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Resumen. Se hizo el estudio clinico y de laboratorio de nueve niftos con
encefalitis producida por el virus de la encefalitis equina Venezolana,
demostrado por aislamiento del virus y por la prueba de inhibicién de la
hemaglutinacion. Cast todos los pacientes tenian anticuerpos demostrables
en el séptimo dia de evolucién de la enfermedad. El examen clinico indica
que los sintomas y signos mas frecuentes fueron: fiebre, convulsiones y otras
manifestaciones de excitacion cortical. Los exdmenes hematicos revelaron
leucocitosis inicial con ulterior tendencia hacia leucopenia. Con férmula
leucocitaria normal al comienzo seguida de neutropenia en la mayoria de
los casos. EI liquido cefalorraquideo present6 pleocitosis con linfocitos en
dos casos y neutréfilos en otro. Hubo hiperglucorraquia en el 50% de los
nifios y aumento de la albumina raquidea. Las pruebas cualitativas para
globulinas fueron positivas en tres oportunidades.

Venezuelan equine Encephalitis. Clinical and laboratory studies
in pediatric patients.
Invest Clin 14(4):145-158, 1973.

Abstract. Clinical and laboratory studies were conducted in nine
children with encephalitis produced by the VEE virus. The etiologic agent
was determined by isolation of the virus from blood and/or hemagglutina-
tion-inhibition test. Most of the patients had developed antibodies against
VEE after the 7th day of evolution of the disease. The more frequent signs
were fever, convulsions, and other manifestations of cortical exitation. Blood
tests revealed leukocytosis at the beginning followed by leukopenia. Leu-
cocyte counts were normal followed shortly by neutropenia in most of the
children. CSF had pleocytosis with limphocytes in two cases and neutrophils
in another one. There were hyperglucorraquia in 50% of the patients, high
levels of albumin and positivity of the qualitative test for glubulins.
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INTRODUCCION

En el afio de 1968, se desenca-
dené un brote de encefalitis equina
venezolana en el Distrito Paez del
Estado Zulia, cuyas caracteristicas
fueron ampliamente descritas por
otros investigadores (23} armoni-
zando su cuadro sintomatolégico
con las observaciones de Negrette en
1959 (15, 16) y los estudios del brote
de 1962 (2). Al siguiente ario, 1969,
cabalgando con la aparicién de las
lluvias y con el aumento de la pobla-
cién de vectores se inicié un nuevo
brote en el Distrito Paez (19). que
rapidamente se extendié al Distrito
Mara, siendo éste el mas afectadoen
esta ocasion. EI brote se propagé a
Maracaibo, municipios circunveci-
nos y aiin a otros distritos donde los
brotes son menos frecuentes.

En el presente trabajo se sigue
la evolucién de un grupo de ninos
provenientes de diferentes areas del
Estado que fueron internados en el
Hospital de Nifios de Maracaibo en
noviembre de 1969 por sospecha de
encefalitis venezolana y su objeto
primordial es contribuir al estudio
de la enfermedad en la regién.

MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron nueve ninos inter-
nados en el Hospital de Nifios de
Maracaibo cuyas edades oscilaban
entre 15 diasy 8 afios. Cinco de ellos
provenian de diferentes barrios de
Maracaibo, uno de Santa Cruz (Dis-
trito Mara), dos del Distrito Miranda
y otro de Yaguasira (Distrito Paez).

Se extrajo sangre por puncién
venosa diaria de cada nifio, durante
siete dias consecutivos. Esta fue
transportada al laboratorio en con-
diciones adecuadas de refrigera-
cién, donde fue centrifugada, sepa-
rado el coagulo y el suero guardado
a -70°C hasta el momento de su
utilizacién.

Para el aislamiento de virus se
utilizaron fibroblastos de embrién de
pollo en medio minimo esencial de
Eagle adicionado de suero de ternera
al 10%, bicarbonato de sodio al 7,5%y
antibidticos (penicilina 100U /ml, es-
treptomicina 100 mcg/mly fungizona
2,5 mcg/ml). Como medio de mante-
nimiento se utilizé el mismo medio de
Eagle con suero de ternera en concen-
tracién del 2%. Antes de inocularse
con las muestras de suero,las células
fueron lavadas dos veces con solucién
0,15M salina en buffer fosfato 0,1M
pH 7.4, luego se les anadié 0,2 ml de
la muestrade suero, se incubaron las
células por una hora a 37°C y se les
adicioné el medio de mantenimiento.
Se hicieron observaciones diarias al
microscopio para buscar efecto cito-
patogénico.

Ademas, cada uno de los sueros
fue estudiado mediante la prueba de
inhibicién de la hemaglutinacién.
Los inhibidores inespecificos se eli-
minaron por adsorcién con caolin.
El método utilizado fue el de Clarke
y Casals (8) adaptado a la microtéc-
nica por Severs (22). La prueba se
realizé en placas plasticas desecha-
bles con fondo en "U" (Cooke Engi-
neering Co. Alexandria, Virginia,
U.S.A)}). Se emplearon en la prueba

Investigacion Clinica 36 (Sup. 2): 1995



EEV: Clinica y laboratorio en nifios

227

8 unidades hemaglutinantes de an-
tigeno viral de EEV a un pH de 6,0.

A todos los nifios se les practicéd
examenes de cuenta blanca y fér-
mula leucocitaria, del liquido cefalo-
rraquideo y de electrolitos.

Todos los nifios fueron dados de
alta por curacion y se desconoce su
ulterior evolucidn.

RESULTADOS.

Aislamiento: Tres de los nifios
estudiados presentaron viremia,
evidenciada por multiplicacién de
virus en los cultives de fibroblastos
de embridén de pollo inoculados con
sus sueros (Tabla N2 1).

Serologfa: En la prueba de in-
hibicién de la hemaglutinacién se
obtuvieron titulos significativos
anti-EEV en ocho nifios y uno que

fue consecutivamente negativo has-
ta el séptimo dia cuando tuvo un
titulo de 1:10 (Tabla N¢ 2J.

Estudio Clinico:En la tabla N? 3
se observa la agrupaciénpor edades.
Cuatro de los casos se encuentran
por debajo de 1 ano (15 dias, 3
meses y dos de cinco meses). La
fiebre destaca como uno de los sin-
tomas predominantes y sus caracte-
risticas principales se resumen en
las tablas N® 4, 5y 6. El tipo de fiebre
que predominé fue la bifasica. Ade-
mas de la fiebre se hicieron presen-
tes una variedad de sintomas que
ponian claramente de manifiesto la

- afectacion del sistema nervioso (Fi-

gura 1} y que corresponden a la
sintomatologia atribuida a la clasifi-
cacién tipo II de acuerdo con las
pautas tomadas en 1962 (2).

TABLA 1
ENCEFALITIS EQUINA VENEZOLANA EN NINOS HOSPITALIZADOS.
NOVIEMBRE 1969. DEMOSTRACION DE POSITIVIDAD DEL VIRUS EEV

Positividad EEV
Paciente Edad Aisl, Serolog. Procedencia

1 2a + + Maracaibo
2 2a + + Maracaibo
3 la - + Miranda

4 3m - + Maracaibo
5 la - + Mara

6 15d - + Maracaibo
7 8a - + Maracaibo
8 5m + + Miranda

9 5m - - Paez
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TABLA 3
ENCEFALITIS EQUINA VENEZOLANA EN NINOS HOSPITALIZADOS
NOVIEMBRE 1.969. DISTRIBUCION POR EDADES

Edades No. de Casos Porcentaje
<1 ano 4 45%
1 ario 2 22%
2 a 4 afios 2 22%
5a9 arios 1 11%
Total 9 100%
Cuenta blanca y férmula leuco- uno. A algunos de los nifios se les

citaria: El estudio hematol6gico reve-
la una cuenta normal en un caso,
leucopenia moderada en dos y leuco-
citosis en los otros seis. Para la leuco-
citocis las cifras variaron entre 12.600
y 24.200 leucocitos por cc y en el
cursode la enfermedad bajaron a limi-
tes normales y aun por debajo de lo
normal. En la Figura N? 2 se aprecia
la dispersién de los valores leucocita-
rios en relacion con las cifras norma-
les maximas y minimas. Las férmulas
leucocitarias, leidas entre 2 y 8 dias
después del comienzo de la enferme-
dad, indicaron normalidad en 6 casos,
neutropenia con linfocitosis en 2 ca-
sos y neutrofiia con linfocitopenia en

practicaron andlisis seriados y tres de
los que presentaron formulas norma-
les al comienzo, demostraron unaten-
dencia ulterior de la neutropenia (Ta-
bla N¢ 7).

Electrolitos: Los valores san-
guineos de los electrolitos fueron
normales.

Fosfatasas y glicemia: Las fos-
fatasas estuvieron ligeramente au-
mentadas en tres casos y la glicemia
fue normal.

Liquido céfalo-raguideo: Se
hizo este examen a ocho de los nue-
ve nifos, reportandose de aspecto
cristalino en tres ocasiones, sangui-
nolento en uno y el resto no se indi-

TABLA 4
ENCEFALITIS EQUINA VENEZOLANA EN NINOS HOSPITALIZADOS.
NOVIEMBRE 1.969. DURACION DE LA ENFERMEDAD

Duracion No. de Casos Porcentaje
3 a 6 dias 4 45%
7 a 14 dias 4 45%
> 14 dias 1 10%
Total 9 100%

Vol. 36 (Sup. 2 ): 225-236, 1995



230

Gaskin Pellacani - Soto Escalona

FIEBRE | 100 %
| convuLsiones | 100w
RIGIDEZ OE NUCA BN 58 %
ESTRABISMD :l as %
INCONSCIENCIA 1 33 %
WIPERREFLEXIA OSTEOTEND. | | 33 %
ARREFLEXIA CUTANEA | 33 %
HIPORREFLEXIA OSTEOTEND. : 22 %
IRRITASILIDAD ] "o
DEPRESION NERVIOSA ____] o
NISTAGNUS :I 1y %
voMITOS B o
HIPERTONIA MUSCULAR ] o
PARE S1AS 3 It %
L i1+1 1} 1 j 1t %
MIORIASIS j %
Fig. 1

c6. El examen citolégico fue normal
en la mayoria de los casos, obser-
vandose pleocitosis a predominio
linfocitico en dos ocasionesy neutro-
filico en una. Las cifras de cloruros
fueron normales. Hubo hipergluco-

rraquia en el 50% de los casos. Ade-
mas, hubo un discreto aumento de
la albamina y las pruebas cualitati-
vas para globulinas fueron positivas
en tres ocasiones (Tabla N¢ 8).
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TABLA 5

ENCEFALITIS EQUINA VENEZOLANA EN NINOS HOSPITALIZADOS.
NOVIEMBRE 1.969. INTENSIDAD DE LA FIEBRE

Grados de Temperatura No. de Casos Porcentaje
38 °C-38,9 °C 22%
39°C-39,9°C 87%

40°Co > 11%
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Fig.2
Discusién. mientos de virus, pues es sabido que

El estudio serolégico seriado de-
muestra la presencia significativa de
anticuerpos en casi todos los nifnos
en la semana siguiente a la inicia-
cion de la enfermedad. Esto, en par-
te, explica la poca cantidad de aisla-

el virus desaparece de la circulacion
tan pronto se hacen presentes las
primeras sefales de anticuerpos.
Ha sido demostrado (4, 10) que se
puede lograr hasta un 90% de aisla-
mientos si la muestra es tomada en
los 3 primeros dias de la enferme-
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TABLA 6

ENCEFALITIS EQUINA VENEZOLANA EN NINOS HOSPITALIZADOS.
NOVIEMBRE 1.969. TIPO DE FIEBRE

Tipo de Fiebre No. de Casos Porcentaje
Continua 2 22%
Intermitente 1 11%
Remitente 1 11%
Bifasica 5 56%
Total 9 100%

dad, pero en este estudio los nifos
ingresaron al hospital con lapsos
variables de tiempo de evolucion que
oscilaban entre 2 y 7 dias. Sin em-
bargo uno de los nifios presento vi-
remia demostrable hasta el 82 dia de
evolucién y solo presenté alza de
anticuerpos después del undécimo
dia. El momento de aparicion de las
tasas de anticuerpos fue muy varia-
do; en un caso se observoé al segundo
dia de evolucién, y en un caso en el
dia undécimo, que fue el mas tar-
dioen aparecer. Con esta sola excep-
cion, todoslos nifios tenian titulos
de anticuerpos demostrables al sép-
timo dia del comienzo de la enferme-
dad. El titulo de anticuerpos varié
entre 1:80 y 1:1280.

No hay criterio unanime en la
literatura sobre las cifras de leuco-
citos en esta enfermedad. Algunos
autores (9,12,14) han encontrado
leucocitosis de variada amplitud.
Sin embargo, otros, en infecciones
experimentales en equinos (11, 13)
o en inoculaciones accidentales de
laboratorio (3,5,6) o en infecciones
voluntarias del hombre (21)o des-

pués de vacunaciones (1, 24) o en
infecciones naturales (7, 18, 20),
han descrito cifras de franca leuco-
penia tan bajas como 2.300 leucoci-
tos por cc.

Nuestro estudio hematologico fue
hecho en todos los casos dentro de los
tres primeros dias del ingreso con lap-
sos de evoluciéon entre 2 y 7 dias.
Nuestros resultados indican una
franca leucocitosis inicial seguida de
una probable depresiéon del sistema
leucopoyético, evidenciada por la cai-
da de las cifras leucocitarias a niveles
normales muy cercanos a los limites
de leucopenia y en algunos casos a
verdadera leucopenia.

Existe disparidad de opiniones
en cuanto a formula leucocitaria en
EEV. Algunos autores (7, 9, 12, 15)
describen neutrofilia; otros (17)"
dan igual porcentaje de distribucién
para neutropenia y para neutrofilia.
Otros aun (1, 5) describen neutrope-
nia inicial que luego se normaliza.
Experimentalmente tampoco se ha
logrado unificacion de datos. Go-
chenour (11) encuentra linfocitope-
nia en burros, mientras que Kissling

Investigacién Clinica 36 (Sup. 2): 1995
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(13} encuentra neutropenia en ca-
ballos.

En nuestro estudio aunque la
mayoria de los niflos presentaba
una cuenta relativa normal en el
comienzo de la enfermedad hay la
evidencia de que la neutropenia es
la caracteristica primordial ya que
en estudios seriados se observa una
caida paulatina hacia niveles bajos
de neutréfilos y en dos casos la neu-
tropenia fue manifiesta desde el ini-
cio de la enfermedad.

Las alteraciones del sistema
nervioso central sefialan un predo-
minio de manifestaciones de excita-
cién cortical y en un bajo porcentaje
de casos hubo depresién sensorial
como hipo y arreflexia 6steotendino-
sa y cutdnea ya descrito por otros
autores (20). Nosotros afiadimos ri-
gidez de nuca, estrabismo e incon-
ciencia. Se consiguid hiperglucorra-
quia en el 50% de los casos lo que
corrobora los hallazgos descritos
por Castillo en la epidemia de 1962
(7). La albumina raquidea alcanzé
niveles muy altos en tres de los pa-
cientes lo cual no habia sido descri-
to, en evidente contradicciéon con los
datos de la serie anterior que desta-
ca hipoalbuminorraquia en el 80%
de los casos.

Los tres casos que presentaron
pleocitosis del liguido céfalorraqui-
deo estaban entre los que tenian
leucocitosis acentuada. No hubo co-
rrelacién entre el predominio de al-
gin tipo de células blancas en liqui-
do céfalorraquideo y el predominio
de las mismas en sangre periférica.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1-

ALEVIZATOS A, KINNEY R,
FEIGIN RD: Live attenuated Vene-
zuelan equine encephalomyelitis virus
vaccine. Clinical effects in man. Am J
Trop Med Hyg 16: 762, 1967.

AVILAN JIM: El brote de encefalitis
venezolana al norte del Estado Zulia a
fines de 1962. Rew Ven SAS 29: 231,
1964.

BAQUERIZO L, MARMOL F: Ence-
falitis a virgstransmitidos por antrépo-
dos. I. Variedades, vectores y posibles
reservorios. II. Confirmacinse-
rolGgica de un caso humano. Rev Ecu-
ator Hig Med Trop 15: 139, 1958,

BAQUERIZO L, MARMOL F; Ais-
lamiento del virus de la encefalitis
equina de tipo venezolano del suero
sangufneo y faringe de un caso hu-
mano. Rev Ecuator Hig Med Trop 16:
1, 1959.

CARPIO J, CURNEN E, SATURNO
A: Cuatro casos bumanos de infeccion
por ¢l virus de encefalitis equina vene-
zolana. Acta Cientifica Venezolana 13:
90, 1962.

CASSALS J, CURNEN E, THOMAS
L: Venezuelan equine encephalomye-
litis in man. J Expt Med 77: 521, 1943.

CASTILLO CE: Informe sobre una
reciente epidemia de encefalitis
equina en la zona norte del Estado
Zulia, Venezuela, Rev Ven SAS 29:
325, 1964.

CLARKE DH, CASSALS J: Tech-
niques for hemagglutination inhibi-
tion with arthropod borne viruses. Am
J Trop Med Hyg 7: 561, 1962.
EHRENKRANZ J, SINCLAIR MC,
BUFF E, LYMAN DO: The natural

Vol. 36 (Sup. 2 ): 225-236, 1995



236

Gaskin-Pellacani y Soto

10-

11-

12-

13-

occurrence of Venezuelan equine en-
cephatitis in United States. First case
and epidemiological investigations.
New England J Med 282; 298, 1970.
FOSSAERT H: Investigacion de casos
humanos de encefalitis equina venezo-
lana. Diagndstico de laboratorio. Rev
Ven SAS 31: 843, 1966.

GOCHENOUR WS, BERGE TO,
GLEISER CA, TIGERTT WD: Immu-
nization of burros with living Vene-
zuelan equine encephalomyelitis
virus. Am J Hyg 75: 351, 1962.

JOHNSON KM, SHELOKOV A,
PERALTA PH, DAMIN GJ, YOUNG
NA: Recovery of Venezuelan equine
encephalomyelitis virus in Panama. A
fatal case in man. Am J Trop Med Hyg
17: 432, 1968.

KISSLING RE, CHAMBERLAIN
RW, NELSON DB, STAMM DD:
Venezuelan equine encephalomyelitis
in horses. Am J Hyg 63: 274, 1956.
LEVI-CASTILLO R: The problem of
human and equine encephalomyelitis
in Bcuador. Acta Trop 9: 77, 1952.
NEGRETTE A: Encefalitis equina
venezolana. Invest Clin 1(1): 11, 1960.
NEGRETTE A: Encefalitis equina
venezolana. Manifestaciones clinicas
iniciales. Invest Clin 3(4): 51, 1962.
NEGRETTE A: Encefalitis equina
venezolana. Férmula leucocitaria rela-
tiva. Invest Clin 5(9):53, 1964. 18.-

18-

19-

21-

23-

NEGRETTE A, SULBARAN-SOLIS
G: Encefalitisvenezolana. Cifra de
leucocitos y manifestaciones clinicas
iniciales, Invest Clin 11 (33): 11, 1970.

RYDER S, FINOL LT, SOTO Al
Encefalitisequina venezolana.
Comentarios acerca de la
epidemiaocurrida en el Estado Zulia,
Venezuela, a fines de 1969. Invest Clin
12 (39): 52, 1971.

RYDER 8§: Encefalitis equina venezo-
lana. Aspectos epidemiolégicos de la
enfermedad entre 1962 y 1971, en Ia
Guajira venezolana, Invest Cifn 13 (3):
91, 1971,

SANMARTIN-BARBERI C,
GROQT H, OSORNO-MESA E: Hu-
man epidemic in Colombia caused by
the Venezuelan equine encephalomye-
litis virus. Am J Trop Med Hyg 3: 283,
1954.

SEVER JL: Application of a micro-
technique to viral serological investi-
gation. J Immunol 88; 320, 1962.
SOTO AJ,FINOLLT, RYDER S: Es-
tudio de un brote de encefalitis vene-
zolana en el Distrito Paez del Estado
Zulia, en octubre de 1968. Invest Clin
10 (31): 45, 1969,

SUTTONL, BROOKE C: Venezuelan
equine encephalomyelitis due to vac-
cination in man. JAMA 155: 1473,
1954,

Investigacién Clinica 36 (Sup. 2): 1995



