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ESTUDIO DE LOS VIRUS EV Y AISLAMIENTO DE LOS
ARBOVIRUS ESL, EE, GRUPO C, Y GRUPO GUAMA EN LA
REGION AMAZONICA DE PERU EN 1975!

William F. Scherer,? José Madalengoitia,> Oswaldo Meneses?

y Manuel Acosta*

Todavia no se ha determinado el origen del virus de la encefalitis
venezolana (EV), que ha causado muchos brotes de enfermedad hu-
mana y equina en Peri. Este articulo describe los resultados de un
estudio realizado en el norte de Pert que concuerdan con la teovia de
que el virus se mantiene como enzodtico silencioso en la cuenca amazg-
nica de Perii, y que los brotes periddicos humanos y equinos de EV a lo
largo de la costa peruana de clima seco del Pacifico estdn causados por
salidas del virus de dicha cuenca del Amazonas.

Introduccion

En los dltimos 35 afios el virus de la en-
cefalitis venezolana (EV) ha desencade-
nado intermitentemente epizootias equi-
nas y epidemias humanas en la costa de
clima seco del Pacifico, en Peru (I, 2). En
1925 en la lanura litoral del norte de Peru
se registré una epizootia equina semejante
a la causada por el virus EV, y otros brotes
de EV, de etioclogia comprobada, se regis-
traron a principios del decenio de 1940 y
en los inicios del de 1950, y otra vez en
1969 y 1973 (1-5).

El origen del virus de la EV en estas epi-
demias y epizootias equinas solo se pudo
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determinar en 1969, cuando la enferme-
dad se limité a la parte noroeste de la costa
de Perd, adyacente a Ecuador. En esta oca-
sién la enfermedad aparecié como la pro-
longacién meridional de una gran epizoo-
tia y epidemia ecuatoriana (3, 6). Pero
otras epidemias peruanas, incluso la regis-
trada mas recientemente en 1973, no ocu-
rrieron en la frontera con Ecuador.

El brote de EV de 1973 en el norte de
Pertu fue descrito en espariol por Mada-
lengoitia et al. (4) y por Terry (5). El virus
causante se aislé tanto en seres humanos
como en animales equinos, y por la prueba
de inhibicién de la hemaglutinacién (IH)
se clasificé como un subtipo I-B, segin el
Centro para el Control de Enfermedades,
de Atlanta, Georgia, EUA, y segin otros
estudios (4, 7). Se investigd la enfermedad
en 93 sujetos humanos, de 1 a 68 afios de
edad (30% eran menores de 10 aros; 59
eran del sexo masculino, 23 del femenino y
en los 11 restantes no se hizo constar el
sexo). Aproximadamente en el 25% de los
casos se presentaron sintomas del sistema
nervioso central, aunque la mayor parte de
los pacientes fueron ambulatorios.
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En 41 casos el diagnéstico de encefalitis
venezolana se confirmé por aislamiento
del virus de la sangre y/o la aparicién de
anticuerpos EV en el suero. En 28 casos se
hizo un diagnéstico de presuncién basado
en la presencia de anticuerpos IgM contra
virus EV o en titulos demasiado altos de
anticuerpos en muestras Gnicas de suero.
Las muestras de los otros 24 casos eran
inadecuadas para el diagndstico. Los 41 ca-
sos confirmados procedian de tres depar-
tamentos litorales del Pacifico, en el norte
de Peru (4-9° de latitud sur), uno de Lam-
bayeque, 17 de La Libertad, y 23 de Piura,
(figura 1). El niimero de los casos equinos
se calculé en mas de 2,500, con una morta-
lidad de alrededor de 40%. El brote ocu-
rri6é durante los meses de enero a junio de
1973, pero ya el afio anterior (mayo de
1972) se habian registrado algunos casos
equinos (diagnosticados clinicamente) en
la misma regién siguiendo las fuertes llu-
vias. En los meses iniciales de 1973 se uti-
liz6 una vacuna de EV inactivada para in-
munizar animales equinos y, a partir de
marzo de 1973, se usé una vacuna de virus
vivos atenuados fabricada en México (al-
rededor de 50,000 dosis).

Esta epidemia atrajo nuevamente la
atenciéon sobre una cuestién importante, a
saber, cual es el origen u origenes del virus
EV en un brote como el descrito, en el que
la enfermedad aparece primero en una
regién irrigada del litoral arido del Paci-
fico septentrional de Perd, lejos de Ecua-
dor y sin asociacién posible con una en-
fermedad coexistente en este ultimo pais.
Existen dos posibilidades: a)} que el virus
proceda de la selva humeda tropical de la
regién amazénica del Perd o, b) que per-
sista un pequerio foco de virus, circulantes
entre mosquitos y vertebrados, en valles
irrigados por rios situados en medio de
una zona desértica en el litoral del Pacifico
del Perd. Durante 1970 y 1971 se realiza-
ron estudios sobre los posibles origenes de
las epidemias y las epizootias equinas de
EV en el Perd (2, 8). Ademas, en 1975 se

realizaron investigaciones ulteriores al
brote de 1973. Este articulo describe los
resultados de estas altimas investigaciones.

Como en 1970 y 1971, cuando se encon-
traron en la regién amazénica del Peru
otros arbovirus ademas del virus EV (in-
cluido el de la encefalitis del este (EE),
grupo G, y virus del grupo Guama) (9), en
1975 se recuperaron otros arbovirus de los
tejidos de mosquitos y de hamsters centine-
las. En este articulo se incluye informacién
acerca del aislamiento de arbovirus de la
encefalitis de San Luis (ESL), encefalitis
del este, grupo C (Marituba), y grupo
Guama.

Materiales y métodos
Lugares de estudio y técnicas de campo

Se estudiaron dos tipos de localidad: 1)
en el Departamento de Loreto, selva hi-
meda tropical cerca de Yurimaguas en el
rio Huallaga y en Iquitos, en el rio Amazo-
nas, situados respectivamente a altitudes
de 180 y menos de 200 metros; y 2) en el
Departamento de Amazonas, selva tropical
seca, cerca de Imacita, en el rio Marafién,
en un lugar situado a una altitud de 240
metros y a 5°5' sur y 78°22’ oeste (figura
1). Solo quedaban algunos restos de selva
en los alrededores de Yurimaguas, pues
casi todo el terreno habia sido desmontado
con propésitos agricolas. En contraste, la
regién alrededor de Iquitos e Imacita era
casi toda boscosa en 1975.

Los mosquitos se capturaron con las
trampas de luz del Centro para el Control
de Enfermedades (CDC) en dos habitats
de selva a 6 km o menos de Yurimaguas
(camino al aeropuerto Muniches y San
Ramoén); en estas mismas areas se expusie-
ron hamsters sirios (Mesocricetus auratus)
como centinelas (véanse las fotografias
1-3). El lugar de estudio cerca de Iquitos
fue el bosque de Quistococha, previamente
estudiado en 1970-1971 (2, 9). El tercer
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(1) Alo lejos y a la izquierda se ve el bosque que se encuentra junto a la carretera al aeropuerto, cerca
de Yurimaguas. El aeropuerto de Yurimaguas se encuentra un kilometro a la derecha de esta carretera. (2)
El bosque en la localidad de San Ramén, también proximo a Yurimaguas, se ve a lo lejos a través de
campos despejados. (3) Una vista cercana del bosque en el lugar de San Ramdn. (4) El pueblo de Imacita,
situado junto al rio Maranén, en el Departamento de Amazonas. (5) El pequefio bosque estudiado cerca de
Imacita, en la propiedad de Benigno Chiozo.
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FIGURA 1—Mapa de Per( que muestra los sitios
de estudio de arbovirus en 1975.
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lugar de investigacién fue una pequefia
zona despejada de la selva a 1 km de Ima-
cita (fotografia 4), en la propiedad de Be-
nigno Chiozo (fotografia 5).

Se colectaron mosquitos hembras y, sin
mas identificacién, se colocaron en cucu-
ruchos de papel. Los cucuruchos se envol-
vieron con papel de aluminio, se rotularon
por dentro y por fuera, y se conservaron
en vapor de nitrégeno liquido a —100°C
hasta que llegaron a Nueva York en mayo
de 1975. Después se mantuvieron a
—60°C. Los hamsters centinelas se trajeron
de la colonia de hamsters de Lakeview,
Nueva Jersey, siendo enviados por avién a
Perd. Como se sabe por la experiencia de
Centro América, los virus del Grupo C y
los arbovirus Patois podrian matar a los
hamsters centinelas si se los transmiten los
mosquitos, y esto por supuesto podria in-
terferir con el aislamiento del virus EV,
por lo que los hamsters expuestos en Iqui-

tos y Yurimaguas fueron previamente in-
munizados contra estos virus en Nueva
York. Esta inmunizacién se realizé inocu-
lando a los hamsters virus vivos Patois
(cepa mexicana 63A49) en el dia 0; des-
pués se inoculd virus Nepuyo muerto con
formalina (cepa mexicana 63U11) con
coadyuvante completo de Freund en los
dias 14, 20 y 27; luego, virus vivo Nepuyo
en el dia 41; y, por dltimo, virus vivo Ori-
boca en el dia 47. De los 156 hamsters de
siete u ocho semanas inoculados, 31 mu-
rieron después de recibir virus Patois, uno
murié después de recibir virus inactivado
Nepuyo, uno murié después de recibir vi-
rus vivo Nepuyo, y 62 murieron después
de recibir virus vivo Oriboca. Quedaron 61
hamsters inmunes que tenian 14-15 sema-
nas de edad cuando empezé su exposicién
en Perd, desde finales de marzo a princi-
pios de mayo de 1975. Los hamsters nor-
males no inmunizados empezaron su ex-
posicién a las 10 semanas de edad.

Aislamiento del virus e identificacion

Todas las suspensiones de tejidos de
mosquitos y de los hamsters centinelas
muertos o enfermos se probaron con una
inoculacién combinada intracraneal (ic) y
subcutdnea (sc) en ratén lactante suizo al-
bino de 1-4 dias de edad, que se obtuvie-
ron de Taconic Farms, en Germantown,
Nueva York. Las suspensiones de mosqui-
tos y los hamsters centinelas que dieron vi-
rus se examinaron en Nueva York durante
el periodo de mayo a julio de 1975. La
prueba de fijacién de complemento (FC) se
llevé a cabo como se habia descrito pre-
viamente (/0) con antigenos en extracto sa-
lino tomados del encéfalo de ratones lac-
tantes infectados.

Las pruebas de neutralizacién (N) se ba-
saron en reducciones de placas en cultivos
primarios de células embrionarias de pollo
para los virus ESL y EE, y en cultivos de
células de rifién de mono africano verde
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Vero para los virus del grupo C y grupo
Guama (I7). Algunas pruebas N para el
grupo de virus Guama se hicieron con ra-
tones lactantes inoculados ic (I1).

Como se describié previamente, se pre-
pararon anticuerpos en gallo y se utiliza-
ron en pruebas de inhibicién de la hema-
glutinacién con incubacién breve de la di-
lucién de virus, para subtipificar los EV
aislados (7). Todos los cultivos de células
fueron preparados y usados como se ha
descrito en otra publicacién (8). Los anti-
sueros empleados para identificar los virus
fueron los siguientes: EV—antisuero de
conejo obtenido después de dos inyeccio-
nes con cepa mexicana 63U2; ESL—Ii-
quido ascitico obtenido de un ratén des-
pués de cuatro inyecciones con cepa mexi-
cana 65V310; y EE—antisuero de conejo
obtenido después de tres o cuatro inocula-
ciones con cepa Guatemala 68U230. Los
reactivos de referencia de liquido ascitico
de ratén de los Institutos Nacionales de
Salud de EUA empleados fueron los si-
guientes: Grupo A: G209-701-567; grupo
B: G216-701-567; grupo Bunyamwera:
G205-701-567; grupo C: G201-701-567;
grupo Guama: G202-701-567; Ilheus:
V509-701-562; Rio Bravo: V536-701-562;
Bussuquara: V561-701-562; Modoc:
V538-701-562; Cowbone Ridge: V533-
701-562; Leucoencefalitis Montana Myotis
(LMM): V541-701-562; cepa de Massachu-
setts EE: V_515—'701-562'; y Mayaro:
V507-701-562 (12). Los antisueros Ori-
boca, Caraparu y Marituba los cedié ama-
blemente el Dr. C. J. Gibbs en 1965, des-
pués de la preparacién en conejos por el
Dr. W. Pond; y los liquidos asciticos de ra-
tén especificos para Guama, Moju y Bimiti
fueron donados generosamente por el Dr.
R. Shope.

Pruebas de anticuerpos

Las pruebas de N e IH se hicieron como
se habia descrito previamente (/7). Para la

designacién del subtipo antigénico de los
virus EV se tomé la clasificacién de Young
y Johnson (13). Para las pruebas de N se
utilizaron cepas EV 52/73, 71D1249 y
71D1252, de Pera (2, 4); cepa ESL 75D90;
y cepa EE 75U40. Las pruebas de N se
realizaron por reduccién de placas en cul-
tivos primarios de células de embrién de
pollo preparadas como se ha descrito en
otro lugar: en pocillos en placas de plastico
con un area de 2 o de 8 centimetros cua-
drados (11). Para la prueba de IH se utili-
zaron hemaglutininas de EV de la cepa
mexicana 63U2, cepa guatemalteca EE
68U230, cepa ESL mexicana 65V310, y
cepa de encefalitis del Oeste de Estados
Unidos 1985-60.

Resultados
Virus EV

Se obtuvo una cepa EV como se indica
en el cuadro 1, de un grupo de 100 mos-
quitos hembras capturados en la noche del
7 al 8 de abril de 1975 en la selva de Quis-
tococha, cerca de Iquitos. Todos los rato-
nes inoculados en dos camadas murieron
en los dias 3° a 6° siguientes a la inocula-
cién. La cepa (75D143) se identificé como
virus EV por los resultados de la prueba de
neutralizacién por reduccién de placas. El
indice logjo de neutralizacién (ILN) con
antisuero EV fue mayor de 2.5 y con anti-
suero EE fue de 0.5. En una prueba de
inhibicién de la hemaglutinacién de una
hora, empleando la dilucién del virus y los
anticuerpos tempranos de gallo, Ia hema-
glutinina 75D143 fue inhibida 250 veces
por anticuerpos contra el subtipo colom-
biano I-D EV cepa (V209A), 90 a 120 ve-
ces por anticuerpos contra dos cepas de la
amazonia peruana, 1971 (71D1316 y
71D1249), ocho veces por anticuerpos con-
tra los subtipos I-A (cepa Kubes), I-B
(cepa 52/73), y 11l (cepa BeAn8), y menos
de ocho veces por anticuerpos contra cepas
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CUADRO 1—Lista de arbovirus EV, ESL, EE, grupc C y grupo Guama aislados a partir de mosquitqs
y hamsters centinelas adultos en la regidn amazdnica de Peru desde fines de marzo hasta principios de

mayo de 1975.

Mosquitos hembras

Hamsters centinelas

No. de virus

Dias de exposicién del No. de virus

Nimero probado aislados hamster aislados
ol No. de enfermos
Mosquitos Hamsters in- © muertos sobre
indivi- Grupos de Grupo munes a Gr. Hamsters no  No. total de

Lugar duales* mosquitos EV ESL Guama C-Pat.’? inmunizados expuestosc EE  Grupoe C
Lugar de

Iquitos

{Quisto-

cocha) 25,436 245 1 0 2 702 2/18 0 0
Lugar de

Yurimaguas

(carretera

al aero-

puerto de 4,774 44 0 I/ 0 270 0/10

Muniches) - 122 1/5 0 0
Lugar de

Yurimaguas 8,980 56 0 0 0 297 0/11

(San Ramén) 87 2/5 1 1

—

Lugar de

Imacita

(Benigno

Chiozo) 801 6 0 0 0 80 0/10

2 Los nimeros correspondientes a las trampas de luz nocturnas del CDC y los niimeros medios de mosquitos capturados por
trampa-noche, fueron los siguientes: Iquitos, 90 a 283, Yurimaguas (carretera al aeropuerto), 45 y 106; Yurimaguas (San
Ramén), 46 y 195; Imacita, 30 y 27. Se usé hielo seco solamente con las trampas de luz durante las seis trampa-noches en
Iquitos.

qb Inmune a Gr. C-Pat. significa hamsters inmunizados a virus del grupo C (Nepuyo y Oriboca) y a virus Patois, como se
describe en el texto.

¢ La inoculacién intracraneal en ratones de tejido encefalico y mezclas de suspensiones de tejidos de corazén, higado y rifién

de dos hamsters muertos en Iquitos y uno muerto en Yurimaguas (carretera al aeropuerto), no dio virus.

de los subtipos I-C, I-E, I1, IV, y un posible
nuevo subtipo V. La cepa 75D143 (en el
nivel de paso dos en ratones lactantes y en
el cultivo uno de células de embrién de
pollo) maté a los dos cobayos adultos de
tipo inglés de pelo corto que fueron inocu-
lados sc con 16,000 unidades formadoras
de placas (ufp) en cultivos de células de
embrién de pollo (CEP).

Los hamsters centinelas expuestos en
Iquitos, Yurimaguas e Imacita (ver cuadro
1) no produjeron virus EV. Los plasmas

obtenidos de 28 hamsters el 5 de mayo de
1975, al fin de la exposicién en Yurima-
guas, y de otros 10 hamsters el 7 de mayo,
después de su exposicién en Imacita, no
contenian anticuerpos IH detectables con-
tra los virus EV, EE o ESL a la dilucién
1:10. Los plasmas de hamsters expuestos
en el camino del aeropuerto de Muniches,
cerca de Yurimaguas, dieron titulos de IH
de 1:10 y =1:20 al virus de la encefalitis
del Oeste. No se detectaron anticuerpos
FC contra el grupo de arbovirus Capim o



Scherer et al.

ESTUDIO DE LOS VIRUS EV EN PERU 7

CUADRO 2—Prevalencia de anticuerpos neutralizantes de virus EV, EE y ESL en sueros de caballos
sangrados en el Departamento de Loreto, Perd, durante 1970 y 1975.

Proporcién (No. de positivos? sobre No. d

anticnernag N detact
anticuerpos N aetectal

e probados) de caballos con sueros que mostraban
ables

a cepas particulares de virus

Yurimaguas, abril 1975 Iquitos, Pucalipa,
septiembre septiembre
Subtipos y cepas EV IH 1970 1970

Edad aproxima-

da de los caba- Cepa I-B Cepa I-D, Cepa?V, CepaEE Cepa ESL Cepa ESL. Cepa ESL

llos (en afios) 52/73 71D1249  71D1252 75U40 75D90 75D90 75D90
> 10 0/6 2/6 0/6 4/6 1/6 2/2 —
5-9b 1/16 3/16 3/16 12/16 3/15 2/3 5/12
2-4¢ 2/7 1/7 2/7 5{7 1/7 3/6 3/10
<2 _ — — — — 1/2 017

Total 3/29 6/29 5/29 21/29 5/28 8/13 8/29
(porcentaje) (10%) (21%) (17%) (72%) (18%) (62%) (28%)

2 Positivo = ILN >1.6 con una dilucién 1:4 de suero calentado a 60°C durante 20 minutos y probado por reduccién de
placas contra 100 ufp (unidades formadoras de placas) en CEC (células de embrién de pollo).

b Un suero dio respuesta positiva a las tres cepas EV, en tanto que los otros cuatro respondieron positivamente a unacepa.

.¢ Dos sueros respondieron positivamente a ambas cepas EV, la 52/73 y la 71D1252, en tanto que uno respondié positiva-

mente solo a 71D1249.

Patois con una dilucién de 1:4 de plasmas
de seis hamsters no inmunizados expues-
tos en Yurimaguas ni en 10 expuestos en
Imacita.

Se encontraron anticuerpos N del virus
EV en 21% de los sueros de 29 caballos
sangrados en Yurimaguas en abril de
1975. Como se indica en el cuadro 2, los
sueros de animales de 2 a 4 afios ya dieron
resultados positivos. Fue mayor el porcen-
taje de sueros positivos a las cepas
71D1249 ¥y 71D1252 aislados durante 1971
en la regién amazénica del Perd que a la
cepa epizodtica 52/73 obtenida del brote
de Ia costa septentrional de Perti en 1973.

También se detectaron anticuerpos N de
EV en sueros obtenidos de personas en
Yurimaguas, en abril de 1975. Sin em-
bargo, al contrario de lo que sucedié con
los resultados obtenidos con sueros de ca-
ballo, el mayor porcentaje de resultados
positivos (38% de 14 sueros humanos) se
encontré con la cepa epizodtica 52/73; so-
lamente 7 y 14% de los sueros humanos
dieron resultados positivos cuando se pro-
baron con las cepas enzoéticas del Amazo-

nas (véase el cuadro 3). Los tres sueros que
dieron resultados positivos con las cepas
amazdnicas también reaccionaron positi-
vamente a la cepa epizodtica, y todas las
personas que tenian anticuerpos pasaban
de 29 afios de edad.

Los anticuerpos N de EV que se encon-
traron en estos sueros humanos y de caba-
llos no se correlacionaban con los anti-
cuerpos N de EE. Dos sueros de caballo y
cuatro humanos resultaron positivos a EV
y negativos a EE, mientras que 13 sueros
de caballo y dos humanos fueron negativos
a EV y positivos a EE.

Como se observa en el cuadro 3, ningin
suero de 13 personas de Imacita obtenido
durante el mes de abril de 1975 present6
niveles detectables de anticuerpos N de
EV.

Virus ESL

Una suspensién hecha con 60 mosquitos
hembras capturados del 14 al 15 de abril
de 1975 en el camino al aeropuerto de
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CUADRO 3—Prevalencia de anticuerpos neutralizantes de virus EV, EE y ESL en sueros de 27 sujetos
humanos sangrados en abril de 1975 en dos lugares de la cuenca amazénica del centro y norte de Perd,

precisamente al oriente de los Andes.

Proporcién (No. de positivos? sobre No. de probados) de personas
con sueros que mostraban anticuerpos N detectables a cepas particu-

lares de virus

Subtipos y cepas EV IH

Edad
de los sujetos Cepa I-B Cepa I-D, Cepa?V, Cepa EE Cepa ESL
Lugar (en anos) 52/73 71D1249  71D1252 75040 75D90
40-52 2/4 0/4 0/4 0/4 0/4
30-39b 3/8 1/8 2/8 2/8 0/8
Yurimaguas 20/29 0/2 0/2 0/2 1/2 0/2
Total 5/14 /14 2/14 3/14 0/14
(porcentaje) (36%) (7%) (14%) (21%)
50-57 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3
30-39 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1
Imacita 20-29 0/5 0/5 0/5 2/5 0/5
10-19 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
Total 0/13 0/13 0/13 2/13 0/13
(porcentaje) (15%)

2 Positivo = ILN >1.6 con una dilucién 1:4 de suero calentado a 60°C durante 20 minutos y probado por reduccién de
placas contra 100 ufp (unidades formadoras de placas) en CEC (células de embrién de pollo).
Un suero, de un empleado en el programa de campo contra el paludismo, respondié positivamente a las tres cepasde EV y
EE. Otro suero respondié positivamente a ambas cepas de EV, 52/73 y 71D1252.

Muniches, cerca de Yurimaguas, contenia
virus ESL (véase el cuadro 1). El total de
los ocho ratones lactantes inoculados con la
suspensién de mosquitos murieron al
quinto dia de la inoculacién. El virus se
volvié a aislar a partir de la suspensién
congelada de mosquitos seis meses des-
pués, cuando se inocularon otros cinco ra-
tones lactantes que murieron nueve dias
mas tarde. Esta cepa de virus ESL (75D90)
se identificé con pruebas de neutralizacién
con reducciéon de placas. Un liquido asci-
tico de ratén inmune al virus ESL (cepa
mexicana 65V310) dio un ILN de >2.4y
3.1 en dos pruebas. El ILN que se obtuvo
con liquidos asciticos de ratones inmunes a
flavivirus Itheus, Rio Bravo, Bussuquara,
Modoc, Cowbone Ridge y LMM fue del
orden de 1.1-1.3. Los ILN obtenidos con
liquido ascitico polivalente (grupo A,
grupo Bunyamwera y grupo C) de ratény
con antisuero de conejo especifico EV y EE

variaron entre 0y 0.7.

Como se indica en el cuadro 2, en sueros
de caballos sangrados en Yurimaguas en
1975 y en Iquitos y Pucallpa (figura 1) en
1970, se encontraron anticuerpos N de vi-
rus ESL, cepa 75D90. Algunos pocos sue-
ros humanos en Yurimaguas e Imacita
fueron negativos al anticuerpo N de ESL,
pero los sueros de dos de 13 personas de
15 a 53 anos de edad a quienes se hizo
objeto de una muestra en Pucallpa en sep-
tiembre de 1970 presentaron niveles de-
tectables de anticuerpos N de ESL. En dos
sujetos que tenian 26 y 28 anos de edad, el
ILN que se obtuvo fue >2.4y 1.7 en cua-
druple dilucién de suero.

Virus EE

Un hamster centinela murié el 26 de
abril de 1975, 18 dias después de la exposi-
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cién en el lugar de San Ramén, cerca de
Yurimaguas; en los tejidos encefalicos se
encontré una cepa de virus EE (75U40)
después de su inoculacién a nueve ratones
lactantes, que murieron todos ellos dos
dias después de la inoculacién (cuadro 1).
Esta cepa fue neutralizada por un liquido
ascitico de ratén de grupo A polivalente
(ILN 3.5) y por cada uno de tres antisue-
ros de diferentes cepas del virus EE (Mas-
sachusetts, 448 y Guatemala 68U230); en
los tres ultimos casos, cada uno tuvo un
ILN >4.8. Los ILN obtenidos con anti-
suero EV de conejo (cepa Guatemala
69Z1), antisuero encefalitis del Oeste de
conejo (cepa North Dakota), y liquido asci-
tico de ratén Mayaro (cepa TRVL 15537)
fueron, respectivamente, 0.3, 0y 0.

La cepa 75U40 de virus EE obtenida de
esa forma fue clasificada por el Dr. C. Ca-
lisher, del Centro para el Control de En-
fermedades, instalaciones de Ft. Collins,
Colorado, como pertenecientes al subtipo
Sudamericano. El Dr. Calisher también
encontré que dos de las cepas EE que se
obtuvieron en Pucallpa en 1970 (70U1104
y 70U1114) pertenecian al subtipo suda-
mericano.

Los sueros de 21 de 29 caballos (72%)
sangrados en Yurimaguas durante abril de
1975 tenian niveles detectables de anti-
cuerpos N a la cepa 75U40 del virus EE
(cuadro 2). Ademas, los sueros de tres de
14 personas (21%) colectados en Yurima-
guas y de dos de 13 personas (15%) colec-
tados en Imacita neutralizaron el virus EE
(cuadro 3).

Virus del grupo C

Una cepa de arbovirus del grupo C
(75U41), tentativamente identificada como
virus Marituba, se recuperé del encéfalo
de un hamster centinela no inmunizado
que murié en el lugar de San Ramén, cerca
de Yurimaguas, el 5 de mayo de 1975,
después de 27 dias de exposicién (cuadro

1). Los 11 ratones lactantes de dos camadas
inoculadas murieron 2 6 3 dias después de
la inoculacién. El liquido ascitico de ratén,
grupo C polivalente, produjo un ILN>2.3
en una prueba de neutralizacién con re-
duccién de placas, y el ILN con antisuero
Marituba fue >2.1. Los ILN obtenidos con
antisueros de otros virus del grupo C (Ori-
boca y Caraparu) fueron 0.1 y 0.6, respec-
tivamente, en tanto que los obtenidos con
liquidos asciticos de ratén de los grupos A,
B y Guama, polivalentes, fueron <0.4.

Virus del grupo Guama

Como se muestra en el cuadro 1, dos
grupos de mosquitos hembra de Iquitos
dieron arbovirus del grupo Guama. Un
grupo de 100 mosquitos, colectados la no-
che del 8 al 9 de abril de 1975 de la misma
trampa de luz que permitié obtener la cepa
75D 148 de virus EV la noche anterior,
contenja un virus (75D125) estrechamente
relacionado con el virus Guama y Moju; los
ocho ratones lactantes inoculados con esta
suspensién de mosquitos enfermaron o
murieron 9 6 10 dias después de la inocu-
lacién. El virus fue inactivado mezclandolo
con cloroformo (reduccién de logie >3.0)
y produjo placas en cultivos de células de
rifién de mono verde africano Vero. Los
liquidos asciticos de ratén de grupo
Guama y los liquidos asciticos de ratén es-
pecificos de los grupos Guama y Moju,
neutralizaron al virus 71D125 en pruebas
realizadas en ratones lactantes, siendo los
ILN obtenidos 1.8, 2.4 y 2.2, respectiva-
mente. Sin embargo, el virus no fue neu-
tralizado por anticuerpos para los virus
Bimiti, Bertioga, Catu o Mahogany Ham-
mock del grupo Guama, siendo en estos
casos los ILN obtenidos 0.7, <0.2, 0.3 y
<1.7, respectivamente.

Otro virus del grupo Guama (75D235)
se obtuvo de un grupo de 100 mosquitos
hembras capturados el 16-17 de abril de
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1975 en otra trampa de luz. Esta suspen-
sién de mosquitos maté a dos de ocho ra-
tones lactantes siete dias después de la ino-
culacién; el virus en cuestién fue identifi-
cado como Bimiti mediante pruebas de

neutralizaciéon con reduccién de placas en,

cultivos de células Vero. Estas pruebas
produjeron un ILN >2.3 con liquido asci-
tico de ratén inmune del grupo Guama, y
>2.1 con liquido ascitico de ratén de Bi-
miti.

Discusién

Durante 1970-1971 se estudiaron los po-
sibles origenes de las epidemias y epizoo-
tias equinas de EV en la costa seca del Paci-
fico de Peru (2). Se examiné la regién
amazdnica en dos lugares, probando mos-
quitos en cuanto a la presencia de virus,
probando sueros en lo relativo a los anti-
cuerpos, y estudiando la actividad del virus
EV con hamsters centinelas. En los valles
irrigados por rios, uno en la parte norte y
otro en la parte sur de la costa del Pacifico,
en Per, se estudié la actividad del virus
EV con pruebas de anticuerpos en equinos
y exposicién de hamsters centinelas. Estos
dltimos no detectaron actividad del virus
EV en partes de la costa norte de Perd li-
mitrofe con Ecuador, durante la estaciéon
seca. Sin embargo, se aislé el virus EV de
mosquitos y hamsters centinelas a través de
los Andes en el extremo oriental de la re-
gién amazdnica peruana, cerca de la ciu-
dad de Iquitos.

Estos hallazgos son compatibles con la
posibilidad de que las epidemias y las epi-
zootias equinas de EV en la costa del pacifi-
co de Peri fueran causadas por movimien-
tos del virus transportado por vertebrados
infectados que atravesaban los pasos an-
dinos, o llevados por vertebrados infec-
tados o mosquitos transportados fuera de
la regién amazénica por aeroplanos. Sin
embargo, debido a que los aislamientos
realizados en 1971 ocurrieron en un lugar

ubicado a unos 750 kilémetros al este de la
planicie costera del Pacifico, parecié con-
veniente examinar las regiones de la ama-
zonia peruana préxima a los Andes por
evidencia de la actividad del virus EV.
Aunque sencillo en concepto, este examen
fue dificil de realizar. Los dos sitios estu-
diados durante 1970 y 1971 en la regién
amazdénica peruana (Iquitos y Pucallpa, en
el Departamento de Loreto) se eligieron
debido a que se encontraban entre los po-
cos lugares a los que podia llegarse por
avioén; el movimiento por carreteras o rios
resultaba impracticable debido al tiempo
que requeria, la necesidad de vehiculos es-
peciales, y el costo.

Otro factor que hubo de considerarse
fue la manera como el virus EV, si es que
se hallaba presente precisamente al este de
los Andes, pudo llegar a la costa del Paci-
fico. Como se dijo anteriormente, junto al
posible transporte en vertebrados y mos-
quitos infectados por avién, existia la posi-
bilidad de que vertebrados infectados hu-
bieran atravesado los pasos andinos. El
paso mis bajo entre la cuenca del Amazo-
nas y la vertiente del Pacifico en todo el
sistema andino, desde Chile en el sur hasta
la parte oriental de Colombia, se encuentra
entre Olmos y Tambo, en Perd, en el De-
partamento de Piura. Este lugar, conocido
como Abra de Porculla, se halla situado
aproximadamente a 5°5’ sur y 79°30’ oeste
(figura 1). En regiones cercanas también
hay pasos casi igualmente bajos.

Todavia otra posibilidad que hubo que
considerar fue que la probabilidad de en-
contrar al virus EV en el bosque hiimedo
tropical era mayor que encontrarlo en el
bosque seco tropical.

Asi, pues, el area deseada de estudio
tendria que ser una regién de bosque hii-
medo tropical a la que pudiera llegarse fa-
cilmente por avién y que estuviera situada
precisamente al oriente de uno de esos pa-
sos andinos bajos del norte de Perd. Desa-
fortunadamente, en 1975 no existia tal
area. Por consiguiente, nos limitamos a dos
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sitios ubicados precisamente al oriente de
los Andes; uno, localizado en el bosque
himedo tropical de Yurimaguas, al cual
podia llegarse por aire y que se hallaba a
unos 400 km al este-sureste de Abra de
Porculla; el segundo, situado en el bosque
seco tropical de Imacita, al que podia lle-
garse por carretera a través de Abra de
Porculla, estaba a unos 200 km de distancia
en linea recta del lado del paso que da al
Pacifico, en Olmos, y a 340 km de distancia
por carretera (figura 1). Iquitos, en el ex-
tremo oriental de la regién amazdnica
peruana, fue estudiado nuevamente en
1975 como sitio de control para evaluar los
métodos empleados con mosquitos y hams-
‘ters centinelas para aislar el virus EV.
Puesto que el virus EV se aislé en el lugar
en 1971, parecié probable que pudiera en-
contrarsele nuevamente en 1975.

El virus EV se obtuvo de mosquitos cap-
turados cerca de Iquitos. Mas cerca de los
Andes, en Yurimaguas, el lugar con solo
algunas zonas de bosque himedo tropical,
se encontraron anticuerpos N al virus EV
en los sueros tanto de caballos como de
personas. Los estudios efectuados en Ima-
cita, cerca de los Andes pero mas al norte
de Yurimaguas, se hicieron en bosque seco
tropical y fueron limitados en tiempo y
cortos en alcance; no fue sorprendente
que no revelaran evidencia de actividad
del virus EV.

Estas observaciones del virus EV en Peru
durante 1975 revelaron asi la actividad del
virus en la porcién oriental de la regién
amazénica, cerca de los Andes, y confir-
maron también la actividad del virus EV
mas al este, cerca de Iquitos. Los anticuer-
pos EV encontrados en sueros de caballos
de Yurimaguas fueron particularmente in-
formativos, puesto que la mayoria de estos
caballos habia nacido y crecido en la re-
gion. Ademas, la existencia de anticuerpos
EV en caballos de solo 2-4 afios de edad
indicé ciclos recientes del virus. Los anti-
cuerpos EV hallados en sueros humanos
obtenidos durante 1975, como los encon-

trados en personas al este de los Andes en
1965 (I4), son dificiles de interpretar como
indicadores de actividad local del virus,
puesto que la gente viaja periédicamente.

Todo el conocimiento que se tiene hasta
la fecha sobre la actividad del virus EV en
Pert es compatible con la teoria de que el
virus viajé de los bosques lluviosos de la
amazonia tropical a los valles irrigados de
la costa del Pacifico para producir epide-
mias y epizootias equinas. Antes de que se
generalizasen los viajes por aire entre estas
regiones, el virus pudo haber sido trans-
portado por personas y animales equinos
virémicos que circulaban por los pasos an-
dinos. En la actualidad, los aviones pueden
mover facilmente personas virémicas o
mosquitos infectados.

Sin embargo, esta teorfa del origen es
dificil de probar actualmente. Compara-
ciones efectuadas entre cepas EV de la re-
gién amazénica y las de los brotes en la
costa, demuestran que: a) exhiben simili-
tudes en su virulencia para cobayos ingle-
ses de pelo corto inoculados sc con 1,000
ufp en CEC del virus, y b) exhiben tanto
similitudes como diferencias en pruebas de
IH de dilucién del virus. La cepa EV obte-
nida en Iquitos en 1975 (75D143) maté a
estos cobayos, tal como lo hicieron dos ce-
pas obtenidas en Iquitos en 1971
(71D1249 y 70U1129) y una cepa (52/73)
del brote ocurrido en la costa en 1973 (15
y observaciones inéditas). Las cepas de
ambas regiones tienen el mismo subtipo
IH (subtipo I), pero se ha informado que
representan diferentes variedades dentro
de ese subtipo. Las cepas de Iquitos
71D1249, 70U1129 y 75D143, se han rela-
cionado con la variedad D del subtipo I, en
tanto que las variedades aisladas del brote
costero en el decenio de 1940—Piura y
Hoja Redonda (Ica)—y en 1973 (52/73),
son de la variedad B del subtipo I (4, 7, §).
Sin embargo, pruebas adicionales IH em-
pleando anticuerpos de pollo han demos-
trado reacciones cruzadas entre las cepas
de la regién amazdnica y la variedad B,
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especialmente la cepa 52/73 de la costa pe-
ruana, y también, como se informa aqui,
entre la cepa 75D143 de Iquitos y la varie-
dad A; también se han observado reaccio-
nes cruzadas entre la EV amazénica y el
subtipo III (7). De este modo, se sabe que
las cepas amazénicas tienen relaciones an-
tigénicas IH con las cepas de las epidemias
y epizootias costeras. No obstante, la fala
de identidad completa en las pruebas IH
indica que pudo haber ocurrido algin
cambio, ya sea antes de que el virus dejara
la regién amazénica o después de que lle-
gase a la costa del Pacifico y llevé a cabo su
ciclo vital por medio de mosquitos y hués-
pedes vertebrados, hasta un punto en que
se amplificé lo suficiente para causar en-
fermedad y asi ser reconocido. Tal cambio
pudo haber resultado de procesos de mu-
taciéon y/o seleccidn, pero todavia falta por
determinar si ello realmente ocurrié.

El aislamiento del virus ESL de la regién
amazdénica peruana es una nueva observa-
cién. Este virus estd diseminado en todo el
territorio de EUA, y ha sido aislado en
Canada, México, Guatemala, Panama, Ja-
maica, Haiti, Trinidad, Ecuador, Brasil y
Argentina (16, 17). Los aislamientos del vi-
rus ESL realizados en Brasil ocurrieron en
el estado de Sao Paulo y cerca de Belém, en
la costa oriental. En 1965, Madalengoitia,
Flores y Casals (I4) probaron sueros de
personas residentes en la parte oriental de
Perd en cuanto a la presencia de anticuer-
pos a arbovirus. Once sueros—tanto de in-
dios como de mestizos—tenian anticuerpos
IH con caracteristicas consideradas especi-
ficas de la infeccién por virus ESL; estos
sueros se obtuvieron tanto en las colinas
orientales de los Andes como de las regio-
nes bajas situadas mas al oriente. Debido a
las reacciones cruzadas en la prueba IH
entre los anticuerpos a flavivirus, estos da-
tos no constituyen prueba inequivoca de la
existencia de virus ESL en el oriente de
Perd. Sin embargo, cuando estos datos se
consideran junto con el aislamiento del vi-
rus ESL en 1975 y el hallazgo de anticuer-

pos N de ESL én sueros recogidos durante
1970 y 1975, parecen demostrar la exis-
tencia del virus ESL en la regién amazé-
nica del oriente de Perii. Ahora tiene que
determinarse, mediante cuidadosos estu-
dios diagndsticos de pacientes, si el virus
realmente causa la encefalitis humana. De-
safortunadamente, en una regién tan ale-
jada muchos pacientes no reciben atencién
médica. No obstante, en la regién amazé-
nica de Pert hay hospitales y clinicas, y de-
beria recomendarse a los médicos que en-
viaran muestras apropiadas para el diag-
néstico (especialmente sueros de casos
agudos y convalecientes) a un laboratorio
de diagndstico equipado para prueba de
anticuerpos a ESL.

Con respecto a otros asuntos, el aisla-
miento de virus EE realizado en 1975 a
partir de un hamster centinela precisa-
mente al oriente de los Andes, en Yurima-
guas, extiende la distribucién de este virus
hacia el occidente de la amazonia peruana
a partir de los lugares (Pucallpa e Iquitos)
donde se demostré su actividad en 1970-
1971 (9). Asimismo, el aislamiento de un
arbovirus del grupo C a partir de un hams-
ter centinela en Yurimaguas, y de virus del
grupo Guama a partir de mosquitos en
Iquitos, concuerdan con aislamientos pre-
vios de estos virus cerca de Iquitos en 1970
y 1971 (9). La medida en que estos virus
causan enfermedad en Perd, necesita de-
terminarse mediante la colaboracién estre-
cha entre los médicos clinicos de la regién
amazoénica y un laboratorio de diagnoéstico
calificado.

Resumen

Los estudios que se presentan demues-
tran que el virus de la encefalitis venezo-
lana (EV) estaba presente en la regién
amazénica de Pert durante 1975, El virus
se aislé cerca de Iquitos (departamento de
Loreto), en el oriente de Perti; se encon-
traron anticuerpos que demostraban la
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existencia de una infeccién reciente sin
epidemias o epizootias equinas més al oc-
cidente, en Yurimaguas (departamento de
Loreto), en las tierras bajas préximas a los
Andes. Estas observaciones son compati-
bles con la teoria de que el virus EV es
enzodtico silencioso en la cuenca amazé-
nica de Perii, y de que esta regién ha ser-
vido como origen del virus en los brotes
periddicos de la enfermedad en humanos
y en equinos ocurridos en lugares irriga-
dos y habitados del litoral seco del Pacifico.

Histéricamente, y mas recientemente en
1973, la mayoria de estas epidemias y epi-
zootias equinas ocurridas en la costa, tuvie-
ron lugar a lo largo de la costa norte de
Peru, pero en zonas que (excepto en 1969)
no eran limitrofes con Ecuador, donde el
virus EV también causé la enfermedad.
Este hecho concuerda con la teoria de que
el virus EV puede haberse movido tradi-
cionalmente a través de los pasos monta-
fiosos bajos, que son limitados en Pera, a la

parte norte de los Andes. En la actualidad,
desde luego, los aviones también podrian
desplazar a personas virémicas o mosqui-
tos infectados a través de las montafias.

Otros virus que portan los mosquitos,
que incluyen los de la encefalitis de San
Luis (un flavivirus), encefalitis del este (un
alfavirus), y un bunyavirus del grupo C,
también se aislaron en 1975 cerca de Yu-
rimaguas; dos bunyavirus del grupo
Guama se aislaron cerca de Iquitos, en las
tierras bajas de la regién amazénica pe-
ruana.[]
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The studies reported here show that Vene-
zuelan encephalitis virus (VE) was present in
the Amazon region of Peru during 1975. The
virus was isolated near Iquitos (Loreto De-
partment) in eastern Peru; antibody evidence
of recent infection without epidemics or
equine epizootics was found further west at
Yurimaguas (Loreto Department) in lowlands
near the Andes Mountains. These observations
are consistent with the theory that VE virus is
silently enzootic in the Peruvian Amazon Basin
and that this region has served as a source of
virus for the periodic outbreaks of human and
equine disease that have occurred in irrigated,
inhabited locations on the dry Pacific Coast.

Historically, and most recently in 1973, the
majority of these coastal epidemics and equine

epizootics have taken place along Peru’s north-
ern coast—but in areas that (except in 1969)
were not contiguous with Ecuador, where VE
virus also causes disease. This fact fits in with
the theory that VE virus may have traditionally
moved through low mountain passes, which
are limited in Peru, to the nprthern portion of
the Andes Mountains. Nowadays, of course,
airplanes could also move viremic people or
infected mosquitoes across the mountains.

Other mosquito-borne viruses, incuding St.
Louis encephalitis (a flavivirus), eastern en-
cephalitis (an alphavirus), and a group C bun-
yavirus were also isolated during 1975 near
Yurimaguas; and two Guama group bunyavi-
ruses were isolated near Iquitos in Peru’s
Amazon lowlands.

Estudo do virus EV e isolamento dos arbovirus ESL, EE, grupo C e grupo Guama na
regiao amazénica do Peru, em 1975 (Resumo)

Os estudos sobre os quais se informa aqui,
demonstram que o virus da encefalite venezue-

lana (EV) encontrava-se presente na regiio
amazénica do Peru, durante 1975. Isolou-se o
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virus perto de Iquitos (Departamento de Lo-
reto), na parte oriental do Peru; encontraram-
se anticorpos que mostravam a existéncia de
uma infecgdo recente sem epidemias ou epi-
zootias eqiinas em territério mais para o oci-
dente, em Yurimaguas (Departamento de Lo-
reto), nas terras baixas perto da Cordilheira
dos Andes. Estas observagdes vao de acordo
com a teoria que o virus EV € enzoético silen-
cioso na bacia amazdnica do Peru e de que esta
regiao serviu como origem do virus nos surtos
periddicos da doenca tanto em humanos como
em equinos, que surgiram em lugares irrigados
e habitados do litoral seco do lado do Pacifico.

Historicamente falando, ainda mais recen-
temente em 1973, a maioria dessas epidemias e
epizootias eqiiinas que apareceram na costa,
surgiram ao longo da costa norte do Peru, s6
que em zonas que (exceto em 1969), ndo eram

limitrofes com o ‘Equador, onde o virus EV
também causou a doenca. Este fato vai de
acordo com a teoria que o virus EV pode
haver-se deslocado tradicionalmente através
dos desfiladeiros andinos mais baixos, que no
Peru, estio limitados a parte norte da Cordi-
lheira dos Andes.

Como ¢ légico supor, atualmente, os avides
também podem transportar individuos virosos
ou mosquitos infectados através das montanhas.
Qutros virus difundidos pelos mosquitos,
incluindo os que causam a encefalite de Sao
Luis (um flavivirus), encefalite oriental (um al-
favirus) e um bunyavirus do grupo C, também
puderam ser isolados em 1975 na proximidade
de Yurimaguas; isolaram-se dois bunyavirus
do grupo Guama perto de Iquitos, nas terras
baixas da regido amazénica peruana.

Etude du virus de I'EV et isolement des arbovirus ESL, EE, groupe C et groupe
Guama dans la région de ’Amazonie péruvienne en 1975 (Résumé)

Les travaux que nous rapportons ici, prou-
vent que le virus de 'encéphalite vénézué-
lienne (EV) était présent dans 'Amazonie pé-
ruvienne en 1975. Le virus a été isolé pres de
Iquitos (Département de Loreto), a I'Est du
Pérou. La présence d’anticorps, démontrée dé-
ja plus a I'Ouest, a Yurimaguas (Département
de Loreto) dans les basses terres proches des
Andes, constitue la preuve d’une récente infec-
tion sans épidémie ou épizootie équine. Ces
observations renforcent la théorie qui soutient
que le virus EV est discrétement enzootique
dans le bassin de ’Amazone péruvienne, et
que C’est a partir de cette région qu’il s’est pro-
pagé, produisant les épidémies périodiques
d’enchéphalite humaine et équine des zones
peuplées et irriguées du litoral Pacifique aride.

En général, et plus particulitrement en
1973, la plupart de ces épidémies cotieres et
épizooties équines se sont développées le long
de la céte Nord du Pérou, mais dans des ré-

gions qui, sauf en 1969, ne voisinaient pas avec
I'’Equateur ou le virus EV est également a l'ori-
gine de la maladie. Cette observation confirme
la maladie selon laquelle le virus EV se serait
déplacé a travers les cols situés a basse altitude,
peu nombreux au Pérou, vers la portion sep-
tentrionale des Andes. On considere égale-
ment, qu'a I'’heure actuelle, les avions peuvent
contribuer i la dissemination de ce virus de
part et d’autre des montagnes en déplagant des
personnes infectées par ce virus, voire méme
des- moustiques parasités par ce microorga-
nisme.

D’autre virus dont les moustiques sont les
vecteurs, parmi lesquels le virus de 'encépha-
lite de St. Louis (un flavivirus), celui de l'en-
céphalite orientale (un alphavirus) et un bu-
nyavirus du groupe C ont été isolés en 1975
prés de Yurimaguas, ainsi que deux bunyavi-
rus du groupe Guama dans les basses terres de
I’Amazone péruvienne, preés de Iquitos.



