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Recomendaciones

1. Fortalecer las actividades de vigilancia epi-
demioldgica en la captacion de febriles, lle-
nado de ficha clinico-epidemioldgica y toma
de muestra.

2. Realizar el segundo ciclo de fumigacion se-
gun el esquema establecido y realizar una
evaluacién entomoldgica de adultos post
intervencion, al finalizar los ciclos de trata-
miento espacial.

3. Recuperar las viviendas cerradas en el me-
nor tiempo posible utilizando una brigada de
“recuperacion de viviendas” (hay renuencia
del 30%)

4. Ejecutar el plan integral de prevencion y
control del dengue acordado.

CARACTERIZACION GENETICA DEL
VIRUS DE LA FIEBRE AMARILLA
PROVENIENTE DE UN BROTE
ICTEROHEMORRAGICO EN UNA
COMUNIDAD NATIVA DEL DISTRITO
DE IMAZA, AMAZONAS, 2005

Carlos Yabar' Enrique Mamani?

La fiebre amarilla (FA) sigue siendo una
enfermedad de importancia en salud publica
en el mundo a pesar de la existencia de una
vacuna eficaz (WHO, 2005). En Sudameérica,
el Pert fue uno de los paises que registrd
el mayor numero de casos de FA durante
el 2004 (WHO, 2005), contando con zonas
endémicas que se extienden desde la selva
norte hacia la selva central. Recientemente,
en diciembre de 2005 la Direccion de Salud
(DISA) de Bagua tomd conocimiento de un
brote icterohemorragico en la comunidad de la
etnia awajun localizada en Alto Tuntus, distrito
de Imaza, Amazonas, informandose ademas
de tres casos de muerte. Para lograr el acceso
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a esta comunidad localizada a 700 msnm no
existe ninguna carretera de referencia, razon
por la cual es necesario realizar el viaje a pie
siguiendo una trocha, viaje que toma un tiempo
de siete dias desde la localidad de Imaza; o bien
por helicoptero desde la base militar “El Valor”
en Bagua, lo cual demora aproximadamente 45
minutos.

Es importante mencionar que entre las carac-
teristicas epidemiolégicas mas importantes de
este brote se encontraron las siguientes: alta
morbilidad (25 %), alto indice de pacientes me-
nores de 15 afos entre los fallecidos (15 %),
epidemia concentrada en una comunidad in-
digena sin antecedentes de haber tenido con-
tacto con el virus de la FA (VFA) y ausencia de
epizootias en la zona. Con el fin de conocer
las caracteristicas genéticas del virus y deter-
minar su similitud con otras especies de VFA
de Perd, se realizo el analisis genético del VFA
proveniente de una muestra clinica de un pa-
ciente afectado durante el brote.

La muestra clinica correspondié a una biopsia
de higado extraida post mértem. El diagnéstico
clinico del paciente revel que se trataba de un
sindrome icterohemorragico agudo, mientras
que el diagnostico serolégico confirmé la pre-
sencia de anticuerpos IgM contra el VFA me-
diante ELISA de captura.

Una vez obtenido el diagnéstico clinico y de la-
boratorio del paciente, se procedio a la caracte-
rizacion genética del virus mediante transcrip-
cién reversa — reaccion en cadena de la polime-
rasa (RT-PCR) y secuenciamiento automatico
de ADN.

En el primer caso, la muestra de higado fue
sometida a tratamientos de lisis celular, lo cual
permitié la liberacion del ARN total. Seguida-
mente el ARN fue lavado con soluciones de
lavado, precipitado con isopropanol y resus-
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Figura 1. Electroforesis de productos de amplificacion
de una region de 480 pb del gen de la envoltura
del VFA de muestras provenientes del brote
icterohemorragico ocurrido en Bagua, Amazonas,
en diciembre de 2005. Carril 1: Marcador de peso
molecular. Carriles de 2 al 7: Pacientes 001, 012,
016, 020, 021 y 022, sospechosos de FA. Carril 8:
Liquido ascitico de paciente 020. Carril 9: Higado
de paciente 020. Carril 10: Cepa vacunal VFA
17D. Carril 11: Sujeto sano. Carril 12: Control de
contaminaciéon. La flecha de la derecha indica la
banda de 500 pb del marcador de peso molecular. La
flecha de la izquierda sefiala la banda de diagnostico
de 480 pb.

pendido con agua libre de nucleasas. El ARN
puro permitié la sintesis de ADN complementa-
rio (ADNc) mediante el ensayo de transcripcion
reversa. El ADNc fue utilizado posteriormente
para la amplificacion por PCR de una region
de 900 pb correspondiente a las regiones
C-prM-E y un fragmento de 480 pb pertene-
ciente al gen E.

Los productos de amplificacion fueron separa-
dos por electroforesis y luego visualizados con
tincion con bromuro de etidio e irradiacion con
luz ultravioleta. Paralelamente se consideraron
controles de positividad de PCR mediante el
uso de cultivo viral de fiebre amarilla correspon-
diente a la cepa vacunal 17D.

Finalmente, para la caracterizacion genética
de las regiones amplificadas, los productos de
PCR fueron purificados y sometidos a reaccion
de secuenciamiento automatico. Para tal efec-
to, se alinearon las secuencias genéticas me-
diante el programa Clustalw versién 1.83 y se
disefié un arbol filogenético mediante el método
de distancias Neighbour Joining usando el pro-
grama Mega version 3.1.

Resultados

De acuerdo con los resultados de PCR se
observaron las bandas esperadas de 900
y 480 pb (Ver figura 1, gen de la envoltura)
siendo el tamafio similar al observado en
los controles de positividad de la cepa de
referencia 17D. Asimismo, ningun producto de
amplificacién fue observado en los controles
de contaminacion.

Los datos de analisis de secuencia genética re-
velaron por su parte una alta homologia de una
region de aproximadamente 100 pb del gen prM
con secuencias de fiebre amarilla de referencia
de acuerdo a los datos del programa Blast del
Centro Nacional de Informacion de Biotecnolo-
gia (NCBI por sus siglas en inglés).

De otro lado, los datos de alineacién de 419 nu-
cleétidos del gen de la envoltura del VFA revela-
ron una alta homologia entre el virus de Bagua
y diferentes aislamientos peruanos reportados
previamente (1) con valores que fluctuaron en-
tre 93% y 95% de identidad.

Asimismo, se comparo la identidad con otras
cepas de referencia de Sudamérica y el Caribe
como Colombia, Trinidad y Brasil con las cua-
les se encontré una identidad de 88% y 90%
respectivamente. Estos valores de homologia
disminuyeron cuando el VFA de Bagua fue
comparado con otras cepas de referencia pro-
venientes de Africa hallandose una identidad
entre 79% y 85%. Al comparar la secuencia de
VFA de Bagua con un flavivirus relacionado, en
este caso una cepa del virus dengue, se encon-
tré una identidad ain menor de 52%.
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La barra azul indica identidad con una cepa de dengue 2, las barras rojas identidad con cepas de VFA de Per(, en barras amarillas
identidad con cepas de Colombia, Brasil y Trinidad, y las barras verdes identidad con cepas de Africa.

Figura 2. Porcentaje de identidad de nucledtidos de 419 pb del gen de la envoltura del VFA proveniente del brote
de Bagua frente a otros aislamientos de referencia de fiebre amarilla.

En el circulo (®) de la figura 3 se resalta el VFA
proveniente del brote de Bagua. El arbol filoge-
nético fue construido usando el programa Mega
version 3.1 usando el método de Neighbor Jo-
ining bajo el modelo matematico de Jukes and
Cantor y un boostrap de 1000 réplicas.

Con respecto al analisis filogenético, se observé
una estrecha relacion filogenética entre todos los
aslamientos peruanos de VFA. En el caso del
VFA de Bagua se observoé una alta relacion filo-
genética con un aislamiento proveniente de San
Martin del afio 1999. También se observaron
subgrupos filogenéticos entre otros aislamientos
peruanos del VFA, principalmente, entre aque-
llos reportados en zonas epidémicas cercanas.

El analisis general con otras cepas de FA de
América y Africa reveld la presencia de dos
grandes linajes genéticos conformados por

aislamientos de América y de Africa denomi-
nados genotipo | y genotipo Il. De acuerdo con
los datos encontrados la cepa de Bagua co-
rrespondié al genotipo IA al igual que todas las
de Sudamérica.

Discusion y conclusiones

Los datos de homologia de los genes estruc-
turales confirman que el agente etiolégico cau-
sante del sindrome icterohemorragico en el po-
blado Aguaruna del Alto Tuntus corresponde al
VFA. La homologia a nivel de la secuencia del
gen de la envoltura se encuentra en el rango
encontrado previamente entre aislamientos de
San Martin, Ayacucho, Junin, Cerro de Pasco
y Cusco (1).

Del mismo modo, el analisis filogenético demos-
tré que este agente fue adquirido en el mismo
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Figura 3. Andlisis filogenético de aislamientos del virus de la fiebre amarilla (VFA) a partir de 419 pb del gen de

la envoltura.

territorio peruano, por introduccion del hombre
en el ciclo selvatico del virus. La alta identi-
dad con aislamientos peruanos sin importar el
tiempo en que fueron aislados sugiere que el
modo de transmisién del VFA en el Peru sigue
siendo enzodtica tal como fue reportado recien-
temente (2) sin evidencias de la introduccion de
un nuevo genotipo de VFA en territorio peruano

hasta la actualidad. Aunque es sabido que el
ciclo selvatico del virus ocurre frecuentemente,
entre mosquitos y primates no humanos (3), no
se tiene muy claro cudl podria ser el posible re-
servorio vertebrado en este brote debido a la
ausencia de monos en la zona intervenida (co-
municacion personal, equipo de intervencion de
brotes, INS).
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En la actualidad se viene realizando la colecta
de vectores artropodos, asi como también de
sujetos que tuvieron contacto con la poblacion
afectada a fin de realizar la busqueda del agen-
te etioldgico, establecer la prevalencia de la
enfermedad, realizar el aislamiento virolégico e
incrementar los estudios moleculares e inmu-
noldgicos.
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REUNION TECNICA DE EVALUACION
DE LA RED DESCENTRALIZADA
PARA EL MONITOREO LABORATORIAL
DE LA TERAPIA ANTIRRETROVIRAL
(TARGA) EN PERSONAS VIVIENDO
CON VIH SIDA

Patricia Caballero N.'

La terapia antirretroviral en los pacientes con
VIH SIDA es de por vida, lo cual establece una
diferencia con otras enfermedades transmisi-
bles, y su manejo irregular puede ocasionar a
la generacion de resistencia del virus a los me-
dicamentos antirretrovirales. Esta ultima con-
dicion ocasiona el deterioro del paciente, falla
o fracaso a la terapia, utilizacion de esquemas
terapéuticos de mayor costo y poco accesibles,
mayor gasto en hospitalizacion y la muerte de
la persona afectada.

La decisién del Ministerio de Salud de iniciar el
programa de terapia antirretroviral, fue tomada
considerando fuentes propias y externas.
De este modo ha sido factible adquirir los
medicamentos, pruebas de laboratorio, algunos
equipos y entrenar el recurso humano en el
manejo de los pacientes. El Ministerio de Salud
tiene también una contraparte de inversion en
este programa y, dentro de esto, se encuentra
también el aporte del Instituto Nacional de Salud,
el cual implementé un sistema descentralizado
en abril del afio 2004, luego de adquirir destreza
suficiente en los dos afos previos atendiendo al
primer grupo de nifios afectados con el VIH SIDA
con las pruebas de monitoreo. En este sistema
el objetivo principal fue Implementar una Red
de Laboratorios para el monitoreo de la
terapia antirretroviral que utilice técnicas
validadas y desarrolladas de acuerdo a los
niveles de complejidad, equipamiento de los
laboratorios y los recursos disponibles, que
fortalezca el acceso nacional de las PVVIH
a esta terapia y se constituya en un eje
importante de integracion intersectorial.



