo

“ Virus de EEV de campo
. \ Alsiamiento del ARN viral

Oomv.déndoehnndom”
cubren ol genoma entero de EEV ‘
Genoma de EEV ‘ ' ‘
Promotor T7 ‘

Construccién de una clona de
. tamafio compieto del genoma
pBR322 — de EEV hacia abajo del promotor del fago T7

255



Parte Il. Mutagénesis dirigida en el sitio de las clonas de largo completo de EEV

Clona de de largo compieto de cADN

identificacién de mutaciones

- andlisis de secuencia

de variantes atenuadas
- mutagénesis de sscuencias
\ virales akamente conservada

[ Mutagénesis dirigida a un sitio |

\ Construccién de clonas de GADN
° " rgo completo con una o

ples mutaciones

Mutaciones atenuantes
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Parte lll. Generacién de vacunas candidatas usando clonas cADN mutadas

Transcripcién de ARN in vitro \

Replicacién viral

® ©
Y \‘ Vacuna candideta ¢.g. V3528

Prueba en modeios animales /

Seleccién de la vacuna candidata
para la aprobacién de la FDA
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E. VENTAJAS POTENCIALES DE VACUNAS DE UNA "CLONA INFECCIOSA"

- Cualquier fenotipo es tedéricamente posible
- Las mutaciones candidatas son probadas individualmente

- Hechas por medio de ingenierfa genética para contener mutaciones multiples e
independientes para la atenuacién.

- Atenuacién adecuada
- Estabilidad genética

-Ventajas en la produccién
- Control de agentes contaminantes
- Vacuna definida genéticamente a nivel de los nucleétidos

- Extrapolacién directa con otros Alfavirus.
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F. MUTACIONES EN VARIANTES ATENUADAS DE EEV

CEPA DE VIRUS LOCUS DE MUTACION MUTACION

V3000 * ninguna ninguna: genotipo
parental

v3010 E2-76 lys por glu en E2 codén
76

V3032 E2-209 lys por glu en E2 codén
209

v3034 E1-272 thr por ala en E1 codén
272

V3040 E1-253 ser por phe en E1 codén
253

V3042 E1-81 ile por phe en E1 codén
81

V3044 nt3A sustitucién (A por G)

** (3X41) E2-243 gin por leu en E2 codén
243

** (V3526) E3-(56-59) delecién de cuatro
aminoécidos

** (V3528) E3-59 glu por arg en E3 codén
59

* La DL50 de V3000 es alrededor de 5 veces menor que la de campo TrD.
** La transfeccién con transcriptos de ARN de estas clonas no produce virus
infeccioso.
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ORGANIZACION Y EXPRESION DEL GENOMA DEL VIRUS DE EEV

Proteines no estructurales

f Translacién Proteinas Estructurales

« coo— [ - . ©

/'ww \0. O
car — . ®

l Traduocién de les proteinas estructurales

I < .
Heterodimerce en ol RE traneportado
- o Goig

Furina
Brcen I 702 oo o veodiners
- alcanza la membrana ocelular

La glicoproteina del virién comprende tres heterodimeros E2-E1




G. COMBINACION DE MUTACIONES EN UNA SOLA VACUNA CANDIDATA

VACUNA CANDIDATA COMBINACION DE
MUTACIONES
MUTANTES V3519 E2-76, E2-209, E1-272
TRIPLES V3520 E2-76, E2-209, E1-81
V3522 E2-76, E2-209, nt3A
V3524 E2-76, E1-272, nt3A
MUTANTES DE V3526 Deleci6nE3-(56-59) , E1-253
SITIO DE CORTE V3528 E3-59, E1-253
V35631 Delecién E3-(56-59), E2-243
V3532 E3-59, E2-243
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H. EFICACIA DE LAS VACUNAS CANDIDATAS CONTRA LA EEV EN RATONES

VACUNA  ATENUACION RESPUESTADE PROTECCION

CANDIDATA ANTICUERPOS

Mutantes V3519 Si +/- 20%

triples V3520 S| + 90%

V3522 sl +/- 30%

V3524 sl + 100%

Mutantes V3526 S| ++ + 100%

:: core  vasag S| + 4+ 100%

sitio V3531 S| ++ 90%

V3532 s ++ 100%

Vacunas TC83 S| +++ 95%
IND

cs4 na + + 70%

* 9% de animales que sobrevivieron a un desafio por aerosol



DESAFIO DE PRIMATES NO HUMANOS CON EEV
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- Se necesita revisar la lista de vacunas candidatas

- Los primates no humanos no presentan cuadros draméticos de la enfermedad
- El incremento de la temperatura fue el indicador més reproducible de la
enfermedad. Se utilizé un sistema de medida de la temperatura corporal por
medio de un sistema de implante y telemetr(a

- La figura muestra una respuesta tipica de desafio con TrD

- Se utilizaron los datos de 6 dias antes del desafio para generar la linea base

- La temperatura se incrementa por hasta siete dias después del desafio

- La elevacién de la temperatura es la temperatura actual menos la de base



RESPUESTA A LA VACUNACION DE LOS PRIMATES NO HUMANOS
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RESPUESTA DE PRIMATES NO HUMANOS VACUNADOS Y DESAFIADOS

Cambio en la temperatura corporal (°C)

- - La mejor fue la V3526 y V3528 que contenian las mutaciones de corte de sitio
-y la mutacién resucitante E1-263
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I. EFICACIA DE LAS VACUNAS CANDIDATAS DE EEV EN MONOS

INOCULO ATENUACION

RESPUESTA DE PROTECCION

ANTICUERPOS .
Candidatas v3524 si + + 80%
V3526 si ++ + 100%
Vv3528 si ++ + 100%
Vacunas TC83 si + + 80%
IND
cs4 na ++ 80%
Virus v3000 no ++++ 80%
parental

* % de animales que mostraron proteccién parcial o total (basados en respuesta
febril) contra un desafio por aerosol

- La V3524-mutante triple que protegié 100% a los ratones, no protegié a todos
los monos del desafio.

- Es interesante remarcar que TC-83 produce la misma tasa de no respondedores
tanto en monos como en humanos. Nétese que V3526 y V3528 protegieron el
100%. Hemos observado el mismo fenémeno en hamsters en los cuales el
numero de animales utilizado es bastante mayor.



EFICACIA DE LAS VACUNAS CANDIDATAS EN PRIMATES

La proteccién parcial o total en monos inducida por las vacunas candidatas fue
evaluada como:

V3000, V3526 >V3528, C84, TC83, V3524 > No vacunados

Vacuna Promedio del incremento del Promedio de duracién del
candidata méximo de temperatura (C) incremento de ios signos y ia
temperatura (h)

Testigo 4.0 155

V3524 2.9 86

TC83 2.8 67

v3528 2.6 50

V3526 2.2 37

V3000 1.8 36

J. DURACION DE LA INMUNIDAD EN RATONES: PROTECCION

Vecuna 1 Cuarto 2 Cuarto 3 Cuarto 4 cuarto

¢ ser0. sc sero sc sero sc aero
Salina 0/10 (a) 0/10 010 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
POPM (b) 8 [] 9 8 9 8 9 7
Cos4 8/8 8/19 10/10 8/10 (c) 10/10 3/10 10/10 4/10
POPM 8 10 9 10
TC83 10/10 10/10 10/10 10/10 9/9 10/10 10/10 10/10
POPM
V526 9/9 10/10 10/10 10/10 10/10 9/10 10/10 8/8
PDPM 17

a) Nimero de sobrevivientes/nimero probado
b) Promedio del dfa de la muerte (dfa més cercano)
c) Todos los ratones enfermaron > 1 semana
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DURACION DE LA INMUNIDAD EN RATONES: ANTICUERPOS

NEUTRALIZANTES
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K. RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE NEUROVIRULENCIA

RATONES BALB/c

Virus PLD,, MDD Animaeles ICLD,, (PFU) MDD Animales
enfermos enfermos

V3000 30.2 10.3 + 26.1 8.3 +
TRD 6.8 9.3 + 0.2 6.5 +
TC-83 >4.0x10° NA >1.6x10° NA +
V3626 >1.6x10" NA >6.8x10" NA

RATONES C3H/HeN
Virus ICLD 4 (PFU) MDD Animales enfermos
7C-83 20 12.1 +
V3626 >1.0x10° NA
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RESULTADOS DEL EXPERIMENTO DE LA CINETICA DE REPLICACION

8 -

Thulo promedio (log10) y error esténdar por
mi. de suspension de cersbro de ratén al 10%

® 2 4 ¢ 8 10 12
Dias posinooulacién
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L. PRUEBAS DE REVERSION

Inoculacién IC de ratones adultos BALB/c

Pase en Virus Titulo ' Enfermos (%) Muertos (%)
’ cerebro
‘ 1 TC-83 8.04 100 0
‘ V3526 5.49 0 0
\
3 2 TC-83 7.73 100 0
V3526 5.80 0 0
3 TC-83 7.39 100 0
v3526 5.91 0) 0
| 4 TC-83 8.09 100 0
; V3526 6.46 0 0
5 TC-83 8.22 100 9
V3526 6.07 0 0

M. VENTAJAS DE LA VACUNA CANDIDATA V3526 SOBRE LA TC-83

- Definida la homogeneidad genética.
- Las mutantes por delecién incrementan la estabilidad genética.
- La atenuacién es consistente en roedores y primates y es superior a la TC-83
- La seroconversién es consistente en roedores y primates y es superior a TC-83
- Ventajas en la produccién

- no posee agentes contaminantes

- la fase O y el producto GMP son idénticos

- la semilla madre es producida por ADN derivada de las bacterias
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N. INFECCIONES DE PERSONAS POR EEV TC-83 EN EL LABORATORIO

PRNT (TrD) PRNT (IE)
Caso Afios PRE POST PRE POST Fuente probable
No. post
TC-83
1 (RH) 2 80 320 10 2560 Centrffuga
2 (JG) 0.5 10 640 <10 80 Centrifuga
3 (NL) 3 40 640 <10 2560 Preparacién de la
semilla
4 (ST) 0.5 10 640 <10 160 Preparacién de
hemaglutinina
5 (PJ) 2 320 >256 80 >1024 Centrifuga
0 0o

0. HACIA DONDE SE DIRIGE LA INVESTIGACIOI

- ESTUDIOS EN CABALLOS

- CLONAS INFECCIOSAS PARA EEE, EEO, EEV F
- Utilizar la experiencia ganada con EEV

- ESTRATEGIAS ALTERNATIVAS

- Vacunas microencapsuladas
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A. INTRODUCCION

La Encefalitis Equina Venezolana (EEV) es una enfermedad que se presenta
principalmente en equinos y humanos y se caracteriza por un cuadro febril que en
ocasiones va seguido de uno neurolégico y de la muerte. El agente etiolégico es un
virus clasificado dentro de la familia Togaviridae, género Alfavirus (1), el cual fue
reconocido por primera vez en Venezuela por Beck y Wickoff en 1938 y por Kubes
y Rios 1939 (2,3,4,5,6).

La enfermedad se consider6 propia del norte de Sud
de 1962 en que se detectaron anticuerpos seroneut
humanos en Champotén, Campeche, México (7). P
la presencia del virus en otros paises de Américe
epizoodemias siendo de las mas notables la ocurric
Norte y Centro América. No afecta a otros animales
que a los seres humanos y equinos, sin embargc
biolégico de la enfermedad al igual que algunos ani
transmision del virus ocurre a través de mosquitos er
multiplicarse por lo que en anteriores clasificaciones s
grupo A (8,9).

Existen varios serotipos del virus de la EEV cc
ende la presentacion de brotes con signos clinic
(10).

Dentro de las cepas de baja virulencia y que ¢
baja o nula mortalidad y simplemente desarrol
desarrollo de anticuerpos, encontramos el s
Venezuela y Panama. El IE o Mena I, se enc
América y estuvo asociado al diagnéstico de pei
1962, limitado a la costa del Golfo de México. El
en la peninsula de la Florida en los Estados Un
en el Norte de Brasil. El grupo IV o Pixuna tai
Brasil.

En el complejo de alta virulencia y que ocasi
mortalidad encontramos el subgrupo IA diagr
Trinidad. El subgrupo IC en Venezuela y el Sut
entre febrero a mayo de 1969, que pasé de ahi
mismo afio sin afectar el resto de los paises de
lleg6 por movilizacion aérea del hombre, de eq
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murciélagos, difundiéndose hacia el resto del pais en 1970 y 1971 llegando al sur
de los Estados Unidos en agosto de ese afio (11,12).

El virus posee una capside de probable simetria de icosaédrica, rodeada de una
membrana; la superficie del virion al microscopio electrénico presenta una apariencia
difusa y con proyecciones muy finas (5); su tamafio es de 65 a 75 nm, contiene un
genoma de acido ribonucleico (ARN) de cadena sencilla, posee 3 polipéptidos con
alto contenido de lisina asociado con el ARN y otros dos que son glicoproteinas y que
junto con los lipidos estructurales forman la membrana viral. La hemaglutinina es un
componente inmunogénico en la superficie del virién y probablemente corresponde
a las proyecciones de glicoproteina. En lo que respecta a la relacion de
proteina:lipido:ARN, ésta es de 70:24:6. Se inactiva con desoxicolato de sodio 1:1000
y con éter (indicando que posee lipidos esenciales), con formalina, es sensible al
acido y se inactiva rapidamente a 37 C.

Se puede cultivar en ratdon lactante o de 3 semanas de edad, y es capaz de
multiplicarse en cobayos, hamsteres, pollos de un dia, embrién de pollo, monos,
perros y algunas aves, al igual que en cultivos celulares como las células de utero
humano y canino, renales de hamster (BHK) renales de mono, embriones de pollo,
pulmones de embrién de ratén y corazén de embrion de cobayo.

El diagndstico se puede hacer por pruebas seroldgicas como seroneutralizacion,
inhibicién de la hemaglutinacion y fijacion de complemento para lo cual se requieren
muestras pares tomadas con un intervalo de cuando menos 14 dias y por aislamiento
del virus, a partir de sangre tomada en la fase virémica de la enfermedad es decir
cuando se manifiestan los signos clinicos, o postmortem a partir de tejido cerebral,
o por ELISA de IgM de captura.

El virus ataca a seres humanos de todas las edades pero se ha observado que los
individuos menores de 15 afios han sido los mas afectados. El periodo de incubacion
es de 1.5 a 3.5 dias con cuadro clinico que asemeja infeccion de las vias
respiratorias, fiebre elevada hasta 40.5 C, dolor de cabeza y musculares, vémito. el
paciente se recupera generalmente después de 30 dias; algunos pacientes muestran
sintomas neuroldgicos como: rigidez de nuca, convulsiones, desviacion de los ojos
y en ocasiones sobreviene la muerte.

Los equinos después de 24 horas de incubacién presentan fiebre que puede durar
hasta 7 dias, disminucion del consumo de alimento y agua, depresion del sistema
nervioso central, leucopenia, disminuye el valor del hematocrito con viremia alta, con
titulos de 10 ° o mas, hay depresion o exitabilidad, caminan en circulos,
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pérdida del balance, flacidés de los labios, ojos semicerrados, orejas caidas y
muerte; la morbilidad es elevada con las cepas epizoéticas de hasta un 100% y la
mortalidad de 20% o mas.

B. ENCEFALITIS EQUINA VENEZOLANA EN MEXICO, DE 1970 A 1974

Durante el verano de 1969 ocurrié una epizootia de Encefalitis Equina Venezolana
en Guatemala, El Salvador, Honduras y Nicaragua, de acuerdo con los reportes del
Centro de Enfermedades Transmisibles (CDC) (1); las primeras muertes de caballos
se registraron en Guatemala en las costas del Pacifico, cerca de la frontera con El
Salvador, posteniormente se difundié hacia el oeste, sobre las costas de Guatemala
y hacia la frontera de Guatemala y El Salvador; durante el mes de agosto hubo
mortalidad en equinos a lo largo de la costa de el Salvador, pero el nimero de
muertes reportadas habia disminuido grandemente en los municipios afectados en
los cuales sélo habia muertes esporadicas. Mas tarde se recibieron informes de
mortalidad entre los caballos residentes en la costa del Pacifico de la Republica de
Honduras y al norte de Nicaragua.

Se considera que el brote ocurrido en México fue una continuacién del ocurrido en
Guatemala, ya que a fines de agosto de 1969 se observaron casos de mortalidad de
equinos en el municipio de Chicomuselo, Chlapas que esta en la frontera con
Guatemala; sin embargo no fue sino hasta junio¢ "~~~

en forma alarmante iniciandose esta vez en los n

de ahi el brote continué por los margenes del

Cintalapa y por las poblaciones localizadas

circunvecinas, dirigiéndose rumbo al Istmo de

Estado de Oaxaca y se reportaron algunos brote

La Direccién General de Sanidad Animal de la Se
de México organiz6 la vacunacién con vacuna d
directamente de Fort Detrick (EUA) a los caball
brotes y formé cordones de vacunaciéon entre k
brotes y las zonas libres de la enfermedad localiz
de vacunacion mas amplio fue el localizadt
aproximadamente un mes antes de la aparicior
Veracruz. Después de este ultimo brote, y todavie
parte de los equinos del Estado de Veracruz. E
murieron 6,042 equinos. No obstante lo anterior, (
de EEV en Tamaulipas,

San Luis Potosi, Nuevo Lebén, Coahuila, Gt
Aguascalientes, Nayarit, Durango, Jalisco, Pueb
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Posteriormente se vacuno a los caballos localizados en una amplia zona del territorio
mexicano localizada en los limites de la frontera de los EUA, donde en 1970 no hubo
casos de EEV y no obstante ello, en 1971, el brote pas6 al Estado de Texas, donde
el primer caso se presenté el 9 de julio de 1971, en un caballo de Brownsville;
posteriormente hubo mas casos y hasta septiembre de 1971 el CDC, reporté 88
aislamientos de virus en equinos y 88 casos en humanos confirmados por el
laboratorio; ademas inform6 de dos casos mas, una persona en la Florida y otra en
Arkansas. A partir del mes de julio de 1971 la campaiia de vacunacién se realizé con
vacuna de virus vivo producido en México. En 1971 la mortalidad de equinos se elevo
a 38,398. En 1972 se presentaron brotes en los Estados de Guerrero, Michoacan,
Morelos, México, Colima, Jalisco, Nayarit, Sinaloa y sur de Sonora, con mortalidad
de 4,869 equinos; el ultimo brote que se presenté en el territorio nhacional se report6
el 19 de septiembre de 1972 en las Islas Marias y desde entonces no se presentd un
solo caso de EEV en México, durante 20 afios aunque se han atendido varios cientos
de reportes de animales enfermos, negativos al establecer el diagnéstico de
laboratorio y se han venido realizando campafias de vacunacion anual.

De la descripciéon anterior se pueden obtener tres conclusiones:

Primera: que la enfermedad siempre que se traslad6 a grandes distancias lo hizo
dirigiéndose hacia la parte norte del Continente Americano.

Segunda: que los cordones de vacunacion no evitaron que la epizootia se difundiera
a lugares lejanos.

Tercera: que después de una campafia de vacunacion bien planeada, seguida de
programas de revacunacién anuales, fue posible controlar el brote.

C. VACUNAS CONTRA EL VIRUS DE LA EEV

Actualmente se conocen dos tipos de vacunas contra la Encefalitis Equina
Venezolana, preparadas siguiendo distintas técnicas que se pueden dividir en dos
grandes grupos (13,14,15,16):

De vacunas inactivadas, empleando cepas de campo originarias de los brotes
actuales, o semillas maestras debidamente clasificadas, inactivadas con formalina,
o mediante ionizacién, o por la aplicacion de irradiacion de rayos gamma.
(17,18,19,20,21).

De vacunas elaboradas a partir de virus vivo modificado y atenuado, del cual hasta
la fecha solamente se ha empleado la vacuna elaborada con la cepa TC-83.
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D. VACUNAS DE VIRUS INACTIVADO

Las vacunas inactivadas se ha venido empleando desde que la Encefalitis Equina
Venezolana hizo su aparicion en el continente Americano, segun lo sefialan Siguer
y col. (1974), siendo Kubes (1936), Kubes y Rios (1939), quienes dieron la pauta e
iniciaron los trabajos de produccién de vacunas (5,8). La vacuna originalmente se
preparaba segun la técnica descrita por Kubes y Diamante (1942), con el virus
aislado por Kubes y Rios, denominado V 1938, elaborando los primeros lotes de
vacuna contra esta enfermedad a partir de una suspension de embriones de polio al
10% segun el método descnto por Shahn y Giltner (1935) y Milchell et al. en 1938,
con ligeras modificaciones (2,10).

Desde entorices hasta la fecha se han venido ensayando diferentes modificaciones
al método de produccion de vacuna inactivada de origen en embrion de polio
destacando los trabajos de Randall et al. (12) y Smith et al. (13) en los que se
describen técnicas de preparacion y purificacion de las vacunas antes descritas y el
de Randall (14) para el uso de dichas vacunas en la inmunizacion de personas que
trabajan en laboratorios de Arbovirus (22,23,24).

Se tiene un gran nimero de reportes de Venezuela y Colombia, en donde el uso de
la vacuna mal inactivada con formalina ha sido la f ) e
en equinos y humanos de Encefalitis Equina Vel

estudios de Sutton (15) y Smith (16), que sefalan «

formalina al 4 por mil, quedan particulas de virus

producir casos de enfermedad en sujetos vacuné

elevando la formalina al 4%, la vacuna resulta in

proteccién muy bajo y por un periodo corto de tierr

con intervalos de 10 dias. En sintesis, desde que

se presentd en el continente, se han venido e

inactivadas para tratar de controlar la enfermedad

No fue sino hasta el 11 de agosto de 1974 que, pc
Panamericana de la Organizacion Mundial de la !
Venezuela, los expertos en produccion de vacuna c
de América y se dictaron las recomendaciones

problema de la falta de control en la produccion de
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E. VACUNAS DE VIRUS VIVO

Hasta la fecha, la Unica vacuna de virus vivo modificado que se conoce es la
elaborada con la cepa TC-83, que segun estudios experimentales de McKinney con
una sola aplicacion protege a los equinos por méas de dos afios (28,29). Dicha vacuna
se ha venido utilizando con excelentes resultados en algunos brotes presentados en
Colombia, Pert, Ecuador, Guatemala, El Salvador, Nicaragua, Costa Rica, Panama,
México y Estados Unidos.

1. Origen de la cepa

La cepa originaimente fue aislada por Randall, en cobayo, a partir del cerebro de un
burro que muri6 de Encefalitis Equina Venezolana, durante un brote en la isla de
Trinidad en 1943; posteriormente se le dieron 13 pases en embrién de pollo y se
hicieron estudios con los que se demostr6 que el virus de la EEV podria ser adaptado
para crecer en una variedad de células de cobayo (30,31,32,33,34,35). Las células
de corazén de cobayo fueron seleccionadas para este estudio. Se hicieron pases en
serie del virus, a intervalos de 3 a 5 generaciones por pase. Los fluidos cosechados
se probaron en ratones encontrando que en el pase niumero 26 un pequefio grupo
de ratones sobrevivié a la inoculacion, aumentando progresivamente el nimero de
ratones que sobrevivia conforme se elevaba el nivel del pase. Después de 45 pases
se logro la completa atenuacion del virus cosechado de los cultivos celulares para el
ratén inoculado tanto por la via intraperitoneal como intracerebral y observando en
equinos, que el virus habla perdido la capacidad de producir la enfermedad, pero que
después de la inoculaciéon incrementaba las defensas especificas del organismo
contra la EEV (36,37,38,39,40). Para entonces se elaboraron varios lotes de vacuna
de los pases 50,70 y 90, encontrando que era una vacuna efectiva para su uso en
humanos.

Con el propésito de purificar el virus, el pase nimero 70 se inoculd en fibroblastos de
embrion de pollo, seleccionando para ello 12 placas, de las cuales 9 eran patégenas
y tres no. Una de las tres no patégenas se utiliz6 como semilla para preparar un lote
de vacuna en células de corazén de embrion de cobayo (pase 80); se le dieron 2
pases mas hasta llegar al pase 82 para ser empleado como semilla para produccion
y el 83 como la vacuna proporcionada por la National Drug Company, que era una
una para uso humano.

Posteriormente se proporcion6 el protocolo de produccion editado por la
National Drug Company, USA, Amy Medical Research and Development
Command en Fort Detrick Maryland y el pase 83 a los laboratorios productores de la
vacuna, Jensen Salsbey Laboratories (Jen Sal, EUA) Instituto Nacional de
Investigacione
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Pecuarias (SAG, México), Empresa Colombiana de Productos Veterinarios (VECOL)
para que sea empleada como semilla madre y preparar la semilla maestra o de
trabajo con el pase 84, encontrando que la vacuna utilizada actualmente corresponde
al pase 85 elaborado de una manera estandar y siguiendo dicho protocolo, al cual en
- México segun resultados de investigacion y trabajos publicados se le han hecho
algunas modificaciones para mejorar la calidad del producto, facilitar su manejo en
condiciones de campo y demostrar su eficacia para uso en equinos que han sido
adaptados por los laboratorios de los Estados Unidos y Colombia.

F. LA VACUNA CONTRA EEV (TC 83) PARA USO EN HUMANOS NO REVIERTE
A LA PATOGENICIDAD AL SER EMPLEADA EN EQUINOS

Se implement6é un experimento en las instalaciones de Palo Alto con 30 caballos
mestizos de 5 a 12 afios de edad distribuidos al azar en 6 grupos de 5 animales cada
uno. El primer grupo fue vacunado con una dosis de vacuna TC83 de virus activo
modificado desarrollado para su uso en humanos (5,000 DL 50%); los caballos fueron
sangrados entre los dias 1 a 15 cada 12 horas, para aislamiento de virus y deteccion
de anticuerpos y se observaron sus manifestaciones clinicas durante 14 dias.

Tres de los cinco caballos desarrollaron fiebre
5,6 y 7 post vacunacién, ningin caballo n
desarrollaron viremia en titulos bajos meno
literatura como necesario para que se inf
demostraron anticuerpos diez dias después

Con la sangre colectada del primer grupo de
se inocul6 el segundo grupo de 5 caballos cor
50 haciendo observaciones similares, es de
ningun caballo mostré signos de EEV, todos d
mas elevados que en el primer grupo pero
desarrollaron anticuerpos. Con la sangre con
se inoculd el tercer grupo, y asi sucesivame
obteniendo resultados similares. Una vez ten
caballos fueron sacrificados y se hicieron est
tejido del sistema nervioso central demostranc
en los tejidos analizados. Se demostré que de
caballos, la cepa vacunal desarrollada p
patogenicidad y no provocaba lesiones micro:
de los equinos (41,42,43,44,45).
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G. USO DE ANIMALES DE LABORATORIO EN LA PRUEBA DE POTENCIA DE LA
VACUNA CONTRA EEV Y LA SUSCEPTIBILIDAD DEL HAMSTER

Con el propésito de facilitar la prueba de potencia para la vacuna contra EEV, se
recomienda haceria en cobayos, en los cuales después de vacunados se evalla la
conversién serolégica. Se ensay6 el uso del raton lactante inoculado por via IC para
la titulacién del virus, del raton de 21 dias y del hamster inoculado por via IP, para
evaluar la conversion serologica, encontrando que las tres pruebas se pueden
emplear como alternativa al uso del cobayo, ya que al comparario con esta prueba
no hubo diferencias estadisticamente significativas (46,47,48,49).

H. METODOS /N VITRO PARA LA TITULACION DEL VIRUS DE LA EEV

Con el propésito de facilitar los métodos para aislamiento de virus a partir de
muestras de campo, de la titulacion de vacunas y de la titulacion de anticuerpos
seroneutralizantes desarrollados ya sea por animales enfermos o vacunados, se
propuso abandonar los métodos tradicionales de neutralizacion en animales de
laboratorio y ofrecer alternativas in vitro empleando cultivos celulares; se evaluaron
las pruebas de efecto citopatico y de neutralizacién del mismo en células Vero y la
prueba de placas y de reduccién de placas en células BHK-21, encontrando que
dichas pruebas in vitro se pueden emplear no habiendo diferencias estadisticamente
significativas al compararlas con los métodos tradicionales en animales de
laboratorio. Pusimos por tanto a disposiciéon de los que trabajan con este virus, para
el diagnédstico, asi como para la titulacion de vacunas o para la titulacion de
anticuerpos seroneutralizantes, nuevas técnicas en cultivos celulares (50,51,52).

I. MODIFICACIONES A LA FORMULA DEL ESTABILIZADOR DE LA VACUNA

Debido a que la vacuna desarrollada estaba destinada para uso en humanos, el
estabilizador recomendado por el protocolo original, era muy pobre en proteinas que
al final protegen al virus durante el proceso de licfilizacién; en estas condiciones la
vacuna una vez liofilizada deberia de ser manejada en condiciones de congelacion
a -20 C. Este requisito es dificil de satisfacer en nuestro pais, sobretodo en
condiciones de campo ya que no siempre se cuenta con la infraestructura de red fria,
de congeladores en los centros de vacunacion, ni de suficientes plantas productoras
de hielo seco para abastecer las hieleras para la vacunacion. Se hizo necesario que
la vacuna se pudiera manejar en simple refrigeracion a 4 C, con hielo de agua y
conservada en refrigeradores comunes; para ello se produjeron lotes de vacuna con
diferentes estabilizadores y pudimos
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descubrir el que mantenia la viabilidad del virus después de liofilizada la vacuna, con
su prueba de caducidad acelerada mantenida a 37 C con un titulo por arriba del
minimo requerido después de 2 semanas y lo mismo cuando fue mantenida a 4 C por
48 horas y por dos semanas. Con estos resultados, se hicieron los tramites para
modificar la férmula del estabilizador y poder recomendar que la vacuna se manejara
en condiciones de refrigeracion a 4 C (53,54,55,56).

J. MODIFICACIONES EN LA FORMULA DEL DILUYENTE DE LA VACUNA

El diluyente recornendado por el protocolo original de produccién, para reconstituir
la vacuna contra EEV, era una solucién balanceada de Hanks, adicionado de lacto
albumina al 5%. Surgieron varias dificultades en la elaboracién y manejo del mismo
debido a que se trata de un medio de cultivo rico en proteinas, siendo necesario
preparario y envasarlo dentro de las mas estrictas condiciones de esterilidad; en
ocasiories la esterilizacion producia precipitaciones en el medio; incluso después de
todas estas medidas se encontraba que en algunos frascos, después de un
almacenamiento no muy prolongado habia crec’

contaminantes; ademas, encontramos en algunos

desviaciones tanto hacia la acidez como a la alcalir

mucho mas sensible de manejar que la misma vacui

del virus al reconstituir la vacuna.

Se pensé en adicionar las proteinas estabilizad
suprimirlas del diluyente y después de evaluar ¢
elaboracién y manejo, se encontré que con un
indicador de pH, se mantenia la viabilidad de la
minimo requerido y sin que cayera después de r¢
refrigeracion por 14 dias. Con estos resultados se h
el diluyente y poder ofrecer uno que no se alter.
elaboracién y que en condiciones de campaiia, co
de dosis, no requiera de refrigeracion; solamente
liofilizado (57,58).

K. DETERMINACION DE LA INMUNOGENICIDA
EEV, EN TERCER PASE

Con el propésito de asegurar la disponibilidad de se
contra EEV, se hizo un estudio para ver si después (
de cobayo, mantenia su inmunogenicidad origir
variaciones al respecto, con lo que se preparé un |
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para emplearlo como semilla de produccion, de la que se tienen varios frascos,
asegurando la disponibilidad de semilla para cuando menos 30 aflos ya que segun
los resultados de este estudio se le pueden dar dos pases mas sin alterar su
inmunogenicidad (59,60,61,62).

L. PRUEBAS DE INOCUIDAD Y ANTIGENICIDAD DE LA VACUNA EN
CONDICIONES DE CAMPO

Para demostrar la inocuidad y antigenicidad de la vacuna en condiciones de campo,
se hicieron dos estudios. Uno en condiciones controladas, en el area de Teziutlan
y Hueytamalco, Puebla, donde los equinos vacunados fueron identificados. Se
hicieron observaciones clinicas de 2,000 caballos vacunados y serologia de 200,
encontrando que ninguno mostr6 signos de EEV 14 dias después de haber sido
vacunado; todos los sueros colectados 14 dias después de la vacunacién tuvieron
anticuerpos inhibidores de la hemaglutinacion, cuando antes de recibir la vacuna
fueron negativos. Con estos resultados se cambié el planteamiento de la campania,
que solamente contemplaba vacunar equinos en areas donde se presentaban los
brotes y, aunado a los resultados de la no reversion a la patogenicidad, se pudo
vacunar en areas donde todavia no habia brotes, para prevenir la enfermedad y en
areas libres de encefalitis, para evitar la difusién de la epizootia en proporciones tan
alarmantes como las contempladas en ese momento (63,64,65,66).

M. DESARROLLO DE UNA VACUNA INACTIVADA DE EEV

Con apoyo del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) se realiz6 un
proyecto de investigacion para desarrollar una vacuna inactivada, la cual se elabor6
con la cepa TC-83 propagada en cultivos celulares de corazén de embrién de
cobayo. Se obtuvieron cosechas con titulos altos de virus el que fue inactivado con
beta propiolactona y resulté ser un inmunégeno eficaz. Sin embargo, se continua
empleando la vacuna de virus vivo, modificada pero, si en algin momento se
requiriera cambiar la politica actual de vacunacion que es de control de la
enfermedad, a la de erradicacion, se cuenta con esta vacuna inactivada para hacerio
(67).
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N. SUPERVIVENCIA DEL VIRUS DE LA EEV EN LOTES DE VACUNA
CONSERVADA EN REFRIGERACION

Con el proposito de asegurar que la vacuna se mantiene viable durante el periodo
que marca la fecha de caducidad, se estudiaron lotes de vacuna que tenian 18, 24
y 30 meses de haber sido elaborados. Encontramos que el 100% de los viales
estudiados mantenian su titulo por encima del minimo requerido después de 18
meses; algunos de ellos lo conservaban después de 24 meses y dos, después de 30
meses, dando un amplio margen de seguridad a la fecha de caducidad que esta
marcada con 12 meses (68,69,70).

0. EMPLEO DE BOVINOS COMO CENTINELAS DE LA ACTIVIDAD VIRAL DE
EEV Y ALGUNOS ASPECTOS EPIZOOTIOLOGICOS

Se vacunaron bovinos con la vacuna EEV T
descritas; se encontr6 que todos desarrolls
hemoaglutinaciéon (IH). Al hacer muestreos sei
epizootia, también se identificaron anticuerpos
la enfermedad. Con esto quedé demostrado, ya
bovinos contra EEV, que los sueros de estc
diagnéstico de Brucelosis y otras enfermed:
actividad viral de EEV en diferentes regiones d
que no se vacunan con EEV, pueden servir cc
adicionales para el muestreo serol6gico. Al

actividad viral, no se corre el riesgo de dejar
modificar el ciclo biolégico del agente, ni la eco
nuevos huéspedes como cobayos y hamsters ¢
actuar como amplificadores del virus al desarrol
lo que puede alterar la patogenicidad del vin
mosquitos vectores.

Por otro lado, con las técnicas serolégicas de d
de este proyecto, se han podido hacer estudios
los brotes y se ha podido evaluar la actividad vi
la del Este y del Oeste; ademéas se puede m
epizootiologica (71,72,73,74,75,76,77,78).
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P. AISLAMIENTO DEL VIRUS DE LA EEV A PARTIR DE SALIVA, LAGRIMAS Y
CEREBRO DE VAMPIROS INOCULADOS EXPERIMENTALMENTE

Con el propésito de estudiar el papel que representa el comportamiento migratorio
del vampiro Desmodus rotundus, ante el virus de EEV y de alguna manera aportar
datos de como los brotes se pueden desplazar a varios kilometros de distancia, sin
afectar a los equinos de las areas intermedias (de Ecuador a Guatemala, 1969) se
inocularon 20 vampiros por diferentes vias y con distintas dosis de virus, logrando
recuperar el virus de un murciélago inoculado por via intracerebral a partir de saliva:
alos 5, 8 y 12 dias y de lagrimas: a los 8 y 12 dias después de la inoculacion. Este
animal muri6 el dia 16 y se recuperd el virus a partir de cerebro. Se demostré que
aunque esta no es la ruta natural de adquirir la infeccién, no se puede descartar la
posibilidad de que las migraciones de murciélagos pueden acarrear al virus de una
regién a otra (79).

Q. PRODUCCION A NIVEL INDUSTRIAL DE LA VACUNA CONTRA LA EEV

Con los resultados anteriormente descritos tanto de la bondad de la vacuna, de las
modificaciones realizadas en su elaboracion y de las técnicas modernas aplicadas
para evaluar su calidad, se implement6 la produccién a nivel industrial, primero en las
instalaciones de Palo Alto, donde se elaboraron méas de 33 millones de dosis de 1971
a 1976 (Cuadro 1) con lo que se controlaron los brotes que se presentaban en ese
momento en el pals. La efectividad de la medida fue tal que desde el 19 de
septiembre de 1972, en que se report6 el ultimo brote epizobtico en las Islas Marias,
no volvié a ocurrir ninguno mas en el pais en los siguientes 20 afios; se han atendido
varios cientos de reportes de equinos enfermos de encefalitis, que resultaron
negativos a EEV por pruebas de laboratorio. Se ha continuado con programas y
campanas de vacunacién anual, a nivel nacional, aplicando la vacuna que con estas
modificaciones actuaimente elabora la Productora Nacional de Biolégicos
Veterninarios (PRONABIVE) que desde 1976 a la fecha ha producido varios millones
de dosis. Como estas medidas no impiden la introduccién del virus al pals cuando
éste circula en palses vecinos, a principios de la década dGe los ochentas cuando se

* presentd un brote en Belice, se asoci6 con algunos casos aislados de encefalitis en

equinos de Quintana Roo y Yucatan.

En el periodo de 1970 a 1972 se reportaron 49 mil equinos muertos; 51 mil casos se
dieron en humanos con 93 defunciones. En el periodo de 1970 a 1976, se
produjeron més de 33 millones de dosis de vacuna, se aplicaron cerca de 17 millones
de dosis y se exportaron méas de 1,750,000 dosis (Cuadro 2) a Colombia, Costa Rica,
Ecuador, El Salvador, Guatemala, Honduras, Nicaragua, Panama y Peru.
Actualmente PRONABIVE continta exportando vacuna a estos paises agregando a
la lista Belice y se tiene un convenio con Cuba, que consiste
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en contar con suficiente vacuna para el caso de que si la EEV se introdujera en ese
pais, se pueda contar de inmediato con suficiente biolégico para hacer frente a la
epizootia. Se ha capacitado al personal de diferentes paises de Centro y Sudamérica
en la produccién y control de calidad de la vacuna; sin embargo por cuestiones de
costos, han preferido comprar el biolégico a nuestro pais.

Las modificaciones antes sefialadas en los procedimientos de producciéon y de
control de calidad para mejorar las bondades del producto han sido adoptadas por
los laboratorios Jensen Salsbey (Jen Sal) de los Estados Unidos de Norte América
y por la Empresa Colombiaria de Productos Veterinarios (VECOL) que también
elaboran la vacuna en el mundo.

Actualmente se cuenta con suficiente semilla y con los mecanismos, cientificos,
técnicos y administrativos necesarios para:

1) Establecer convenios sobre la produccién y comercializacion de la vacuna entre
los laboratorios comerciales interesados y el Centro Nacional de Investigaciones en
Microbiologia del INIFAP).

2) Poner el bioldgico a disposicion de los propietaric
y no solamente a través de campafias sanitarias, ¢
esta manera prevenir en forma mas eficaz, la p
epizodtico como el ocurrido entre 1970-1972.

3) Colaborar para salvaguardar la ganaderia equina
y prevenir su transmisién al hombre ya que, segt(
silvestre, en bovinos y en mosquitos, de una u otra
actividad viral en algunas regiones del pais. Adem:
que cuando se presenten brotes en algun pais de
pueda de alguna manera, llegar a nuestro pais y e
no tengan inmunidad para la misma.

Por todo esto, se ha hecho necesario continuar cc
en las diferentes regiones del pais, sobre todo en ac
de alto riesgo, como son los Estados comprendidos
asi como en las areas tropicales, donde se vacun:
millones de cabezas de equinos, de una poblacion
mas de 3 millones que requieren de ser vacunado
totalidad, con la participacion de los productores y
industria quimico farmacéutica veterinaria; adema
incrementar la exportacion de vacuna a los paises
82, 83).
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R. MANEJO Y APLICACION DE LA VACUNA

La vacuna y el diluyente deberdn conservarse siempre en refrigeracion a 4 C,
protegidos de los rayos solares, procurando que tanto el diluyente como la vacuna
ya reconstituida, mantengan un pH adecuado, lo cual se identifica comparando el
color del producto con el de la etiqueta a que sean iguales o muy parecidos.

Posologia: Inyectar 0.5 mi por via subcutanea, usando una aguja diferente para cada
animal.

Uso: Para inmunizacion de la Encefalitis Equina Venezolana en caballos, burros y
mulas.

Presentacion: Frascos ampula conteniendo vacuna liofilizada y frasco ampula de
diluyente de 5 ml para preparar 10 dosis.

Precauciones: Es importante recordar que la vacuna contiene virus vivo y que la
efectividad de la vacunacion depende de la supervivencia del virus. Se deben tomar
las siguientes precauciones:

1) La vacuna debe ser mantenida en la obscuridad a una temperatura inferior a 4 C;
es importante que la vacuna esta refrigerada todo el tiempo.

2) No utilizar nunca la vacuna reconstituida en su diluyente cuando haya pasado una
hora después de reconstituida.

3) Las agujas y las jeringas deben ser esterilizadas por autoclave, pero nurica con
alcohol, formalina y otros productos quimicos parecidos. Debera utilizarse una aguja
diferente para animal. Es recomendable el uso de material desechable.

4) Ya que son necesarias 3 a 4 semanas para que la inmunidad del animal sea
completa, es importante mantener a los animales vacunados, al abrigo de la infeccién
natural y en reposo absoluto por las mismas 3 a 4 semanas; se pueden observar
reacciones febriles de 3 a 5 dias después de la vacunacion.

5) Se recomienda que en las regiones de alto riesgo y donde se repitan los brotes de

la enfermedad, que se practique la revacunacion anual para mantener un alto nivel
de inmunidad.
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6) Se reconoce que ninguna vacuna produce 100% de inmunidad y que a causa de
exposiciones prolongadas y peligrosas, pueden ocurrir accidentes. Esto no quiere
decir necesariamente que la vacuna ha fracasado. Puede explicarse por que el
animal estuvo en contacto en el campo, con una cepa silvestre virulenta, o pudo
haber tenido este contacto muy préximo a la administracion de la vacuna, o incluso
que el animal pudo haber estado infectado previo a la vacunacion. Se sabe que
ciertos animales no pueden ser vacunados con éxito.

7) En caso de reaccion anafilactica, inyectar inmediatamente 1 ml por cada 80-100

kg de peso, de una solucién de clorhidrato de epinefrina al 1:100 por via
endovenosas.
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CUADRO 2. NUMERO DE DOSIS DE VACUNA CONTRA LA
ENCEFALITIS EQUINA VENEZOLANA COMERCIALIZADA EN EL
PERIODO 1981-1998.

ANO NUMERO
1981 760,000
1982 663,809
1983 698,180
1984 762,804
1985 476,804
1986 762,277
1987 653,640
1988 300,653
1989 324,959
19980 310,415
1995 591,430
1996 289,540
1997 180,290
1998 141,300

Fuente: Productora Nacional de Biol6gicos Veterinarios.
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NOTA EDITORIAL

La presente gula ha sido elaborada con base al documento
“Guidelines for Arbovirus Surveillance in the United States” del
Departamento de Salud y Servicios Humanos del Centro para
Prevencion y Control de Enfermedades (CDC) y del Sistema de
Informacion y Vigilancia de las Encefalitis Equina Venezolana del

Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) de Colombia.

Ello conlleva a uniformar criterios y procedimientos para
hacer mds eficaz la vigilancia de las encefalitis equinas en el

hemisferio.
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GUIA PARA EL SISTEMA DE INFORMACION Y VIGILANCIA
EPIDEMIOLOGICA DE LA ENCEFALITIS EQUINA VENEZOLANA PARA LA
REGION DE LAS AMERICAS

INTRODUCCION

En los dltimos 15 afos la notificacién de casos compatibles con encefalitis equinas
ha sido esporadica, sin comprometer poblaciones significativas a excepcién del brote
epidemico de 1995 en Colombia y Venezuela que afecté a mas de 40,000 personas
causando 46 fallecimientos en los dos palses. No fue posible obtener datos sobre la
morbilidad y mortalidad en equinos..

En general hay desconocimiento en lo referente al diagnéstico y al tipo y manejo
de muestras necesarias. Las comunidades no estdn conscientes de la necesidad de la
notificacién oportuna de casos en los caballos.

Los dafos causados principalmente por la EEV son dificiles de valorar por sus
efectos directos e indirectos y por la dificultad de obtener datos reales de cada epizootia,
como se sefalé en el parrafo anterior.

Por otra parte, falta un mayor conocimiento sobre
enfermedad, como por ejemplo: la existencia de nuevas variante:
silvestres, tipos de vectores involucrados en el ciclo enzdéotic
inmunidad causada por la vacuna TC-83.

Los sistemas de informacién existentes en los paises, se€
a la notificacién de casos de enfermedad encefalitica ubicand:
pero sin tener la confirmacién diagndstica y sin hacer la investig

Aunque existen pruebas diagndsticas que permit
diferenciacién de los virus causantes de las encefalitis, la may
carecen del servicio de diagnéstico y solo se valen de signos e
en ocasiones de pruebas histopatolégicas para sospechar su pres

Igualmente, en muchos de estos se aplica la vacuni
eficacia, que produce importantes periodos de inmunidad aun r
resultado de gran utilidad en el control de epizootias, pero que h
indiscriminada tanto en &reas consideradas de riesgo, como en i
ocurrencia de encefalitis.

Con base a los programas de prevencién y contr
Venezolana (EEV) existentes en la mayoria de los palses d
instrumentar un sistema uniforme de informacién y vigilancie
encefalitis con la participacién de los servicios oficiales de
animal. Ello hard comparable los datos entre los diferentes
comprender mejor el comportamiento y la dindmica espac
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enfermedad. En el presente documento se incluyen los elementos epidemiolégicos
necesarios, para mantener una informacién Gtil para la toma de decisiones tendientes a
mejorar las acciones de prevencién y control de la enfermedad. Se destaca la
intervencién de los servicios de diagnéstico para la vigilancia epidemiolégica de las
encefalitis. Se proponen elementos para la caracterizacién de ecosistemas de riesgo y
se concluye proponiendo aspectos administrativos y operativos para el manejo de la
informacién, haciendo énfasis en que esta debe enmarcarse en los sistemas de
informacién ya existentes en los palses.

PROPOSITOS:

Recomendar las bases cientificas, y acciones correspondientes para el desarrollo de
programas de vigilancia epidemiolégica con el fin de prevenir epidemias de Encefalitis
Equina Venezolana y reducir el impacto socio-econémico causado por la enfermedad.
OBJETIVOS:

e Estimular la notificacién e investigacién de focos de encefalitis equinas.

e Estimular el uso del laboratorio de diagnéstico para confirmacién de sindromes
compatibles de encefalitis equinas.

e Investigar los focos enzoéticos y areas de riesgo para identificar factores asociados

utiles para la prediccién de brotes y epidemias.

e Incentivar el anélisis e interpretacién de datos y difundir la informacién.

ASPECTOS GENERALES

Las encefalitis equinas constituyen un grupo de enfermedades, causadas por
arbovirus de la familia Togaviridae que revisten una importancia socioeconémica para los
palses del hemisferio occidental. Entre ellas, son de mayor importancia, por su
distribucién y dafios que causan en las Américas. la encefalitis equina del este (EEE), la
encefalitis equina del oeste (EEO) y la encefalitis equina venezolana (EEV). De las tres
mencionados la EEV, reviste la mayor importancia por su patogenicidad en los humanos y
las caracteristicas de las epizodtias y epidemias causadas en el pasado que han
trascendido las barreras naturales para extenderse por casi todo el continente. Las tres
enfermedades se encuentran en la lista B del Cédigo Zoosanitario Internacional de
Epizootias, que compromete a los paises a mantener sistemas de vigilancia e informacién.
(1)
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Un cuarto miembro de este grupo ha sido descrito en el sureste de los Estados
Unidos y ha sido referido como el virus Highland J., que afecta solo a los equinos. (7).

Encefalitis Equina Venezolana (EEV)

El agente causal de la EEV fue aislado por primera vez en 1938 en caballos del
estado Aragua, Venezuela. Se ha informado de la ocurrencia de brotes durante 11 afios
en el perfodo 1935 a 1961 y en todos los afios de 1962 a 1973. Grandes epizootias se
presentaron en Colombia, Venezuela, Trinidad y Pert entre 1955y 1959. ( 1 )( 18)

La onda epizéotica mas dramética fue la de 1969, que se difundi6 de Ecuador a
Guatemala y se extendié a los otros pafses de Centro América y México, llegando en junio
de 1971 a Texas, Estados Unidos de América. En solo 2 afios la epidemia cubrié una
distancia de 4,000 Km y ocasioné decenas de miles de ¢ o '
morbilidad y mortalidad en equinos. Esta severa epidemi
miembros de la Organizacién a la aprobacién de una
Interamericana sobre el Control de la Fiebre Aftosa y otras i
1971, para crear un servicio de vigilancia epidemiolégica er  _ U
Centro Panamericano de Zoonosis (CEPANZO). En los aflos siguientes esta decisién ha
sido ratificada y ampliada en la RICAZ V (1973) y RICAZ VI (1975).

La EEV se presenta en la naturaleza en fi
enzoéticos o silvestres el virus puede tener activid ;
indefinidos. Su ciclo lo hace en roedores y : !
importante y variado de mosquitos. Las epizootfas |
las regionales tropicales y subtropicales de Américi '
anos de silencio aparente.

Durante las epizootias la enfermedad afect ;
que cursa con alta morbi-mortalidad habiendo una |
un corto periodo después pasa a los humanos.

VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA - GENERALIDADES

Las vigilancia tiene por finalidad detectar o ;
virus de las encefalitis equinas para predecir y prev

La vigilancia epidemiolégica de las encefalit '
de los niveles de actividad viral, las poblaciones ;
vertebrados, casos humanos, clima y otros factore: |
dindmica de transmisién de los agentes virales (6 ;
tienen gran influencia sobre el comportamiento te i
virus. Las condiciones ambientales 6ptimas fa ;
vectores y la amplificacién del virus en los solfpe '
tanto requiere un profundo conocimiento sobre la | ;
huéspedes vertebrados y los mosquitos.

El indicador m&s comun de la inminencia |
aparicién de casos clinicos en los solipedos. La |
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dependeré de las caracteristicas epidemiolégicas de cada una de las encefalitis y de la
proporcién de la poblacién equina inmunizada para el virus especifico.

El virus de la VEE es el que reviste mayor preocupacién dada la alta morbilidad y
letalidad que llega a causar en los solipedos y su importancia como agente patégeno para
el hombre. Es de esperar que las regiones en donde previamente se ha presentado
actividad epizodtica vuelva a ser teatro de ella cuando con al paso de los afios la poblacién
de equinos sobrevivientes inmunes vaya siendo reemplazada por animales susceptibles.
La experiencia enseiia que mapas como los que se basan en el sistema de Holdridge
permiten identificar las regiones en donde pueden surgir brotes epizoéticos y
reciprocamente aquellas que permanecen indemnes.

Los datos requeridos para estimar el riesgo de transmisién a los humanos se
encuentra en diferentes instituciones, de ahl que el sistema debe considerar un estrecho
intercambio de informacién intersectorial e interinstitucional.

El sistema de vigilancia debe ser proactivo, disefiado para proveer informacién y
alertar a lag autoridades de salud sobre cualquier actividad epidémica oportunaments,
buscando predictores con el fin de dar inicio a las actividades de prevencién y control.

ELEMENTOS PARA LA VIGILANCIA

Los siguientes elementos, independientemente o en conjunto pueden ser tenidos
en cuenta para aumentar la capacidad predictiva de los programas de vigilancia de las
encefalitis equinas: Ecologfa local; dindmica estacional; el monitoreo de los datos
meteorolégicos; vigilancia en los huéspedes vertebrados; vigilancia de los casos equinos;
vigilancia de los casos humanos y vigilancia de los vectores.

1. Ecologia Local

Las localidades varfan en topograffa, clima, vegetacién y suelo, que a su vez influyen
sobre la distribucién y poblacién de los vectores, variabilidad de, huéspedes
vertebrados, estado de inmunidad de los huéspedes, etc. Asimismo estas
caracter(sticas cambian con el tiempo. La variacién espacial y temporal de una
localidad especifica es denominada "Patch dynamics".(6) (28) Por lo tanto se requiere
establecer una serie de datos bésicos sobre las diversas localidades por perfodos
prolongados (5 6 més ailos) para aumentar la capacidad predictiva de los sistemas de
vigilancia.

Una vez se disponga de la base de datos se puede expresar la abundancia de vectores
y huéspedes susceptibles como desviaciones en un perfodo pre-determinado de una
estacién (mensual, semanal).

Las modificaciones ecolégicas deben ser tenidas en cuenta cuando se crean
condiciones favorables para la aparicion de brotes como en lugares donde se
desarrollan planes de irrigacién o nuevas plantaciones de arroz, u otras obras de
desarrollo que modifican sustancialmente los ecosistemas.

Usualmente los brotes epidémicos de EEV ocurren en zonas tropicales o subtropiicales
donde las lluvias son estacionales y favorecen la formacién temporal de criaderos de
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los mosquitos vectores. Estas zonas corresponden a las denominaciones: matorral
desértico, monte espinoso; bosque muy seco y bosque seco.

Por el contrario, las situaciones de endemicidad corresponden a aquellas zonas en las
cuales existen condiciones continuas que favorecen una poblacién permanente de
mosquitos vectores, como es el caso de pantanos, mérgenes fluviales o de ciénagas o
situaciones anélogas en donde hay abundante vegetacién acuética como lechuga de
agua (Pistia strationes) que es propicia para la crfa de Culex (Melanoconion) de
diversas especies, que actiian como transmisores entre vertebrados silvestres, entre
los cuales juegan papel importante roedores pequeiios. (Sigmodon, Proechmys,
Zigodontomys, Hetromys). Estas zonas en los mapas mencionados corresponden a
Bosque Humedo y Bosque muy hiumedo (22). En ellas no es de esperar brotes
epidémicos, a no ser con el ingreso de poblaciones humanas o equinas susceptibles,
como sucede en el caso de nuevos asentamientos y desarrollo de planes de
colonizacién.

. Dinémica estacional

Los predictores para la ocurrencia de epidemias varfan en los diferentes perfodos del
afno.

Los tactores climatolégicos son los predictores més dutiles y tempranos de una
epizootia, ya que ellos influyen en el tamafio de las poblaciones de mosquitos
vectores. Para los pafses del érea tropical o subtropical, se considerarén las
temperaturas del verano, y en el invierno la época de lluvias, dependiendo de los virus,
vectores y regiones. Ej: En la regién noroeste del Peri, el régimen de lluvias es
bastante bien definido; se inicia en enero y continiia hasta abril con un méximo de
precipitacién entre febrero y marzo.

Los predictores de mediana estacién deben considerar la estimacién de las poblacicnes
de vectores y huéspedes vertebrados y evidencia de la transmisién viral temprana en
el ciclo natural.

Los predictores tardios estacionales consisten en la evidencia de la propagacién del
virus en animales centinelas, vectores y animales domésticos, particularmente en los
equinos (6).

. Monitoreo de datos meteoroiégicos

La gran variedad de factores ecolégicos locales que influencian la transmisién de los
virus de las encefalitis equinas, complican el uso de los datos meteorolégicos para
predecir epizootfas y epidemias. Los diversos huéspedes vertebrados y especies de
vectores responden a los cambios meteorolégicos en multiples formas, dependiendo
de la localizacién geogréfica y otros factores. La combinacién de la precipitacién
pluvial y temperatura puede ser estudiada en ciertas localidades, aunque las
variaciones pueden ser extremas en una determinada localidad (5). Huracanes, e
inundaciones, sin embargo, deben ser considerados como factores predictores para
epizootfas y epidemias.(23).



Las corrientes de los vientos pueden contribuir a la dispersién de importantes especies
de mosquitos a localidades distantes. Sin embargo ello no deja de ser solo una
hipétesis dada lo dificultad de comprobar la trayectoria de la infeccién viral por este
medio de una poblacién equina y humana a otras. (25)

4. Vigilancia de los huéspedes vertebrados

Los animales vertebrados silvestres pueden ser huéspedes de un gran nimero de
arbovirus entre ellos los de las encefalitis equinas. Ademéas de que pueden ser
reservorios de virus aun no detectados.

Se conoce un gran numero de huéspedes vertebrados tanto silvestres como
domésticos para los virus de las encefalitis equinas. Ello, sin embargo varia de
acuerdo a las localidades y regiones, habitats, clima etc. (1) (9) (10) (14) Por lo tanto
el uso de una sola especie animal como centinela o para aplicacién de un solo método
de vigilancia no puede ser eficaz para todas las reas, especialmente si se sospecha la
existencia endémica de dos o mas arbovirus. Por ejemplo en el oeste del Estado de
Texas en los Estados Unidos, el niumero de casos de EEO en humanos estd mas
relacionado con las tasas de aislamiento del virus en gorriones que con la densidad de
vectores o condiciones ambientales. (6) ’

Los focos naturales de infeccién enzoética de EEV se encuentran en las selvas
humedas de América tropical e involucran roedores silvestres, entre los cuales se han
identificado especies de Sigmodon, Oryzomys, Peromyscus y Proechimys y algunos
marsupiales (1).

De esta manera la identificacién y caracterizacion de focos enzoéticos es una
necesidad. La vigilancia de arbovirus utiliza una gran variedad de especie de aves y
mamiferos. Lo importante es conocer en cada érea enzodtica, las poblaciones de
especies abundantes que puedan estar infectadas con el virus sujeto a la vigilancia.

Es aconsejable obtener informacién sobre la poblacién relativa de estas especies
animales y el potencial de reproduccién asf como las tasas de infeccién en las especies
de huéspedes vertebrados. Esta informacién sera dtil para el disefio del sistema de
vigilancia que se ajuste a las condiciones y necesidades locales. (4) (6) (14) (27).

La seleccién de un huésped vertebrado en la vigilancia epidemiolégica de las encefalitis
equinas debe estar basada en las caracteristicas propias que define a un buen
reservorio de arbovirus, entre las cuales se mencionan las siguientes:

Susceptibilidad al virus que esté bajo vigilancia.

Respuesta prolongada de anticuerpos y con tftulos elevados.

Baja morbilidad y mortabilidad.

Poblacién local abundante

Alta movilidad local para aumentar exposicién y diseminar el virus.

Exposicién frecuente a los vectores

® ~9 a0 g

Atractivo y tolerante para la alimentacién del vector
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h. De fécil captura por métodos convencionales.
i. Fé&cilmente manejable para obtener muestras sanguineas

j. Facilidad para determinar edad o para marcarlo cuando hay necesidad de hacer
capturas multiples.

k. De larga vida para facilitar la obtencién de muestras en el mismo animal.

Los animales centinelas son usados para la deteccibn de focos enzoéticos
estableciendo la presencia del virus y para monitorear los cambios temporales y
espaciales en un drea determinada. El hdmster ha demostrado ser un centinela eficaz
para la vigilancia de EEV. El uso de animales centinelas tiene sus ventajas y
desventajas.

ntre las ventajas se citan: dar a conocer el tipo y lugar exacto de la exposicién y
asegurar la uniformidad para la seleccién del habitat, edad, origen de los animales y
periodo del muestreo. Entre las desventajas se mencionan, que el método es costoso,
poco viable para la mayorfa de los palses de América Latina y el Caribe, limitando
ademés el 4rea geogréfica de cobertura.

Las éreas de vigilancia deben ser igualmente definidas, con miras a proteger la salud
humana. Previendo la multiplicacién del virus de EEV en los equinos. Asi los
programas de vigilancia pueden cubrir 4reas donde hay mayor concentracién de
equinos, cercanas a centros urbanos o pueden desarrollarse alrededor de focos
enzodticos detectados en el pasado

Los animales centinelas son usados para la deteccibln de focos enzoéticos
estableciendo la presencia del virus y monitorear los cambios temporales y espaciales
en una érea determinada. El hdmster ha demostrado ser un centinela eficaz para la
vigilancia de EEV.

La ventaja del uso de animales centinelas es dar a conocer el tipo y lugar exacto de la
exposicién y asegurar la uniformidad para la seleccién del habitat, edad, fuente de los
animales y perfodo del muestreo. Sin embargo el método es costoso, limitando
ademds el area geogréfica de cobertura.

6. Vigilancia de los casos de Equidos

La vigilancia de los casos equinos en las 4reas con p
asnales y mulares provee la informacién més préictica y
riesgo para la salud publica, especialmente en localidade:
del virus en animales silvestres o en mosquitos. La
siguientes datos: poblacién equina; tasas de reproduct
exhibicién o deportiva y datos sobre las coberturas de vac

La notificacién de sindromes compatibles con encefalom

y debe alertar la intervencién de los veterinarios de salu
evento que se presente. La vigilancia activa requiere
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equinos sospechosos y la colecciébn de muestras sanguineas para confirmacién del
diagnéstico por el laboratorio.

Es aconsejable hacer evaluaciones periédicas del riesgo de epizéotias de EEV u otras
encefalitis existentes en la regién, lo cual se basa en la determinacién de la inmunidad por
medio de encuestas seroepidemiolégicas en la poblacién equina. Ello requerird una
informacién adecuada sobre el estado de las vacunaciones aplicadas a la poblacién equina
local.

Ademés, es importante considerar la estratificacién del muestreo, estableciendo por lo menos
dos categorfas fundamentales: una constituida por animales expuestos a una epizootfa previa
o vacunados (inmunes) y otro grupo constituido por animales nacidos después de la epizootia
(susceptibles).

Es entendible que a medida que los animales inmunes van siendo reemplazados por
susceptibles, la posibilidad de un nuevo brote crece.

. Vigilancia de los mosquitos

La vigilancia entomolégica se emplea para determinar los cambios en la distribucién
geogréfica del vector, para obtener mediciones relativas de la poblacién de vectores a lo largo
del tiempo y para facilitar las decisiones adecuadas y oportunas en lo referente a
intervenciones. Puede servir para identificar las zonas de alta densidad de infestacién o los
perfodos de aumento de poblaciones. En las zonas donde el vector no esta presente, la
vigilancia entomolégico es crucial para detectar radpidamente nuevas introducciones antes de
que se generalicen y san dificiles de eliminar.

La vigilancia de los mosquitos vectores, consiste basicamente en dos actividades:

a. ldentificar los criaderos de larvas y localizarlos en mapas cartogréficos. Ello provee
estimaciones precoces de futuras densidades de mosquitos adultos y asimismo provee
informacién para eliminar los mosquitos en el estado larval.

El mapeo de los diferentes habitats 6ptimos para la crfa de larvas de mosquitos
constituyen la linea de base para cualquier accién que deba definirse para el control de
los mosquitos. Estos mapas deben actualizarse periédicamente para mostrar la
ubicacién de los principales sitios de crfa de mosquitos asf como aquellos que poseen
altas densidades de adultos. Para ello pueden usarse también los sistemas
computarizados de informacién geogréfica (GIS).

b. Monitoreo de la actividad de adultos. El monitoreo de especies, densidad, estructura
etarea y tasas de infeccién viral en adultos provee datos predictivos precoces para el
sistema de vigilancia de las encefalitis equinas (6) (8).

Las estaciones para captura de mosquitos deben colocarse alejadas de los habitats larvales
para reducir el numero de machos y hembras jévenes. Una elevada proporcién de machos
en una colecta indica generalmente un habitat larvario en las cercanfas.



Los datos sobre colecta de adultos y de larvas deben ser puestos en gréficas para mostrar
la densidad de los mosquitos en funcién del perfodo para cada estacién de captura. El uso
de estos datos es importante para programar y evaluar las actividades de control. (13) (24).

El mantenimiento de la transmisién de los arbovirus depende fundamentalmente de las tasas
de sobrevivencia de las hembras. Las hembras més viejas que se han alimentado y
adquirido el virus viven tiempo suficiente para transmitir la infeccibn. De modo que los
programas de vigilancia deben asumir que las hembras mas viejas estdn presentes en una
proporcién mas o menos constante en la poblacién total de mosquitos (Ej: una distribucién
etarea estable) y por lo tanto el recuento total del atrape tiene una relacién directa con las
actividades de transmisién de los arbovirus, aunque ello no todas las veces es valido, ya
que deben tomarse en cuenta otros factores como la competencia entre las diversas
especies de mosquitos por la disponibilidad de nutrientes en algunas habitats larvales. La
reduccién de la tasa de sobrevivencia larval conduce proporcionalmente a una poblacién
menor de adultos. Los adultos que emergen de situaciones altamente competitivas son mas
pequefios y menos robustos. (6)

La longevidad de los adultos es dependiente de la densidad poblacional de las larvas.
Entonces la correlacién entre la abundancia de vectores viejos y la transmisién de arbovirus
tiene mayor importancia que las tasas entre el total de los vectores y la transmisién

En lo referente a los vectores involucrados en los ' I
establecer recolecciones anuales, cuando las lluvias est

Los sistemas de coleccién de mosquitos son variado:

algunos métodos.

Se han descrito varios géneros y especies de mosquitos
de EEV durante las epizootlas: Aedes scopulari
pseudopunetipennis; Aedes solicitans; Culex nigripalpus
titillans; Deinocerites pseudes; Psorophora confinis. |
deben ser consideradas como elementos de alerta

7. Vigilancia de casos humanos

El propésito primordial de la vigilancia de las encefalitis |
para la prevencién de los casos humanos.

La coordinacién e intercambio de datos entre los diversos se
para que el sistema de vigilancia opere adecuadamente.

Cuando se encuentre un incremento de actividad de arbc
mosquitos, se debe notificar de inmediato a los servicic
Asimismo, los encargados del control de vectores deben
sospechosos de encefalitis en humanos.

En 4reas o localidades, donde se reporte actividad viral de E
en equinos, deber& hacerse la vigilancia de casos febriles h
salud en general. Muestras sanguineas de estos pac
confirmacién diagndstica por el laboratorio. La presentac
indistinguible de otras formas de encefalitis viral. Todo casc
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combinada con signos neurolégicos como cefalea intensa, somnolencia, nauseas, vomito,
pueden ser considerados probable de EEV y debe ser notificado. La parélisis de nervios pares
craneanos, particularmente el Il y IV son frecuentes y pueden acompafiarse de convulsiones y
coma. (15)

Con el propésito de notificacién, los datos clinicos deberén ser obtenidos de modo que retnan
los requisitos serialados por el sistema de vigilancia. De tales pacientes, el médico deber4
obtener muestras de suero y liquido cerebroespinal durante la fase aguda (1-7 dias después de la
aparicién de los signos) y en la fase de convalecencia ( > 14 dias después de iniciados los
signos). Los principales datos requeridos sobre el paciente son: edad, sexo y lugar de
residencia.

La actividad creciente de EEV en la poblacién equina puede predecir el desarrollo de un brote en
humanos. ElI CDC ha descrito 5 categorfas sobre la probabilidad de brotes de arbovirus y la
respuesta recomendada que bien puede utilizarse para EEV. (6) Para efecto de la vigilancia de
EEV en paises del trépico y subtrépico se han seleccionado cuatro categorfas. Cuadro No.1

Teniendo presente la similitud clinica de EEV con Dengue, que a menudo coinciden las dos
infecciones en algunas &reas, la investigacién del brote debe incluir la identificacién de los
vectores involucrados, que puede ayudar a la identificacién de la enfermedad asi como en la
localizacién de la infeccién y seleccién de las medidas de control.
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Cuadro No. 1

Categorias de riesgo de brotes de EEV y respuestas recomendadas

Categoria

de brote

Definicién

Ninguna

Clima inapropiado, vectores aduitos
inactivos

Ninguna

Remota

Verano; vectores adultos activos
pero no abundantes; temperatura
ambiente no es satisfactoria para el
desarrollo viral en los vectores

Usar Larvicidas en lugares identificados
por encuestas entomolégicas; mantener
vigilancia de virus y vectores

Posible

Abundancia focal de vectores,
temperaturas adecuadas para la
incubacién;  seroconversién  en
huéspedes centinelas

Respuesta: sumentar uso de larvicidas en
éreas urbanas; iniciar uso selectivo de
fumigacion para aduitos; aumentar
vigilancia de virus y vectores

Probable

Abundante poblacién de vectores
aduitos en la mayorfa de las ‘4reas;
confirmacién de casos equinos;
condiciones 6ptimas para incubacién
y sobrevivencia de los vectores

Implementar control de emergencia:
Fumigacién para adultos en &reas de alto
riesgo; desarrollar programas  para
informacién a la comunidad y uso de
repelontes, proteccién personal, evitar
éreas de aita actividad del vector; iniciar
vigilancia de casos humanos en hospitales
y centros de salud.

Brote en

proceso

Confirmacién de casos humanos

Continuar con el plan de emergencia:
Concretar los recursos disponibles para
control de mosquitos adultos en éreas de
riesgo; mantener la informacion al publico;
mantener vigilancia de virus/vector vy
casos humanos.

312




DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

La confirmacién del diagnéstico clinico por el laboratorio se hace por aislamiento e identificacién
del virus, deteccién del antfgeno o de anticuerpos especfficos, IgM o IgG.

1.

Muestras

Las muestras para confirmacién diagndstica pueden ser sangre completa, suero, liquido
encefaloraquideo, o tejidos. Si estas muestras no se pueden procesar de inmediato, se deben
colocar en hielo seco (-70°C) si se desea hacer el aislamiento del virus. La muestra de suero
para deteccién de anticuerpos puede ser remitida al laboratorio en refrigeracién.

2. Deteccién de anticuerpos

Las técnicas serolégicas como unico medio de diagndstico deben utilizarse con precaucién y
usualmente requieren buena historia clinica y/o muestras pares (22).

Con las técnicas clésicas de diagndstico seroldgico: inhibicién de la hemaglutinacién (IH) y
seroneutralizacién (SN) se considera confirmativo el resultado cuando hay un aumento de
cuatro veces en el tftulo de anticuerpos entre muestras de suero tomadas en la fase aguda y
la fase de convalescencia.

Hoy dfa se dispone de la técnica de ELISA para deteccién de antigenos y anticuerpos IgG e
IgM aplicable tanto para humanos como para equinos. Es una técnica relativamente féacil de
usar, en especial para el diagnéstico de gran nimero de muestras. Ademés, la presencia de
anticuerpos IgM y antigenos especfficos en el suero, denotan una infeccién reciente, lo cual es
una herramienta para la vigilancia. (11)

La deteccién de antigenos virales puede hacerse igualmente durante los primeros siete dias
después de iniciados los signos, mediante el uso de las técnicas de ELISA.

Los anticuerpos son detectables solo después de la fase de viremia. Los anticuerpos del tipo
IgM aparecen alrededor de los tres dias después de iniciados los sintomas y parmanecen
alrededor de 70 a 90 dfas. Su presencia, por lo tanto sirve de indicador de una infeccién
reciente. Niveles detectables de anticuerpos del tipo IgG aparecen después de la desaparicién
de los IgM y pueden ser detectados por las pruebas de la inhibicién de la hemoaglutinacién,
fijaci6n del complemento o seroneutralizacién. Estos ultimos anticuerpos persisten en el
individuo por meses o afos, por lo cual la presencia de anticuerpos IgG no implican una
infeccién reciente.

La presencia de IgG en el feto o en el neonato indican la transferencia pasiva de IgG a través
de la placenta.

La medicién de IgM en el liquido cerebroespinal (LCS) es muy util para el diagnéstico. El
hallazgo de anticuerpos IgM en el LCS confirma la respuesta a la infeccién en el sistema
nervioso central y es un indicador para el prondstico de la encefalitis.

La prueba de Inhibicién de la hemoglutacién (IH) es util como prueba de tamizaje, aunque
varios virus del mismo serogrupo pueden ser positivos a esta prueba.
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3.

La fijacion del complemento (FC) es una prueba més especifica, pero compleja. Los
anticuerpos fijadores del complemento aparecen temprano en la enfermedad y suelen tener
titulos méas bajos que los anticuerpos inhibidores de la hemaglutinacién. El hallazgo de
anticuerpos FC indican reciente infecci6n en un individuo y puede utilizarse como una
evidencia presuntiva de infeccién reciente.

Aislamiento del virus

Para el aislamiento del virus se requieren laboratorios que posean facilidades de bio-
contencién.

El aislamiento del virus de EEV puede hacerse dentro de los dias 5 a 7 después de iniciados
los sintomas

Aun se utilizan en los laboratorios los métodos tradicionales para aislamiento de arbovirus.
Los ratones lactantes han sido usados en el diagnéstico para amplificar el virus de
especimenes de tejidos animales y de mosquitos. Los ratones son inoculados con
suspensiones de los especimenes por via intracrar t
mosquitos, particularmente C6/36 (Aedes albopici

otras lineas celulares son usadas con mayor fr

aislamiento del virus EEV puede hacerse en fibrob

VERO.

Los virus aislados son tipificados por pruebas serol
glébulos rojos de ganso y fijacién del complem:
homélogos y captura de antigenos por ELISA. El us
directa con anticuerpos monoclonales facilita la iden
anticuerpos especificos para:

a. Virus representantes de varios serogrupos
b. Virus sospechosos como agente causal de la enfi

c. Virus conocidos como endémicos en el 4rea de pi

Recientemente se han introducido las técnicas de
(PCR) y de secuenciamiento genético; las que estén :
caracterizacién de variantes de los aislamientos virale
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SISTEMA DE INFORMACION

El sistema de informacién tiene por objeto, recolectar, almacenar y analizar datos sobre la
situacion de las encefalitis equinas que sirven de base para la deteccién precoz de las virosis,
enfermedades y orientacién de las medidas de prevencién y control.
1. Definiciones

1. 1 Enfermedades en solipedos

Caso probable equino .

Todo caballo, mular o asnal que presente signos clinicos compatibles con encefalitis
equinas: fiebre, depresién profunda, anorexia, somnolencia, tambaleo al caminar y no tiene
historia de vacunacién contra EEV u otra encefalitis equina.

Caso confirmado.
Incluye animales que presentan los signos clinicos descritos y se les ha detectado
antigeno viral, anticuerpos tipo IgM en el suero o presentan un incremento del tftulo mayor

del doble de anticuerpos IgG en el suero en un periodo de 7 dias.

Posible brote de EEV

Presencia de dos o mas casos equinos en un predio o localidad cuyo inicio de sintomas
entre uno y otro no es mayor de 3 a 5 dfas.

Foco: Predio con uno o més animales enfermos.

Epizootfa: Se refiere a la manifestacién de enfermedad en un grupo de casos dentro de
una reunién geogréfica, especifica (29)

1.2 Enfermedad en humanos
Caso probable de EEV. Todo caso febril residente o procedente de éreas en donde se

conozca de muertes de équidos o circulacién del virus de EEV y que presente durante el
curso de la enfermedad lo siguiente:

Personas de tres y mas afios: Cefalea acompaiiada de cualquiera de los siguientes
sintomas:.

Convulsiones o alteracién del estado de conciencia, desorientacién, somnolencia,
letérgia, coma, hiperacusia, 6;
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Cualquiera de los signos o sintomas de dos de las siguientes categorfas:

i. Alteracién osteomuscular: Mialgias, artralgias.
ii. Gastrointestinales: Néuseas, vémito, anorexia, diarrea.
iii. Generales: Escalofrio: fotofobia, postracién, malestar.

Personas menores de tres afios: Alteracién del estado de conciencia o convulsiones.

Caso confirmado: Incluye personas que rednen los signos clinicos compatibles con
encefalitis, ya descritos, y cualquiera de los siguientes resultados de laboratorio:

i. Aumento del tftulo de anticuerpos IgG en un periodo de 7 dias.
ii. Aislamiento viral de la sangre, o liquido cerebroespinal.
ii. Anticuerpos tipo IgM o antigenos detectados por pruebas serolégicas. (12)

Nota: La presentacién de la enfermedad de E.E.V. es explosiva y no permite hacer pruebas
de laboratorio a todos los casos probables; por lo tanto una vez se documente la
circulacién del virus en una regién, no es necesario confirmar a todos los casos por
laboratorio.

2. Aspectos Organizativos:

Para la operacién del sistema de informacién, los paises deberdn conformar los niveles de
acuerdo a la propia conveniencia y estructura administrativa. Sin embargo, a continuacién se
describen las unidades minimas recomendables para integrar al sistema y el rol que debe tener
cada una de ellas:

2.1 Unidades de Informacién a nivel local:

Dentro de las &reas definidas como de riesgo deberdn ser centros de salud o de
agricultura de acuerdo a la cobertura geogréfica de los sectores.

Funciones:
Segun su compatencia técnica, se recomienda:

Motivar la notificacién de casos de encefalitis entre la comunidad.

Notificar a los niveles subsiguientes (regional y central) en forma inmediata, por el
medio més répido, cualquier caso de enfermedad compatible con encefalitis ya sea en
humanos o en solfpedos.

Atender notificaciones de enfermedad compatible con las encefalitis equinas y hacer la
investigacién epidemiolégica correspondiente, colectando muestras para remitirlas al
laboratorio con la informacién pertinente
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Mantener archivos sobre nimero y ubicacién de predios, poblacién equina por grupos
de edad, tipos de explotacién y coberturas vacunales.

Elaborar mapas divididos en cuadrantes con localizacién de las poblaciones equinas y
concentraciones de animales (hipédromos, clubes, montas de ejercito, etc.), ferias
comerciales y de exposicién, distribuidores de biolégicos y detallar los flujos de
movilizacion de animales indicando su destino, (predios, ferias, exposiciones,
mataderos)

Informar al centro de salud para que se haga el seguimiento de casos humanos.

Mantener mapas epidemiolégicos con localizacién de los focos enzoéticos y focos de
enfermedad equina, segtn tipo de encefalitis: Este, Oeste, Venezolana y subtipo, si se
tiene la informacién

Recomendar, de acuerdo a los procedimientos establecidos, las medidas de control
necesarias.

Mantener indices y curvas endémicas como indicadores del comportamiento de la
enfermadad utilizando el mes calendario como unidad temporal.

Desarrollar actividades de centinelizacién en focos enzoéticos durante las épocas del
afio que representen riesgo.

Mantener vigilancia sobre las poblaciones de los mosquitos vectores. (29)

.2 Unidades de informacién a nivel reglonal

Son responsables del manejo de la informacién producida a nivel local y pueden
corresponder a una Direccién Departamental, Provincial o Estatal de Salud y/o Agricultura.

Funciones:
Mantener archivos de predios y poblacién equina por categorias etéreas, tipo de

explotacién y coberturas vacunales en su respectiva region..

Mantener informacién actualizada sobre la situacién de las encefalitis y actualizar,
procesar y analizar la informacién sobre poblaciones y coberturas vactinales por
unidades locales.

Capacitar y asesorar a los funcionarios de las unidades locales y evaluar
permanentemente el sistema.
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Registrar las notificaciones de los niveles locales y suministrar la informacién a los
otros niveles del sistema y a la unidad regional de salud o a quien la necesite.

Caracterizar los ecosistemas de la enfermedad y los diferentes factores y niveles de
riesgo.

Liderar y participar en investigaciones ecolégicas. epidemiolégicass y de impacto
econémico.

Mantener informacién permanente de indicadores metereolégicos de la regién. (29)

2.3 Unidad de informacién de diagnéstico

Es responsable del manejo de la informacién generada por la actividad diagnéstica. De
acuerdo a la cobertura geogréfica y capacidad técnica, pueden intervenir laboratorios de
los servicios de salud y/o de agricultura.

Para efecto de poner en operacién el diagnéstico, cada pals debers establecer los
diferentes niveles de laboratorio del diagnéstico, segin su tamaino territorial, vias de
acceso Yy sus dreas de riesgo, teniendo presente ademés la infraestructura existente y
capacidad técnica de las unidades de laboratorio

Paises como Brasil, Colombia, México y Venezuela que tienen diversas &reas endémicas
deberfan tener ademéas de su laboratorio central de referencia otros regionales donde al
menos se realicen diagnésticos serolégicos que apoyen y agilice las acciones de campo.

Funciones:

Mantener estandarizadas las pruebas diagnésticas que se realicen.
Recibir, registrar y analizar las muestras enviadas por las unidades de campo.

Informar inmediatamente los resultados de los diagnésticos obtenidos, a los
diferentes niveles del sistema (local, regional y central) y notificar todos aquellos
casos en que actie directamente a la unidad local indicando el nombre del predio
atendido y su ubicacién.

Mantener mapas epidemiolégicos de los predios afectados segun tipo de diagnéstico.

Mantener registro de muestras recibidas y de resultados, asl como de muestras
enviadas para diagnéstico de referencia.
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2.4 Unidad de informacién a nivel central

Debe ser responsable del archivo, consolidacién, anélisis y uso de la informacién generada
en los otros niveles. En general debe mantener funciones normativas y de orientacién
técnica.

Dada la necesidad de una integracién entre los sectores de salud y agricultura, es
recomendable tener una comisién nacional intersectorial con atribuciones de coordinacién,
programacioén de actividades y evaluacién.

Funciones:

Marcar pautas, supervisar y evaluar la operacién del sistema.

Suministrar a los distintos niveles del sistema, usuarios y beneficiarios, informes
periédicos, completos y oportunos sobre la situacién de las encefalitis y el desarrollo
de actividades de los programas de control.

Capacitar y asesorar a los diferentes niveles del sistema.

Mantener un banco de datos con informacién por Departamentos o Estados, sobre las
distribucién de los predios, centraciones de animales (hipédromos, clubes, montas del
ejercito), ferias comerciales y de exposicién, poblaciones por especie, categorfa etérea,
tipo de explotacién y cobarturas vacunales, laboratorios productores y almacenes
expendedores de vacuna, asf como de registros de personal, grado de capacitacién del
mismo y proyectos de investigacion.

Mantener la coordinacién intersectorial con salud o viceversa para la vigilancia de las
encefalitis (29).

3. Operacién del sistema
En esta seccion se contempla la periodicidad tipo de los informes y el flujo de la informacién.
3.1 Notificacién inmadiata de encefalitis en equinos
Le corresponde al nivel local (sector de agricultura) informar inmediatamente y por la via
més répida al nivel regional, todo evento sobre la presencia inusual o esporadica de casos
con signos encefélicos en la especies equina, mular o asnal.
La informacién debe incluir: Ubicacién de los predios afectados, por cuadrante; fecha de

inicio de la enfermedad; especie animal comprometida; nimero de animales enfermos y
muertos; tipo de muestra y fecha de envio.
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Es importante confirmar con los servicios de salud la existencia o ausencia de casos
febriles humanos sospechosos de EEV. Ejemplo de telegrama o fax se incluye en el Anexo
No. 1

Toda notificacién debe generar un estudio epizootiolégico respecto a las caracteristicas del
huésped, agente y medio ambiente que explique el origen y propagacién de la enfermedad
si la hubo y en particular colectar muestras para la confirmacién del diagnéstico por el
laboratorio (Anexo No. 2).

El laboratorio de diagnéstico debe acusar recibo inmediato de las muestras a la unidad
local remitente e informar de igual manera los resultados de laboratorio a los otros niveles
del sistema (local, regional y central), utilizando el medio disponible més répido. La
informacién debe incluir: Fecha de recibo de muestras y de envio de resuitados, semana
epidemiolégica, nombre y ubicacién geogréfica del predio afectado, nimero y tipo de
muestras enviadas, el resultado de laboratorio y/o necesidad de envio de nuevas
muestras. Anexo No. 3

3.2 Notificacién de alerta de brotes (Predictores)

Le corresponde al nivel local vigilar los indicadores predictores de brotes de encefalitis,
teniendo presente lo siguiente

Poblacién equina indemme, no vacunada superior al 60%
Abundante poblacién de vectores adultos en las 4reas de su responsabilidad geogréfica.

Epoca de lluvias, temparaturas entre los 25 a 30° C (favorable para la incubacién y
reproduccién de los vectores)

Localidades ubicadas en las &reas de riesgo seiialadas por el nivel central deberén notificar
mensualmente la situacién de otros indicadores como se indica en el Anexo No. 4.

3.3 Notificacién semanal de presencia o ausencia de encefalitis

Unidad local: Deben informar al nivel regional los dfas viernes, la ausencia o presencia de
enfermedad (notificacién) a las unidades central, regional y de diagnéstico incluyendo:
Fecha, receptor, semana epidemiolégica, nombre predio y cuadrante (cuando hay
notificacién). La notificacién semanal incluird informacién sobre la investigacién de focos.
(Anexo No. 5)

Unidad de diagnéstico: El laboratorio de diagnéstico debe comunicar al nivel central los
dfas viernes o inmediatamente en el caso de que la encefalitis identificada sea considerada
exética para una determinada regi6n, los diagndsticos realizados durante la semana
incluyendo: Fecha, receptor, semana epidemiolégica, nombre del predio, cuadrante y
resultados de envio de nuevas muestras. Anexo No. 3

Unidad Regional: El nivel regional con base en las notificaciones (inmediata o semanal)
recibidas de las unidades locales, debe comunicar los dias martes por el medio mds répido,
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al nivel central la informacién concerniente a la semana anterior, incluyendo: Fecha,
unidad regional remitente, semana epidemiolégica, nombre del predio afectado y ubicacién
por cuadrante y nombre de unidades locales no informantes (control del sistema).

Todos los niveles del sistema deberén informar la ausencia de notificaciones o resultados
durante la semana epidemiolégica correspondiente, en caso que asf ocurriera.

3.4 Informacién de operaciones de emergencia durante epidemias

Con el propésito de agilizar la informacién y hacer seguimiento local a los brotes, se
requiere un sistema de emergencia que puede estar constituida de la siguiente manera:
Informe diario de enfermedades de équidos. Anexo No. 6

Notificacién de muertes humanas compatibles con EEV. Anexo No. 7

Registro diario de vacunacién en equinos (Anexo No. 8)

a o oo

Registro de operaciones de control de la EEV. (Anexo No. 9)

4. Salidas de Informacién del Sistema
4. 1 Boletin epidemiolégico semanal

La unidad central debe producir un boletin epidemiolégico semanal, con base en las
notificaciones semanales del nivel regional y distribuirlos a los otros niveles del sistema y
a los usuarios del mismo, incluyendo: Semana epidemiolégica, predios afectados y
frecuencia acumulada por cuadrante, Municipio y Departamento o Estado, diagnésticos
confirmados, mapa seiialando las notificaciones, comparacién con lo sucedido en el afio
anterior (semana y mes acumulado) y alertas sobre el comportamiento de la enfermedad.
{Anexo No. 5 )

Estos boletines, también deben ser elaborados por el nivel regional, con la misma
metodologfa y distribuidos a los diferentes usuarios del servicio.
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4. 2 Boletin Epidemiolégico Anual

La Unidad Central debera elaborar un boletin anual que incluira:

Predios afectados por: Departamento, municipio, cuadrante tipo de explotacién,
poblacién a riesgo numero de enfermos y muertos, tasas de incidencia por especie,
categorfas por edad y tipos de diagnéstico.

Andlisis de situaciones de epizootias y epidemias

Comparacién y anélisis de ocurrencia de enfermedad contra situacionus esperada
en tiempo y espacio.

Cobertura vacunal por departamento y municipio.
Ademés deberd incluir,aspectos que permitan evaluar la oportunidad de |la
notificacién, de la atencién al predio, de la toma y envio de muestras, del estado

inmunitario de la poblacién equina a través de encuestas seroepidemiolégicas y de la
tendencia de la enfermedad.

4. 3 Informes a Entidades Internacionales

De acuerdo a los compromisos y convenios establecidos que tenga cada pafs, la unidad
central del sistema remitird informacién segun el caso:

Informe semanal de presencia de encefalitis al
(PANAFTOSA) de la Organizacién Panameric
primeros dias de la semana correspondient
unidades regionales. El informe debe cont
equina dentro del 4rea afectada, numero de a
epidemiolégica informada. Informar si hay p
que haya informar el numero. La remisién se
Janeiro, o a través de las representaciones de

Informe mensual a la OIE Se elaborard pasac
para informar utilizando en los formatos elabor

Informar a palses vecinos y a otros con los q
acuerdo a la periodicidad y el tipo de informaci
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5. Flujo de la informacién

El diagrama de flujo se presenta en el Anexo No. 10. La correcta operacién del sistema de
informacién dependeré de la claridad de los flujos. Para el caso de las encefalitis equinas la
informacién circulard en tres bloque: que deben adquirir una estrecha interelacién: el sector
pecuario, el sector salud y el bloque internacional, comprendido por OPS/PANAFTOSA, la OIE
y los palses vecinos o con convenios sanitarios.

Considerando que en el bloque pecuario se obtendréa la primera informacién sobre la actividad
viral en los caballos, mulares y asnales predecedora de la enfermedad en la poblacién humana,
la informacién circulard a los niveles correspondientes de este bloque, pero estableciendo la
articulacién con el sector salud.

La integracién del flujo del sector pecuario al sector salud serd la notificacién inmediata de
cualquier actividad en animales. La unidad local del sector salud, hard la correspondiente
investigacién de casos febriles humanos y tomard las muestras para la confirmacién del
diagndstico de laboratorio.

El tercer bloque del circuito de informacién incluye a los organismos internacionales (OPS/OMS
y OIE) y los palses con convenio que serén informados a través de las unidades centrales del
sector pecuario y del sector salud como corresponde. En casos de ocurrencias de epizootias y
epidemias, es conveniente establecer solo una unidad de informacién de los niveles centrales
que reina los datos de los dos sectores.
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Anexos

ANEXO NO. 1

NOTIFICACION DE CASOS DE SINDROMES COMPATIBLES CON ENCEFALITIS

EQUINA VENEZOLANA (EEV)

(Modelo de telegrama, fax)

Con techa (dia/mes/aino) estamos notificando
de sindrome compatible con EEV en equinos en
de la localidad de

casos
la propiedad

, Municipio:

Departamento/Estado

El dla de la visita hay predios implicados y

animales enfermos, muertos.

Con los servicios de salud se han constatado
humanos sospechosos de EEV.

Muestras de (suero, sangre, cerebro) fueron

laboratorio, el dfa . Sigue reporte de casos

326

, coordenadas

casos febriles

remitidas al



Anexos

ANEXO NO. 2

INVESTIGACION DE FOCOS DE ENCEFALITIS EQUINA VENEZOLANA
(UNO POR PREDIO)

1. Unidad local: Fecha de elaboracién:

2. ldentificacién y localizacién:

Nombre predio:

Nombre propietario

Departamento o Estado:

Municipio:

Coordenadas:

Especie: Equina: Mular: Asnal:

4. Informante: Propietario: 0 Vigilancia: O Terceros: : O

5. Cronologfa:
Fecha Dia Mes Afo

Inicio Foco

Notificacién
Visita M. V.

o

Predios vecinos afectados: Si: O NO: O Cuantos:

Poblacién susceptible en el Area:

N

Sintomatologia:

8. Lesiones en la necropsia:
’
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Muestras para laboratorio:

Tipo de muestras:

.2/

Fecha envio:

Se deben tomar dos (2) muestras de suero con quince (15) dias de intervalo

entre cada una.

10. Estado de vacunacién contra la enfermedad antes del inicio

Dfa:

Mes:

11. Poblacién total enfermos y muertos

Aio:

Edad
(afios)

TOTAL

ENFERMOS

Muertos *

Vacunados Sin

Vacunar

Vacunados Sin

vacunar

Vacunados Sin

vacunar

Equinos
<1

1-3

> 3

Mulares
<1

1-3

>3

Asnales
<1
1-3
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>3 I |

® Los muertos se consideran que enfermaron y el nimero debe incluirse entre los enfermos

..3/

12. Movilizacion de equidos

Hubo ingreso de equidos en los Gltimos 30 dfas antes del inicio?

Si: NO
Hubo egreso de equidos en el periodo comprendido entre 30 dias antes de la
enfermedad y en el momento actual?

Sl NO

13. Medidas tomadas: Cuarentena:
Vacunacioén:
Control de vectores:

Otras:
14. Observaciones:

Nombre M. V.: Firma:

Direccién:

Teléfono:
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ANEXO NO. 3

SISTEMA DE INFORMACION Y VIGILANCIA DE LA ENCEFALITIS EQUINA

VENEZOLANA
INFORME DE LABORATORIO
Semana No.
Laboratorio:
Localidad: Municipio

Especie Procedencia | Tipo de | No. muestras | No. positivas Prueba
muestra recibidas

Humana

Equinas

Roedores

Mosquitos

Otras

Muestras remitidas a laboratorio de referencia:

Fecha de remisién

Jefe de laboratorio:

Fecha del informe:
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ANEXO NO. 4

NOTIFICACION DE ALERTA DE ENCEFALITIS EQUINA VENEZOLANA (EEV)
MODELO INFORME MENSUAL

MES

UNIDAD DE VIGILANCIA LOCAL

MUNICIPIO:

DEPARTAMENTO O ESTADO

FECHA ELABORACION

INDICADORES ANO ANTERIO PRESENTE AN |

TEMPERATURA PROMEDIO (°C)
PRECIPITACION PLUVIAL (™)

DENSIDAD PUPAS DE MOSQUITOS

CAPTURA MOSQUITOS ADULTOS (Taxonomia

PROPORCION MACHOS Y HEMBRAS
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ANEXO NO. 5

SISTEMA DE INFORMACION Y VIGILANCIA DE ENCEFALITIS EQUINA

VENEZOLANA
INFORME SEMANAL
Semana No.
Unidad de Vigilancia Local:
Fecha de elaboracién:
No. Focos notificados: No. Focos investigados:
Fecha inicio: Fecha terminacién:
Poblacién en riesgo: Humana Equina:
Animales Enfermos Muertos*
Equinos
Mulares
Asnales

® Los animales muertos deberdn considerarse como enfermos y deben adicionarse

Personas Enfermas o muertas (por edad)

Grupo edad Enfermas Muertas
0-5

6-15

16-50

51-60

> 61
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Diagnéstico Humano ( ) . Equinos
Tipo diagnéstico Cifnico ()
Necropsia ()
Serologia ()
Virologia ()

Fecha confirmacién de laboratorio:

(

)

Medidas de control

Cuarentena:
Vacunacién:
Control de vectores
Otras:

Observaciones:

2/

Nombre informante:

Domicilio:
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ANEXO NO. 6

INFORMACION DE EMERGENCIA DURANTE EPIDEMIAS
- INFORME DIARIO DE ENFERMEDAD DE EQUIDOS -

El Grupo de Investigacién de Focos debe responder a cualquier rumor .

Debe informarse diariamente a mas tardar a las 11:00AM de este evento a
UNIDAD DE SALUD.

Definicién de muerte de equidos probablemente asociada a EEV: que
los animales presenten o hayan presentado signos de enfermedad como
estar tristes, dar vueltas, somnolencia, ceguera, tambaleo al caminar, o que
ocurran varias muertes. Se excluyen muertes no naturales, excepto que lo

hayan matado por sospecha de EEV.

Localidad:

Municipio que informa:

Departamento o Estado

Fecha del informe:

Persona a contactar

Domicilio: Teléfono:

Especie Poblacién en el Enfermos Fecha Muertos Fecha
Animal predio o rancheria (1) (2)

Caballos

Mulas

Asnos

Otros
TOTAL

Fecha en que aparecieron los primeros signos:

Fecha en que murieron
334
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ANEXO NO .

INFORMACION DE EMERGENCIA DURANTE EPIDEMIAS

NOTIFICACION DE MUERTE COMPATIBLE CON EEV
(Uno por individuo)

DEFINICION: Caso probable de EEV con convulsién y/o trastorno de la
conciencia.

NOMBRE:

EDAD: Afos ( ) Meses ( ) Difas( )

GENERO: Femenino () Masculino ( )

LOCALIDAD: ( Rancherfa/Vereda)

MUNICIPIO: Departamento/Estado:

FECHA DE INICIO FIEBRE: Dfa Mes Afo

FECHA DE INICIO TRASTORNOS NEUROLOGICOS:

Dfa Mes Ao
FECHA DE DEFUNCION.: Dfa Mes Afo
LUGAR DE DEFUNCION:
PERSONA QUE INFORMA:
INSTITUCION: Teléfono:
FECHA DE NOTIFICACION: Dia Mes Ano
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ANEXO NO. 8

CONTROL DE LA ENCEFALITIS EQUINA VENEZOLANA

REGISTRO DE VACUNACIONES (DIARIO)

Fecha: / / BRIGADA No:
LOCALIDAD:
MUNICIPIO: DEPARTAMENTO:

PREDIO O RANCHERIA:

POR CONCENTRACION:

NOMBRE PROPIETARIO

NUMERO DE ANIMALES VACUNADOS

CABALLOS MULAS ASNOS TOTALES

TOTALES
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ANEXO NO. 9
CONTROL DE LA ENCEFALITIS EQUINA VENEZOLANA
REGISTRO DE OPERACIONES (SEMANAL)
DEPARTAMENTO DE SALUD Semana del Informe
1. FUMIGACIONES (por Municipio)
Tipo insecticida: Concentracién
Localidad Cobertura No. viviendas Poblacién Cantidad
territorial (Km2) érea urbana beneficiada insecticida usado
(x1,000) (gh
TOTAL
2. TRATAMIENTO LARVICIDA
Tipo de producto: Concentracién
Localidades Cobertura Poblacién No.ciclos Cantidad abate
tratadas terrirorial (Km2) | beneficiada realizados usado (Kg)
TOTAL
3. VACUNACION EQUIDOS (por Municipio
Localidades Poblacién total No. vacunados Cobertura Cobertura

equidos

vacunacion (%)

territorial (Km2)
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2/
4. VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA
No. No. Poblacién expuesta No. investigacién No. Areas
Municipios Municipios Epidemiolégica nuevas
afectados identificadas
Humana Equidos
TOTAL

5. ACTIVIDAD DE LABORATORIO

Tipo de muestra

No. No.
Muestras | muestras
Recolecta | procesada
das ]

Diagnéstico Confirmados

Suero Humano
Suero Equino
Hisopado faringeo
Mosquitos
Tejidos animales

TOTAL
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