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RESUMEN

Durante 1967 setecientos noventa y tres muestras
de suero de personas residentes en 14 localidades del
Estado Zulia, Venezuela, fueron estudiadas mediante las
prugbas de inhibicion de la hemaglutinacion y neutrali-
zacian en cultivo de células de emhrion de pato, para
determinar la presencia de anticuerpos contra el virus de
la encefalitis equina venezolana, cinco aios después de
una severa spidemia que, comenzando por el Estado
Zulia, afectd a casi toda la nacian,

A excepcion de las poblaciones de la Guajira (Edo.
Zulia), los resultados pbtenidos parecen indicar que el
virus estuvo activo en gran parte del Estado hace 20-30

anos, y que no hahia causado problemas desde tal época
hasta la epidemia de 1962-64.

Las localidades de la Guajira estudiadas presen-
taban wna alta tasa de positividad, y no se encontraron
anticuerpos en aquellos individuos nacidos despuss de la
epidemia de 1962-64, lo cual afirma el cardcter epidé-
mico de la enfermedad en esta zona del paic. Se
considera la posibilidad de gue exista en esta érea un
foco enzodtico gue mantenga el virus en la naturaleza e
irrumpa periddicamente para causar los hrotes epidemo-
gpizooticos. Los trabajos enceminados & dilucidar este
probiema han sido emprendidos y serdn motivo de
futuras comunicaciones.

*Institute de Investigacidn Clinica. Apariado 1151, Maracaibo. Vengzuela.
**Corvicio Cooperative de Salud. Maracalbo. Veneruela.
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INTRODUCCION

La incidencia de infeccion natural por arbovirus habia sido poco
estudiada en Venezuela hasta 1962. Se habian reportado aislamientos del
virss de |a fiebre amarilla en humanos v monos (3), y las escasas encuestas
seroldgicas practicadss en la poblacion humana (9,15) habian sefalado la
presencia del wvirus Mayaro, fiebre amarilla v probablemente Hheus, en
grupos de indios de la Sierra de Perija, Estado Zulia, y del rio Ventuari,
Estado Bolivar, en les fronteras con Colombia y Brasil, respectivamente;
del virus dengue en Maracaibo y Caracas; y de ercefalitis equina
venezolana (EEV), fiebre amarilla, dengue, |lheus, Cache Valley y San
Luis, en el nereste de Venezueia,

Desde el aislamiento original del virus de la EEV en equinos en 1938
(2, 17), en Venezuela no se tenian repartes de la actividad de este agente
ni de ningln otro arbovires, hasta que en 1959, Negrette (18) denuncia
por primera vez ung epidemia de encefalitis en la zona suburbana de
Mzracaibo, ¥ ese mismo afio uno de nosotros (LTF) tiene |z oportunidad
de ohservar varios casos sospechosos de la enfermedad en el Distrito Paez
del Estado Zulia. Pero no fue hasta fines de 1962 cuando, a raiz de una
severa epidemia de encefalitis gque se inicio en el area de la Guajira
venezolana, Estado Zulia, vy se extendid a todo el pais durante 1963 y
principios de 1964, se aisla e identifica al virus de la EEY como causante
de tal brote (1, 200. Un estudio epicemiologico retrospectivo (1) hace
suponer gue las epidamias de encefalitis anteriores a 1962 en esta zona, y
registradas en los Anuarios de Epidemiologia como influenza, fueron
causadas por el virus de la EEY.

Durante 1967 realizamos una encuesta seroldgica en la poblacion
humana residente en el Estado Zulia, con el objeto de determinar el grado
de inmunidad de la poblacion al virus de la EEV, y su distnbucion
geografica. Las dreas de estudio comprendieron no solo aguellas donde se
haaia demostrado actividad viral reciente, sino gue se incluyeron muestras
procedentes de zonas aparentemente sin actividad previa del agente.

Deseripcion de las Areas de Estudio.

El Estado Zulia (Fig. 1) se encuentra situado al Moropeste de
Venezuela, y limita con la Repdblica de Colombia por el oeste, de la que
esta separada en un gran trayecto por la Sierra de Perija. Las masas
maontafiosas de la Sizrra llegan a tener hasta 3000 mts. sobre el nivel del
mer y sus alturas descienden notablemente hacia el norte y se pierden en
las tierras llanas de 'a Peninsula de la Guajira. El resto del Estado forma
patte da la wwenca sedimentaria Zulis—Falcdn, gque se caracleriza por
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tierras sumamente bajas, bordeadas en su interior por las grandes masas de
agua del Golfo de Vinezuela y del Lago de Marecaibo. Les rios que corren
pcr esta cuenca desembocan en el lago, hacia el norte algunos rios se secan
en la estacion de verano, en la parte sur los principales rios mantienen agua
todo el afio y se sale1 de sus cauces en a estacion de lluvia, cubriendo gran
extensian de la regicn por varios meses del afio. En las zonas muy bajas el
agua persiste todo el afio, dando lugar a grandes extensiones pantanosas en
ia parte sur del Estado. El clima dominante es el tropical.
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Siguiendo la clesificacion de Ewel y Madriz{10) ubicaremos las
distintas poblaciones estudiadas segun el tipo de asociacién climatica
predominante. Paraguaipoa, Sinamaica ¢ Isla de Toas, s encuentran en la
zona de bosgue muy seco tropical, que se caracteriza pcor terrenos llanos
con una temperaturé media entre 23°C y los 29°C. El promedio anual de
precipitacion varia de 500 a 1000 mm, lo cual es dos a cuatro veces menar
que la evapntranspirecion potencial y coloca a la zona como semiarida. La
vecetacion es escasa y estd constituide por cujies, cactéceas y tunas. El
pastoreo de chivos ha contribuido en gran parte a la erosion de estos
suelos, Mumerosas lagunas y ciénagas de ague selobre y fresca se
encuentran en la zona. Las de agua salobre se encuentran sembradas por
manglares y enea y reducen su volumen, y hasta llegan a desaparecer, en |2
época de verano. Las de agua fresca mantienen agua casi todo el aio. Cerca
de la desembocadura del rio Limon, el mas importante del drea, se
encuentra la laguna de Sinamaica, rodeada de manglares y cocotales, con
sus curiosas casas montadas sobre horcones.

Villa del Rosario, Concha, Bobures, Machango y El Venado estan
situadas en areas de bosque seco tropical, con precipitaciones entre los
1000 v 2000 mm y temperatura medis entre 22°C y 29°C. A pesar de que
la evapotranspiracion potencial es mayor que la lluvia, las zones estdn
ubcadas en la provircia subhimeda. Sz caracteriza por una fuerte sequia
de 4 a 5 meses de duracidn, seguida por una estacion con sobrante de agua.
La vegetacidn tipica es la de sabana, haciéndose cada ver mis himeda al
sureste del lago. Bordeando los caudalosos rios que se deshordan
regularmente, se encuentran bosques con una flora muy rica. Ganaderia y
explotacion agricola son los renglones mas importantes dentro de estas
zonas de vida.

Lagunetas es una aldea de palafitos situada en la desembocadura del
rio Santa Ana. Aungue ubicada en esta zona, su condicién de “rancheria”
de tablas construida sobre estacas, rodeada de pantanos, le dan una
caracteristica especial, diferente a las otras poblaciones descritas. El
aspecto general es semejante al de la ya descrita laguna de Sinamaica,
aunque el agua es fresca a este nivel del lago.

Casigua fue un centro importanie de explotacion petrolera; hoy dia
esta actividad estd muy reducida. Esta poblacion se encuentra en la zana
de bosque humedo tropical, con un promedio de precipitacion entre 1900
a 3700 mm anuales La temperatura varia entre 22°C v 26°C, media de
24°C. La vegetacion es exuberante,

A la misma zona de bosgue himedo pertenece la reservacion de
indios del Tukuko; sin embargo, su situacidn al pie de la Sierra de Perijd la
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hace gozar de una temperatura media anual de 18°C. Precipitacion entre
1100 2000 mm anuales

Se incluyeron en la muestra @ Maracaibo, capital del Estado Zulia, v
Cabimas, la segunda ciudad en importancia del Estado, y centro de la
actividad petrolera de la zona, Estan situadas a escasos metros sobre el
mvel del mar en la denominada formacién de bosgue seco tropical.

MATERIALY METODO

Entre abril y diciembre de 1967 fugron recolectadss 793 muestras de
sangre de humanos, residentes en las 14 poblaciones descritas, con un
promedio de 57 muestras por localidad, Las de los menares de 7 afios y
mayores de 16 fueron tomadas, en su mayoria, en lzs consultas de las
Medicaturas Rurales. Las de los nifios entre 8 y 16 afios en las escuelas
locales. En Lagunetss ¥ Bobures fueron tomadas a domicilio.

Se recomendd a las personas rasponsables de la recoleccion de las
muestras, anotar entre los datos perinentes, el tiempo de estadia en la
poblacion y en otras zonas donde hubiese vivido. Sin embargo, este dato
fue recogido en contadas ocasiones, por lo gue en |3 discusion de los
resultados se toma en cuenta esta faltz de informacion,

Las muestras fueron obtenidas de la vena del pliegue del codo en
tubos al vecio, y colocadas en refrigeracion. Despuss de separado el
enagulo, los sueros fueron congelados a -20°C hasta el momento de realizar
lis pruebas.

La prueba de inhibicidn de la hemaglutinacidn (IH) se llevd a cabo
segan la técnica de Clarke y Casals (7) modificada por Sever (21),
utilizando el caolin para eliminar los inhibidores no especificos. La prueba
se efectud en platos plasticos desechables (Tipo U, Cooke Engineering,
Alexandria, Va., USA). E! antigeno usado fue el de la EEV (Biological
Fesgents Section, COC, Atlanta, Ga., USA), utilizando 8 unidades
hemaglutinantes. El pH optimo fue de 6,0 a 37°C. 5e considerd positiva
toda muestra que tuviera un titulo inhibidor de 1/10 & més.

La pruebz de neutralizacion se hizo en los laboratorios de Arbovirus
del COC utilizando la técnica de inhinicion de placas bajo capa de agar. El
virus utilizado fue el de la EEV cepa vacuna. Las diluciones del virus se
mezclaron a partes iguales con el suerc problema no diluidao y sin inactivar;
g incubaron a2 37°C por una hora, v se inocula 0,1 ml de la mezcla a
cultiva de células de embrion de pato. La adsarcion se llevo a cabo a 37°C
por una hore, ¥ se cubrieron luego con agar Noble mis medio nutritiva
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compuesto de extracio de levadura, hicrolizedo de lactalbiming, 4 o/o de
suero de ternera fetal y 6 o/o de bicarbanato de sodio (7,5 o/o). Se utilizd
suerg humano fresco no diluido y previemente titulado, para las diluciones
del virus, con el fin de prevenir la pérdida del factor labil accesorio. Se
considerd positiva toda muestra que neutralizara 1,7 @ mis logaritmos del
ViTus.

RESULTADDS

Oe las 14 localidades estudiadas (Tabla 1), las cifras del Tokuko
{0%), Maracaibo (1%, y Quisiro (1%), nos hacen pensar en la susencia
de actividad del virus en estss localidedes, o bien, como es el caso de
Maracaibo, la muestra es demasiado pequena para permitirque la situacion
real guede reflejada. Liama la atencion que, a pesar de estar ubicado
Ouisiro en el drea recorrida por la onda epidémica de 1962, acusara tan
bajz positividad. Sin smbargo, nuestros datos corroboran lo sefalado por
Avildn 11} de gue ro se presentaron casos humanos de EEV en aquella
poblacian durante la citada epidemia. Una posible explicacion seria que la
presencia de fuertes corrientes de aire que recorren la zona dificultan la
permanencia de los vectores en canticad suficiente para infectar a los
individuos susceptibles,

Por las razones antes expuestas, en los analisis que siguen hemos
exciuido las 166 muestras provenientes de estas tres localidades.

De las 627 muestras de suero restantes, 124 poseian anticuerpos |H
contra EEV en tiwlos de 1/10 & més. Practicada la prueba de
neutralizacion se obiuvieron 103 positives. Basados en trabajos anteriores
(12, 18) en loe gue ge demoetré gus loe cueros negativos para EEV
mediante la prueba [H eran invariablemente negativos en neutralizacian,
ninguno de los IH negativos se estudid mediante esta dltima prueba. Los
porcentajes se basan, por tanto, en los positivos en la prueba de
neutralizacion. Observamos en la tablz 1 que el 16 o/o de la muestra
estudiada presentaba enticuerpos antiEEV.

Es claramente visible gue, basados en los resultados serologicos,
podamos agrupar 2 las poblaciones en dos grupos: A y B. El grupo A,
formado por Sinamaica, Paraguaipoa e Isla de Toas, en las cuales ha habido
historia conocida de brotes epidémicos de la enfermedad y que presentan
altos porcentajes de positividad; y el grupo B, formado por las otras 8
poblaciones, aparentemente sin epidemias hasta el momento del estudio,
cun un promedio de pesitivided slrededor del 10 o/o,
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TaBLA |

FMCUFSTA SEROLDGICA PARA EMNIEFALITIS EQUiNA VENEEZOLANA.
PORCENTAJES DE PODSITIVOS EN LAS POBLACIONES ESTUDIRDAS.
ESTADO ZULIA, I196T.

a0 ,."'fﬂswwn? |
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15LA B TOAS m m &0 1z I 2y
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IH= Inhibicidn de |a nemoglutinocion
MEUT= Pruebs de neutralizacidn

*Porcentaje basado en log positivos en la prueba de peutralizacidn.
¥*El Toro, capital de la Isla.
*r*Eliminados de la casuistica.

Tamafo de la muestra.

La tabla 7 resume la relacidn porcentual de las muestras con la
aoblacion estimadaen cadaunade las 11 localidades para el 1° de julio de
1367. Puede cbservarse clarumente gue el lamaio de la muestra es
pagueiio, aunque a nuestro juicio, noinvalida la orientacion general que se
desprende de los resultados obtenidos,

Tasas de positividad.

En la tabla 3 se ha estimado la representacion gue, tedricamente,
deben tener los positivos en cada una de las localidades. Esta estimacion
nos permite obtener |as tasas de positividad por 1000 habitantes.
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TAHL L 2

ENCUESTA SEROLOGICA PARA ENCEFALITIS EQUINA VENMEZOLANA.
TAMAND DE LA MUESTRA ENM RELACIGN & LA POBLACION REZIPECTIVA,
ESTADO ZULIA, 19867,
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TaHLA 3
ENCUESTA SERCLOGICA PARA EMCEFALITIE EGQUINA VENEZOLANA.
POBITIVOE ESTIMADODS ¥ TASAS POR 1000 HABITANTES
ESTADO ZFULIA.IS6T.
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En las localidades del grupo A, las tasas varian entre 440 por 1000
habitantes en Sinamaica, v 199 por 1000 en lsla de Toas. En el grupa B, Ia
tasa mas elevada apenas alcanza a 133 por 1000; muy por debajo de la
menor del grupo A,

Tasas por edades.

En las poblaciones del grupa A (Fig.2) sbservamos, gue no hubo
positivos por debajo de los 5 anos, Cntre 5 ¢y O aios, salo se aprecid
aclividad, reflejada en Iz presencia de anticuerpos, en la poblacion de
Sinamaica. A partir de los 10 afios hay una elevacion progresiva de la tasa
de positividad por 1000 hahitantes.

En el grupo B, como puede apreciarse en la Fig. 3, las barras tienen
alturas por debajo de las observadas en el grupc A. Es posible observar la
recularidad de los rescltedos de Concha y Villa del Rosario, en
contraposicion al resto dalas poblacionas.

Podria asegurarse, de manera general, que en las seis poblaciones
restantes, los mayores de 30 afios (mayores de 20 en Machango) han
estadlo en contacto con @l virus en algin momento de su vida. Los positivos
en edades mas jovenss se presentan en forma irregular ¥ seran motivo ce
discusion mas adelante,
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Distribucion por sexo.

La distribucion de los positives por sexo (tabla 4} no acuso
preferencia entre varones y hembras. Hubao, sin embargo, una marcada
diferencia con predominio del sexo masculino en Villa del Rosario, Concha
y Casigua, y lo contrario sucedid en Sinamaica; todo lo cual atribuimos a
defectos de la muestra.

DISCUSION

Desde 1a epidemia de 1962-1964 hasta el momento de |a encuesta
{1867), no habian sido reportados casos de EEV en las localidades de la
Guajira aqui estudiadas. En la Fig. 2 observamos que, como esperdbamaos,
no se detectaron anticuerpos en nifos nacidos después de 1962 en estas
poblationes,
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TAHLA 4

(NCUESTA SEROLOGICA PARA ENCEFALITIS ECQUINA VEMEZOLAMNA.
DISTRIBUCION DE LOS POSITIVOS POR SEXD
EN LAS LOCALIDADES ESTUDIADAS.
ESTADO ZUuLla, i19BT.
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Las tasas de positividad en las poblaciones del grupo A (tabla 3) van
desde 199 por 1000 habitantes hasta 440 por 1000, cifras bastante
elevadas si se comparan con las del grupo B, sin historia conocida de brotes

importantes de la enfermedad, y en las cuales las tasas son francamente
Interiores.

Las fallas en las muestras para el presente trabajo, 2specialmente en
su volumen (tabla 2), distribucién insuficiente por edades y recoleccion de
datos bésicos como el tiempo de permanencia en cada una de las
localidades, no nos permite especular muy extensamente sobre los
resultados obtenidos. Sin embargo, nos atrevemas a sugerir que, descar-
tando a Concha y Villa del Rosario, ®l virus habia estado activo en esas
areas hace 20 a 30 afios, o, por el contrario, los anticuerpos fueron

adquiridos par contacto con el wvirus en zonas diferentes a su actual
residencia.

Los positives en edades mas jovenes, de Cabimas, El Venado,
Bobures y Casigua, parecen representar casos infectados en la epidemia de
1952-1964; y en apoyo a esta teoria estarian los resultados de Avildn (1)
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quien reportd casos humanos de infeccitn por EEV durante la epidemnia de
1962-1964 gn las poblaciones de Villa del Rosario y Cabimas, y los de
Bricefio Rossi (4) guien aisla el virus de casos humanos intectados en junio
de 1963 en Villa del Rosario, y en octubre de ese mismo afio en Cabimas.

Sin embargo, en una poblacion unitormementz expuesta a la
irfeccion, resulta extrafio gue fueran efectados algunos grupos de edades y
otros no, Por ejemplo, el grupo de 59 afos de Casigua; y escaparan los
menores de 5 afos y los de 10-29 afos. Pareceria mas logico suponer que

estes individuos hayan adguirido sus anticuerpos en zonas epidemicas,
pxtendernos en corsidersciones, debido al escaso nimera de muestras de

que dispusimos,

La regularidad en los resultados 2n las poblaciones de Concha y Villa
dal Rosario Fig.3, muy semejantes a los del grupo A, parece denotar la
presencia del virus en el curso de las dltimas décadas, ya sea en forma de
epidemiss, lo cual s8 spoyaria en los resultados anteriormente citados (1,
B), o ser reflejo del contacto directo con un foco enzadtico qua ha ido
creando anticuerpos en la poblacion. Esto es particularmente factible en
Concha ya gue la zona es muy similar, ecologicamente, a los focos
gnzodticos de Panamd y Centro Amirica (K.M. Johnson, comunicacion
personal).

Aln cuando la epidemiologia de la enfermedad, de acuerdo con los
conocimientos actuzles, haria pensar en una mayor exposicion al riesgo
por parte de los hombres a la picadura de los vectores, en el presente
reporte la diferencia de positividad entre uno y otro sexo (tabla 4) no nos
permite pensar gue la enfermedad acuse preferencia por alguno de los dos.
Serd necesaria sin duda, una mayor experiencia en trabzjo de campo para
establecer alguna hipotesis valedera.

Como hemos podido observar, la enfermedad es francamente epida-
mica en la zona de la Guajira, y parece necesaria la presencia de una serie
de factores para gue se desarrolle un nuevo brote: aumento de la
proporcion de susceptibles, alta densidad de mosguitos provocada por un
periodo mas largo de lluvias, y otros aun no bien definides. En este sentido
pudimos comprobar que un afio después de esta encuesta, en 1968, un
nuevo brote de EEV afectd a las poblaciones de la Guajira, ¥ la
distribucitn de los casos sefialo que solo un 42 por 1000 de los mayores de
B afios contrajeron la enfermedad, mientras gue un 110 por 1000 de la
poblacion menor de 6 afos, los susceptibles para aguella época, fue
afectada (22). Asimismo pudo observarse que Sinamaica tuvo una tasa de
ataque mucho menar que Paraguaipoa; lo que concuerda can la diferencia
inmunitaria que hallamos en nuestro estudio entre ambas poblaciones
(:abla 1 y Figura 2).
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Durante una epidemia el hombre parece jugar un papel importante
an la transmisitin de la enfermedad por el hecho de tener titulos de viremia
suficientemente elevados como para infectar a los mosquitos (5), o a traves
del contacto directo ya que el virus ha sido hallado en la garganta de las
aersonas afectadas (11), y se conoce que es posible la infeccion con este
yirus por via aéres entre caballos {'6). Pero, en los periodos interepidé
micas, el virus debe mantenerse en vn foco enzodtica cercano y desde alli
ntroducirse en la pablacion periddicamente (8, 13, 14). Las condiciones
iridas de la Guajira no parecen ser las mas propicias para el asentamiento
de estos focos; sin embargao, en estudios posteriores hemos encontrado en
las lagunas de agua fresca de los alrededores de Sinamaica, una alta
densidad de mosquitos y roedores salvajes, los cualss podrian ser los
responsables del mantenimiento del ciclo extrahumano del virus (datos por
publicar). En este sentido, se hace necesario investigar mas profundamente
¢l papel gue ellos juegan en la epidemiologia de la enfermedad en este
region del pais.
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Antibodies to Venezuelan eguine encephalitis virus in the human popula:
tion of Zulia State, Venezuela, in 1967,

Ryder, 5. {Instituto de Investigacion Clinica. Apartado 1151, Maracaibo
Venezuela), Final, L.T. and Soto-Escalona, A. Invest. Clin, Mo, 39: 11-11,
1971.- During 1867, seven hundred and ninety three samples of blooc
serum of persons resident in 14 localities of Zulia State, Venezuela, were
studied by means of hemagglutination-inhibition and Jeutralization tests
in duck embryo cell cultures in order to determine the presence of
intihodies to the Venpezuelan eguine encephalitis virus. 1his study was
carried out five years after a severe epidemic which started in this State
and affected almost all the nation.

With the exception of the populations of the Guajira (Zulia State), the
results obtained seem to indicate that the virus was active in 8 grest part of
the State, some 20-30 years ago, and had not caused any problems since
that time up until the epidemic ot 1952-64,
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The localities of the Guajira which were studied, presented a high rate of
positivity, and no antibodizs were found in individoals born after the
1962 .64 outbreak, which affirms the epidemic character of the disease in
this area of the country. We consider the possibility that in this area there
exists and enzootic focus which maintains the viros in the environment
and acts periodically to cause the epidemoepizootic outbreaks. Studies
intented to elucidate this problem are aheady under wey and will be the
object of future communications.
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