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2016 AND 2017
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Sr. Editor. En los ultimos afios en el Peru se presentd un
alarmante aumento de casos por varicela complicada en
poblacién pediatrica. El laboratorio de referencia nacional
de Sarampion y Rubéola del Instituto Nacional de Salud
(INS), como parte de sus funciones de diagndstico
especializado, conservd muestras clinicas provenientes
de pacientes diagnosticados con varicela. Las muestras
correspondieron a suero sanguineo e hisopado de lesién
vesicular obtenidas de casos clinicos de un brote epidémico
ocurrido en las regiones Lima, La Libertad, Loreto, Cusco y
Tumbes. Las muestras fueron conservadas en refrigeracion
entre dos y ocho °C, hasta su posterior procesamiento por
ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)
para determinar la respuesta de anticuerpos IgM, IgG; y por
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real
para la deteccion del virus. Las muestras positivas fueron
sujetas a un posterior analisis de caracterizacion molecular
con el objetivo de genotipificar los virus de varicela zoster
(vVzv).

Entre el 2016 y 2017 fueron remitidas al laboratorio de
Sarampion y Rubéola un total de 198 muestras de suero y
177 de hisopado de lesion vesicular. Del total de muestras
126 resultaron IgM positivos, y 104 fueron positivas en el
PCR en tiempo real, las cuales fueron inoculadas en cultivos
puros de células de Vero y Neuroblastoma. Las células
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experimentaron un efecto citopatico como consecuencia
de la infeccién producida por VZV. Posteriormente los
aislamientos fueron cosechados y almacenados a -20°C; a
partir de estos se realizaron las extracciones de ADN usando
el kit comercial QIAamp DNA Mini (QIAGEN), seguidamente
se realizaron las amplificaciones por PCR convencional con
el uso de cebadores (primers) desarrollados por Li & Zhu
para VZV y para las siguientes regiones: ORF1, ORF 21,
ORF 22, ORF 38, ORF 54, ORF 62y R5 (.

Los resultados fueron observados en geles de agarosa
al 2%, los productos de PCR se purificaron usando un
kit comercial de ADN genomico QIAquick Gel Extraction
(QIAGEN) y fueron secuenciados por el método de
Sanger y procesados en un analizador genético Applied
Biosystems 3500. Se obtuvieron cromatogramas de ambas
hebras (forward y reverse) los cuales fueron editados y
ensamblados con el programa SeqTrace version 0.9.0 @,
las secuencias obtenidas fueron luego contrastadas con
secuencias de genomas completos o parciales depositadas
en la base de datos GenBanK ), de la que se descargaron
165 para cada regién estudiada (ORFs). Se realizaron
alineamientos de secuencias con el programa MAFFT
version 7 @y la concatenacién de todas las regiones con
el programa Sequence Matrix 1.8 ©). El alineamiento total
estuvo conformado por una matriz de 171 secuencias y
3456 pares de bases (pb). Se identificaron los cambios a
nivel nucleotidico y aminoacidico de las muestras peruanas
con respecto de la vacuna VariVax. Se realizd6 una
reconstruccion filogenética con la metodologia Neighbor-
Joining (NJ) con la opcion pairwise delecién, modelo de
sustitucion Kimura 2 parametros (K2P), y 1000 réplicas
bootstrap. Estas dos ultimas operaciones fueron realizadas
con el programa MEGA 7 ©).

El andlisis de las secuencias nucleotidicas obtenidas a
partir de las extracciones de ADN de los cultivos celulares,
permitié determinar la presencia del VZV en las muestras,
confirmandose los resultados previos de PCR en tiempo
real. Como parte de la genotipificacion de VZV se obtuvo
un arbol filogenético NJ en el que se distinguen los clados a
los que pertenecen las muestras analizadas (Figura 1). Se
registraron 29 cambios nucleotidicos puntuales (SNPs) que
se traducen en 13 cambios no sindnimos, es decir, cambios
aminoacidicos con respecto de la vacuna circulante VariVax,
resaltada como triangulo negro en el clado 2 de la Figura 1.

Resaltamos que la topologia del arbol NJ se asemeja
(aunque no es igual) a la obtenida por otros autores con
datos de genomas completos, dado que se distinguen los
clados 1,2,3,4,5VI,VIIl y IX como grupos independientes,
asimismo, los soportes bootstrap de cada clado superan
el 50 % considerado como limite 7®. La mayoria de las
cepas colectadas entre 2016 y 2017 se agrupan en el clado
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Figura 1. Arbol Neighbor-Joining de las relaciones evolutivas
de Virus de Varicela Zoster obtenido de la concatenacién de
las regiones génicas ORF 1, ORF 21, ORF 22, ORF 34, ORF
54, ORF 62 y R5. Se resaltan todos los clados identificados, los
circulos corresponden a las muestras peruanas. Los triangulos
corresponden a las vacunas pOka, vOka, VariVax, los asteriscos
sobre cada nodo indican valores bootstrap mayores a 50.

1 (en rojo en la Figura 1), el mismo que esta conformado
por cepas circulantes en Alemania, Suecia, Reino Unido,
EE.UU. y forman un sub-clado independiente; en tanto, solo
una cepa pertenece al clado 6 (en verde en la Figura 1).

Las muestras peruanas aisladas entre 2016y 2017 pertenecen
a dos grupos genéticamente diferenciados (clados 1 y VI).
Determinamos que las muestras peruanas con respecto a
la vacuna VariVax presentan 29 cambios nucleotidicos y 13
a nivel aminoacidico. Las siete regiones empleadas para el
analisis filogenético permiten caracterizar molecularmente
las muestras peruanas almacenadas en el laboratorio de
Sarampion y Rubeola; y podemos afirmar que corresponden
a VZV. Sin embargo, mediante la secuenciacion de alto
rendimiento de todo el genoma, en el contexto de grandes
virus de ADN, los datos recientes sugieren que los VZV
también podrian considerarse candidatos para el modelado
de la dinamica evolutiva de las poblaciones de estas especies
y la diversidad dentro del huésped.
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Lutzomyia shannoni UN POTENCIAL
VECTOR DE Leishmania cbagas{ EN
MADRE DE DIOS, PERU

Lutzomyia Shannoni APOTENTIAL VECTOR OF
Leishmania chagasi IN MADRE DE DIOS, PERU
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Sr. Editor. Los flebotominos o flebétomos son insectos
artropodos del orden Diptera . Entre los flebotominos de
mayor importancia en salud estan los artrépodos del género
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