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RESUMEN

La Leishmaniosis es una enfermedad parasitaria desatendida presente en todos los continentes, pero que
se encuentra mayoritariamente en la region tropical, en la que se incluye a Guatemala. La mayoria de los
estudios que se han realizado sobre la enfermedad en este pais son epidemioldgicos y ensayos clinicos con
farmacos y tratamientos alternativos, la mayoria de los cuales utilizan métodos parasitolégicos y mediante
enzimas de restriccidn para la caracterizacién de los paréasitos. Debido a la necesidad de ampliar y actualizar
la historia natural de la enfermedad y a la falta de identificacidn de los parasitos por técnicas moleculares, se
realiz6 un analisis combinado de PCR-RFLP para determinar la especie de los parasitos presentes en 191
muestras de raspados de lesiones de leishmaniosis cutanea recolectadas durante el periodo 1980-2017. Para
el PCR se amplifico el gen hsp70 y se aplicd un algoritmo de restriccion propuesto en un estudio anterior.
Se obtuvo un 64% de amplificacién (122/191 muestras) para el marcador hsp70 y patrones de restriccion
para el 98% de las muestras positivas. De estas, se envid a secuenciar un 30% para validar los resultados.
De acuerdo con los resultados, la mayor parte de las muestras analizadas corresponden a Leishmania
braziliensis (86.7%), seguido de una combinacién de Leishmania guyanensis/Leishmania panamensis
(3.33%), asi como un 8.33% de muestras que presentaron un patrén que sugiere una infeccién mixta. Mientras
que el porcentaje restante (1.64%) engloba muestras que se identificaron como Leishmania naiffi, Leishmania
peruviana y una especie no confirmada que podria ser una variante de L. braziliensis. No se identifico L.
mexicana, reportada en otros estudios. Se recomienda utilizar productos de amplificacion de un fragmento

de mayor tamafio y compararlos con los resultados obtenidos con el fragmento N, utilizado en este estudio.
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I. INTRODUCCION

La Leishmaniosis es una enfermedad transmitida por vectores que puede tener cuatro variantes
principales, la forma cutanea que puede dividirse en mucocutanea y diseminada y la forma visceral, este
estudio se enfocara en la forma cutanea por ser la mas variante de mayor importancia clinica en el pais. La
Leishmaniosis cutanea ha sido estudiada en Guatemala por medio de investigaciones enfocadas en la
epidemiologia y evaluacion de tratamientos para la enfermedad. Sin embargo, se cuenta con poca
informacién sobre la presencia de las especies de parasitos causantes y, ademas, los métodos de diagndstico
utilizados han sido principalmente microscopia y ensayos enzimaticos. Estos métodos son poco especificos
y pueden tener falsos positivos para la identificacion de los parasitos, por lo que no son idéneos para mantener
un apropiado monitoreo y manejo de la enfermedad, debido a que el tratamiento y desarrollo de esta depende
de la especie del parasito. Esto implicaria que, sin un método confiable para la identificacién del agente
causal de la enfermedad, se podrian administrar tratamientos inadecuados para los pacientes. Por estas
razones, se plantea realizar la estandarizacion de un método molecular que es més sensible y especifico que
los métodos previamente mencionados y que podria determinar mas facilmente la identidad del parasito, de
manera que se pudiera brindar un tratamiento adecuado y brindar informacién actualizada sobre las especies
del género Leishmania presentes en el pais o que pudieran ser importadas.

Actualmente se tienen registros sobre la presencia de tres especies (Leishmania braziliensis, Leishmania
panamensis, Leishmania mexicana) responsables de las infecciones en Guatemala, aunque la infeccién por
L panamensis no ha sido confirmada por un método molecular. Con este estudio se pretende identificar las
especies de parasitos presentes en muestras tomadas durante otros estudios o actividades de diagnéstico
(especialmente comprobar la presencia de L. panamensis en Guatemala). De igual forma, la literatura reporta
que la proporcidn de las especies de Leishmania en el pais corresponde a un 70% para L. braziliensis y el
restante 30% para L. mexicana, por lo que también se pretende comprobar si esta proporcion se ha mantenido
durante el tiempo en el que se han tomado estas muestras. Ademas, se procurara evaluar si existe una
asociacion entre la especie del parasito y las manifestaciones clinicas de la infeccion (especificamente el
namero y area de las lesiones) y también realizar el analisis de las relaciones filogenéticos existentes entre
las especies que se detecten en Guatemala y las especies reportadas internacionalmente.

IRFLP = Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (por sus siglas en inglés).



1. OBJETIVOS

A. Objetivo general

Describir la epidemiologia molecular de la Leishmaniosis cutdnea en Guatemala en el periodo 1980-2017.

B. Objetivos especificos

1. Desarrollar una metodologia en base a RFLP para la identificacion de las especies de parasitos causantes
de Leishmaniosis cutdnea en Guatemala (casos autoctonos e importados) a partir de muestras de raspados
de lesiones.

2. ldentificar las especies de paréasitos causantes de la Leishmaniosis cutanea en Guatemala por medio de
una metodologia PCR-RFLP en muestras recolectadas en el periodo 1980-2017 y determinar su
proporcion.

3. Inferir las relaciones evolutivas entre los parasitos responsables de la Leishmaniosis cutanea en Guatemala
y los reportados en otras regiones endémicas del mundo, a partir de la secuencia del gen hsp70.

4. Determinar si existe asociacion entre la especie de parasito responsable de la infeccion y las

caracteristicas clinicas de la misma.



l1l. JUSTIFICACION

La Leishmaniosis cutanea es una de las variantes de la Leishmaniosis, que afecta anualmente entre 0.6 y
1.2 millones de personas en todo el mundo (OMS, 2017). En Guatemala, durante 2016, la incidencia
combinada de las formas cutanea y mucosa de la enfermedad fue de 27.46 casos por cada 100,000 habitantes
(PAHO/WHO, 2018). La mayor parte de las infecciones cutdneas en nuestro pais son causadas por
Leishmania braziliensis o Leishmania mexicana. Las infecciones por L. braziliensis se caracterizan por un
crecimiento rapido de la lesion que puede ser resuelto con una terapia con antimoniales. En contraste, las
infecciones causadas por L. mexicana se caracterizan por crecer lentamente y resolver inicialmente sin

tratamiento, pero que recurren a pesar de la administracion de antimoniales (Herwaldt et al., 1992).

Actualmente se cuenta con poca informacion sobre la presencia de las especies de los parasitos causantes
de la leishmaniosis cutdnea en Guatemala (Herwaldt et al., 1992), y si la diversidad de estas ha cambiado a
lo largo del tiempo. También se sospecha de la presencia de especies no confirmadas para Guatemala como
Leishmania panamensis, de la que existe un Gnico reporte en una muestra procesada mediante electroforesis
de isoenzimas (comunicacidn personal, R. Mendizabal). Por lo tanto es necesario disefiar una metodologia
que permita identificar entre parasitos de diferentes especies, preferiblemente a través de pruebas moleculares
(Montalvo et al., 2012) que son mucho mas sensibles y de menor costo que las que requieren el cultivo de
los parasitos. Ademas, debido a los efectos de la globalizacion, también se debe de tomar en cuenta en la
metodologia la identificacion de infecciones importadas, causadas por parésitos de otras especies, e incluso
posibles infecciones mixtas (Monroy-Ostria et al., 2014).

Es importante determinar la especie del parésito causante de la enfermedad en un paciente, porque se ha
demostrado que la prognosis, desarrollo de la enfermedad y respuesta al tratamiento varian segun la especie
del parasito (Montalvo et al., 2012). Para la tipificacion de los parasitos se han desarrollado varios métodos
que se pueden dividir en metodologias dependientes del cultivo de los parasitos, métodos basados en PCR y
los métodos disefiados para la deteccion de un antigeno especifico (Van der Auwera y Dujardin, 2015). En
la primera categoria, la técnica principal es la electroforesis de enzimas multilocus, considerada por muchos
afios el estdndar de oro de la tipificacién de Leishmania sp. Sin embargo, presenta la desventaja que se
necesita cultivar los parésitos para poder aplicarla. Ademas, el método es lento, laborioso y costoso, debido
a que se necesita usar entre 10-20 enzimas para obtener distintos perfiles electroforéticos (Oshaghi et al.,
2009).

Por otra parte, los métodos moleculares més explorados han sido los basados en PCR’s, esto debido a
la posibilidad de un método especifico y sensible para estudiar la mayoria de las especies de estos paréasitos.
Se han desarrollado protocolos de amplificacion para genes del ADN ribosomal como el fragmento 5.8 S o
las regiones de los espaciadores transcritos internos (ITS1 e ITS2, por sus siglas en inglés), para las
secuencias del gen hsp70 que codifica para la proteina de choque térmico (HSP, por sus siglas en inglés),

para fragmentos del citocromo b y del ADN mitocondrial (cinetoplasto). Sin dejar a un lado, la aplicacién de



gPCR, la secuenciacion de fragmentos amplificados y el analisis por RFLP (Van der Auwera et al., 2016;
Van der Auwera y Dujardin, 2015). Por dltimo, existen métodos que estan disefiados para la deteccion de
antigenos como la glicoproteina 63 (GP63), la cisteina proteinasa B (CPB) y la proteina de choque térmico
70 (HSP70), que se caracterizan por ser factores de virulencia y por tener una alta capacidad antigénica (Van
der Auwera y Dujardin, 2015). Recientemente, se ha explorado la tipificacion de Leishmania por medio de
espectrometria de masas, sin embargo la técnica también necesita del cultivo de los parésitos y carece de
reproducibilidad entre laboratorios (Mouri et al., 2014).

Los métodos de diagnéstico utilizados en Guatemala han sido principalmente métodos tradicionales
como microscopia (Arana et al., 1994; Blaylock y Wortmann, 2012; Carreira et al., 1995; Soto et al., 2004),
cultivo in vitro de parasitos, electroforesis de isoenzimas (Vion y Behin, 1988) y ELISA (Rizzo et al., 2015),
los cuales a excepcion del Gltimo requieren del cultivo de los parésitos y como se menciond anteriormente,
esto conlleva una mayor inversion de tiempo y dinero. Sin embargo, ya se han realizado estudios sobre
métodos basados en PCR y hasta se ha implementado este tipo de metodologia en algunos casos como
estudios con PCR de tiempo final y con PCR tiempo real (Hernandez-Montes et al., 1998; Miranda et al.,
2012; Wortmann et al., 2007). No existen reportes sobre estudios que hayan explorado la diversidad de
Leishmania en Guatemala, debido a que la mayoria de los mismos se han enfocado en la epidemiologia y
tratamientos para la Leishmaniosis (Aranaetal., 2001; Mendizabal et al., 2015; Arana et al., 1992; Pozuelos
etal., 1990; Ryan et al., 2003).

Este proyecto plantea desarrollar una metodologia que pueda ser utilizada por los servicios publicos de
salud del pais para la tipificacion de parasitos de Leishmania sp. Por esta razon, utiliza se plantea utilizar un
kit de extraccion de ADN comercial a diferencia de procedimientos que se han desarrollado como un
extraccién basada en agua o un buffer de lisis y la aplicacion de calor (\Volpini et al., 2006; Motazedian et
al., 2002).Esta estandarizacion ayudaria al Ministerio de Salud Publica de Guatemala y a otros entes de salud
de la region Centroamericana para realizar un diagnoéstico rapido y sensible en muestras procedentes de las
comunidades que se encuentran en areas endémicas para la leishmaniosis cutdnea o de visitantes de estas

comunidades, para poder proponer el monitoreo y adquirir el tratamiento adecuado para tratar su enfermedad.

Por otra parte, la estandarizacion también conllevaria el disefio de un nuevo algoritmo de restriccion
para determinar la especie de los paréasitos de Leishmania presentes en Guatemala y provenientes de otras
regiones endémicas del mundo, sin enfocarse en las diferentes cepas que puedan existir. Se ha reportado la
existencia de una alta diversidad molecular en poblaciones de los parasitos causantes de leishmaniosis en
Brasil (Ishikawa et al., 2002), cuyas causas se desconocen, y existe poca informacion respecto a si existe
correlacion entre la variabilidad genética de Leishmania sp. y las caracteristicas eco-epidemiolégicas de la
enfermedad. Se plantea la hip6tesis que la ubicacion geogréfica, los animales reservorios y los vectores
asociados a los ciclos de vida de estos parasitos podrian contribuir a la existencia de esta alta variabilidad

genética, pero no se cuenta con estudios concluyentes al respecto (Cupolillo et al., 2003).



IV. MARCO TEORICO

A. Generalidades de la enfermedad

La Leishmaniosis es una enfermedad causada por parasitos del género Leishmania, los cuales son
dispersados por la mordedura de una mosca hembra flebdtoma infectada con estos protozoos. Se encuentra
tanto en el viejo (algunas regiones de Asia, el medio este africano y el sur de Europa) como el Nuevo Mundo
(parte de México, Centro América y América del Sur) (CDC, 2013). La leishmaniosis se encuentra en el
grupo de las enfermedades tropicales desatendidas (NTD’s por sus siglas en inglés), las cuales afectan a las
personas mas pobres del mundo y estadn asociadas directamente a la desnutricion, desplazamiento de
poblaciones, pobre infraestructura de las viviendas, un sistema inmune debilitado y falta de recursos
econémicos. Ademas, esta enfermedad también tiene relacion con la urbanizacién y cambios en el medio
ambiente como deforestacion, construccion de represas y sistemas de irrigacion. Las formas mas conocidas
de esta enfermedad son la leishmaniosis visceral y la cutanea que puede ser mucocutanea o diseminada, cada
una con su sintomatologia y condiciones eco-epidemioldgicas. Se estima que aparecen entre 0.7 a 1.0
millones de nuevos casos y que ocurren entre 20,000-30,000 muertes cada afio (WHO, 2018).
Afortunadamente solo una pequefia proporcién de personas infectadas con los parésitos llega a desarrollar la
enfermedad, debido a las defensas inmunoldgicas (sistema de complemento especialmente) humanas que

eliminan la mayor parte de los protozoos invasores (Nylén y Gautam, 2010).

B. Tipos de Leishmaniosis

1. Leishmaniosis visceral

La Leishmaniosis visceral (VL) es la segunda enfermedad parasitaria mas mortal (solo detras de malaria).
Se estima que es responsable por al menos 20,000 muertes cada afio y se encuentra concentrada (con el 90%
de los casos) en 6 paises: Bangladesh, India, Etiopia, Sudan, Sudéafrica y Brasil (Davidson, 2017). Esta
variante de la leishmaniosis es causada por los parasitos Leishmania donovani en Africa e India, Leishmania
infantum en la cuenca del Mediterrdneo y Leishmania chagasi en el Nuevo Mundo (Buckner y Schwartz,
2017).

Es frecuente que la enfermedad sea resuelta sin el desarrollo clinico de sintomas, sin embargo, luego de
un periodo de incubacién de entre 2-6 meses, comienzan a manifestarse una sintomatologia que consta de
fiebre, crecimiento del higado y del bazo, pérdida de peso, bajos conteos de glébulos rojos (anemia), blancos
(leucopenia) y plaquetas (trombocitopenia) y para las personas con colores de piel claro, puede desarrollarse
una coloracidn grisacea, que le da su otro nombre a la enfermedad: “kala-azar”, que en Hindi significa “fiebre

negra”, tal y como se muestra en la Figura 1 (CDC 2013; Buckner y Schwartz, 2017).



Figura 1: Nifios infectados con el parésito causante de Leishmaniosis visceral (kala-azar)

(Magill, 2013)

2. Leishmaniosis cutanea

La forma cutanea es otra variante de la Leishmaniosis que se caracteriza por ser provocada por los
parasitos Leishmania major, Leishmania tropica, Leishmania aethiopica y Leishmania infantum, para el
Viejo Mundo. Existe una mayor cantidad de especies equivalentes que provocan este mal en el Nuevo Mundo
y se muestran en el Cuadro 1 (Buckner y Schwartz, 2017). Es la forma mas comun de la leishmaniosis y sus
sintomas se enfocan en la aparicion de llagas en la piel, mayoritariamente Ulceras en las partes expuesta del
cuerpo, que terminan siendo cicatrices para toda la vida o algun tipo de desfiguracion (WHO, 2018). Las
manifestaciones clinicas de la enfermedad pueden dividirse segun las especies del Nuevo y Viejo Mundo.
Para el caso de las primeras el tiempo de incubacién de la enfermedad es de 2-8 semanas, pero puede llegar
a alcanzar 3 afios. El primer signo de leishmaniosis es el enrojecimiento del area de la mordedura que se
convierte en una papula y posteriormente puede permanecer como una placa aplanada, o evolucionar en un
nédulo cubierto de escamas. Estas comienzan siendo secas y se van humedeciendo hasta caerse; conforme la
lesion crece exuda liquido seroso y termina cubierta por una costra gruesa con un patrén de decoloracion

caracteristica, tal y como se puede observar en la Figura 2 (Magill, 2013).



Figura 2: Ulcera producida por una infeccion de Leishmaniosis cutanea
(Leishmania major).

(Magill, 2013)

Figura 3: Especies de parésitos del género Leishmania causantes de la forma cutanea de la enfermedad.

Cuadro 39.1 Leishmaniasis cutanea del Nuevo Mundo

Subgénero Especies comunes

Viannia L. (V) brasiliensis
L. (V) guyanensis
L. (V) panamensis
L. (V) peruviana
Mexicana L. mexicana
L. amazonensis
L. venezuelensis

(Modificado de Buckner y Schwartz, 2017)



3. Leishmaniosis mucocutanea

Es la forma menos comun de la enfermedad con relacion a las variantes visceral y cutanea. Este tipo de
leishmaniosis puede resultar como una secuela de una infeccién generada por un parasito causante de
leishmaniosis cutanea en regiones de Latinoamérica. EXisten especies de estos protozoos que pueden
propagarse desde la piel y causar llagas en las membranas mucosas de la nariz, boca y garganta, generando
eventualmente la destruccion parcial o total de las mismas (Figura 4) (CDC, 2013; WHO, 2018).

En contraste con la forma cutanea, la Leishmaniosis mucocutanea es potencialmente letal y requiere
tratamiento definitivo (Murray et al., 2005). Mé&s del 90% de los casos de esta leishmaniosis ocurren en
Bolivia, Brasil, Etiopia y Perd (WHO, 2018), debido a que las especies causantes pertenecen al subgénero
Viannia, que se encuentra mayoritariamente en América como Leishmania braziliensis, Leishmania
amazonensis, Leishmania panamensis y Leishmania guyanensis. La evolucion de la enfermedad cutanea
hacia la variante mucocutanea depende de una combinacién entre la inmunidad mediada por las células del
hospedero y la virulencia del parasito, aunque se desconoce exactamente qué factores determinaran si el

hospedero desarrolla o no la enfermedad (David y Craft, 2009).

4. Leishmaniosis cutanea diseminada

Esta variante de la forma cutanea de la enfermedad se caracteriza por presentar varias lesiones en forma
de ulceras extensas. Se ha descrito en infecciones causadas por L. braziliensis, L. panamensis, L. guyanensis
y L. amazonensis, en donde puede haber hasta cientos de lesiones cutaneas que afecten o no a las mucosas,
pero que si pueden diseminarse en todo el tegumento (exceptuando cuero cabelludo, genitales, regiones axilar
e inguinal), como se puede observar en la Figura 5 (OMS, 2010). La leishmaniasis cutanea diseminada esta
asociada con un tratamiento pobre, recaidas y pacientes inmunocomprometidos, donde la respuesta inmune
que predomina es de tipo Th2 no protectora y existen registros de que las lesiones responden de forma parcial

al tratamiento con antimoniales (Giavedoni et al., 2014).



Figura 4: Manifestacion clinica de la Leishmaniosis mucocutanea.

(Magill, 2013)

Figura 5: Lesiones causadas por Leishmaniosis cutdnea diseminada.

(Giavedoni et al., 2014)



C. Ciclo de vida del parasito

El ciclo de vida de los parasitos del género Leishmania se caracteriza por ser digenético, lo que quiere
decir que alterna su desarrollo en dos etapas, una en un hospedero mamifero y otra en un insecto vector.
Todas las especies de la familia de estos parasitos (Trypanosomatidae) se caracterizan por poseer un
cinetoplasto, una estructura formada por ADN concentrado en forma circular o enrejada, dentro de la
mitocondria y asociado cercanamente a la estructura basal del flagelo. Ademas, en cada organismo presenta
un morfotipo especifico, cuando se encuentra dentro del insecto los parasitos son conocidos como
promastigotes y cuando se encuentra dentro de la células del mamifero infectado se les llaman amastigotes
(Folgueira et al., 2007). Los promastigotes son células alargadas que se caracterizan por poseer un flagelo,
mientras los amastigotes son células con forma oblonga que son mas pequefios en relacién a los promastigotes

y que carecen de flagelo (Vannier-Santos et al., 2002).

1. Etapa en el insecto vector

El desarrollo de los parasitos del género Leishmania inicia cuando un insecto vector muerde a un
vertebrado infectado con la enfermedad. El desarrollo de las formas de estos parasitos sucede en varias
regiones del intestino del insecto y se detalla en la Figura 4. La sangre extraida por el insecto contiene
amastigotes que son llevados al intestino medio abdominal del insecto y envueltos en una membrana
peritréfica. Los amastigotes se convierten en promastigotes prociclicos (ovoides, pequefios y poco moviles)
luego de 18-24 horas, y se dividen rdpidamente antes de transformarse en promastigotes conocidos como
nectomonadas de 3-4 dias después de alimentarse (Sacks, 2001). Antes de que toda la sangre se digiera, la
membrana peritrénica se desintegra y los parasitos se movilizan hacia el intestino medio toracico y la valvula
cardiaca. Algunas nectomonadas permanecen en la parte abdominal luego de la excrecion de desechos, donde
se siguen dividiendo (se adhieren al intestino medio de la seccidn toracica) y se transforman en células mas
pequefias y anchas llamadas haptomonadas, cerca de la valvula cardiaca (Schlein, 1993). Posteriormente,
algunas haptomonadas llegan al es6fago y faringe, donde se convierte en paramastigotes. En otro camino de
desarrollo, las nectomonadas se dividen en la parte toracica del intestino medio y se transforma en las células
infectivas y motiles conocidas como promastigotes, con un cuerpo mas pequefio y un flagelo méas largo en

comparacion con las otras fases (Vannier-Santos et al., 2002).
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Figura 6: Esquema del intestino donde se indica la formacion de morfotipos de Leishmania

(Schlein, 1993)

Las flechas sefialan la division del intestino en A) intestino proximal, B) intestino medio toraxico, C) intestino
medio abdominal, D) intestino distal. La sangre (regiéon sombreada) en el intestino medio abdominal se
encuentra dentro de la membrana peritréfica (linea punteada). Los tipos de promastigores son nectomonadas

(n), promastigores infecciosos (i), haptomonadas (h) y paramastigotes (p).

2. Etapa en el hospedero mamifero

Esta etapa inicia cuando un vector muerde a un hospedero mamifero, que puede ser desde un perro hasta
un ser humano. El insecto inyecta promastigotes durante su alimentacion y al ingresar, estas células
parasitarias son reconocidas por células mononucleares y polimorfonucleares con capacidad fagocitica (Ej:
macréfagos y neutréfilos) (Vannier-Santos et al., 2002). Los parasitos son fagocitados por estas células del
sistema inmune dentro de los cuales se desarrollan en amastigotes. Este tipo de célula cuenta con mecanismos
para sobrevivir dentro de los fagolisosomas (fusion de la vesicula que contiene al amastigote con el contenido
de lisosomas) y comienza a reproducirse por fision binaria. Eventualmente, la cantidad de amastigotes es tan
grande que la célula se rompe Yy libera a los parasitos que pueden ser nuevamente fagocitados y repetir el
ciclo (Figura 5) (Esch y Petersen, 2013).
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Figura 7: Ciclo de vida de los parasitos del género Leishmania durante su estadia en el insecto vector y en los
hospederos mamiferos.
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(Modificado de Claudia et al., 2017)

D. Distribucion de la leishmaniosis cutanea

1. Nivel mundial

La Leishmaniosis se distribuye en 97 paises, en todos los continentes con excepcion de Australia y la
Antartida, siendo la forma cutanea la mas comin (Figura 8) (WHO, 2018). Segin la especie de parasito, la
enfermedad cutanea prevalente en el Viejo Mundo incluye a L. major, L. tropica, L. aethiopica y L. infantum,
cuya area de endemismo abarca la cuenca del Mediterraneo, China, medio este, Asia Central, el norte de

Africa y regiones rurales de Etiopia y Kenia. En contraste, la leishmaniosis cutanea del Nuevo Mundo se
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encuentra concentrada en areas de la mayor parte de América Central y América del Sur (con excepcion del
sur de Texas y RepuUblica Dominicana), donde habitan las especies de Leishmania de los complejos L. viannia
y L. mexicana (Buckner y Schwartz, 2017). Recientemente, se ha registrado un aumento significativo de los
casos de la enfermedad que se deben al transporte, turismo y operaciones militares, mayoritariamente en

paises del noroeste de Europa y el norte de Estados Unidos (Devi et al., 2014).

Figura 8: Distribucién de Leishmaniosis cutanea alrededor del mundo.

Estado de endemicidad de Leishmaniasis cutdnea en el mundo, 2015 Paises que reportan casos importados de
Leishmaniosis cutanea
Irdn — 908 Kuwait -7
Turquia — 815 Paraguay — 4
Jordania - 187 Venezuela -4
Iraq - 186 Argentina—3
Francia — 105 Bielorrusia — 2
Libano — 95 Bulgaria—2
Egipto — 30 Grecia—2
Colombia - 20 Rusia -2
Reino Unido — 15 Republica Checa -1
Surinam — 12 México—1
Portugal -9 Tailandia—1
Qatar—9

[ Sin casos autoctonos reportados
[ Sin datos
[ Noaplicable

(WHO, 2017)

2. América

La Leishmaniosis cutanea es endémica en 18 paises del continente americano. Sin embargo, las cifras
reportadas excluyen a la Guyana Francesa, cuyos datos se reportan integrados con los de Francia). De esta
region 17 paises reportaron un total de 892,846 casos de la enfermedad durante 2001-2016. Se observé una
reduccion de los casos durante 2009-2015, pero durante 2016 se registré un aumento del 6.15% en relacion
con el afio anterior (incrementos del 66% en América Central y 27% para los Andes). Los paises que han
reportado la mayor cantidad de casos en los dltimos afios han sido Brasil, Colombia, Nicaragua y Perd, que
representan el 74.3% de los casos (lo cual se puede visualizar en la Figura 7) (PAHO/WHO, 2018). Existen

estudios donde se estimé que la incidencia global de los paises del continente corresponde a 17.42 casos por
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cada 100,000 habitantes. Durante 2001-2011, se observé que los paises con la mayor incidencia de la
enfermedad fueron Nicaragua y Panama, aunque el mayor niimero de casos ocurrié en Brasil y Colombia
(Maia-Elkhoury et al., 2016).

Figura 9: Distribucion de los casos de Leishmaniosis cutnea reportados durante 2016 en América
Latina

(PAHO/WHO, 2018).

3. Guatemala

La Leishmaniosis cutanea es la forma de la enfermedad mas comin en Guatemala y fue descrita por
primera vez en 1928. Entre 2000-2007, el 84.7% de los casos registrados correspondieron a personas mayores
a 10 afos, y la mayoria (67%) en hombres. Los factores relacionados con el riesgo de contraer la enfermedad
fueron la transmisién fuera del hogar (zonas boscosas) y la ocurrencia en hombres mayores de 10 afios (en

trabajadores en areas boscosas y rurales) (Morales, 2008).

La incidencia reportada en 2008 fue 0.1 casos por cada 100,000 habitantes con 4,262,387 personas en
riesgo, distribuidas en 6 departamentos (Petén, Alta y Baja Verapaz, El Quiché, Izabal y Jalapa) (Morales,
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2008). Ha existido un cambio significativo en la incidencia de la enfermedad, debido a que en 2016 se reportd
que esta era de 27.46 casos por 100,000 habitantes (Figura 8) (PAHO/WHO, 2018). Sin embargo, este cambio
puede estar sesgado como en el caso de otro estudio realizado en Guatemala, en el que se determiné que la
vigilancia pasiva puede subestimar la verdadera ocurrencia de la enfermedad, incluso por un factor tan grande
como 1 en 20 (Copeland et al., 1990).

Se ha reportado que las especies de parasitos que son responsables de la enfermedad en Guatemala
corresponden a la L. braziliensis, L. mexicana y L. panamensis (Herwaldt et al., 1992). También existe
registro de L. infantum, pero esta solo provoca leishmaniosis visceral (Morales, 2008). En el caso de L.
panamensis, solo existe un registro de la presencia de la especie, el cual fue identificado mediante

electroforesis de isoenzimas (Navin et al., 1988).

Figura 10: Indicador compuesto de la leishmaniosis cutdnea y mucocutanea en Guatemala.
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(Modificado de PAHO/WHO, 2018)

E. Diversidad genética

La familia Trypanosomatidae engloba a los géneros Leishmania, Endotrypanum, Trypanosoma vy al
menos cuatro géneros de parasitos que afecta a invertebrados. Los géneros mas relacionados son Leishmania
y Endotrypanum, ambos transmitidos por la mordedura de moscas fleb6tomas, pero este Gltimo esta
restringido solo a perezosos neotropicales, mientras los parasitos de Leishmania afectan a varios mamiferos

(incluido el ser humano) y reptiles y tienen una distribucién mucho mas amplia que abarca regiones tropicales
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y neotropicales. El sub-género Sauroleishmania es la categoria taxonémica donde se encuentran los parasitos
de Leishmania responsables de infecciones en reptiles. Las especies de los parasitos de Leishmania que
infectan mamiferos se dividen en dos grupos (subgéneros), los que se desarrollan dentro del intestino medio
y la parte superior del tracto digestivo de las moscas vectores que pertenecen al subgénero L. (Leishmania)
y los que experimentan una fase de desarrollo extra dentro del intestino posterior, que corresponden al
subgénero L. (Viannia) (Cupolillo et al., 2000).

Ademas, las especies del Nuevo Mundo son L. (Viannia) y las del Viejo Mundo son L. (Leishmania),
aungue existen excepciones como L. infantum que pertenece originalmente al Viejo Mundo, pero ya se
encuentra distribuida en el Nuevo Mundo. Un estudio sugiere el género Leishmania se origind durante el
Mesozoico y que sus subgéneros se separaron junto con América del Sur y Africa, para posteriormente
diversificarse junto con las especies de moscas vectores del Nuevo Mundo (Lutzomya) y del Viejo Mundo
(Phlebotomus) (Thomaz-Soccol et al., 1993). Dentro del género existen complejos de especies y subespecies,
los cuales se detallan en la clasificacion del mismo, de la Figura 9. Los principales son L. donovani (L.
donovani, L. infantum y L. chagasi y L. archibaldi), L. tropica (L. tropica, L. major y L. aethiopica), L.
mexicana (L. mexicana, L. garnhami y L. amazonensis), L. brazilensis (L. peruviana y L. braziliensis), L.

guyanenesis (L. panamensis y L. guyanenesi, L. naiffi y L. lainsoni) (Chauhan et al., 2015).

Se ha reportado la existencia de heterogeneidad genética en especies de Leishmania del Nuevo Mundo,
siendo ésta extensiva para algunos clones ampliamente distribuidos y otros individuos aparentemente Gnicos
y ubicados en sitios de endemismo (Cupolillo et al., 1998). También se ha determinado que existe un alto
grado de endogamia en las poblaciones de L. braziliensis, y que hay una alta heterogeneidad en las
poblaciones de este parasito entre paises (Peru y Bolivia para este estudio), lo que evidencia la existencia de
una estructura poblacional fuerte a escala microgeografica (Rougeron et al., 2009). Por su parte, en el sureste
de Francia, se llevé a cabo la caracterizacion de L. infantum en la que se obtuvo 121 genotipos (91 Unicas y
30 repetidos), lo cual sugirié una alta diversidad genética (Pomares et al., 2016). Esta variabilidad genética
es uno de los factores a considerar, ya que la identificacion de las especies de Leishmania es necesaria para

poder definir el tratamiento a seguir para los pacientes afectados (Aronson et al., 2016).
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Figura 11: Clasificacion de los grupos existentes dentro del complejo Leishmania.
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En este diagrama se observa los diferentes géneros, subgéneros y complejos de especies que pertenecen a la
familia Trypanosomatidae (separados por colores). Las especies que aparecen en rojo corresponden a los

parésitos cuyos genomas fueron empleados en un estudio filogénetico realizado por Real et al., 2013.

F. Organismos vectores

Un vector es un organismo que transporta un agente patogénico y lo transmite a otro organismo. La
leishmaniosis es transmitida por la mordedura de una mosca fleb6toma. Se conocen méas de 600 especies de
estos insectos, divididos en cinco géneros: Phlebotomus y Sergentomyia en el Viejo Mundo y Lutzomyia,
Brumptomyia y Warileya en el Nuevo Mundo. Sin embargo, las especies transmisoras pertenecen
Gnicamente los géneros Phlebotomus y Lutzomyia (Ready, 2013). Alrededor de 30 especies se han
relacionado con la enfermedad, la cual se transmite Gnicamente por medio de la mosca hembra, que necesita
la sangre para el desarrollo de sus huevos. La mosca se infecta al succionar sangre de un reservorio infectado

y luego de un periodo de incubacidn, los paréasitos se desarrollan dentro del insecto (WHO, 2018).

Estos insectos miden entre 2-3 mm de longitud, poseen antenas filiformes y alas en formas de “V”
(Figura 10). El habitat de estos insectos varia, con especies que habitan en regiones desérticas y otras en
regiones boscosas. Aunque, estas moscas son mas abundantes en zonas con vegetacion (OGE, 2000). La
hembra coloca sus huevos en madrigueras de roedores, cortezas de arboles, basura doméstica; basicamente,
donde las larvas puedan tener acceso a la materia organica, calor y humedad que necesitan para desarrollarse.
En Guatemala, las 5 especies de vectores principales del género Lutzomyia, que han sido reportadas son: L.
olmeca olmeca, L. ovallesi, L. panamensis, L. ylephiletor y L. trapidoi, ademéas de algunos casos en los que
se ha encontrado parésitos en L. shannoni y L. cruciata (Rowton et al., 1991; WHO, 2018).
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Figura 12: Mosca Phlebotomus papatasi alimentandose de sangre
humana.

(CDC, 2017)
G. Animales reservorios

Un reservorio puede ser definido como un sistema complejo formado por una 0 mas especies que
preservan a un agente patégeno en la naturaleza (Roque y Jansen, 2014). Se tiene registro de varios animales
silvestres y domésticos que sirven de reservorios para las especies de Leishmania del Nuevo Mundo. Existe
una relacion ecoldgica entre el parésito y el reservorio, tanto que en algunos casos, las mismas especies de

vectores y mamiferos estdn asociados como vectores y reservorios de una especie de parésito (OGE, 2000).

Los animales silvestres infectados con los parasitos se muestran asintomaticos respecto a la infeccion,
aunque esta sea prolongada. Sin embargo, las infecciones en caballos, perros y humanos generan reacciones
severas y cambios patoldgicos en érganos. En la mayoria de los casos, mas de un mamifero sirve como
hospedero, pero pocos son el reservorio principal, mientras que el resto son Unicamente hospederos
accidentales y no juegan ningun rol en el ciclo de transmision de la enfermedad. El descubrimiento de nuevos
hospederos simpétricos con el reservorio principal puede indicar que los parasitos poseen una gran diversidad
genética y una resistencia inmunogenética en los hospederos principales (Rotureau, 2006). Existe evidencia
de infecciones de Leishmania, en 7 érdenes de mamiferos, con nichos y comportamientos diferentes, lo cual
genera que los reservorios sean bastante variables. Estos drdenes son Didelphimorphia (zarigleyas), Pilosa
(osos hormigueras, tamanddas y perezosos), Cingulata (armadillos), Rodentia (roedores), Carnivora
(mamiferos carnivoros en general), Primates (primates no humanos) y Chiroptera (murciélagos) (Figura 11)

(Roque y Jansen, 2014).
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Figura 13: Mamiferos identificados como reservorios de parasitos del género Leishmania.

(Roque y Jansen, 2014).

H. Tratamiento de la Leishmaniosis

1. Evaluacion previa

Previo a administrar un tratamiento determinado, es necesario personalizar la evaluacion de cada cuadro
clinico. Se debe de tomar en cuenta la forma de leishmaniosis que esté afectando, la especie del parasito que
lo est4 causando, la severidad potencial del caso y la salud en general del paciente. Por lo general, la
leishmaniosis cutanea se cura sola, incluso sin tratamiento. Sin embargo, este proceso puede durar meses o
hasta afios y las llagas tienden a dejar cicatrices de por vida. Ademas, otro riesgo a considerar es la
probabilidad del desarrollo de leishmaniosis mucocuténea, debido a la dispersion de los parésitos hacia la
boca o garganta. Por este motivo, se debe asegurar un adecuado tratamiento que prevenga las e secuelas u
otras formas de la enfermedad (CDC, 2013). El tratamiento de primera linea para la leishmaniosis cutanea
consiste en compuestos de antimoniato pentavalente (SbV), amfotericina b y pentamidina; otros tratamientos

alternos incluyen miltesfosina y azoles como el ketoconazol (Aronson et al., 2016).

2. Antimoniales pentavalentes

Los principales medicamentos basados en antimoniales pentavalentes son el antimonato de meglumina
(Glucantime®) y el estibogluconato de sodio o (Pentostam®). El mecanismo de accion de estos compuestos

consiste en la interferencia de rutas metabdlicas como la glucdlisis, la oxidacion de acidos grasos y el
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funcionamiento de la topoisomerasa Tipo |. Estos farmacos son empleados para tratar todos los tipos de
leishmaniosis, pero su efectividad depende de la forma de la enfermedad, la especie del parésito y la region
geogréfica, siendo efectivos para L. major y L. tropica, L. braziliensis, L. panamensis y L. guyanensis (Arana,
2007; Kobets et al., 2012). La desventaja de los antimoniales recae en sus efectos toxicos que pueden
provocar cardiotoxicidad, fallo renal, mialgia artralgia y en que no pueden ser aplicados a mujeres
embarazadas y personas con enfermedades renales y cardiacas (Goto y Lindoso, 2010).

3. Amfotericina B

Es un antiflngico aislado a partir de Streptomyces nodosus que presenta actividad leishmanicida. Este
medicamento actla sobre el ergosterol (componente de la membrana celular del parésito), generando una
entrada de iones que desequilibra el balance osmoético y mata al parasito (Goto y Lindoso, 2010). Las
desventajas de la amfotericina B son que es poco soluble en agua, su biodisponibilidad es baja y puede causar
dafio renal (Kobets et al., 2012).

4. Pentamidina

Este medicamento se utilizaba para tratar la leishmaniosis visceral en la India, pero fue abandonado
debido a que perdi6 su eficacia y generaba efectos secundarios como dafio renal, cardiopatia, un estado
similar a diabetes mellitus e hipoglicemia (Kobets et al., 2012). Sin embargo, ha sido utilizado con éxito en
algunos lugares del Nuevo Mundo para tratar leishmaniosis cutanea (Soto-Mancipe, Grogl, y Berman, 1993).
Su mecanismo de accion consiste en interferir la sintesis de ADN y modificar la morfologia del cinetoplasto,

promoviendo la fragmentacion de la membrana de la mitocondria (Goto y Lindoso, 2010).

5. Tratamientos alternativos

Existen otros medicamentos que pueden emplearse para tratar la leishmaniosis como la miltefosina 'y la
paromomicina, entre otros. La miltefosina es un tratamiento oral para la enfermedad que genera apoptosis en
los promastigotes. Sin embargo, presenta efectos secundarios como problemas gastrointestinales y dafio renal
(Goto y Lindoso, 2010). Por su parte, la paromomicina es un antibidtico que se aplica de forma topica y dafia
al parasito interfiriendo con el funcionamiento de la mitocondria y los ribosomas. No es muy efectiva para
leishmaniosis cutanea (si para la forma visceral) y los efectos secundarios incluyen nauseas, diarrea, vomitos,
salpullido y vértigo (Wang y Fisher, 1977).

También existen formas de tratar la enfermedad que no involucran el consumo de medicamentos, estos
son la termoterapia y la fototerapia. La primera se basa en la aplicacion de calor sobre el area afectada por
medio de compresas calientas, irradiacion con luz ultravioleta o infrarroja o con instrumentos que calientan
la herida, de forma que los parasitos mueran. Es un método barato y sin efectos secundarios, ademas, presenta
resultados similares al tratamiento con antimoniales (LOpez et al., 2012). Otra metodologia que puede
utilizarse es la fototerapia, que consiste en la aplicacion de dispositivos fotosensibilizantes sobre la Ulcera.

Existen moléculas dentro de las células parasitarias que absorben la luz y transfieren esta energia para liberar

20



oxigeno, el exceso de este Gltimo ocasiona la muerte de los paréasitos, con una efectividad del 90% en el caso

particular de Leishmania major (Asilian y Davami, 2006).

Cuadro 1: Cuadro comparativo de los tratamientos recomendados para Leishmaniosis cutanea.

Tratamiento

Especies objetivo

Efectos secundarios

Cita

Antimoniales

pentavalentes

L. major y L. tropica, L.

braziliensis, L.
panamensisy L.

guyanensis

Alta toxicidad cardiaca,
fallo renal, mialgia y

artralgia

(Goncalves y Costa,
2018)

(Arana, 2007) (Kobets
etal.,, 2012)

(Goto y Lindoso, 2010)

Amfotericina B

L. braziliensis, L.

infantum y L. donovani

Dafio renal y hepatico,

descenso en niveles de

(Kobets et al., 2012)
(Guery et al., 2017).

potasio
Pentamidina L. braziliensis, L. Hipotension, (Soto-Mancipe et al.,
panamensisy L. hipoglicemia 'y 1993)
Mexicana problemas (Kobets et al., 2012).
gastrointestinales,
dafio renal, cardiopatia
Miltefosina L. panamensis Problemas (Goto y Lindoso, 2010)

gastrointestinales y

dafo renal

(Soto et al., 2004)

Termoterapia

Todas, pero
principalmente L.
braziliensis y L.

mexicana

Quemaduras de
segundo Yy tercer grado

(Gongalves y Costa,
2018)

Fototerapia

L. major

Ninguno reportado

(Asilian y Davami,
2006)

I. Diagnostico

1. Microscopia

Esta técnica consiste en la observacién de los parésitos en su forma de amastigotes (indicados con una

flecha amarilla en la Figura 12) en un extendido de tejido de una lesién bajo un microscopio con un aumento

de 1000 X (Weina et al., 2004). Las tinciones empleadas con mayor frecuencia son la de hematoxilina y
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eosina o la de Giemsa, pero principalmente se utiliza Giemsa, después de que la muestra ha sido fijada con
metanol (Kobets et al., 2012).

Esta es la metodologia mas facil y rapida para visualizar los parasitos de Leishmania debido a que es
posible detectar y cuantificar los parasitos de forma directa. EI método es considerado el estandar de oro del
diagnostico de la leishmaniosis cutanea por su alta especificidad. No obstante, es imposible identificar al
parasito a nivel de especies con este método, debido a que no existen diferencias morfolégicas identificables
(Aronson et al., 2016; Kobets et al., 2012).

Figura 14: Amastigotes de Leishmania sp. en una muestra de tejido de una lesion, tefiida con Giemsa.

(De Vries et al., 2015)

2. Cultivo in vitro

El cultivo in vitro de los parasitos es un proceso complejo en el que se desea multiplicar estos
organismos, obtenidos a partir de parasitos aislados de lesiones, luego de un proceso de incubacién en un
medio nutritivo como el medio Novy-MacNeal-Nicolle (NNN). Sin embargo, este procedimiento es dificil,
requiere cierta pericia técnica, tiene tendencia a contaminarse y consume mucho tiempo (los parésitos pueden
tardar semanas en crecer). Ademas, la sensibilidad del cultivo es por lo general baja y altamente variable (De
Vries et al., 2015). Es Gtil como un medio para reproducir los parasitos y que puedan utilizar en otros
procedimientos para la identificacion o el almacenamiento de muestras (Kobets et al., 2012).
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3. Métodos moleculares

a. MLEE (Electroforesis de enzimas multilocus)

La metodologia MLEE consiste en analizar perfiles de electroforesis de enzimas extraidas a partir de
los parésitos. Es considerado el estandar de oro de la tipificacion de Leishmania, debido a que fue la técnica
utilizada en los primeros estudios filogenéticos de este género. EI método necesita de la preparacién previa
de cultivos de los parasitos y de la extraccién de las enzimas a partir de los promastigotes (Kobets et al.,
2012).

Por lo general se utilizan 15 enzimas (basado en un método desarrollado en Montpellier, Francia) para
describir una especie, entre las que se pueden mencionar la malato deshidrogenasa, la enzima maélica,
isocitrato deshidrogenasa, 6-fosfogluconato deshidrogenasa y la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, entre
otras. Los extractos enziméticos son analizados por electroforesis y se registra la distancia que cada banda
perteneciente a una enzima migra desde el origen, de forma que se obtiene en grupo de bandas con un patrén
especifico, conocido como zimodemo. Este perfil electroforético es utilizado para determinar la especie del
parasito al compararlo con cepas de referencia. Sin embargo, debido a que requiere el cultivo del parésito,

suele ser un método costoso que consume mucho tiempo (Rioux et al., 1990; Kobets et al., 2012).

b. PCRygPCR

Un PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa, por sus siglas en inglés) es una reaccion enzimatica que
se utiliza para producir copias de una secuencia de ADN de interés. Utiliza una enzima Polimerasa
(ComUnmente Taq Polimerasa) que amplifica o genera las copias de ADN, un buffer de reaccion para
mantener las condiciones de la reaccidon estables (pH principalmente), cloruro de magnesio (el magnesio es
cofactor que promueve el funcionamiento de la enzima), nucleétidos, que son las unidades que usa la enzima
para sintetizar los nuevos fragmentos de ADN, agua, un par de cebadores (primers), que son secuencias de
nucledtidos que definen la secuencia que se va a amplificar y el ADN que serd usado como plantilla para
generar las demas. Este método se divide en tres etapas (desnaturalizacion, hibridacion y extension) que se
identifican segun la temperatura a la que ocurren (Figura 13). Se emplea un equipo llamado termociclador,
que se encarga de controlar las temperaturas de cada etapa, de forma que se pueda optimizar cada

procedimiento segun se requiera (Tamay de Dios et al., 2013).

Esta herramienta cuenta con la especificidad y sensibilidad suficiente para diferenciar entre especies de
organismos, por lo cual ha ganado campo en estudios epidemioldgicos. Ademas, es posible obtener resultados
rapidos (menos de 1 dia), trabajando con muestras cuya viabilidad seria un problema para otras técnicas
(Montalvo et al., 2008). Las muestras utilizadas en un PCR no tienen que estar estériles ni en una
concentracion tan alta como para otras técnicas (MLEE, por ejemplo), lo cual facilita su manejo. La mayor

desventaja de esta metodologia es la falta de protocolos estandarizados (Kobets et al., 2012).
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El PCR tiene dos modalidades que han sido exploradas para mejorar la especificidad y robustez de la
técnica, las cuales son el PCR anidado y el PCR de tiempo real (QPCR). Un PCR anidado es un PCR que
utiliza dos pares de primers y dos rondas de amplificacion de ADN. Es decir, es un PCR que emplea el
producto de la primera amplificacion como el ADN plantilla de la segunda amplificacién, lo cual incrementa
la sensibilidad de la técnica. Por ejemplo, para estudios con Leishmania, la primera amplificacion se realiza
con primers universales que flanquean el gen hsp70 y amplifican una regién conservada entre todas las
especies, mientras la segunda amplificacion utiliza primers mas especificos que los anteriores para amplificar

secuencias Unicas para cada especie 0 cepa (Kobets et al., 2012).

Figura 15: Etapas de una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
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(Tamay de Dios et al., 2013).

El desarrollo del PCR de tiempo real ha permitido un diagnostico ain mas especifico, reduciendo el
tiempo y labor del experimentador. Esta modalidad del PCR utiliza los elementos de la metodologia
convencional, pero agrega el uso de un marcador fluorescente, conocido como sonda, que emite una radiacion
que es detectada por el equipo (termociclador) y permite cuantificar el producto que se esta amplificando.
Esta técnica ya ha sido utilizada para detectar el ADN de parésitos de Leishmania (Schulz et al., 2003) . En
los estudios realizados con leishmaniosis, las regiones del ADN parasitario mas empleadas han sido ADN
del cinetoplasto (ADNK), el gen del citocromo b (cytb) mitocondrial (Asato et al., 2009; Luyo-Acero et al.,
2004), el gen hsp70 (Fraga et al., 2010), y la region ITS1 (Internal transcribed spacer, en inglés) ubicada
entre las regiones gendmicas del ARN ribosomal 18S y 5.1S (Cupolillo et al., 1995).
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Para la deteccion de estos parasitos por PCR (especialmente gPCR), se ha utilizado el material del
quinetoplasto. Sin embargo, este no puede ser utilizado para su identificacion, puesto que se carece de una
metodologia especie-especifica, a diferencia del trabajo realizado con el gen hsp70 (Bensoussan et al., y
2006). El gen hsp70 es la herramienta de mayor importancia en la tipificacion de Leishmania debido a que
ha demostrado ser un marcador confiable para determinar la especie del parasito y explicar las relaciones
filogenéticas entre estos. Esta capacidad se debe a que se trata de una secuencia altamente conservadas entre
las especies de Leishmania, por lo que es un blanco para detectar cambios evolutivos (Fraga et al., 2010;
Fraga et al., 2013; Montalvo et al., 2012).

c. Andlisis de polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccién (RFLP).

Esta técnica consiste en la digestion de ADN (un producto de PCR, por ejemplo) con enzimas de
restriccion para obtener fragmentos de longitud variable (dependiendo de los polimorfismos de la secuencia
y del sitio de restriccion reconocido por la enzima) que pueden ser separados y analizados por medio de una
electroforesis en gel de agarosa. Esta metodologia ha demostrado ser confiable y sensible para la adecuada
determinacion de la especie de los parésitos del género Leishmania y su efectividad compite con la del
estandar de oro, la MLEE (Kobets et al., 2012). La combinacion de un PCR con RFLP y con secuenciacion
es una forma robusta y sensible para realizar estudios de filogenia e identificacion de especies, utilizado el
ADN del cinetoplasto (Bhattarai et al., 2010), como el gen hsp70 (Montalvo et al., 2010, 2012; Van der
Auwera et al., 2013).

4. Otros métodos

También existen otros métodos basados en la deteccion de antigenos presentes en los parasitos causantes
de la leishmaniosis. La deteccion de los mismos se realiza por medio de un ensayo enzimatico conocido como
ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay, en inglés). A través de esta técnica y con el uso de
anticuerpos, es posible la deteccion de proteinas como la glicoproteina 63 (GP63), la cisteina proteinasa B
(CPB) y la proteina de choque térmico 70 (HSP70), que son factores de virulencia del parésito y poseen una
fuerte capacidad antigénica (Van der Auwera y Dujardin, 2015). Otro estudio también ha reportado la
posibilidad de tipificar a los parasitos por medio de métodos analiticos como la espectrometria de masas, sin
embargo la técnica necesita de los parasitos (previamente cultivados) y no es una técnica facil de estandarizar

entre laboratorios (Mouri et al., 2014).
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V.METODOLOGIA

A. Sitio de estudio

Se trabajé con muestras procedentes de los departamentos de Guatemala: Petén, Alta Verapaz, Baja
Verapaz, Izabal y Quiché, 5 de los 6 en los que se ha reportado una mayor cantidad de personas en riesgo de
adquirir la enfermedad (Morales, 2008).

B. Sujetos de estudio

Las muestras con las que se trabajo fueron proporcionadas por el laboratorio de Leishmaniosis del Centro
de Estudios en Saludos de la Universidad del Valle de Guatemala (CES-UVG). Las mismas fueron
recolectadas por el centro en actividades previas de investigacion o diagnostico y consisten en raspados de

lesiones cuténeas de pacientes infectados con Leishmaniosis cuténea.
C. Disefio, enfoque y tipo de investigacién

La presente investigacion se caracterizé por tener un enfoque cuantitativo debido a que se plante6 una
hipotesis que fue probada por medio de la recoleccion y analisis de los datos. El alcance de esta fue
descriptivo, puesto que se plantea realizar la descripcion de los cambios que han sucedido en la diversidad y
proporcion de especies de parasitos del género Leishmania sp. a lo largo de un periodo muestreado.

El disefio de este estudio fue no experimental, de corte transversal debido a que no se manipularon
deliberadamente las variables para observar el comportamiento de un fenémeno, ni hubo una asignacion
aleatoria de los sujetos de estudio. Ademas, se document6 la proporcidn de especies y la diversidad en

momentos temporales especificos sin dar seguimiento a los mismos sujetos.

D. Tipo y tamafio de muestra

Se utiliz6 un método de muestreo probabilistico estratificado para definir el tamafio de la muestra a
seleccionar. Debido a que las muestras colectadas estan divididas en periodos de tiempo, se utilizo la
modalidad proporcional, de forma que la distribucién fuese acorde y representativa al tamafio de cada periodo
de tiempo. El tamafio muestral por estrato fue calculado utilizando la férmula para determinar proporciones
de una poblacion finita (Figura 16). Se trabajo con un nivel de confianza del 95% y un error de estimacion
del 10%. De igual forma, la probabilidad de ocurrencia del evento fue tomada como 0.7 para L. braziliensis
y 0.3 para L. mexicana, los valores que fueron reportados por un estudio realizado por Herwaldt y

colaboradores en Guatemala en 1992.
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Figura 16: Formula para la determinacion del nimero de muestra para proporciones y poblacion finita.

P(1—P)z&N
n= 2
P(1—P)zz +e*(N—1)
2 .

(Valdivieso et al., 2011)

Donde:

P = Probabilidad de que sea L. braziliensis, es decir 0.7
1-P = Probabilidad de que sea L. mexicana, es decir 0.3
N = Numero de muestras por periodo

e= error de estimacion

Z= Estimador Z al 95% de confianza

El tamafio de la muestra a seleccionar, tomando en cuenta los pardmetros anteriores, fue de 191
individuos, seleccionados de forma estratificada de acuerdo al nimero de muestras por periodo de tiempo y
sitio de procedencia de los pacientes. Las muestras seleccionadas por sito y periodo de tiempo son las que
se muestran en el Cuadro 1.

Cuadro 2: Distribucién de las muestras seleccionadas para el estudio, tomadas previamente por el equipo de
trabajo del CES-UVG en estudios y jornadas de diagnostico.

Décadas
Departamento Total por
1980-1989  1990-1999  2000-2009 2010-2017
departamento
Alta Verapaz 4 8 6 17 35
Baja Verapaz 3 8 1 0 12
Petén 7 57 57 0 121
Izabal 2 6 8 1 17
Quiché 0 5 0 1 6
Total por
16 84 72 19 191
década
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E. Criterios de inclusion

Se trabajo Unicamente con las muestras que tuvieron un resultado parasitolégico positivo para
leishmaniosis, que tuvieran al menos cuatro ldminas disponibles y que poseen datos generales del paciente
como sexo, edad, sitio de procedencia afio de colecta, nimero de lesiones, area de la lesion, tiempo de
evolucion de la lesién y tratamientos previos.

Area de lesiones

Tiempo de

evolucioén de la

lesion

Tratamientos

Espacio ocupado por la herida
generada por el parésito, medida en
centimetros (obtenida multiplicado
el largo por el ancho de la herida)
Duracion de la presencia de la

enfermedad en el paciente

Medios empleados por el paciente

Cuantitativa, razon

Cuantitativa,

nominal

Cualitativa, ordinal

F. Variables
Cuadro 3: Conceptualizacién y operacionalizacion de variables.
Variable Definicion Clasificacion (Por Unidades de
naturalezay escala  medicién
de medicion)

Sexo Condicidn organica que distingue a  Cualitativa, nominal 1. Mujer
los seres humanos como hombre y 2. Hombre
mujer.

Edad Duracion de la existencia de un ser  Cuantitativa, razon Cantidad de afios
vivo, medida en unidades de ordinal cumplidos
tiempo. Indicador: afios cumplidos

Namero de Cantidad de heridas causadas por Cuantitativa, razon Cantidad de heridas

lesiones la enfermedad

Area ocupada por la

herida

Cantidad de meses

Identidad de los

previos con el objetivo de buscar la cura o tratamientos
Alivio de la enfermedad empleadas por el
paciente
Resultado Resultado de la observacion de la Cualitativa, nominal ~ Cantidad de signos

parasitolégico

muestra por microscopia optica.
Indicador: Presencia o ausencia de

paréasitos.

“_,’_”.
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Variable Definicion Clasificacion (Por Unidades de
naturalezay escala  medicién

de medicion)

Resultado por Resultado de la amplificacion por Cualitativa, nominal 1. Positivo
PCR PCR del material genético extraido 2. Negativo
de las muestras. Indicador:
Presencia o ausencia de AND de

los parasitos.

Resultado por Resultado objetivo de la digestion ~ Cualitativa, nominal 1. L. braziliensis
RFLP de productos de amplificacion (de 2. L. mexicana
las muestras) con enzimas de 3. L. panamensis

restriccion. Indicador: Similitud

del patrén.
Afo de colecta Afo en el que fue tomada la Cualitativa, nominal  Afio (entre 1980 y
muestra de la 29esion al 2017)

participante

G. Hipotesis
1. Hip6tesis nulas

Hol: La proporcidn de especies del género Leishmania sp. (0.7 para L. braziliensis y 0.3 para L. mexicana)

no ha variado a lo largo de los afios muestreados

Ho2: No existen especies agrupadas en clados diferentes a las especies de parasitos de Guatemala y las
reportadas internacionalmente.

Ho3: No existe asociacion entre la especie de parasito responsable de la infeccidn y las caracteristicas
clinicas de la misma.

2. Hipotesis alternativas

Hal: La proporcion de especies del género Leishmania sp. (0.7 para L. braziliensis y 0.3 para L. mexicana)
ha variado a lo largo de los afios muestreados

Ha2: Existen especies agrupadas en clados diferentes a las especies de parasitos de Guatemala y las

reportadas internacionalmente.

Ha3: Existe asociacion entre la especie de parasito responsable de la infeccién y las caracteristicas clinicas

de la misma.
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H. Instrumentos de medicion

Debido a que este estudio no involucré la recoleccion de datos a partir de encuestas o fichas de campo,

no se empled ningdn instrumento de medicion.

I. Procedimiento

Se realiz6 un andlisis in silico para el desarrollo de un nuevo algoritmo para RFLP a partir de secuencias
codificantes para la proteina HSP70 disponibles en la base de datos GenBank y de un estudio previo (Juarez,
2017). Luego se llevé a cabo una extraccion de ADN a partir de muestras de raspados de lesiones tefiidas con
Giemsa. Posteriormente, se realiz6 la amplificacion de la secuencia del gen codificante para la proteina
HSP70 (PCR anidado para fragmento N). Finalmente, se realiz6 la identificacién de los parasitos a través del
analisis de RFPL de los amplicones obtenidos. En la Figura 17 se muestra un diagrama de flujo de la

metodologia que se siguid.
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Figura 17: Diagrama de flujo de estandarizacion de la metodologia para la caracterizacion de Leishmania
en Guatemala mediante PCR-RFLP.
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Y
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1. Consideraciones éticas

Durante el desarrollo de este estudio, el estudiante no tuvo contacto con los participantes de los que se
obtuvo las muestras, dado que se utilizaron muestras recolectadas tanto durante actividades de diagnéstico
en estaciones de campo o comunidades de las regiones endémicas de Petén y Alta Verapaz, como en
investigaciones realizadas por el grupo de leishmaniasis del Centro de Estudios en Salud de la UVG. No se
realiz6 una recoleccion de muestras adicionales. Ademas, se trabajé con una base de datos que incluia
solamente los cddigos de las muestras y no se tuvo acceso a informacion privada identificable de los pacientes
que las proporcionaron.
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2. Analisis in silico para RFLP

Para analizar las secuencias del gen hsp70 de Leishmania spp. e identificar sitios de restriccion para la
elaboracion del algoritmo para identificacién de especies, se utilizaron los softwares Geneious R11.1,
DNASTAR Lasergene 15.2 y MEGAT7. Como referencia se utilizaron secuencias obtenidas de la base de
datos GenBank y otras secuencias para Guatemala, reportadas en un trabajo previo sobre diversidad genética
de Leishmania spp (GE-2019, GE-2156 y GE-1485). (Juarez, 2017). Las secuencias utilizadas fueron
Leishmania mexicana amazonensis (GenBank: EU599090.1), Leishmania mexicana (GenBank:
EU599091.1) Leishmania infantum (GenBank: HF586350.1 y HF586408.1), Leishmania braziliensis
(GenBank: EU599088.1, FR715990.1 y HF586369.1), Leishmania guyanensis (GenBank: EU599093.1),
Leishmania panamensis (GenBank: EU599094.1), Leishmania major (GenBank: HF586398.1), Leishmania
lainsoni (GenBank: GU071174.1) y Leishmania naiffi (GenBank: FN395056.2).

Figura 18: Algoritmo de restriccion propuesto y optimizado en otros estudios de tipificacion de
Leishmania.
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Ae: L. aethiopica; T: L. tropica; Ma: L. major; D: L. donovani; I: L. infantum; B: L.
braziliensis; P: L. peruviana: N: L. naiffi: L: L. lainsoni; Am: L. amazonensis: Me: L.
mexicana; G: L. garhnami; Gu: L. guyanensis; Pa: L. panamensis; a-B: atypical L.
braziliensis

(IMTAVH — ITM, 2013)
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3. Extraccion de ADN

Se llevo a cabo la extraccion de ADN para las 191 muestras seleccionadas, obteniéndose el material
genético del parésito a partir de ldminas de extendido de lesiones tefiidas con Giemsa. Para esto se raspé el
material de cada ldmina con un bisturi estéril y se resuspendié en 200 pL de agua grado DEPC
(dietilpirocarbonato) en un tubo de 1.5 mL. Para extraer el material genético se utilizé el kit comercial
QlAamp® MinElute® Virus Spin Kit (Qiagen, catdlogo 57704) de acuerdo con las indicaciones del

fabricante. Se utilizaron 2 uL de cada extracto comoADN plantilla para la amplificacion.

Se agreg6 25 pL de proteasa QIAGEN al tubo con los 200 pL de muestra y luego se afiadieron 200 pL
de buffer de lisis AL, se colocaron en un vortex por 15 segundos y se incubaron a 56 °C durante 10 minutos.
Se centrifug6 el tubo por un corto tiempo (minispin) y se procedi6 a afiadir 250 uL de etanol absoluto, se
incubd por cinco minutos a temperatura ambiente y se repitioé el procedimiento de colocar las muestras en un
vértex y centrifugar brevemente. Se transfirié la mezcla obtenida a una columna QlAamp MinElute (en un

tubo de colecta de 2.0 mL) y se centrifugd a 8000 rpm por 1 minuto (Heraeus® Biofuge® Pico)

Luego, se agregaron 500 pL de buffer AW1 y se centrifugd nuevamente bajo las mismas condiciones
(8000 rpm por 1 minuto) y se coloco la columna en un nuevo tubo. Se repitid este paso utilizando 500 L de
buffer AW2. Posteriormente, se agregaron 500 uL de etanol absoluto y se centrifug6é a 8000 rpm por 1
minuto. Después se coloco la columna en un nuevo tubo de colecta para centrifugarlo a 12.500 rpm por 3
minutos para secar la membrana. Luego, se cambi6 tubo para incubar las columnas con la tapa abierta durante
15 minutos a 56 °C. Por altimo, se agregaron 60 pL de buffer AVE a la columna, se incub6 a temperatura
ambiente por 1 minuto y se centrifugd a 12,500 rpm por 1 minuto. Los extractos se almacenaron a -80 °C

previo a ser utilizados.

4. PCR anidado

Los protocolos de PCR para los fragmentos de 1422 (PCR-G) y 593 (PCR-N) pares de bases (bp) se
realizaron en reacciones con un volumen final de 25 pL, que contenian 1x buffer de reaccion TONBO; 3mM
de cloruro de magnesio; 1 mM de deoxinucledsido de trifosfato (ANTP’s); 0.8 UM de cada primer; 1x
solucion Q, y 1 U de la enzima Classic ++ ™ Hot Start Taq (2 U para el PCR-N) (TONBO, Lote
M501005311731 y REF 31-5010-0250U). Se utilizaron 2 pL de ADN para el PCR-G sin importar su
concentracion y luego se emplearon 4 pL del primer producto de amplificacién como plantilla para el PCR-
N. Para todas amplificaciones se incluyeron controles negativos sin ADN plantilla y un control positivo que
consistié en 2 uL de ADN de Leishmania braziliensis de la cepa M2903 con una concentracion de 71.91 ng/
pL. Las condiciones de amplificacion fueron: desnaturalizacion inicial a 95 °C por 5 min; seguido de 35
ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 40 s; hibridacion a 61 °C por 1 min; elongacion a 72 °C por 2 min

(para el PCR-N fue de 1 min) y una elongacion final de 10 min a 72 °C. La amplificacién se realiz6 en un
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termociclador MasterCycler 5331 (Eppendorf®). Toda la informacion sobre la composicion de las mezclas
de reaccién para todos los PCR y las condiciones de amplificacién de cada uno se encuentran resumidas en
los anexos 4-7. Los primers fueron disefiados previamente en otros estudios sobre tipificacion de Leishmania,
los cuales se observan en la Figura 19 (Montalvo et al., 2012; Van der Auwera et al., 2013). Se estandariz6
el protocolo de amplificacion utilizando como templado 2 uL de ADN para el PCR del fragmento de
1422 bp y 4 pL para el PCR del fragmento de 593 bp.

Los productos de amplificacion se almacenaron a -20 °C hasta su digestion. El éxito de la extraccién de
ADN se evalu6 por medio de la amplificacién del gen de la Betaglobina humana, con un producto de
amplificacion esperado de 268 bp (Coutlée et al., 2000). Se prepararon reacciones de 20 L que contenian
1X buffer de reaccion con cloruro de magnesio (1.5 mM) (Roche®); 0.2 mM de una mezcla de dNTP’s; 0.8
MM de cada primer y 1.25 U de Tag ADN Polimerasa (Roche®). Se utiliz6 1 uL de ADN como plantilla 'y
al igual que en el PCR del marcador hsp70, se incluyeron controles sin templado de ADN y un control
positivo que consistio en una muestra de médula 6sea de un paciente con leishmaniasis visceral. Las
condiciones de amplificacion fueron: desnaturalizacion inicial a 95 °C por 3 min; seguido de 35 ciclos de
desnaturalizacién a 95 °C por 35 s; hibridacion a 57 °C por 35 s; elongacién a 72 °C por 1 min y una
elongacion final de 10 min a 72 °C. La amplificacién se realizé en un termociclador MasterCycler 5331
(Eppendorf®). En el Cuadro 3 se presentan todos los pares de primers que fueron utilizados en este estudio.

Figura 19: Ubicacion de los primers utilizados para amplificar los segmentos del marcador hsp70.

HSP70 coding region (1977 bp)

| Garcia 2004 |
Alves da Silva 2010
Cardoso da Graga 2012
Montalvo 2012 (F fragment)

I Montalvo 2012 (N fragment) |

Mentalve 2012 (C fragment)
Van der Auwera 2013 (T fragment)

(Van der Auwera y Dujardin, 2015)

El par de primers que fueron propuestos por Garcia y colaboradores en 2004 se utiliz6 para la
amplificacion de un fragmento de 1422 bp del gen hsp70. Mientras, los primers que amplifican un fragmento

de menor tamafio (593 bp) corresponden al fragmento N, desarrollado por Montalvo y colaboradores en 2012.
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Cuadro 4: Primers para la amplificacion de los fragmentos de ADN de interés.

ampclii‘:i:a do Nombre Secuencia (5°-3") (p'::::a dr:if);:,:s) Longitud Cita
Fragmento G HSP70-sen GACGGTGCCTGCCTACTTCAA 435-455 21 Montalvo et al., 2012
del gen hsp70 HSP70-ant CCGCCCATGCTCTGGTACATC 1856-1836 21
Fragmento N HSP70-F25 GGACGCCGGCACGATTKCT 480-498 19
del gen hsp70 HSP70-R617 CGAAGAAGTCCGATACGAGGGA 1072-1051 22

B-globina GH.0 (forward) | GAAGAGCCAAGGACAGGTAC | —  ----om- 20 Coutlée et al., 2000

humana PCOs (reverse) CCACTTCATCCACGTTCACC | == 20

5. RFLP

El andlisis por RFLP se realiz6 utilizando los 122 amplicones obtenidos del fragmento N (593 pb). Las
digestiones se llevaron a cabo en un volumen final de 20 pL que contenian 5 pL del amplicon en buffer de
reaccion CutSmart (New England Biolabs) 1X, 4U BsaJl (New England Biolabs) y 4U Rsal (New England
Biolabs). Las reacciones se incubaron por 3 horas a 37 °C, excepto por BsaJl que se incub6 a 55 °C. Se
realizaron las digestiones de las 122 muestras con BsaJl y para 6 muestras con Rsal. Se utilizé la enzima
Haelll para la digestion de tres muestras (GE-1683, GE-360 y GE-271) que no mostraban un patrén de

restriccion definitivo con la enzima BsalJl.

Se guardaron los productos de restriccién a 4 °C y se visualizaron los patrones en un gel de agarosa como
se describe en la seccién 6. b. Se compararon los patrones obtenidos con los reportados para las diferentes

especies de parasitos responsables de la leishmaniosis cutanea.

6. Electroforesis

a. Electroforesis de productos de amplificacion

Los productos de PCR se separaron por electroforesis en gel de agarosa. Para esto, se prepararon geles
de agarosa al 1.5% (p/v), utilizando 0.75 g de agarosa (Agarosa tipo I, VWR lote 0176C250) y 50 mL de
buffer Tris-Borato-EDTA (TBE) 1X (Invitrogen) conteniendo 0.3X de GelRed o SYBR Green (Anexo 9)
(Huang et al., 2010). Se cargaron 3 pL del marcador de masa molecular de 100 bp (fragmento de 593 pb) o
1 Kb (fragmento 1,422 pb) + 1 pL de buffer de carga 6X. Para las muestras, se cargé una mezcla de 4 pL
del producto de amplificacién + 1 L de buffer de carga 6 X. La electroforesis se realiz6 con buffer TBE 1X
a 17 voltios/centimetro por 30 minutos. Posteriormente, se visualizd el gel bajo luz UV (302 nm) en un

transiluminador con sistema de documentacion fotogréafica integrado (Sistema PhotoDoc-It, UVP).
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b. Electroforesis de productos de digestion para RFLP

Los productos de la digestion con enzimas de restriccién se separaron en geles de agarosa al 3.0 % (3.0
g de agarosa disuelta en 100 mL de buffer TBE), conteniendo 0.3 X de GelRed 0 SYBR Green (Huang et al.,
2010).

Se colocaron 5 L de la escalera de masa molecular de 100 bp (Promega) + 1 uL de buffer de carga 6X
(Promega) y luego se agregaron 10 pL de los productos de digestion en cada pozo (con 1 pL del mismo
buffer de carga anterior) y se dejo correr el gel a 6.25 voltios/centimetro durante 3 horas (Camara de
electroforesis Thermo Scientific) en buffer TBE 0.5 X (Sanderson, Araki, Lilley, Guerrero, & Lewis, 2014).
Finalmente, se visualizaron los patrones de bandas obtenidas bajo luz UV (302 nm) en un transiluminador
(Sistema PhotoDoc-It, UVP) vy se registrd el resultado con una fotografia.

7. Validacion de resultados por secuenciacion

Un 30% de las muestras a las que se les realizdé el andlisis de PCR-RFLP también se secuenciaron
(Macrogen, Inc. en Corea del Sur). Estas muestras se seleccionaron segln los patrones obtenidos, dando
prioridad las muestras con patrones no reportados por otros estudios que utilizaran este método combinado
de PCR con RFLP. El resto de muestras se eligieron de forma aleatoria. Posteriormente, se hizo un

alineamiento de las secuencias obtenidas para observar las similitudes entre estas.
J. Analisis de datos

1. Anadlisis de patrones de restriccién

Se analizaron las fotografias de geles de agarosa con el software Gel Analyzer 2010 para determinar los
tamafios de los fragmentos, resultado de las digestiones enziméticas. De acuerdo con este patrén se pudo
diferenciar entre las especies de parasitos responsables de leishmaniosis cutanea en las regiones e intervalos
de tiempo muestreados. Se colocd un marcador de masa molecular para validar el tamafio de los fragmentos

obtenidos y que los mismos correspondieran a los esperados luego de su digestion con enzimas de restriccion.

2. Elaboracion de una serie de tiempo para proporcion de especies de

Leishmania sp.

Se generd una serie de tiempo comparando la proporcion de especies encontradas en los diferentes
periodos muestreados. Se trabajé con datos de todos los afios muestreados dentro del periodo que va desde
los 80°s hasta la actualidad (1980-1989, 1990-1999, 2000-2009, 2010-actualidad) y se analizaron los datos
por cada afio, de forma que se pudiera inferir si los cambios que pudieron influenciar en la distribucién de
estos parasitos. Este analisis fue desarrollado utilizando el software GraphPad Prism 6. Luego de obtener los

productos de PCR, se realizé una prueba de chi cuadrado con el software R version 3.3.2. para evaluar el
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sesgo en las muestras con un resultado positivo para la amplificacion del fragmento de 593 bp del marcador
hsp70.

3. Regresién logistica multinomial

Se realiz6 también una regresion logistica multinomial para determinar la posibilidad de predecir la
especie de parasito responsable de la infeccidon en base a variables recolectadas con las muestras. Las
variables por considerar fueron el area de las lesiones y el tiempo de evolucion de estas. Este analisis también
se desarrollé utilizando el complemento XLSTAT para Microsoft Excel de Office 365. Las categorias
posibles para designar una especie de parasitos fueron L. braziliensis, L. guyanensis/L. panamensis, Infeccién

mixta e Indeterminada.

4. Construccion de arbol filogenético

Se obtuvieron las secuencias sentido y antisentido de los productos de amplificacion y se utilizo el
software MEGAY para generar las secuencias consenso. Posteriormente, se utiliz6 un BLASTn (Basic Local
Alignment Search Tool, por sus siglas en inglés) para realizar un analisis de similitud con secuencias de
Leishmania sp. reportadas en bases de datos internacionales. Se compararon las variantes genéticas
identificadas en cada complejo de especies (L. braziliensis y L. mexicana) contra especies reportadas en bases
de datos internacionales, para estudiar sus relaciones evolutivas. Para esto se construy6 un arbol filogénetico
a partir de los datos obtenidos de la secuenciacién, las secuencias obtenidas a partir del GenBank
mencionadas anteriormente y tres secuencias del estudio de Juarez en 2017 (GE-1485, GE-2019 y GE-2156).
Para la elaboracion del &rbol se utiliz6 el algoritmo estadistico “Maximum likelihood”, utilizando el software

MEGA 7, aplicando el modelo de sustitucion de Tamura-Nei.
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V1. RESULTADOS

A. Caracteristicas de la muestra

Las 191 muestras analizadas en este estudio provinieron de personas con infecciones activas de
leishmaniosis cutanea con un rango de edad de 3-90 afios, con una mediana de 21 afios, y el 91% (174/191)
fue de sexo masculino. Se analiz6 al menos una muestra por afio del periodo de 1987 a 2017, con excepcion
en los afios 1991, 2004 y 2012. Segun la ubicacién geografica el 63% (121/191) de las muestras analizadas
fueron infecciones captadas en Petén, un 18% (35/191) en Alta Verapaz y el 18% (35/191) en los
departamentos de Baja Verapaz, Izabal y Quiché. La media de tiempo de evolucion de las lesiones fue de 90
dias y el area promedio de 7.0 cm?. La informacion individual de las muestras utilizadas se presenta en el

Anexo 2.

B. Analisis in silico para RFLP

Segun este andlisis y a algoritmos reportados previamente para America (Fraga et al., 2012, 2013,
Montalvo et al., 2008, 2012; Montalvo et al., 2010; Van der Auwera et al., 2016), se identificaron las
siguientes enzimas como candidatas para el disefio del algoritmo: BsaJl, Hincll, Bccl, Haelll, Rsal, Mlul y
Sdul. Segun el analisis in silico, las enzimas que permitirian separar a las especies de interés en el continente
americano y que generarian una cantidad adecuada de bandas (entre 2-5 fragmentos) con un tamafio adecuado
para su visualizacion (no menos de 50 bp) serian BsaJl, Bccl e Hincll. Se prefirié el uso de Hincll en lugar
de Bccl porque la primera generaba una menor cantidad de bandas en el analisis in silico. Sin embargo, al
realizar los cortes con Hincll no se obtuvieron los patrones esperados segin el analisis in silico, por lo que
se realizé el corte Gnicamente con la enzima BsaJl. No fue posible completar el resto del algoritmo que ya
esta publicado (Fraga et al., 2013; Garcia et al., 2004; Montalvo et al., 2010, 2012) debido a limitaciones de

tiempo.

El alineamiento de las secuencias utilizadas para la identificacion de sitios de restriccion y el algoritmo
propuesto para los patrones de restriccion del fragmento N del marcador hsp70 se pueden visualizar en las

Figuras 20 y 21, respectivamente.
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Figura 20: Alineamiento de las secuencias de Leishmania utilizadas para identificar sitios de restriccion.
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LA ETEAC T T AR LA AT CACE GGGl TTLGAGEAGC T TECEGCEACCT
LA ETEAC T T CAGE AL AT CACE GGGl TTLGAGEAGCTATECEGCEACCT
LA ETEAC T T CAGE AL AT CACE GGGl TTLGAGEAGCTATECEGCEACCT
LA ETEAC T T CAGE AL AT CACE GGGl TTLGAGEAGCTATECEGCEACCT
LA ETEAC T T CAGE AL AT CACE GGGl TTLGAGEAGCTATECEGCEACCT
CAACGTCEAC TTCCAGECCAACATCACE GCECGCE T TCGAGEAGCTATECEGCEACET
LA ETEAC T T CAGE AL AT CACE GGGl TTLGAGEAGCTATECEGCEACCT
TAACETTEAC T T CAGE LA CATCACE GGGl TTLGAGEAGCTETECEGCEACET
TAACETTEAC T T CAGE LA CATCACE GGGl TTLGAGEAGCTETECEGCEACET
G AT TEAC T T AGE LA CATCACE GGGl TTLGAGEAGCTETECEGCEACCT
GAAETTEAC T TTCAGE LA AT CACE G aCeLE T T GAGEAGC TATOCEGCEACCT
GEAETTEAC T TTCAGE L LA CATCACE GGGl TTLGAGEAGCTETECEGCEACTT

ST aGC Al CATEC AR CEaTEEAE e TEL TECAGEACEIGALGATECACALETS
GTTY e aGC A AATEC AR CEaTEEAE e TELTELAGEACEIGALGATECACALETS
ST aGt A AATEC AR CEaTEEAE e TELTECAGEALEIGALGATECACALETS
ST aGt A AATEC AR CEaTEEAE e TELTECAGEALEIGALGATECACALETS
ST aGt A AATEC AR CEaTEEAE e TELTECAGEALEIGALGATECACALETS
ST T aGC A AATEC AR CEaTEEAE G aTEL TG AGEACEIGALAGATECACALGTS
ST aGt A AATEC AR CEaTEEAE e TELTECAGEALEIGALGATECACALETS
ST T aGCAlGAT TCARC CEaTEEAE e TEL TECAGEACE AALGATEEACALETS
ST T aGCAlGAT TCARC CEaTEEAE e TEL TECAGEACE AALGATEEACALETS
ST aGCAlGAT LA CEaTEEAE e TEL TECAGEACEIGALGATECACALETS
ST aGCAlGAT LA CEaTEEAE e TEL TECAGEACEIGALGATECACALETS
ST aGCAlGAT LA CEaTEEAE e TEL TECAGEACEIGALGATECACALETS

OO GTaCACEACETEETEC TEETEEECGEETCEACGCECATCCOGANAGETECAGTLCCT
O ETEC AL A ETEE TR TEETEEECGEE TCEACGIE AT CCOGALGETECAGTLCLT
O ETEC AL A ETEE TR TEETEEECGEE TCEACGIE AT CCOGALGETECAGTLCLT
O ETEC AL A ETEE TR TEETEEECGEE TCEACGIE AT CCOGALGETECAGTLCLT
O ETEC AL A ETEE TR TEETEEECGEE TCEACGIE AT CCOGALGETECAGTLCLT
T ETEC AL A ETEE TEL TEETEEElGEE TCEAC G AT CCOGALGETECAGTLCCT
O ETEC AL A ETEE TR TEETEEECGEE TCEACGIE AT CCOGALGETECAGTLCLT
O ETECAC A ETEE TR TEETEEECGEE TCCACGIE AT CCOGALGETECAGTLCLT
O ETECAC A ETEE TR TEETEEECGEE TCCACGIE AT CCOGALGETECAGTLCLT
T ETEC AL A ETEE TEL TEETEEECGEE TCAACGIE ATCCOGALGETECAGTLCCT
T ETEC AL A ETEE TEL TEETEEECGEE TCAACGIE ATCCOGALGETECAGTLCCT
T ETEC AL A ETEE TEL TEETEEECGEE TCAACGIE ATCCOGALGETECAGTLCCT

CETETCGEACTTCTTCEGCEaCAAGE A TEAACANGAG AT CAACCOCCACCAGELTET
CETETCEEAC T TCTTCEGCEaCAMGGAE  TEAACAAGAETAT AL COCGACCAGELTET
CETETCEEACTTCTTCEGCEaCAAEGAE  TEAACAAGAG AT AL COCEACCAGELTET
CETETCEEACTTCTTCEGCEaCAAEGAE  TEAACAAGAG AT AL COCEACCAGELTET
CETETCEEACTTCTTCEGCEaCAAEGAE  TEAACAAGAG AT AL COCEACCAGELTET
CETETCEEACTTCTTCEGCEaCAAEGAE  TEAACAAGAG AT AL COCEACCAGELTET
CETETCEEACTTCTTCEGCEaCAAEGAE  TEAACAAGAG AT AL COCEACCAGELTET
CETETCEEACTTCTTCEGCEaCAAEGAE  TEAACAAGAG AT AL COCEACCAGELTET
CETETCEEACTTCTTCEGCEaCAAEGAE  TEAACAAGAG AT AL COCEACCAGELTET
CETETCaEACTTCTTCEGCEaCAAGEAEC TEAACAAGAGCAT AN COCEACEAGELTET
CETETCEEACTTCTTCEGCEaCAAEGAE  TEAACAAGAG AT AL COCEACCAGELTET
CETETCEEACTTCTTCEGCEaCAAEGAE  TEAACAAGAG AT AL COCEACCAGELTET
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Sitio de restriccion Rsal

EECEC Tl TECAGEIET TCATCCTEACGEEl GElAAGAGLALGCAGATIGEA
CEGlelTeleETECAGGIET TCATCCTEACGEEl GElAAGAGCALGCAGATIGEA
CEElelTeleETECARGLAT TCATCLTEACGEEEElaAAGAGlALECAGALIEEA
CEGCECTElEETECAGEIET TCATCCTEADGEElEEfanGaGlAAGCAGACGEES
CEGCECTElEETECAGEIET TCATCCTEADGEElEEfanGaGlAAGCAGACGEES
CEGlelTeleETECAGEIET TCATCLTEAGEEl e LanGaGlAnEC AGATGES
CEGlelTeleETECAGEIET TCATCLTEAGEEl e LanGaGlAnEC AGATGES
CEGCelTeleE TECARECT TCATCLTEACGEEleElaAnGaelALECAGATEES
CEGCelTeleE TECARECT TCATCLTEACGEEleElaAnGaelALECAGATEES
CEGCelTeleETECARGCT TCATCLTEAGEElaELaAnGAGlALGCAGATGEES
CEGlelEeleETECARGCT TCATCLTEAGEElGELaAnGaGlALGrAGATGEES
CEGlelaeieE TECARGCT TCATCCTEACGEEl GElAAGAGCALGCAGATIGEA

Sitio de restriccion BsaJl

GEETCTGETGCTﬁCTEELTETEACECEECTELGEEEEEEEﬁTTEAGﬁCGECEEGEEGEGT
GEECCTECTaCTaCTEEATETEAL G CECTEACOTTEEECAT TEASACGECCEGCEECaT
GEECCTECTaCTaCTEEATETEAC G CECTEACO TOEECAT TEAGACGELCEGCEaCaT
GEECCTECTaCTaCTEEATETEAC G CECTEACO TOEECAT TEAGACGELCEGCEaCaT
GEECCTOCTaCTaCTEEATETEAL G CECTEACO TOEECAT TEAGACGECCEGCEaCaT
GEECCTOCTaCTaCTEEATETEAL G CECTEACO TOEECAT TEAGACGECCEGCEaCaT
GEECCTECTaCTaCTEEATETEAL G CECTEACOCTORECAT TEAGACEGECCEGCEECaT
GEECCTECTaCTaCTEEACETAL Gl CECTEACGITORECATLGAGACGECCEGCEECaT
GEECCTECTaC T TEEACETAA G CECTEACGITORECATLGAGACEGECEaCEaCaT
GEECCTECTaC T TEEACETEAL Gl Ll TEACGL TR CATLGAGALGELCEECEELaT
GEECCTECTaC T TEEACETEAL Gl Ll TEACGL TR CATLGAGALGELCEECEELaT
GEECCTECTECTaCTEEACETEAC G CECTEACGITEEECATOGAGACGECCEGCEECaT

GATEACEECaCTaATCALECaCAMCACEACEATOOCEACEAAGAAGAGICAGATCTTCTL
GATEACEECaCTaATCALECaCAMCACEACEATOOCEACY AAGALGAGICAGATCTTCTE
GATEACEECaCTaATCALECaCAMCACEACEATOOCEACAAGANGAGICAGATCTTCT
GATEACEECaCTEATCALECaCAMCACEACEATOOCaACAAGALGAGICAGATCTTCTE
GATEACEECaCTEATCALECaCAMCACEACEATOOCaACAAGALGAGICAGATCTTCTE
GATEACEECECTEATCALGCGCAMCACEACEATCOCGACAAGALGAGTCAGATCTTLCTC
GATEACEECECTEATCALGLECAMCACEACEATOOCEACCAAGAAGAGLCAGATCTTLTL
GATEACEECECTEATCALGLECAM A AL CEATOOCaACCAAGAAGAGLCAGATCTTLOTL
GATEACEECaCTEATCAAGCECAMCACALCEATOOCEACEAAGALGAGICAGATCTTCTE
GATEACEECECTEATCAAGCECAMCACEACEATOOCEACEAAGAAGAGICAGATCTTLTE
GATEACEECaCTaATCAAGCaCAMCACEACEAT TCCEACEAAGALGAGICAGATCTTCTL
GATEACEECaCTaATCAAGCaCAMCACEACEAT TCCEACEAAGALGAGICAGATCTTCTL

Sitio de restriccion Rsal

GoEEA AN CC A CCaaCa T ACATCAGE TCTTOGAGEGLCAGCGCGIGAT
e CEE A AN CC A CCaaCETE Al AT AGE TCTTOGAGEGCCAGCGCGIGAT
CECEEat AR CCARC COaaCE TR ACATCAGE TCTTOGAGEGCCAGCECGIGAT
e CEEa AR LA O aa T AL AT AGE TCTTOEAGEELCAGCECELGAT
e CEEa AR LA O aa T AL AT AGE TCTTOEAGEELCAGCECELGAT
e oEE At AACC A CCGaC G TE A AT AGETCTTYEAGEGCCAGCGCECGAT
CEoEE At AACC A CCGaCE T ACATICAGETCTTOGAGEECCAGCGCEIGAT
e CEE A A A O EaTETE Al AT AGE TCTTOEAGEGLCAGCGCEIGAT
e CEE A A A O EaTETE Al AT AGE TCTTOEAGEGLCAGCGCEIGAT
CEoeEAt AnCC A CCaaCaTE Al AT CAGE TCTTOEAGEGCCAGCECEIGAT
CEoeEAt AnCC A CCaaCaTE Al AT CAGE TCTTOEAGEGCCAGCECEIGAT
e CEEa AnCC A CCaaCETE Al AT AGE TCTTOEAGEGLCAGCGCGIGAT
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GaCEAAGE Al TECACCTECTEGECACET TCRALT TATCLGE AT OGO ARIGIIEIa
GaCGARGEAC TECACCTECTERECACET TCEALT TATCLGECATCODGLCAGGCIGIa
GACEAAEE Al TELCACCTECTERECACET TCRALT TATCLGECATC LG AGCELIGIa
GalEAAGE Al TEOCACCTECTEGECACET TCRACTTETCLGECATCCOGOCAGIGIIEIa
GaCEAAGE Al TOCACCTECTEOECACET TCGALT TEATCLGECATLCLGLCARIGIIGIa
GaCEAAGE Al TECACCTECTERECACET TCRALT TATCLGE AT OGO ARIGIIGIa
GalEAAGEAl TECACCTECTERECACET TCRALT TETCLGECATCCDGLCAGTEIIEIa
GaCEAAEE Al TELCACCTECTERECACET TCEALCTETCLGECATCOLGLCGECEliala
GaCEAAGE Al TEOCACCTECTEEECACET TCRACETETCLGECATCCOGOCGElGIIala
GaCEAAGE Al TOCACCTECTEOECACET TCEACTETCLGeCATLCLGOGE Gl iala
GaCEAAGE Al TECACCTECTEGE CACET TCRACTATCLGE AT OGO GE Gl iala
GalEAAGE Al TECACCTECTERECACET TCEALCTETCLGECATCOIGLCGE el {ala

CEECETECOECAGATCEAGE TEACET TCEACCTEEACGCGAACGECATICTRALCETETL
CEECETEC oG AGATCEAGE TEALET TCEACCTGEACGCGAACGECATICTEALCETETL
CEEETECOECAGATCEAGE TEACET TCEACCTEGEACGIEAACGECATOCTEAACETETL
CEE e TEC oG CAGATCEAGE TEALGT TCEACCTEGEALGLEAACEECATCCTEALCETETL
CEECETEC oG AGATCEAGE TEALETTCGACCTGEACGCGAACGECATOCTEALACETETL
CEECETECOECAGATCEAGE TEACET TCEACCTEEACGCGAACGECATICTRALCETETL
CEECETEC oG AGATCEAGE TEALET TCEACCTGEACGCGAACGECATICTEALCETETL
CEEETECOECAGATCEAGE TEALET TCEACCTEGEACGCAAACGECATOCTEAACETETL
CEE e TEC oG CAGATCEAGE TEALET TCEACCTEGEACGCAAACEECATOCTEALCETETL
CEEETAC G AGATCEARE TEALE T TCEACCTGEACGCAAACGECATOCTRALACETETL
CEETETECOECAGATCEAGE TEACET TCEACCTGEACGCAAACGECATICTRALCETETL

CEETETECOECAGATCEAGE TEALET TCEACCTGEACGCAAACGECATICTEALLCE TE@

Sitio de restriccién BsaJl

Q

(e GAGAAGEECAlCEaCAtE e AAC CATATCACCATCACCALIGACALGEGCDG
CECEEAGEAEAAGEECAlCEECAAE e AATCATATCACC AT ACCALTEACALGEGCDG
CECEEAGEAGANGEEALACCEECAAEECAAC CATATCAC AT AT CALTGACALGEGCIG
CECEEAGEAGAMGEECACCEECAMETECAACCATATCACCATCACCAATGACALGEGCTG
CECEEAGEAEAAGEECACCEECAAEIECAACCATATCACCATCACCALACGACALAGEGCIG
CECEEAGEAEAAGEECAlCEEC AN G AAC CATATCACC AT A AL EACALGEGCDG
CECEEAGEAEAAGEECAlCEEC AN ECAAC CATATCACTATCACCALTEACALGEGCDG
CECEEAGEAGANGEECACCEECAAEECAAC CAGATCACC AT ACTALIGACALGEGCIG
CECEEAGEAGAAGEECALCEECAAETECAAC CAGATCAC AT ACCALTGACALGEECTT
CECEEAGEAGAAGEECACCEECAAEIECAACCAGATCACCATCACCALACGACALAGEGCIG
CECEEAGEAEAAGEECACCEECAAEECAAC CAGATCACC AT ACCALIEACAAGEGCIG
CECEEAGEAGAAGEECACCEECAAEECAAC CAGATCACC AT AT CALTEACALGEGCDG

ACTEAE A sE Al EAGATCEARCECATEETEAACGATGCGTCEALGTACGAGCAGELCEA
ACTEAECasG Al EARATCEARCECATEETEAALGATACGTCEALGTACGAGCAGELCES
ACTEAECasGE Al EAEATCEAECECATEETEAADGATECGTCEALG TACEAGCAGELCEL
ACTEAECAAGEACEA0ATCEARCECATEETEAALGATECG TCEALG TACGAGCAGELCEA
ACTEAE A AG Al EAEATCEAR LG CATEETEAALGATECE TCEALG TACGAGCAGELCEA
ACTEAE A sE Al EAGATCEARCECATEETEAACGATGCGTCEALGTACGAGCAGELCEA
ACTEAECasG Al EARATCEARCECATEETEAALGATACGTCEALGTACGAGCAGELCES
GCTEAECasGE Al EAEATCEAECECATEETEAADGACGCAATEALG TACEAGEIGEACEL
GCTEAECAAGEAlEAEATCEARCECATEETEAADGACGCAATEALG TACGAGECGEACES
GCTEAE CasG Al EAEATCEARLECATEETEAALGACGLGATEALG TACGAGRAGEACES
GCTEAE A sEE Al EAGATCEARCECATEETEAACGACGCGATALGTACGAGEIGEACES
GCTEAECasG Al EAEATCEARCECATEETEAALGACGCGATEALGTACCGAGEIGEACES
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Figura 21: Algoritmo de restriccion propuesto para el fragmento N del marcador hsp70.

Bsall

Inf: Leishmania infantum, Me: Leishmania mexicana, B: Leishmania braziliensis, N: Leishmania naiffi, G:
Leishmania guyanensis, Pa: Leishmania panamensis y L: Leishmania lainsoni
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C. Extraccion de ADN

Se obtuvo amplificacion del marcador hsp70 para el 64% de las muestras (122/191). Con el control de
la extraccion de ADN por medio de la amplificacion del gen de B-globina humana se obtuvo una
amplificacion del 32% (62/191).

D. PCR anidado

Se realiz6 la amplificacion del fragmento externo (1422 bp) del gen hsp70, seguido del fragmento interno
(593 bp). Para las 122 muestras que amplificaron se obtuvo un producto del tamafio esperado de 593 bp. Se
observé que las muestras para las que no se obtuvo un producto de amplificacion visible corresponden a las
décadas de 1990-1999 y 2000-2009, las mismas décadas que poseen la mayor cantidad de muestras. La
prueba de chi cuadrado (valor p = 1.92E-14) evidencio el sesgo existente hacia las décadas antes mencionadas
y al departamento de Petén (por tener la mayor cantidad de muestras). Este sesgo se mantuvo después de
realizar la amplificaciéon del material genético de las muestras como se puede observar en el Cuadro 5y
también fue corroborado por medio de un chi-cuadrado (valor p= 3.19E-10). Ademas, las muestras también
tienen un sesgo en cuanto al sexo de los pacientes, ya que predominantemente fueron tomadas a pacientes de
sexo masculino (91%). De igual forma, si existe una diferencia significativa entre las proporciones de cada
década, lo cual se analiz6 mediante una prueba de Fisher (valor p= 1.1E-6). Por Gltimo, se comprobd que
también existe diferencia significativa entre la amplificacion y el tiempo de evolucidn de la lesion, lo cual se
demostrd con una prueba de Fisher (valor p= 4.4E-3)

Cuadro 5: Distribucion en departamento y en década de las muestras con un resultado positivo por PCR.

Décadas
Departamento Total por
1980-1989  1990-1999  2000-2009 2010-2017
departamento
Alta Verapaz 4 5 1 15 25
Baja Verapaz 2 4 1 0 7
Petén 7 37 34 0 78
Izabal 2 3 4 1 10
Quiché 0 1 0 1 2
Total por
15 50 40 17 122
década
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Con estas condiciones se obtuvo bandas definidas e integras, que se separaron en geles de agarosa al
1.5%, como se muestra en la Figura 22.

Figura 22: Productos del PCR anidado para el fragmento N del gen hsp70 (593 bp), separados en un gel de
agarosa al 1.5% (p/v).
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E: Escalera de masa molecular de 100 bp, pozos 2-15: muestras analizadas, (16) C-: Control de reactivos
y (17) C+: Control positivo de Leishmania braziliensis.

E. RFLP

Se realizaron digestiones de los productos de PCR con las enzimas de restriccion especificas y se obtuvo
producto de restriccion de un 98% (120/122) de las muestras analizadas. Se identificaron seis diferentes
patrones de restriccion, utilizando las enzimas BsaJl y Rsal, que corresponden a los reportados previamente
para Leishmania braziliensis, y se sospecha de la presencia de Leishmania peruviana (esta muestra no fue
enviada a secuenciar). No se analizaron los resultados de las digestiones con las enzimas Haelll y Hincll, ya
que estas no tenian la capacidad para diferenciar las muestras que BsaJl y Rsal si.

Sin embargo, los otros patrones no han sido descritos previamente y segin los resultados de
secuenciacion, pertenecen a Leishmania guyanensis, y Leishmania panamensis, ademas de un patron que
segun el andlisis de similitud pertenece a L. braziliensis/L. naiffi.

De acuerdo con el analisis de restriccion se determiné que la especie de parasito mas frecuente entre las
muestras analizadas fue L. braziliensis (B) en un 86.7% (104/120 muestras) (patrones de Figura 23: pozos 2,
3,6,9, 11, 14 y 16; Figura 24: pozos 3-6 y 8-12). Ademas, se obtuvo un 3.33% (4/120 muestras) con un

44



patron que se reporté como L. guyanensis/L. panamensis,(G/Pa), dado que la secuencia del fragmento N del
marcador hsp70 no contiene suficiente informacion para diferenciar estas especies (Figura 23 pozo 5), un
8.33% (10/120 muestras) con un patron que sugiere la presencia de una infeccién mixta (Figura 23, pozos 4,

7,8, 10 y Figura 24, pozos 2 y 7) y dos muestras con un patron no reportado (N) (Figura 23 pozo 15).

Figura 23: Patrones de restriccién del fragmento N del gen hsp70 (593 bp), generados por el corte con la
enzima BsaJl y separados en un gel de agarosa al 3.0% (p/v).

E B B Mixta  Mixta B Mixta Mixta B Mixta B -

(Pozo 1) E: Escalera de masa molecular de 100 bp, pozos 2-12, muestras (2) GA-1172, (3) GE-979, (4)
GE-2591, (5) GE-078, (6) GA-1167, (7) GE-1101, (8) GE-2368, (9) GE-2564, (10) GE-216, (11) GE-2553,
(12) pozo sin muestra y pozos 13-18, (13) E: Escalera de masa molecular de 100 bp, muestras (14) GE-1083,
(15) GE-1120 y (16) GE-1013, (17) C+: Control positivo de Leishmania braziliensis y (18) C-: Control de
reactivos.
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Figura 24: Patrones de restriccion del fragmento N del gen hsp70 (593 bp), generados por el corte con la enzima
BsaJl y separados en un gel de agarosa al 3.0% (p/v), mostrando la presencia potencial de infecciones mixtas.

1: Escalera de masa molecular de 100 bp, pozos 2-12 del gel, muestras (2) GE-1088, (3) GE-2727, (4)
GE-2438, (5) GA-1008, (6) GA-2631, (7) GE-222, (8) GE-287, (9) GE-396, (10) GE-2323, (11) GA-840 y
(12) GE-776.

Figura 25:Patrones de restriccion del fragmento N (593 bp) del gen hsp70 generados por el corte con la enzima
Haelll-Rsal y separados en un gel de agarosa al 3.0 % (p/v), mostrando la presencia potencial de L. peruviana

E G/Pa G/Pa - C+ B - B B B P C-

(Pozo 1) E: Escalera de masa molecular de 100 bp, pozos 2-5 del gel, muestras digeridas con Haelll (2)
GE-1683, (3) GE-360, (4) GE-271, (5) Control positivo L. braziliensis, pozos 6-12, muestras digeridas con
Rsal (6) GE-360, (7) GE-1683, (8) GE-2727, (9) GE-2438, (10) GA-1008, (11) GE-2631y (12) Control de
reactivos.
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F. Validacion de resultados de RFLP por secuenciacion y andlisis de
homologia (BLASTnN)

Se enviaron a secuenciar 37/122 (30%) de las 122 muestras para de las que se obtuvo producto de
amplificacion. Se obtuvo secuencias satisfactorias (>515 bp, 87% de residuos esperados) para un 89% de
estas muestras, tanto para las hebras sentido como antisentido. Se obtuvo las secuencias consenso con un
tamafio promedio de 555 bp, utilizando el software MEGA7 (Anexo 10) vy se realizé el alineamiento de estas
secuencias con la herramienta Clustal Omega, donde se pudo visualizar que las secuencias tienen varios
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP, por sus siglas en inglés).Para cuatro muestras (GE-1120, GE-
2619, GE-2699 y GE-1088) no se obtuvo secuencias de calidad satisfactoria, por lo que no se utilizaron para
el analisis. Dado que no fue posible obtener una cantidad adecuada de producto amplificacion del fragmento
G (1422 bp) del gen hsp70 no fue posible secuenciar este fragmento.

Los resultados para el analisis de similitud, utilizando BLASTN

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), indican que aproximadamente el 85% (28/33) de las muestras

secuenciadas corresponden a la especie L. braziliensis (Cuadro 6). De igual forma, el analisis sugiri6 que las
muestras GE-118, GE-591, GE-271, GE-095 y GE-222 pertenecen a L. panamensis o L. guyanensis. Se
selecciond el 79% (26/33) de las secuencias que tuvieran la mejor calidad y mayor tamafio para subirlas a la
base de datos GenBank (los nimeros de accesion aparecen junto a cada secuencia en el anexo 10.

Cuadro 6: Resultados de la secuenciacion y andlisis de similitud mediante el gen hsp70 de las
muestras de leishmaniasis seleccionadas.

NUmero de muestra Cddigo Identidad segun Tamafio de la Porcentaje de
BLASTn secuencia identidad
consenso (bp)

1 GA-1172 L. braziliensis/L. 565 95%
naiffi

2 GE-078 L. braziliensis/L. 567 99%
naiffi

3 GE-216 L. braziliensis/L. 571 98%
naiffi

4 GE-189 L. braziliensis/L. 570 99%
naiffi

5 GA-1166 L. braziliensis/L. 565 99%
naiffi

6 GE-100 L. braziliensis/L. 570 99%
naiffi

7 GE-118 L. panamensis/L. 571 99%

guyanensis

8 GE-162 L. braziliensis/L. 570 99%
naiffi

9 GA-1174 L. braziliensis/L. 573 99%
naiffi

10 GE-422 L. braziliensis/L. 563 99%
naiffi

11 GA-973 L. braziliensis/L. 570 99%
naiffi
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NUmero de muestra Codigo Identidad segin Tamario de la Porcentaje de
BLASTn secuencia identidad
consenso (bp)
12 GE-293 L. braziliensis/L. 572 99%
naiffi
13 GE-649 L. braziliensis/L. 564 99%
naiffi
14 GE-295 L. braziliensis/L. 566 99%
naiffi
15 GE-591 L. panamensis/L. 574 96%
guyanensis
16 GE-306 L. braziliensis/L. 567 99%
naiffi
17 GE-367 L. braziliensis/L. 567 99%
naiffi
18 GE-290 L. braziliensis/L. 573 99%
naiffi
19 GE-2595 L. braziliensis/L. 580 98%
naiffi
20 GE-2705 L. braziliensis/L. 570 99%
naiffi
21 GE-2706 L. braziliensis/L. 574 99%
naiffi
22 GE-280 L. braziliensis/L. 540 99%
naiffi
23 GE-258 L. braziliensis/L. 565 99%
naiffi
24 GE-2732 L. braziliensis/L. 571 99%
naiffi
25 GE-1273 L. braziliensis/L. 568 99%
naiffi
26 GE-2708 L. braziliensis/L. 569 99%
naiffi
27 GE-2543 L. braziliensis/L. 535 99%
naiffi
28 GE-454 L. braziliensis/L. 559 99%
naiffi
29 GE-2447 L. braziliensis/L. 568 99%
naiffi
30 GE-2602 L. naiffi 570 97%
31 GE-271 L. panamensis/L. 571 96%
guyanensis
32 GE-095 L. panamensis/L. 578 98%
guyanensis
33 GE-222 L. panamensis/L. 569 99%

guyanensis

G. Elaboraciéon de una serie de tiempo para proporcion de especies de
Leishmania sp.

Se generaron dos series de tiempo con base en los resultados del analisis RFLP para las especies mas
frecuentes para las que se obtuvo un patrén de restriccion. La mayor proporcion global y por década se
observé en Leishmania braziliensis y como se puede ver en la Figura 18, a pesar de disminuir

proporcionalmente un 39% en el periodo 1990-2009, aument6 un 95% en el Gltimo periodo (2010-2017).
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Por su parte, para las especies con patrones correspondientes a L. panamensis/L. guyanensis, se determino
que potencialmente ha estado presente en Guatemala desde la década de los 80°s y ha ido disminuyendo su
prevalencia hasta no tener casos detectados para el Gltimo periodo (2010-2017) en el grupo de muestras

analizado.

Figura 26: Serie de tiempo para las proporciones de las especies del género Leishmania mas frecuentes
entre las muestras analizadas.

Cambio en proporcion de especies
de Leishmania en el tiempo

1.0

0.895
Proporcion de Leishmania
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g _m Proporcion de Leishmania
'S 0.6 panamensis/guyanensis
o NA (Muestras sin amplificacion
g 0.4- e y sin especie definida)
o

0.188
0.2+
0.060 .05
0.062 9.9
0.0 1
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H. Desarrollo de una regresion logistica multinomial

Los resultados obtenidos por el andlisis con el complemento XLSTAT mostraron un modelo con una
calidad pobre y sin capacidad para predecir la especie del parasito en base al tiempo de evolucion y el area
de las lesiones. Los indicadores que se muestran en Figura 27 son equivalentes a la determinacion de un R?
y a un andlisis de varianza de una regresion lineal. El valor de mayor interés es el valor de la prueba de Chi-
cuadrado en la tasa logaritmica (log ratio). Esta prueba evalGa si la informacion de las variables es
significativa para que el modelo pueda explicar el valor de la variable dependiente (en este caso, la especie
del parésito). Debido a que el valor es considerablemente mayor a 0.0001 (0.025), se determind que al menos
una de las variables incluidas en el modelo no aporta informacién significativa para que el modelo tenga

capacidad de predecir la especie de parasito en base al area y evolucién de las lesiones.

Por su parte, el pardmetro -2log mide qué tan bien se ajusta el modelo a los datos (entre menor sea el
valor, mejor es el ajuste). Para el estudio se obtuvo 108.624 lo que indica que el modelo no se ajusta tan bien
a los valores de las variables consideradas. Ademads, los coeficientes de determinaciones de Cox and Shell y
Nagelkerke indicaron que un poco mas del 1% (1.17-1.77%) de la variacion experimentada por la variable
dependiente (especie del parasito) es explicada por las variables independientes incluidas en el modelo

(tiempo de evolucion y area de la lesién).
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Figura 27: Indicadores de calidad del modelo de regresion logistica multinomial generado.

Variables Evol [Meses) Area (cm2)
Evol (Meses) 1.000 -0.029
Area (cm2) -0.029 1.000

Regresion de la variable Especie:

Estadisticos de bondad del ajuste (Variable Especie):

Estadistico Independiente Completo
Observaciones 120 120
Suma de los pesos 120.000 120.000
GL 119 111
-2 Log({Verosimilitud) 123.050 108.624
R*(McFadden) 0.000 0.117
R*{Cox and Snell) 0.000 0.113
R*(Nagelkerke) 0.000 0.177
AlC 129.050 126.624
SBC 137.413 151.712
Iteraciones 0 16
Prueba de la hipotesis nula HO: ¥Y=0.017 [Variable Especie):
Estadistico GL Chi-cuadrado Pr>Chi?
-2 Log{Verosimilitud) B 14.426 0.025
Score B 44,623 < (0.0001
Wald ] 5.879 0.437

mas de un 50% de variacidn para ese parametro.

L. guyanensis/L. panamensis, es el area de la lesion.
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Existen errores estdndar altos asociados a los coeficientes de los modelos generados con los datos (en la
mayoria de los casos mayores a los valores de los coeficientes, a excepcion de los valores de los interceptos),
como se puede observar en la primera parte de la Figura 28, donde por ejemplo el intercepto de la categoria

Leishmania panamensis/L. guyanensis tiene un valor de -1.660 y un error asociado de 1.013, lo cual indica

Otro aspecto importante es que, seglin los pardmetros generados, no existe congruencia en cuanto a que
cualquiera de las variables evaluadas (area y tiempo de evolucion de las lesiones) tenga mayor influencia en
la especie del parasito. Esto se puede observar en la columna del Chi-cuadrado de Wald, donde se observa

que la variable mas importante para predecir la presencia de una infeccién mixta o una infeccion causada por



Los problemas para explicar la variacion en la variable dependiente (especie del parasito) y la baja
calidad del modelo se evidenciaron cuando éste es empleado para determinar la especie responsable de una
infeccion, en funcion de las variables elegidas. Como se observa en la tabla de clasificacion para muestra
(segunda parte de la Figura 28), el modelo basicamente asignd todas las infecciones a la especie Leishmania
braziliensis, para la que se reporta un porcentaje de acierto del 100%, mientras para el resto de las especies
demostr6 ser poco robusto, debido a que no pudo predecir ninguna de las muestras que se sospecha
corresponden a infecciones mixtas o L. panamensis/L. guyanensis y obtuvo 50% de acierto para la categoria
Indefinido (corresponde al patrén que no ha sido reportado y para el que no se obtuvo una buena calidad en

la secuenciacién) que Unicamente posee dos datos.

Figura 28: Parametros del modelo generado y sus predicciones sobre la identidad de la especie de Leishmania responsable de una

infeccion.
Parametros del modelo (Variable Especie):
Categoria Fuente Valor Error estdndar ~ Chi-cuadrado de Wald Pr=Chi*  Wald Limite inf. {95%) Wald Limite sup. (95%)

Intercepcion -3.493 1.396 6.260 0.012 -6.229 -0.757

Indeterminada Evol (Meses) 0.015 0.011 1.856 0.173 -0.007 0.037

Area {cm2}) -0.318 0.363 0.768 0.381 -1.020 0.394

Intercepcion -2.554 0.511 25.023 <0.0001 -3.555 -1.554

Infeccidn mixta Evol (Meses) -0.030 0.083 0.133 0.715 -0.192 0.132

Area {cm2) 0.040 0.031 1.672 0.196 -0.020 0.099

Intercepcion -1.660 1.013 2.688 0.101 -3.645 0.324

L. panamensis/L. guyanensis Evol (Meses) -0.248 0.324 0.585 0.444 -0.883 0.387
Area (cm2) -0.209 0.188 1.236 0.266 -0.578 0.160

Tabla de clasificacidn para la muestra de aprendizaje (Variable Especie):

Especie B 1 Mixta P Total % correcto
L. broziliensis 104 0 0 1] 104 100.00%
Indeterminada 1 1 0 1] 2 50.00%
Infeccion Mixta 10 0 0 1] 10 0.00%
L. panamensis/L. guyanensis 4 0 0 0 4 0.00%
Total 119 1 0 0 120 37.50%

I. Construccion de arbol filogenético

Los resultados obtenidos con el &rbol concuerdan con el anélisis de homologia realizado con BLASTn.
Se obtuvieron patrones que demuestra la presencia de infecciones mixtas, como se puede observar en la
Figura 23, pozos 4, 7, 8, 10 y Figura 24, pozos 2 y 7. La muestra identificada por BLASTn, como Leishmania
naiffi, no se incluyé en los resultados finales (Cuadro 6) debido a la baja calidad de la secuencia. Tampoco
se pudo determinar la presencia de L. mexicana en las muestras analizadas. Sin embargo, se necesita de la
secuencia del fragmento de 1422 bp para confirmar definitivamente la ausencia de esta especie e igualmente,

definir la especie del péarasito de las muestras que no amplificaron. En el caso de L. braziliensis, se
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identificaron 31 muestras, aunque es necesario realizar un corte adicional con enzimas de restriccion para
evaluar si es posible separar entre estas especies como sucedid entre L. panamensis y L. guyanensis. Esto
debido a que como se puede ver en el arbol (Figura 29), las muestras identificadas como L. braziliensis/L.
naiffi se encuentran divididas en varios grupos, cuya separacién podria esclarecerse mas si se detectan

patrones que de restriccidn que evidencien la presencia de L. naiffi o variantes genéticas de L. braziliensis.
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Figura 29: Arbol filogénetico construido con las secuencias de las muestras analizadas, por medio del
método estadistico Maximum likelihood.

FN325033.1 Leishmania infantum partial hsp?0 gene for heat shock protein 70 strain MHOM/MAB? AMT-AP263

FM325032.1 Leishmania infantum partial hep?0 gene for heat shock protein 70 strain MHOM/PTAO0AMT260

HF586408.1 Leishrmania infanturn partial hsp?0 gene for heat-shock protein 70 kDa isolate MHOM/PTA4/MT202

HF586350.1 Leishmania infantum partial hsp?0 gene for heat-shock protein 70 kDa isolate MHOM/EG/S7/RTC2
HF58E346.1 Leishmania major pattial hap?0 gene for heat-shock protein 70 kDa isolate MHOM/SD/2003/LCB33
HF586345.1 Leishrania major partial hsp?0 gene for heat-shock protein 70 kDa isolate MHOM/BF/2004/REND4-3

EUS599090.1 Leishmania amazonensis strain MHOM/BRZ3/M2269 heat shock protein 70 gene partial cds
GE-2019 (Leishmania mexicana seqin Juarez 2017)
— ELS93091.1 Leishmania mexicana strain MNYC/BIB2/MITI heat shock protein 70 gene partial cds
GE-2156 (Leishmania mexicana seqtn Juarez 2017)

GUO71174.1 Leishmania lainsoni strain MHOM/BRAN981MWE4ZE 70 kDa heat shock protein (hsp70) gene partial cds

FN395045.1 Leishmania lainsoni partial hsp?0 gene for heat shock protein 70 strain MHOM/PE/A1/LC1551

FMN325047 .1 Leishmania lainsoni partial hsp?0 gene for heat shock protein 70 strain MHOM/BO/SS/CUMT 1

FR715990.1 Leishrmania braziliensis nartial hso?0 nene for heat-shock protein 70 strain MHOM/PEADS/PER1B3/0

-  GE-1485 (Leishmania braziliensis sean Juéarez 2017)

EUBS3088.1 Leishrnania braziliensis strain MHOM/PES/LC2177CL2 heat shock protein 70 gene partial cds

HF586369.1 Leishrnania braziliensis partial hsp?0 gene for heat-shock protein 70 kDa isolate WHIBR/GEM10187

GE-531

GE-222

GE11D Leishmania panamensis/Leishmania guyanensis

GE-095

EU553094.1 Leishmania panamensis strain MHOMP AT 1/L524 heat shock protein 70 gene partial cds
EUS35093.1 Leishmania guyanensis strain MHOM/BR/TS/M4177 heat shock protein 70 gene partial cds

FM395056.2 Leishmania naiffi partial hsp70 gene for heat shock protein 70 strain MDAS/BRA8M5210
—— GEZ71 &

.,
- GE-162 -
I GE-2595
— GE-260

GE-2619
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VIl. DISCUSION

Con este estudio se optimizé un método combinado de PCR anidado - RFLP para la identificacion de la
especie de Leishmania responsable de infecciones de leishmaniosis cutanea en Guatemala. Con la
metodologia estandarizada se obtuvo el 64% (122/191 muestras) de amplificacion de un fragmento de 593
bp del gen hsp70, para muestras de extendidos de material de las lesiones de pacientes con leishmaniosis
cuténea, tefiidos con Giemsa. Se obtuvo patrones de restriccion para el 98% (120/122) de las muestras con la
enzima de restriccion BsaJl. Los patrones, de acuerdo con los reportados en estudios anteriores, indicaron la
presencia de Leishmania braziliensis, aunque también se obtuvieron tres patrones de restriccion no reportados
previamente. La validacién del 30% de las muestras analizadas con RFLP mediante secuenciacion permitio
identificar que dos de los patrones no reportados podrian corresponder a Leishmania panamensis y
Leishmania guyanensis, ademas de un patron que indicaria la presencia de una variante de L. braziliensis o
Leishmania naiffi. Se obtuvieron patrones de restriccion que sugieren la presencia de una infeccién mixta, ya
que la suma de los fragmentos generados excede al tamafio original del fragmento (593 bp). Ademas, una de
las 6 muestras que fueron digeridas posteriormente con la enzima Rsal, mostré un patrén que corresponde
segun estudios anteriores a Leishmania peruviana, (3 mostraron el patron correspondiente a L. braziliensis y
para los 2 restantes, no se obtuvo patron de restriccion) por lo que se sospecha de la presencia de esta especie
entre las muestras analizadas.

Se realiz6 una serie de tiempo para visualizar los cambios entre la proporcién de especies en lugar de
una prueba para determinar si hay diferencias entre las décadas muestreadas. Esto se hizo de esta forma
debido a que se observé un sesgo en la cantidad de muestras obtenidas para las décadas 1990-1999 y 2000-
2009 y provenientes de Petén (tienen la mayor cantidad de muestras), por lo cual una prueba estadistica no
tendria la robustez necesaria para proveer de resultados confiables.Los resultados obtenidos a partir del
analisis de las 120 muestras amplificadas demuestran que la proporcién entre las especies del género
Leishmania ha cambiado a lo largo del periodo muestreado. Como se puede observar en la Figura 24, la
proporcion de Leishmania braziliensis ha variado desde ser responsable del 75% de las infecciones en la
década de 1980, hasta ser la causante del 89.5% en el periodo 2010-2017. Ademas, ninguna muestra fue
corroborada como Leishmania mexicana por medio de RFLP y secuenciacién, por lo que no se puede
determinar si hubo un cambio en el tiempo para la proporcidn de esta especie, aunque también es posible que
las muestras que no amplificaron sean L. mexicana, lo cual coincidiria con la proporcion de esta especie
anteriormente registrada. Por otra parte, los patrones de restriccién no reportados, que segun los resultados
de secuenciacion pertenecen a Leishmania panamensis/Leishmania guyanensis, mostraron una disminucion
en su proporcion hasta desaparecer en la Gltima década. Por lo tanto, las proporciones obtenidas difieren de
los valores esperados, establecidos por Herwaldt y colaboradores en 1992. De esta cuenta, se rechaza la

primera hipdtesis nula de este estudio, ya que se comprobo que las proporciones entre especies de Leishmania
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han variado a lo largo del periodo muestreado. Ademas, los resultados sugieren la presencia de Leishmania
panamensis en Guatemala, la cual no ha sido confirmada en el pais; el Gnico registro de la presencia de esta
especie corresponde a un andlisis de electroforesis de isoenzimas realizado por Navin y colaboradores en
1988, el cual no pudo ser confirmado. Sin embargo, esto se podra confirmar hasta secuenciar el fragmento

de 1422 bp que tiene una mayor resolucion y podria diferenciar entre L. panamensis y L. guyanensis.

De igual forma, se determind que las muestras analizadas en este estudio se encuentran agrupadas en los
mismos clados que las especies a las que corresponden. Es decir, todas las muestras que segin los resultados
por secuenciacién corresponden a Leishmania braziliensis, se ubican junto a las secuencias obtenidas de las
bases de datos internacionales que estan confirmadas para esa misma especie. Se puede observar que el grado
de variacion genética entre los grupos de especies es bajo (promedio de 0.020 sustituciones por posicién).
Sin embargo, existen dos muestras que estan mas relacionadas entre si que en comparacion al resto (GA-
1172 y GE-2699), lo cual podria deberse a la existencia de variantes de Leishmania braziliensis. Por otra
parte, se puede observar que las muestras identificadas como Leishmania panamensis/Leishmania guyanensis
se encuentran agrupadas con las secuencias del Genbank para estas especies, pero en medio de dos grupos
formados por individuos de Leishmania braziliensis. Esto podria deberse a que la secuencia codificante de
la proteina HSP70 tiene una capacidad menor para distinguir entre los complejos de especies que forman
parte del subgénero Viannia (Fraga et al., 2010), debido a que su ubicacién geogréafica pudo haber permitido
un flujo genético mayor por parte del ancestro comun. Sin embargo, la resolucion del andlisis con esta
secuencia puede mejorarse adicionando al anélisis otro loci como hsp20 (Fraga et al., 2013). Esto también
demuestra que la amplificacion del fragmento G del gen hsp70 (1422 bp) es necesaria para validar los
resultados obtenidos por el fragmento N (593 bp), ya que el fragmento G proporciona mas informacion y
permitiria confirmar los resultados de las especies que no estan reportadas para Guatemala. En este caso, se
acepta la hipétesis nula ya que las secuencias de las muestras analizadas estan agrupadas en los clados que

les corresponden, junto con las secuencias obtenidas en bases de datos internacionales (Genbank).

Por otra parte, también se realiz6 una regresién logistica multinomial para determinar la existencia de
una asociacion entre la especie del parésito y las caracteristicas clinicas de la infeccién. Se incluyeron en el
modelo Unicamente las variables evolucion de la lesién (dias) y area de la lesién (cm?) debido a que las
variables sexo y lugar de origen presentaban sesgos, ya que la mayor parte de los datos provenian de pacientes
de sexo masculino del departamento de Petén. Esto debido a que durante mucho tiempo se tomaron muestras
en una clinica localizada en la ciudad de Poptln, por lo que existe un sesgo hacia esta region, como se puede
observar en el Cuadro 1. Como se puede observar en la seccion de resultados, el modelo no fue capaz de
predecir correctamente la especie del parasito en base al tiempo de evolucion y el area de la lesion. El modelo
asigno a 119 de las 120 muestras analizadas como Leishmania braziliensis, cuando, de acuerdo con el anlisis

preliminar, en realidad 15 del total corresponden a otras especies. Esto podria deberse a que la mayoria de
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los datos corresponden a una especie (86.7%) y las diferencias entre las manifestaciones clinicas de éstas son
tan sutiles que el modelo no puede detectarlas. Se necesita de una muestra considerablemente mayor para
poder predecir la especie causante de la enfermedad en base a estas variables. Por lo tanto, no es posible
determinar si existe una asociacion entre la especie del parasito causante de la infeccidn y las manifestaciones
clinicas evaluadas. De igual forma, tampoco se puede tomar una decisién en cuanto a rechazar la hipétesis
nula, debido a que es necesario realizar mas pruebas con una muestra mayor, como en el caso del estudio
realizado en 1992 por Herwaldt y colaboradores, donde utilizaron una muestra de 324 personas y si detectaron

que las lesiones generadas por Leishmania braziliensis tuvieron un area total mayor.

Entre las limitaciones que se presentaron en el estudio esta que las muestras provenian mayoritariamente
del departamento de Petén y fueron recolectadas en las décadas de 1990-1999 y 2000-2009, con lo cual hay
un sesgo en el sitio de origen de la infeccidn (las diferencias se muestran en el Cuadro 1 y fueron comprobadas
por una prueba chi-cuadrado). También se comprob6 que existe una diferencia significativa entre la
amplificacion, la década en que se colect6 la muestra y el tiempo de evolucidn de la lesion. Esto indica que
conforme el tiempo pasa el nivel de la parasitemia puede disminuir y puede ser més dificil detectar a los
parésitos (comprobado por medio de dos pruebas de Fisher, con valores p de 1.1E-6 para la proporcién de
muestras amplificadas por cada década y un valor de 4.4E-3 para la relacion entre el tiempo de evolucion de
la lesién y la amplificacidn de la muestra). Ademas, otro sesgo presente en las muestras fue que la mayoria
fue tomada a pacientes de sexo masculino (91%), esto debido a que éstos estan mas expuestos a ser mordidos
por el vector cuando salen a trabajar o a realizar actividades en sitios de reposo del mismo, mientras las
mujeres tienden a quedarse mas en los hogares y desempefiar labores domésticas (Morales, 2008). De igual
forma, cuando se seleccionaron las muestras, se tomaron laminas inicamente de las muestras que cumplieron
con los criterios de inclusion ya establecidos (resultado parasitolégico positivo por microscopia, informacion
de sexo, edad, sitio de procedencia, afio de colecta, area de lesiones, evolucion de la lesion y ademas, que se
tuviera al menos 4 ld&minas del mismo paciente), lo cual redujo las muestras disponibles para el anélisis. Es
probable que la aplicacién de estos criterios de inclusion inevitablemente introdujera atn mas sesgo en los
datos y por este motivo también se podria explicar la ausencia del diagndstico de L. mexicana en las muestras,
ya que como se ha reportado, es una especie considerablemente menos abundante en comparacion con L.
braziliensis (un 30% de la primera, contra un 70% para L. braziliensis) al menos para Guatemala. En
contraste con nuestro pais, en México la especie causante de Leishmaniosis cutanea mayoritaria era L.
mexicana y fue hasta 1987 en un estudio desarrollo por Velasco-Castrejéon (1989), que se detectaron los
primeros casos de L. braziliensis. Por ultimo, se calculd el tamafio de muestra de acuerdo con los recursos
financieros disponibles. Uno de los pardmetros que se modificé para el calculo del tamafio de muestra fue el
error de estimacion, que se fijé en un 10%. Con este error de estimacion, se asume que el tamafio de muestra

seleccionada se encontrara en un intervalo donde la variacién maxima permitida sera del 10%.
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Como ya se menciond anteriormente, se obtuvieron varios resultados no esperados entre los que resaltan
la identificacion de patrones de restriccion generados por cortes con la enzima BsaJl que no estan reportados
en estudios previos y que por resultados de secuenciacion podrian corresponder a L. panamensis, L.
guyanensis y otra especie 0 variante que no pudo ser identificada, ya que no se obtuvo una secuencia con la
calidad necesaria (solo una hebra y con sefial de fondo). Ademas, de que los patrones de restriccion sugieren
la presencia de una infeccién mixta que segun el analisis RFLP consistiria en una infeccién causada por L.
braziliensis y otra especie de Leishmania. De igual forma, como se puede ver en la seccion de resultados, los
patrones de restriccion obtenidos no coinciden con los patrones del andlisis in silico, lo cual indica que las
secuencias de las muestras analizadas son diferentes (como se puede observar en el alineamiento de estas
secuencias en el anexo 11) y también sefiala la posible presencia de infecciones mixtas, por lo que se
recomendaria adaptar una metodologia para hacerla especifica para las especies de Guatemala, ya que parte
de la metodologia empleada se baso en estudios realizados en Sudamerica (Fraga et al., 2012, 2010, 2013;
Montalvo et al., 2016; Montalvo et al., 2008, 2010, 2012; Montalvo et al., 2010) o realizar una clonacion del
material genético. Ademas, no se obtuvieron muestras que se pudieran identificar como L. mexicana, debido
a que probablemente el muestreo fue afectado, en general, por los criterios de seleccion propuestos. Ademas,
también es probable que las ldminas para las que no se obtuvo amplificacién pertenezcan a L. mexicana,
debido a que como se puede ver en la Figura 26, la proporcién de muestras sin amplificar es similar a la
proporcionar esperada para esta especie. Por estas razones, se puede afirmar que los resultados obtenidos no
son generalizables y se necesita de méas estudios con un mayor tamafio de muestra y que se trabaje una
metodologia basada en secuencias obtenidas en muestras de Guatemala, de manera que se desarrolle un

algoritmo de restriccion especifico para el pais.

La principal forma de diagnostico de leishmaniosis cutanea en Guatemala consiste en la elaboracién de
laminas con extendidos de tejido de las lesiones que, luego de ser fijadas con metanol y tefiidas con Giemsa,
se observan al microscopio (Aronson et al., 2016). Sin embargo, el tiempo, la preparacion y las condiciones
de almacenamiento de las muestras pueden llegar a ser un obstaculo para emplear estas laminas como fuente
de ADN para pruebas moleculares, debido a que el material genético puede estar fragmentado, lo cual
dificulta la amplificacién de segmentos especificos (Ribeiro, Peres, & Pina-Neto, 2004; Straube & Juen,
2013). Por esto, en investigaciones como esta, se prefiere realizar la amplificacion de segmentos pequefios
de los genes de interés. En el caso de Leishmania, realizar la amplificacion del fragmento G del gen hsp70
de Leishmania (1422 bp) presenta una baja tasa de amplificacion, posiblemente debido a la fragmentacion
del material lo cual podria ser una explicacidn a la ausencia de literatura en la que se haya realizado la
amplificacion de este fragmento a partir de ldminas con extendidos de las lesiones cutaneas. Ademas, un
factor que también influye en la amplificacion son las parasitemias bajas, ya que si hay pocos paréasitos de
los que se puede obtener material genético, se dificulta obtener un producto de amplificacién. Sin embargo,
existe reportes sobre los limites de deteccion del PCR del fragmento de 1422 bp del hsp70 donde se ha

determinado que este procedimiento es capaz de detectar hasta 23 pg/uL (picogramos/microlitros) en el caso
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de un cultivo de paréasitos de Leishmania siamensis (Hitakarun et al., 2014). Por otra parte, también se conoce
que los limites de deteccién del PCR-G varian segln la especie que se esté analizando, lo cual también podria
explicar porque no se identificaron infecciones por Leishmania mexicana, ya que para esta especie se necesita
al menos 1 ng de ADN para obtener un producto de amplificacion, mientras que para las especies L.
braziliensis, L. peruviana, L. naiffi, L. guyanensis, L. panamensis y L. lainsoni, el PCR puede generar un
producto de amplificacion visible utilizando partiendo de 1 pg de material genético (Montalvo et al., 2012).
Sin embargo, un estudio revel6 que L. mexicana cuenta con siete copias del gen hsp70, por lo que el nimero
de copias no puede considerarse como un factor que limite la amplificacion de esta especie (Folgueira et al.,
2007).

El porcentaje de amplificacion puede incrementarse si se opta, por ejemplo, por el uso de metodologias
mas sensibles como el PCR anidado de un fragmento de menor tamafio, como el fragmento N del gen hsp70
de Leishmania, de 593 bp. Un estudio realizado en el Centro de Estudios en Salud de la Universidad del Valle
de Guatemala realiz6 la extraccién de ADN a partir de ld&minas de gota gruesa a 30 muestras y obtuvo un
porcentaje de amplificacion del 100% (93% especificamente para fragmento de 593 bp del gen hsp70)
(Comunicacion personal, Daniel Juérez). Otro estudio reporta un porcentaje de amplificacion en los ensayos
de PCR para muestras que también fueron obtenidas a partir de laminas tefiidas con Giemsa (83.2% de
resultados de PCR positivos) (Volpini et al., 2006), pero es importante tomar en cuenta que el PCR del
estudio de Volpini y colaboradores, fue desarrollado para el ADN del cinetoplasto, cuyo amplicén tienen un
tamafio considerablemente menor (menor a 125 bp) y un mayor nimero de copias por célula (10,000 copias
por parasito), en comparacién con el marcador hsp70 (5-10 copias por genoma) (Van der Auwera y Dujardin,
2015), lo que permite una mejor amplificacion. Debido a esto, y tomando en cuenta la antigiedad de algunas
muestras, el porcentaje de amplificacion obtenido se considera adecuado, ya que al menos supera el 50% de
las muestras analizadas.

Debido a esta situacion, los estudios moleculares de leishmaniosis conllevan una serie de dificultades
desde la extraccion de ADN. Esto se debe a que el material disponible para la extraccion presenta algunos
retos, como la posible contaminacion, principalmente con material genético humano y potencialmente otros
patégenos que usualmente coinfectan las lesiones. Existen reportes que indican que la tasa de infecciones
secundarias en lesiones de leishmaniosis se encuentra entre un 23.6 - 81% (Antonio et al., 2017). Debido a
esta contaminacion con otras fuentes de ADN, no se realizé una cuantificacion de &cidos nucleicos por
espectrofotometria, ya que este valor no seria equivalente a la concentracién de ADN del parésito en la
muestra. Tampoco se contaba con un gen de referencia (housekeeping gene) para Leishmania, por lo que para
verificar la obtencion de ADN luego de la extraccion, se amplificé el gen de la B-globina humana. Sin
embargo, se obtuvo un porcentaje de amplificacion menor (32%) en relacion con la amplificacién del

marcador hsp70, lo cual podria deberse a que se utilizd otra enzima Taq Polimerasa, debido a que la enzima

58



con la que se realizaron las amplificaciones se termind. También se evalu6 si el tiempo de evolucion en la
lesién al momento de la toma de muestra podria influir en extraccion y amplificacion del material genético,
pero el andlisis estadistico (prueba t) mostrd que no existia diferencia estadisticamente significativa entre el

tiempo de evolucion entre las lesiones con una amplificacidn positiva y las que no tuvieron amplificacion.

Se utiliz6 un kit comercial para realizar la extraccion del ADN para las 191 muestras seleccionadas en
este estudio debido a que, a pesar de que se ha reportado un menor rendimiento de ADN en comparacion con
métodos como Fenol/Cloroformo (Farnoosh et al., 2013), el material genético aislado con columnas de silica
posee una mejor pureza, convirtiéndolo en un mejor candidato para ser utilizado en posteriores aplicaciones
como PCR y RFLP (Kopecka et al., 2016). El procedimiento de extraccion utilizado por Volpini y
colaboradores, es barato y mas facil de realizar ya que solamente involucra el uso de agua y calor, pero debido
a que no involucra la remocidn de impurezas y contaminantes podria afectar la amplificacién del ADN y la
calidad de los patrones de restriccién. Una alternativa que puede aplicarse en el caso de no contar con Kits de
extracciones puede ser realizar la extraccion mediante el método de Volpini y posteriormente purificar el
material genético, con el objetivo de eliminar la mayor cantidad de contaminantes y potenciales inhibidores
del PCR. La calidad del ADN extraido y la consecuente amplificacion del fragmento N del gen hsp70 fueron
adecuadas, ya que se pudo observar que para el 89% de las muestras (33/37) se obtuvo una secuencia
satisfactoria (més de 533 bp, 90% de los residuos esperados). Sin embargo, no fue posible obtener productos
de amplificacién detectables por electroforesis de agarosa para el fragmento de 1422 bp, lo que podria deberse
a que exista un bajo nimero de copias amplificadas, que el material genético se encuentre fragmentado o que
existan inhibidores del PCR en la muestra. Para resolver este tipo de problemas, se podrian realizar varias
amplificaciones de la misma muestra, combinar los productos, purificarlos y concentrarlos, previo a la
secuenciacion y a el analisis de RFLP. De esta forma, se aumentaria el nimero de copias y por lo tanto la
posibilidad de obtener un resultado. Otra recomendacion importante que se debe considerar es la de diluir los
productos de extraccién, ya que si hay inhibidores del PCR en el material obtenido de las Idminas, estos
también se diluyen y se reducira su efecto en el PCR; se recomienda particularmente utilizar el extracto puro
y una dilucién 1/100 (Fraga et al., 2012). Algunas de los componentes que podrian estar presentes en el caso
del raspado de las lesiones cutaneas podrian ser colageno, hemoglobina, grupo hemo vy lactoferrina, que se

han confirmado como causantes de la inhibicion de PCR en otros estudios (Bessetti, 2007).

Sin embargo, a pesar de estas desventajas, se utilizé el marcador hsp70, debido a que ya se ha utilizado
ampliamente para determinar las relaciones evolutivas entre las diferentes especies de parasitos y como un
objetivo para otras metodologias de PCR-RFLP que han sido propuestas (Fraga et al., 2012, 2010, 2013;
Kermanjani et al., 2017; Montalvo et al., 2016; Montalvo et al., 2008, 2010, 2012; Montalvo et al., 2010;
Oshaghi et al., 2009; Van der Auwera et al., 2016; VVan der Auwera y Dujardin, 2015), lo cual permite

realizar comparaciones. EI mejor enfoque para la determinacion de la especie seria la amplificacion del
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fragmento de 1422 bp (fragmento G) debido a que este cuenta con una secuencia mas grande y con una mayor
cantidad de informacion para poder distinguir entre especies. Sin embargo, debido a la falta de amplificacion
antes mencionada, se opt6 por trabajar con el fragmento N de 593 bp. Al trabajar con el fragmento N, no es
posible distinguir entre L. guyanensis y L. panamensis a través del analisis de restriccién, debido a que para
la secuencia del segmento N las especies son practicamente idénticas. No obstante, se identificaron nuevos
patrones de restriccion que fueron confirmados por secuenciacion y analisis de similitud como nuevos
patrones que corresponden a L. guyanensis y L. panamensis. Esto implicaria la confirmacion de la presencia
de estas dos especies en Guatemala, que podrian corresponder a casos importados y tienen implicaciones
clinicas importantes, ya que estas especies son capaces de transmitir las formas cutanea, mucocutanea y
diseminada de la enfermedad (Akhoundi et al., 2017). Sin embargo, no se cuenta con informacion que
respalde esta hipdtesis, debido a que no se tiene informacion de historia de viajes de los pacientes y también

existe la posibilidad de que otras especies de Leishmania se hayan diseminado en el pais.

Ademas, el algoritmo de restriccion fue capaz de diferenciar entre L. braziliensis, L. panamensis/L.
guyanensis y tiene potencial para poder diferenciar entre mas especies, tal como ha sido reportado. Esto se
comprobé al identificar la presencia de una muestra (GE-2631) que posee la combinacion de patrones de
restriccion que pertenece a Leishmania peruviana. Otra especie previamente no reportada fue L. naiffi
(muestra GE-1088). Esta especie, autoctona de Sudameérica, es de poca importancia clinica, debido a una baja
tasa de infecciones y por responder rapidamente al tratamiento con antimoniales o incluso, resolver sin
tratarla, por lo que el estudio de esta especie no ha sido prioritario (Fagundes-Silva et al., 2015). No obstante,
es posible que algunas de las muestras identificadas como L. braziliensis en realidad pertenezcan a L. naiffi,
ya que la secuencia del fragmento N para estas especies es muy similar y en el presente estudio no se realizd
el Ultimo corte con enzimas de restriccion para diferenciar entre éstas (Fraga et al., 2013; Montalvo et al.,
2010).

Una hip6tesis que podria explicar la presencia de L. peruviana, L. naiffi y de la combinacion L.
guyanensis/L. panamensis, podria ser un evento de migracion en el que un extranjero, turista 0 migrante
infectado, introdujera la especie a Guatemala durante su paso o permanencia en el pais. Se recomienda a los
centros de vigilancia del sistema nacional de salud adoptar metodologias moleculares como la establecida en
este estudio para mejorar el monitoreo de la enfermedad. Ademas, es importante realizar otros estudios para
evaluar la posibilidad de estudiar coinfecciones e infecciones mixtas (mas de una especie de Leishmania) por
medio de una metodologia sensible y que no dependa de la deteccién a través de geles de agarosa, como por

ejemplo un gPCR.
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VIIl.  CONCLUSIONES

Se optimizo el protocolo de PCR-RFLP (primer corte) que permitié obtener una amplificacion y patrones
de restriccion del 64% de las muestras para diferenciar entre las especies Leishmania braziliensis, y

Leishmania panamensis/Leishamania guyanensis, utilizando la enzima de restriccion BsaJl.

Segun la informacién del fragmento N del marcador hsp70, se sospecha la presencia de Leishmania
panamensis, Leishmania guyanensis, Leishmania peruviana, Leishmania naiffi y una variante de Leishmania

braziliensis en Guatemala.

Se determind que la especie predominante en el grupo de muestras analizadas por PCR-RFLP fue
Leishmania braziliensis (86.7%), seguido de las especies Leishmania panamensis/Leishamania guyanensis
(3.33%).

La probable presencia de nuevas especies del genero Leishmania en Guatemala tiene implicaciones
clinicas importantes para el Ministerio de Salud por el riesgo de casos de Leishmaniosis cutanea resistentes
a medicamentos o de Leishmaniosis mucocutanea, que ha sido reportado en otros paises de América.

Las especies identificadas en Guatemala se agruparon en los mismos clados que las secuencias de
especies obtenidas de bases internacionales, por lo que se puede confirmar que pertenecen a los complejos

de especies en los que se encuentran.

Las secuencias que se sospecha corresponden a Leishmania panamensis y Leishmania guyanensis se
encuentran agrupadas entre secuencias de Leishmania braziliensis, debido a la menor resolucién del

fragmento N del marcador hsp70 para distinguir entre especies del subgénero Viannia.

El modelo generado por medio del andlisis de regresién logistico no tuvo la capacidad para predecir la
especie del parasito responsable de la enfermedad (acierta en un 30%) a partir de las variables area y tiempo

de evolucion de las lesiones del paciente.

Segun los resultados obtenidos no es posible afirmar que exista relacion entre la especie del parasito y

las manifestaciones clinicas que se analizaron (&rea y tiempo de evolucién de la lesién del paciente).
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IX. RECOMENDACIONES

Se recomienda concentrar el ADN de los productos de amplificacion del fragmento de 1422 bp del gen
hsp70 para utilizarlo en la determinacién de la especie del parasito en casos en los que el fragmento de

593 bp no tenga la capacidad para diferenciar entre especies.

Realizar més estudios de la epidemiologia molecular de la leishmaniosis cutdnea en Guatemala, debido
a que no se cuenta con informacién actualizada sobre la historia natural de la enfermedad y podria estarse

perdiendo la oportunidad de detectar a nuevas especies que estén circulando en el pais.

Realizar estudios sobre leishmaniasis cutanea utilizando la metodologia de gPCR para evaluar la
presencia de posibles infecciones mixtas y de infecciones que probablemente sean indetectables por la
metodologia de PCR hsp70 de cualquiera de los segmentos G o N.

Disefiar estudios con un tamafio de muestra mayor, debido a que probablemente el efecto de las
manifestaciones clinicas de la enfermedad sea pequefio por lo que se requiera un tamafio de muestra mayor

para que estas variables puedan explicar las especies de parasitos responsables de las infecciones.

Se recomienda al Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social adoptar la metodologia combinada de
PCR-RFLP/hsp70 del fragmento de 593 bp para identificar a las especies de parasitos causantes de
Leishmaniosis cutanea en el sistema nacional de salud de Guatemala para adecuar el tratamiento de los

pacientes.

Se recomienda realizar estudios en potenciales reservorios y vectores de los parasitos del género

Leishmania para confirmar el ciclo de transmisién de la leishmaniasis en el pais y las especies implicadas.
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XI. ANEXOS

Anexo 1: Carta de aprobacion del Comité de Etica del Centro de Estudios en Salud de la Universidad del
Valle de Guatemala.

LUNIVERSIDAD DEL VALLE DE GUATEMALA
i1 Gl 1570, Zonp 15 W H, ib
P 2365 0701 od BE
Telz, 2334 03365 o 40

=

. HIEA i ol 57
1__\|._'g_;|I\__|_r.‘££|'__. 2507 1500
[ e—— wewm Vg 2ol
. Agartid Postal Mo, B2, DLBDE
W!E:“.E.]‘.E Gy, Custn sak, C.A
Guatemala, 15 do jumo de 2018
D Comité de Etica en Investigackin

Centrd de ESTudiog éan Saiucl
Uriversicid del Vafe de Guatemala

Para: Licda. Renata Mandizdbal de Cabrers
Investigadar Principal
RsUnta: Evaluaciin del profocols Gtulado  “Epidermiclogia molecular de 2

Lesshmaniosis cutanea en Guatemala durarte el periode 1980-2017 por
medio gl método PCR-RFLP heprd®.

El pretocals arriba indicado ha sido revisado por 2l Comité ds Etice en [nvestigecan del
Centro de Estudios en Salud v encontrd que de acuendn a los neaminntys de esle
Comid ol misma se clasifica como “Investigacdn me suieta o las requlaciones en sujetos
Frnanes”, daco que se utilizary v anslizard dnicamente el materia! genatco de los
parasitos, ebtenido de musstras desligadas de Informacidn peveda identificable de las
persnndg que ks proweyeron v no s recolectardan muestras adicionales,

Consecuentemente v en careardarcia con el Ancxo G, Item 5 del 45 CFR 46 sa
CDETLrmMing Cue no &5 necesania revisiones posteriones de este eshudio por parte de esle
Comité, a menos que se hderan medificaciones al peatoesls evaluade ¢ que éste
camblara de naturaleza.

! Jongd Twa, MD, EE,
Fresdente
Comité de Enca en [rvestigecdn
Centrg o2 Estudios en Salud
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Anexo 2: Carta de aprobacion del Comité de Etica de la Facultad de Ciencias y Humanidades de la
Universidad del Valle de Guatemala.

UNIVERSIDAD DEL VALLE DE GUATEMALA

11 Calle 15-79, Zona 15 V.H. Ill
PBX 2369 0791 al 95
Tels. 2364 0336 al 40

2364 0492 al 97

2507 1500 )
Excelencia que trasciende www.uvg.edu.gt
Apartado Postal No. 82, 01901
GRI EDUCATIVO GUWT%WE\%?&

FACULTAD DE CIENCIAS Y HUMANIDADES
UNIVERSIDAD DEL VALLE DE GUATEMALA
RESULTADOS EVALUACION DE PROYECTO

BIOQ-OOI-JUN!O 2018 -
No. Protocolo 4594

A: 'MSc. Renata Mendizdbal de Cabrera, Investigador Principal
Cristian José Ruiz Calderdn, Co-Investigador Principal

B DE: Dr. Elfego Rolando Lépez
Presidente Comité de Etica
Facultad de Ciencias y Humanidades
Universidad del Valle de Guatemala

FECHA: 20 de junio de 2018
ASUNTO: EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE LA LEISHMANIOSIS CUTANEA EN

GUATEMALA DURANTE EL PERIODO 1980-2017 POR MEDIO DEL
METODO PCR-RFLP/HSP70.

'VEREDICTO:

La informacién que incluye el proyecto de investigacién, evidencia que el estudiante
‘en el trabajo de investigacion, utilizard muestras desligadas de cualquier informacién

identificable y personal.

ca por parte del estudiante
Rt el ia
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Anexo 3: Datos generales de las muestras utilizadas para el estudio, que corresponden al periodo 1980-2017.

ID Afo colecta  Departamento Edad Sexo Evolucion  Areade  Amplificacion  Especie RFLP
lesion lesion PCR
(dias) (cm?) hsp70
GA-0174 1987 Izabal 21 1 60 7.7 Positiva L. bra/L. nai
GA-0192 1987 Alta Verapaz 53 1 30 3.6 Positiva L. bra/L. nai
GA-0200 1987 Alta Verapaz 18 1 90 125 Positiva L. bra/L. nai
GA-0201 1987 Baja Verapaz 90 1 28 4.6 Positiva L. bra/L. nai
GA-0209 1987 Baja Verapaz 22 1 30 3.06 Positiva L. bra/L. nai
GA-0272 1989 Izabal 18 1 30 6 Positiva L. bra/L. nai
GA-0277 1989 Baja Verapaz 18 1 45 1.56 Negativo NA
GA-0417 1995 Quiché 18 1 30 6.25 Negativo NA
GA-0551 1993 Alta Verapaz 19 1 90 13.68 Positiva L. bra/L. nai
GA-0556 1993 Alta Verapaz 21 1 150 2.52 Negativo NA
GA-0571 1994 Alta Verapaz 18 1 90 6.44 Negativo NA
GA-0573 1994 Baja Verapaz 19 1 60 1.2 Positiva L. bra/L. nai
GA-0641 1995 Izabal 23 1 60 7 Positiva L. bra/L. nai
GA-0670 1995 Quiché 19 1 47 4.18 Negativo NA
GA-0682 1995 Baja Verapaz 18 1 60 8.4 Negativo NA
GA-0684 1995 Izabal 18 1 60 34 Negativo NA
GA-0812 1995 Baja Verapaz 21 1 74 3.57 Positiva NA
GA-0815 1995 Quiché 20 1 60 6.21 Negativo NA
GA-0819 1995 Izabal 24 1 90 0.96 Positiva L. bra/L. nai
GA-0825 1995 Quiché 19 1 60 5.5 Positiva L. bra/L. nai
GA-0828 1995 Alta Verapaz 19 1 180 7.75 Negativo NA
GA-0832 1995 Izabal 19 1 150 3 Negativo NA
GA-0840 1995 Baja Verapaz 19 1 30 2.25 Positiva L. bra/L. nai
GA-0921 1996 Alta Verapaz 19 1 180 1.82 Positiva L. bra/L. nai
GA-0973 1996 Alta Verapaz 19 1 90 1 Positiva L. bra/L. nai
GA-0977 1996 Baja Verapaz 21 1 120 1.1 Negativo NA
GA-1005 1997 Quiché 20 1 90 13.44 Negativo NA
GA-1008 1997 Alta Verapaz 20 1 180 3.6 Positiva L. bra/L. nai
GA-1165 2010 Alta Verapaz 21 1 41 15.4 Positiva L. bra/L. nai
GA-1166 2010 Alta Verapaz 19 1 10 0.36 Positiva L. bra/L. nai
GA-1167 2010 Alta Verapaz 18 1 40 4.2 Positiva L. bra/L. nai
GA-1168 2010 Alta Verapaz 26 1 45 0.99 Positiva L. bra/L. nai
GA-1170 2011 Alta Verapaz 19 1 90 18 Positiva L. bra/L. nai
GA-1172 2014 Quiché 29 1 210 2.55 Positiva L. bra/L. nai
GA-1174 2016 Alta Verapaz 23 1 90 12 Positiva L. bra/L. nai
GE-0041 1988 Petén 27 1 45 0.8 Positiva L. bra/L. nai
GE-0078 1989 Petén 49 1 60 1.1 Positiva L. pan/L. guy
GE-0094 1989 Alta Verapaz 43 1 150 60 Positiva L. bra/L. nai
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ID Afo colecta  Departamento Edad Sexo Evolucion  Areade  Amplificacion  Especie RFLP
lesion lesion PCR
(dias) (cm?) hsp70

GE-0095 1989 Alta Verapaz 34 2 90 2.55 Positiva L. pan/L. guy
GE-0096 1989 Petén 16 1 30 0.81 Positiva L. bra/L. nai
GE-0100 1989 Petén 36 1 30 7.5 Positiva L. bra/L. nai
GE-0118 1989 Petén 27 1 75 6.6 Positiva L. pan/L. guy
GE-0120 1989 Petén 15 1 90 4.5 Positiva L. bra/L. nai
GE-0147 1989 Petén 56 1 45 6.6 Positiva L. bra/L. nai
GE-0162 1990 Petén 8 1 55 1.5 Positiva L. bra/L. nai
GE-0189 1990 Petén 36 1 120 6.25 Positiva L. bra/L. nai
GE-0196 1990 Petén 14 1 30 1.98 Negativo NA
GE-0214 1990 Petén 20 1 60 1.8 Positiva L. bra/L. nai
GE-0216 1990 Petén 50 1 30 22 Positiva Posible

infeccion mixta
GE-0222 1990 Petén 16 1 150 1.5 Positiva Posible

infeccion mixta
GE-0234 1990 Petén 45 1 30 11.25 Negativo NA
GE-0238 1990 Petén 20 1 90 2.16 Negativo NA
GE-0258 1992 Petén 35 1 120 3 Positiva L. bra/L. nai
GE-0271 1993 Petén 28 1 120 0.7 Positiva L. pan/L. guy
GE-0280 1993 Petén 7 1 365 1.95 Positiva L. bra/L. nai
GE-0282 1993 Petén 15 1 92 1.12 Negativo NA
GE-0285 1993 Petén 17 1 168 1.28 Positiva L. bra/L. nai
GE-0287 1993 Petén 55 1 365 6.3 Positiva L. bra/L. nai
GE-0290 1993 Petén 35 1 40 9.9 Positiva L. bra/L. nai
GE-0293 1993 Petén 14 1 54 2.7 Positiva L. bra/L. nai
GE-0295 1993 Petén 72 1 405 15 Positiva L. bra/L. nai
GE-0302 1993 Petén 30 1 20 1.7 Positiva L. bra/L. nai
GE-0303 1993 Petén 12 1 30 1.95 Negativo NA
GE-0306 1993 Petén 11 1 18 0.8 Positiva L. bra/L. nai
GE-0318 1993 Petén 23 1 90 1.69 Negativo NA
GE-0322 1993 Petén 15 1 30 1.69 Negativo NA
GE-0351 1994 Petén 10 1 45 2.4 Positiva L. bra/L. nai
GE-0360 1994 Petén 22 1 35 1.68 Positiva L. pan/L. guy
GE-0366 1994 Petén 11 1 60 2.6 Negativo NA
GE-0367 1994 Petén 1 21 0.7 Positiva L. bra/L. nai
GE-0374 1994 Petén 1 60 2.1 Negativo NA
GE-0376 1994 Petén 30 1 20 3.06 Negativo NA
GE-0382 1994 Petén 11 1 60 1 Positiva L. bra/L. nai
GE-0386 1994 Baja Verapaz 22 1 120 9.52 Positiva L. bra/L. nai
GE-0389 1994 Baja Verapaz 24 1 60 13.86 Negativo NA
GE-0396 1994 Petén 15 1 45 1.35 Positiva L. bra/L. nai
GE-0402 1994 Petén 11 1 120 3.91 Negativo NA
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ID Afo colecta  Departamento Edad Sexo Evolucion  Areade  Amplificacion  Especie RFLP

lesion lesion PCR
(dias) (cm?) hsp70

GE-0411 1994 Petén 18 1 180 4 Positiva L. bra/L. nai
GE-0413 1994 Petén 19 1 20 1.1 Negativo NA
GE-0414 1994 Petén 10 1 15 2.34 Negativo NA
GE-0422 1994 Petén 18 1 90 22 Positiva L. bra/L. nai
GE-0426 1995 Petén 15 1 90 15.75 Positiva L. bra/L. nai
GE-0429 1995 Izabal 41 1 40 8.75 Negativo NA
GE-0431 1995 Petén 13 1 270 6.48 Positiva L. bra/L. nai
GE-0448 1995 Petén 15 1 130 1.98 Negativo NA
GE-0449 1995 Petén 25 1 2555 2.88 Positiva L. bra/L. nai
GE-0454 1995 Petén 16 1 120 3.96 Positiva L. bra/L. nai
GE-0477 1995 Petén 9 1 90 3.36 Positiva L. bra/L. nai
GE-0482 1995 Petén 12 1 60 0.6 Positiva L. bra/L. nai
GE-0501 1995 Petén 8 1 180 20.8 Negativo NA
GE-0503 1995 Petén 10 1 30 16 Positiva L. bra/L. nai
GE-0557 1997 Petén 18 1 300 8.4 Positiva L. bra/L. nai
GE-0566 1997 Petén 14 1 90 2.7 Positiva L. bra/L. nai
GE-0575 1998 Petén 18 2 60 3 Positiva NA
GE-0581 1998 Petén 50 1 640 4.6 Negativo NA
GE-0585 1998 Petén 64 1 45 175 Positiva L. bra/L. nai
GE-0591 1998 Petén 18 1 30 12.48 Positiva Posible

infeccion mixta
GE-0609 1998 Baja Verapaz 42 1 90 7.28 Negativo NA
GE-0610 1998 Petén 55 1 2555 5.76 Negativo NA
GE-0619 1998 Petén 11 1 90 2.72 Positiva L. bra/L. nai
GE-0637 1998 Petén 24 2 30 16.8 Negativo NA
GE-0649 1998 Petén 22 1 120 4 Positiva L. bra/L. nai
GE-0661 1998 Petén 12 1 22 8.32 Positiva L. bra/L. nai
GE-0666 1998 Petén 26 1 60 175 Negativo NA
GE-0682 1998 Petén 3 1 180 1.6 Negativo NA
GE-0776 1998 I1zabal 48 1 120 12.25 Positiva L. bra/L. nai
GE-0883 1999 Alta Verapaz 36 1 30 3.6 Positiva L. bra/L. nai
GE-0979 2000 Petén 26 1 90 3.06 Positiva L. bra/L. nai
GE-1013 2000 Petén 24 1 152 25 Positiva L. bra/L. nai
GE-1037 2000 Petén 25 1 365 25 Negativo NA
GE-1071 2000 Petén 17 1 30 5 Negativo NA
GE-1083 2000 Petén 32 1 120 6.27 Positiva Posible

infeccion mixta
GE-1088 2000 Alta Verapaz 26 1 120 8.61 Positiva Posible

infeccion mixta
GE-1091 2000 Petén 24 1 180 7.68 Negativo NA
GE-1101 2000 Petén 34 1 90 7.5 Positiva Posible

infeccion mixta
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ID Afo colecta  Departamento Edad Sexo Evolucion  Areade  Amplificacion  Especie RFLP
lesion lesion PCR
(dias) (cm?) hsp70

GE-1119 2000 I1zabal 27 1 120 7.5 Negativo NA
GE-1120 2000 Petén 18 1 120 3 Positiva Indeterminada
GE-1142 2001 Petén 41 2 105 2.25 Negativo NA
GE-1204 2001 Petén 15 1 20 1.5 Negativo NA
GE-1228 2001 Petén 20 1 47 3 Positiva L. bra/L. nai
GE-1273 2001 Petén 43 1 100 3.74 Positiva L. bra/L. nai
GE-1282 2001 Petén 32 1 72 1.96 Negativo NA
GE-1298 2001 Petén 17 1 72 5.06 Positiva Posible

infeccion mixta
GE-1303 2001 Petén 30 1 100 5 Negativo NA
GE-1355 2001 Petén 21 1 275 21 Positiva L. bra/L. nai
GE-1357 2002 Izabal 28 1 300 0.25 Negativo NA
GE-1405 2002 Petén 11 2 105 15.3 Positiva L. bra/L. nai
GE-1464 2002 Alta Verapaz 48 1 90 2.21 Negativo NA
GE-1517 2002 Izabal 37 1 15 3 Negativo NA
GE-1529 2002 Petén 57 1 90 12 Positiva L. bra/L. nai
GE-1541 2002 Petén 39 1 68 6 Positiva L. bra/L. nai
GE-1563 2002 Petén 16 1 90 6.9 Negativo NA
GE-1624 2002 Baja Verapaz 29 1 90 8 Positiva L. bra/L. nai
GE-1625 2002 I1zabal 51 1 220 6 Negativo NA
GE-1632 2002 Petén 19 1 286 20.25 Negativo NA
GE-1680 2003 I1zabal 35 1 108 8.1 Positiva L. bra/L. nai
GE-1683 2003 Izabal 20 1 108 1.82 Positiva L. bra/L. nai
GE-1752 2003 Petén 27 1 45 0.36 Positiva L. bra/L. nai
GE-1756 2003 Alta Verapaz 20 1 45 2.89 Negativo NA
GE-1757 2003 Alta Verapaz 22 1 35 15.75 Negativo NA
GE-1799 2003 Petén 26 1 46 2.24 Negativo NA
GE-2060 2005 Alta Verapaz 13 1 53 3.75 Negativo NA
GE-2092 2005 Petén 56 1 58 12.87 Negativo NA
GE-2100 2007 Petén 55 1 48 5.58 Positiva L. bra/L. nai
GE-2148 2005 Petén 24 2 157 6 Negativo NA
GE-2164 2005 Alta Verapaz 27 2 67 215 Negativo NA
GE-2210 2005 Petén 18 1 89 9.9 Positiva L. bra/L. nai
GE-2260 2005 Petén 16 1 180 19.25 Positiva L. bra/L. nai
GE-2275 2006 Petén 13 1 100 1 Negativo NA
GE-2309 2006 Petén 26 1 9.24 Negativo NA
GE-2310 2006 Petén 22 1 90 15 Negativo NA
GE-2323 2006 Petén 21 1 45 8.75 Positiva L. bra/L. nai
GE-2368 2007 Petén 23 2 180 30.36 Positiva Posible

infeccion mixta
GE-2379 2007 Petén 62 1 210 22.05 Negativo NA
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ID Afo colecta  Departamento Edad Sexo Evolucion  Areade  Amplificacion  Especie RFLP

lesion lesion PCR
(dias) (cm?) hsp70

GE-2382 2007 Petén 44 2 365 5.76 Negativo NA
GE-2404 2007 Petén 12 1 165 1.8 Negativo NA
GE-2408 2007 Petén 23 1 75 1.68 Positiva L. bra/L. nai
GE-2438 2007 Petén 29 1 47 19.35 Positiva L. bra/L. nai
GE-2441 2007 Petén 17 1 163 24 Negativo NA
GE-2447 2007 Petén 40 1 57 13.12 Positiva L. bra/L. nai
GE-2466 2007 Petén 57 1 8760 12.96 Positiva L. bra/L. nai
GE-2471 2007 Petén 13 2 214 5.94 Positiva L. bra/L. nai
GE-2502 2008 Petén 15 1 39 9.84 Positiva L. bra/L. nai
GE-2511 2008 Petén 11 2 65 2.85 Positiva L. bra/L. nai
GE-2516 2008 Petén 16 1 124 7.54 Positiva L. bra/L. nai
GE-2519 2008 Petén 27 1 99 4.8 Positiva L. bra/L. nai
GE-2525 2008 Petén 13 1 165 2.88 Positiva Posible

infeccion mixta
GE-2543 2008 Petén 29 1 90 6.51 Positiva L. bra/L. nai
GE-2553 2008 Petén 62 1 40 4.64 Positiva L. bra/L. nai
GE-2562 2008 Petén 56 1 134 12.24 Negativo NA
GE-2564 2008 Petén 28 1 89 3.84 Positiva L. bra/L. nai
GE-2569 2008 Petén 55 2 83 0.6 Positiva L. bra/L. nai
GE-2576 2008 Izabal 39 1 189 2.66 Positiva L. bra/L. nai
GE-2585 2008 Petén 30 1 148 2.7 Negativo NA
GE-2588 2008 Petén 30 1 43 2.73 Negativo NA
GE-2591 2009 Petén 22 1 111 8.75 Positiva Posible

infeccion mixta
GE-2594 2009 Petén 19 2 40 15.3 Negativo NA
GE-2595 2009 Petén 27 1 240 3 Positiva L. bra/L. nai
GE-2602 2009 Izabal 61 1 13870 0 Positiva Indeterminada
GE-2619 2010 Izabal 60 1 100 27.3 Positiva L. bra/L. nai
GE-2631 2013 Alta Verapaz 24 1 42 7.5 Positiva L. bra/L. nai
GE-2643 2015 Alta Verapaz 17 2 486 3.08 Negativo NA
GE-2646 2015 Alta Verapaz 51 2 131 6.25 Negativo NA
GE-2699 2016 Alta Verapaz 27 2 30 1.95 Positiva L. bra/L. nai
GE-2700 2016 Alta Verapaz 17 1 90 6.9 Positiva Posible

infeccion mixta
GE-2704 2016 Alta Verapaz 24 1 30 5 Positiva L. bra/L. nai
GE-2705 2016 Alta Verapaz 16 1 240 2.04 Positiva L. bra/L. nai
GE-2706 2016 Alta Verapaz 33 2 1095 18.75 Positiva L. bra/L. nai
GE-2708 2016 Alta Verapaz 20 1 30 4.5 Positiva L. bra/L. nai
GE-2727 2017 Alta Verapaz 15 1 18 9.72 Positiva L. bra/L. nai
GE-2732 2017 Alta Verapaz 13 1 287 4.93 Positiva L. bra/L. nai

Nota: Sexo 1= Hombre, 2= Mujer
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Anexo 4: Controles positivos empleados en el PCR del gen hsp70 durante este estudio, proporcionados por

el Centro Internacional de Entrenamiento e Investigaciones Médicas (CIDEIM) en Cali, Colombia.

Control Cepa [ng/ul]

L. mexicana Bel21 38.43
L. panamensis LS94 136.44
L. guyanensis M4147 65.08
L. braziliensis M2903 71.91

Anexo 5: Mezcla de reaccidon para el PCR del fragmento G del gen hsp70 (Montalvo et al., 2010).

Componentes Concentracion inicial Concentracion final Volumen
Buffer 5x 1x 5uL
MgCl; 15mM 3mM Incluido en buffer
dNTPs 5 mM 1mM Incluido en buffer

Primer Sentido 20 uM 0.8 uM luL

Primer Antisentido 20 uM 0.8 uM luL
Solucién Q 5x 1x 5uL
ST su y o
ADN n/a n/a 2L
ddH20 n/a Llevara 25 uL 10.9 uL
Volumen Total 25 pL

Anexo 6: Mezcla de reaccidon para el PCR del fragmento N del gen hsp70 (Montalvo et al., 2012).

Componentes Concentracion inicial Concentracion final Volumen
Buffer 5x 1x 5uL
MgCl; 15 mM 3 mM Incluido en buffer
dNTPs 5mM 1mM Incluido en buffer

Primer Sentido 20 uM 0.8 uM 1uL

Primer Antisentido 20 uM 0.8 uM 1uL
Solucién Q 5x 1x 5puL
raSmION  su 20 o2
ADN n/a n/a 4 uL
ddH20 n/a Llevar a 25 pL 8.8 uL
Volumen Total 25 L
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Anexo 7: Mezcla de reaccion para el PCR del control interno (gen de B-globina humana) (Coutlée et al.,

2000).

Componentes Concentracion inicial Concentracion final Volumen
Buffer 5x 1x 2 uL
MgCl; 15mM 3mM Incluido en buffer
dNTPs 10 mM 0.2mM 0.4 pL

Primer GH,0 10 uM 0.25 uM 0.5 puL

Primer PCO4 10 uM 0.25 uM 0.5puL

Go Taq Polimerasa 5U/uL 1.25U 0.25 pL
ADN n/a n/a lpuL

ddH20 n/a Llevar a 25 pL 15.35 uL
Volumen Total 20 pL

Anexo 8: Mezcla de reaccidn de digestion de los amplicones para su analisis por RFLP (Fraga et al., 2013;
Montalvo et al., 2012).

Enzimas
Componentes (para 1 digestion) Haelll BsaJl
Concentracion  Volumena Concentracion  Volumen a
agregar agregar
Agua NA 12 pL NA 12.6 pL
Buffer 10X 1X 2L 1X 2 uL
Enzima 10U/uL 10U 1puL 4U 0.4 pL
Producto PCR 5uL 5uL
Tiempo de incubacidn (horas) 3 3
Temperatura de incubacién (°C) 37 60
Volumen Final 20 pL 20 pL
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Anexo 9: Procedimientos normados de operacién elaborados durante el desarrollo de esta investigacion.

PNO: 5.01

Procedimiento Normado de | \/ersién: 1

Instituto de Investigaciones Operacion

Centro de Estudios en Salud Fecha: 18/11/2018

Péginas Totales: 3

Laboratorio 112-304
Extraccion de ADN de _
Leishmania sp. a partir de | Autorizado:

laminas de lesiones Renata de Cabrera
cutaneas tefidas con
Giemsa. Preparado por: Cristian Ruiz

1. Propésito: Aislar el material genético de Leishmania spp de laminas con extendidos de lesiones cutaneas
tefiidas con Giemsa, para utilizarlo como plantilla para un PCR anidado que flanquea un segmento
especifico de un marcador molecular del género Leishmania.

2. Aplicacion: Diagndstica e investigacion.

3. Referencias:

3.1. de Vries, H. J. C., Reedijk, S. H., & Schallig, H. D. F. H. (2015). Cutaneous Leishmaniasis: Recent
Developments in Diagnosis and Management. American Journal of Clinical Dermatology, 16(2),
99-109. https://doi.org/10.1007/s40257-015-0114-z

3.2. Fraga, J., Veland, N., Montalvo, A. M., Praet, N., Boggild, A. K., Valencia, B. M., ... Van der
Auwera, G. (2012). Accurate and rapid species typing from cutaneous and mucocutaneous
leishmaniasis lesions of the New World. Diagnostic Microbiology and Infectious Disease, 74(2),
142-150. https://doi.org/10.1016/j.diagmicrobio.2012.06.010

3.3. Montalvo, A. M., Nodarse, J. F., Goodridge, I. M., Fidalgo, L. M., Marin, M., Van Der Auwera, G.,
... Muskus, C. (2010). Differentiation of Leishmania (Viannia) panamensis and Leishmania (V.)
guyanensis using Bccl for hsp70 PCR-RFLP. Transactions of the Royal Society of Tropical
Medicine and Hygiene, 104(5), 364-367. https://doi.org/10.1016/j.trstmh.2009.12.002

3.4. Van der Auwera, G., Bart, A., Chicharro, C., Cortes, S., Davidsson, L., Di Muccio, T., ... Chiodini,
P. L. (2016). Comparison of Leishmania typing results obtained from 16 European clinical
laboratories in 2014. Eurosurveillance, 21(49), 1-11. https://doi.org/10.2807/1560-
7917.ES.2016.21.49.30418

4. Terminologia y abreviaciones:
4.1. uL: microlitros
4.2. ml: mililitros
4.3. min.: Minutos
4.4. rpm: revoluciones por minuto
4.5. ADN: Acido desoxirribonucleico
4.6. °C: Grados centigrados
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5. Principio: La Leishmaniasis cutanea es una enfermedad que se caracteriza por provocar Ulceras en la piel,
las cuales son raspadas para tomar una muestra de tejido que contiene células del parasito Leishmania
sp. Estas muestras son tomadas con fines tanto de diagndstico como de investigacion y se colocan en
portaobjetos que posteriormente son tefiidos con Giemsa para efectuar el diagnoéstico por microscopia y
finalmente, se almacenan en la base de referencia del Centro de Estudios de Salud (CES). Estas ldminas
pueden utilizarse para aislar ADN del paréasito y utilizar este como punto de partida para otros ensayos
moleculares como un PCR. Un kit de extraccion de ADN basado en columnas de silica nos permite
obtener el ADN de este parasito de manera rapida y con un menor grado de contaminacién que una
extraccion con otro procedimiento, como el método de Fenol-cloroformo.

6. Documentos asociados:
6.1. PNO #5.02: PCR anidado del marcador hsp70 para la obtencién del fragmento N de este gen
6.2. PNO #5.03: Electroforesis en geles de agarosa de productos de amplificacion
6.3. PNO #5.04: Digestién de RFLP con productos de amplificacion para el PCR-N del marcador hsp70
6.4. PNO #5.05: Electroforesis en geles de agarosa de productos de digestion de RFLP

7. Seguridad:
7.1. Revise el manual de la centrifuga antes de su uso.
7.2. Utilizar guantes para prevenir la contaminacion entre muestras.
7.3. Manipular con cuidado la cuchilla del bisturi.

8. Equipos, materiales y reactivos:
8.1. Tubos de 1.5 mL estériles
8.2. Vortex
8.3. Micro centrifuga
8.4. Agua DEPC (agua tratada com dietilpirocarbonato, un inactivador de ARNasas)
8.5. Cuchillas de bisturi estériles
8.6. Micropipeta de 10 a 100 pL
8.7. Micropipeta de 100 a 1000 pL
8.8. Kit comercial QlAamp® MinElute® Virus Spin Kit (Qiagen)
8.8.1. Proteasa QIAGEN
8.8.2. Buffer de lisis AL
8.8.3. Columna QlAamp MinElute
8.8.4. Tubos de colecta
8.8.5. Buffer AW1
8.8.6. Buffer AW?2
8.8.7. Buffer AVE
8.9. Etanol Absoluto
8.10. Puntas de 10 a 250 uL estériles
8.11. Puntas de 1 a 10 pL estériles
8.12. Puntas de 100 a 1000 uL estériles
8.13. Blogue térmico
8.14. Gradillas
8.15. Muestras de extendidos de lesiones cutaneas tefiidas con Giemsa.

9. Procedimiento:
9.1. Raspar con una cuchilla de bisturi el area del extendido y suspender el raspado en tubos de 1.5 mL
con 200 pL de agua DEPC.
9.2. Agregar 25 uL de proteasa QIAGEN y luego 200 L de buffer de lisis AL. Mezclar en vortex por
15 segundos e incubar a 56 °C durante 10 min.

9.3. Centrifugar brevemente los tubos y agregar 250 pL de etanol absoluto y agitar con vértex y
centrifugar nuevamente.
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10.

11.

12.

13.

9.4. Incubar a temperatura ambiente por cinco minutos y transferir la mezcla a una columna QlAamp
MinElute (colocada en un tubo de colecta de 2.0 mL) y centrifugar a 8000 rpm durante un minuto.

9.5. Sacar los tubos de la centrifuga y agregar 500 pL de buffer AW1 y centrifugar nuevamente (8000
rpm por un minuto). Cambiar el tubo de colecta de las columnas y afiadir 500 uL de AW2 y volver
a centrifugar (8000 rpm por um minuto).

9.6. Cambiar nuevamente de tubo de colecta y agregar esta vez 500 uL de etanol absoluto y repetir
centrifugacion (mismas condiciones). Transferir las columnas a nuevos tubos de colecta y
centrifugar a 12,500 rpm durante tres minutos. Cambiar por Gltima vez el tubo de colecta para
incubar las columnas con la tapa abierta a 56 °C durante 15 minutos.

9.7. Finalmente, agregar 60 uL de buffer AVE a la columna, incubar por um minuto y centrifugar a
12,500 rpm por otro minuto.

9.8. Almacenar los extractos a -80 °C hasta que el momento en que se vayan a utilizar.

Control de calidad:
10.1. Es posible comprobar la existencia del ADN extraido, midiéndolo con un espectrofotdmetro.
10.2. Se puede corroborar la presencia del ADN luego de una electroforesis en geles de agarosa.

Politica de resolucion de conflictos

11.1. Si las mediciones del espectrofotometro para el ADN extraido no generan resultados adecuados
(menos de 0.5 pg/mL) o que el PCR no genere un producto de amplificacion visible, es
recomendable diluir los extractos de manera que también se diluyan los posibles inhibidores de
PCR que la extraccion ain posea. Evalle el rendimiento de la amplificacion nuevamente.

11.2. Considerar que una electroforesis para evaluar la integridad del ADN extraido necesita una
cantidad grande de muestra para ser visible (méas de 5 uL).

Reporte de datos y documentos utilizados:

12.1. El registro de las muestras se realiza desde su extraccion de las cajas en las que estan almacenadas,
tanto en el cuaderno de laboratorio del analista como en hojas electronicas de Excel. En caso de
algiin cambio o manipulacion, debe mantenerse el nimero asignado a la muestra.

12.2. Cualquier proceso que involucre la manipulacién de las muestras debe ser debidamente registrado
en el cuaderno de trabajo del analista.

Reporte: El éxito de la metodologia implementada se evalla segin la presencia o ausencia de un
producto de PCR, utilizando primers especificos del marcador hsp70.
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PCR anidado del marcador
hsp70 para la obtencién del Autorizado:

fragmento N de este gen Renata de Cabrera

Preparado por: Cristian Ruiz

1. Propésito: Obtener un producto de amplificacion utilizado una reaccidn en cadena de la polimerasa en su

modalidad anidada para el fragmento N del gen hsp70 de Leishmania sp. para poder identificar la especie
del parésito causante de la infeccion por medio de la aplicacion de enzimas de restriccién para la
deteccion de polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP).

2. Aplicacion: Diagndstica e investigacion.

3. Referencias:

3.1. Fraga, J., A. M. Montalvo, S. De Doncker, J.-C. Dujardin, y G. Van der Auwera. 2010. Phylogeny
of Leishmania species based on the heat-shock protein 70 gene. Infection, Genetics and Evolution
10: 238-245.

3.2. Garcia, L., Kindt, A., Bermudez, H., LIanos-cuentas, A., Doncker, S. De, Arevalo, J., ... Dujardin,
J. (2004). Culture-Independent Species Typing of Neotropical. Society, 42(5), 2294-2297.
https://doi.org/10.1128/JCM.42.5.2294

3.3. Montalvo, A. M., J. Fraga, L. Monzote, I. Montano, S. De Doncker, J. C. Dujardin, y G. Van der
Auwera. 2010. Heat-shock protein 70 PCR-RFLP: a universal simple tool for Leishmania species
discrimination in the New and Old World. Parasitology 137: 1159-1168.

3.4. Montalvo, A. M., Fraga, J., Maes, |., Dujardin, J.-C., & Van der Auwera, G. (2012). Three new
sensitive and specific heat-shock protein 70 PCRs for global Leishmania species identification.
European Journal of Clinical Microbiology & Infectious Diseases, 31(7), 1453-1461.
https://doi.org/10.1007/s10096-011-1463-z

3.5. Van der Auwera, G., C. Ravel, J. J. Verweij, A. Bart, G. Schonian, y I. Felger. 2014. Evaluation of
Four Single-Locus Markers for Leishmania Species Discrimination by Sequencing. Journal of
Clinical Microbiology 52: 1098-1104.

4. Terminologia y abreviaciones:

4.1. mL: mililitros

4.2. pL: microlitros

4.3. Min.: Minutos

4.4. s.: Segundos

4.5. PCR: Reaccion en cadena de la Polimerasa

4.6. ADN: Acido desoxirribonucleico

4.7. ANTPs: desoxinucleotidos

4.8. MgCl,: Cloruro de magnesio

4.9. DEPC: dietilpirocarbonato, un inactivador de ARNasas
4.10. °C: Grados centigrados
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https://doi.org/10.1128/JCM.42.5.2294
https://doi.org/10.1007/s10096-011-1463-z

5. Principio: Reaccién enzimatica de un fragmento de ADN (fragmento N de 593 bp) que es flanqueado por
dos secuencias de oligonucledtidos (primers) que se unen a las hebras que son reconocidas segun la
secuencia blanco.

6. Documentos asociados:
6.1. PNO #5.01: Extraccion de DNA a partir de laminas de lesiones cutaneas tefiidas con Giemsa
6.2. PNO #5.03: Electroforesis en geles de agarosa de productos de amplificacion
6.3. PNO #5.04: Digestién de RFLP con productos de amplificacion para el PCR-N del marcador hsp70
6.4. PNO #5.05: Electroforesis en geles de agarosa de productos de digestion de RFLP.

7. Seguridad:
7.1. Utilizar guantes estériles para prevenir la contaminacion entre muestras.
7.2. Utilizar una campana de flujo laminar (nivel de bioseguridad tipo 1) para prevenir la contaminacion
de muestras.
7.3. Revisar el manual del termociclador antes de su uso.

8. Equipos, materiales y reactivos:

8.1. Microtubos de 1.5 mL estériles

8.2. Microtubos de 0.2 mL estériles

8.3. Micropipeta de 0.5 a 10 pl

8.4. Micropipeta de 10 a 100 pl

8.5. Micropipeta de 100 a 1000 pl

8.6. Puntas de 0 a 15 pl estériles

8.7. Puntas de 10 a 250 pl estériles

8.8. Puntas de 100 a 1000 pl estériles

8.9. Marcador Permanente

8.10. Recipiente para descarte de puntas

8.11. Etanol al 70% (v/v)

8.12. Buffer 5X TONBO PCR, que incluye 15 mM MgCl,y 5 mM dNTP’s

8.13. Solucion de trabajo 20uM primers hsp70:
8.13.1. PCRinicial, primer sentido: HSP70-sen (5’-GACGGTGCCTGCCTACTTCAA-3")
8.13.2. PCRinicial, primer antisentido: HSP70-ant (5’-CCGCCCATGCTCTGGTACATC-3’)
8.13.3. PCR-N Sentido: HSP70-F25 (5’-GGACGCCGGCACGATTKCT-3%)
8.13.4. PCR- N Antisentido: HSP70-R617 (5’-CGAAGAAGTCCGATACGAGGG-3’);

8.14. Agua DEPC

8.15. Solucion Q 5X

8.16. C++™ HotStart TONBO Taq Polimerasa 5U/uL

8.17. Gradilla para microtubos

8.18. Extractos de ADN extraido de las laminas de lesiones cutaneas

8.19. Control Positivo
8.19.1. L. brazilensis (Cepa M2903, 71.91 ng/uL)

8.20. Servilletas de papel.

8.21. Campana de flujo laminar tipo Il

8.22. Campana Tipo Gabinete

8.23. Termociclador (Eppendorf© Mastercycler Gradient)

9. Procedimiento:
9.1. Limpie la campana de extraccion con etanol al 70% (v/v) y exponiéndola bajo luz UV por 15 min.
9.2. Prepare los reactivos para hacer la mezcla de reaccién (master mix) en un tubo de 1.5ml siguiendo
la composicion detallada en los Cuadros 1 y 2. El volumen total se multiplica por la cantidad de
muestras de ADN y se le suman dos adicionales por potenciales pérdidas de volumen, para cada
reactivo que se vaya a utilizar.
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Cuadro 1: Mezcla de reaccidn para el PCR inicial (fragmento de 1422 bp) del gen hsp70.

Concentracion

Concentracion

Volumen por

Componentes inicial final reaccion
Buffer 5x 1x 5uL
MgCl; 15mM 3mM Incluido en buffer
dNTPs 5mM 1mM Incluido en buffer

Primer HSP70-sen 20 uM 0.8 uM lpuL
Primer HSP70-ant 20 uM 0.8 uM lpuL
Solucién Q 5x 1x 5 uL
s su t i
ADN extraido n/a n/a 2L
Agua DEPC n/a Llevar a 25 pL 10.9 yL
Volumen Total 25 pL

Cuadro 2: Mezcla de reaccion para el PCR del fragmento N (593 bp) del gen hsp70.

Volumen
Componentes Concentracion inicial Concentracion final y
por reaccion
Buffer 5x 1x 5uL
MgCl; 15 mM 3mM Incluido en buffer
dNTPs 5mM 1mM Incluido en buffer
Primer HSP70-F25 20 uM 0.8 uM 1uL
Primer HSP70-R617 20 uM 0.8 uM 1uL
Solucion Q 5x 1x 5uL
s su 20 oz
Productgggl primer n/a n/a i
Agua DEPC n/a Llevar a 25 pL 8.8 uL
Volumen Total 25 puL
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9.3. Es necesario incluir un control negativo y control positivo para cada reaccion de amplificacion.
9.3.1. Positivos de ADN de Leishmania (Leishmania braziliensis en este caso)
9.3.2. Positivo de Extraccion (B-globina humana)
9.3.3. Negativo de Extraccién
9.3.4. Negativo de PCR (mezcla de reaccion sin ADN)
9.4. Repartir el contenido del tubo de 1.5 mL en microtubos de 0.2 mL segun la cantidad de reacciones
que se hayan planificado.
9.5. Agregar, por ultimo, 2 ul del ADN extraido en cada microtubo que ha sido previamente rotulado en
la campana Tipo Gabinete. En el caso del control negativo afiadir 2 pl de agua DEPC a cada control,
y para el control positivo 2 pl del control de L. braziliensis. En el caso del PCR del fragmento N,
se utilizan 4 pl del producto de amplificacion del primer PCR.
9.6. Colocar los tubos dentro del termocilador, cerrarlo e iniciar el programa de amplificacién que
corresponda, con las especificaciones del Cuadro 3.

Cuadro 3: Condiciones de amplificacion para los PCRs del del gen hsp70.

Pasos Temperatura Ciclos
Desnaturalizacién Inicial 5min 95 °C 1
Desnaturalizacion 40sa94°C
Alineamiento 1mina6l°C 35
Elongacion 1 min a72 °C (2 min para el PCR-N)
Elongacién Final 10 mina72 °C 1

9.7. Guarde nuevamente las muestras y reactivos de PCR a -20 °C (muestras a -80 °C si no se van a
utilizar frecuentemente).

9.8. Desinfectar de nuevo el area de trabajo, utilizando etanol al 70%(v/v) y exponiendo la campana otros
15 min a radiacion UV.

9.9. Cuando el programa de amplificacion concluya, saque los tubos y guardelos a 4°C, hasta que estos
vayan a ser utilizados.

10. Control de calidad:

11.

10.1. Para determinar el limite de deteccidn de la metodologia, se deben realizar algunos PCRs con
diluciones del control positivos. Utilice diluciones del material genético (en factores de 10) para
determinar cual es la dilucién méxima con la que se obtiene un producto de amplificacion positivo,
en caso de que las cantidades establecidas en este procedimiento no funcionen.

Reporte de datos y documentos utilizados:

11.1. El registro de las muestras se realiza desde su extraccion de las cajas en las que estan almacenadas,
tanto en el cuaderno de laboratorio del analista como en hojas electronicas de Excel. En caso de
algiin cambio o manipulacion, debe mantenerse el nimero asignado a la muestra.

11.2. Cualquier procedimiento en el que se necesite manipular las muestras debe ser debidamente
registrado en el cuaderno de trabajo del analista.

11.3. Los resultados de identificacion correspondientes a cada muestra deben ser almacenados. Se debe
de actualizar la base de datos destinada para el almacenamiento de esta informacién conforme se
generen los resultados.
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1. Proposito: Comprobar la existencia de un producto de amplificacién por medio de un PCR anidado del
fragmento N del gen hsp70 de Leishmania spp.

2. Aplicacion: Diagndstica e investigacion

3. Referencias:

3.1. Sambrook, J., E. F. Fritsch, T. Maniatis, y otros. 1989. Molecular cloning: a laboratory manual. Ed.
2. Cold Spring Harbor Laboratory Press.
3.2. Van der Auwera, G., C. Ravel, J. J. Verweij, A. Bart, G. Schonian, y |. Felger. 2014. Evaluation of
Four Single-Locus Markers for Leishmania Species Discrimination by Sequencing. Journal of
Clinical Microbiology 52: 1098-1104.
3.3. Van der Auwera, G., Maes, 1., De Doncker, S., Ravel, C., Cnops, L., Van Esbroeck, M., ... Dujardin,
J. C. (2013). Heat-shock protein 70 gene sequencing for leishmania species typing in european
tropical infectious disease clinics. Euro Surveillance, 18(30), 1-9. https://doi.org/10.2807/1560-

7917.ES2013.18.30.20543

3.4. Veland, N., Boggild, A. K., Valencia, C., Valencia, B. M., Llanos-Cuentas, A., Van Der Auwera,
G., ... Arevalo, J. (2012). Leishmania (Viannia) species identification on clinical samples from
cutaneous leishmaniasis patients in Peru: Assessment of a molecular stepwise approach. Journal
of Clinical Microbiology, 50(2), 495-498. https://doi.org/10.1128/JCM.05061-11

4. Terminologiay abreviaciones:

4.1. mL: mililitros
4.2. uL: microlitros

4.3. % (p/v): porcentaje peso/volumen

4.4. g: gramos
4.5. min.: Minutos

4.6. TBE: Buffer Tris-Borato-EDTA

4.7. X: concentracion

4.8. °C: grados centigrados

4.9. pb: Pares de bases
4.10. UV: luz ultravioleta
4.11. s: Segundos

4.12. PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa
4.13. ADN: Acido desoxirribonucleico

4.14. °C: Grados centigrados

4.15. V: Voltios
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Principio: Al exponer a un grupo de moléculas cargadas negativamente (como el ADN) a un campo
eléctrico en el que la corriente viaja de un polo negativo a uno positivo, estas se mueven a través de la
matriz en la que se encuentren y hacia el polo positivo del campo. La velocidad a la que estas se desplazan
depende la relacion entre su tamafio, carga y la naturaleza de los poros de la matriz en donde se
encuentren.

Documentos asociados:

6.1. PNO #5.01: Extraccion de DNA de Leishmania sp. a partir de laminas de lesiones cutaneas tefiidas
con Giemsa

6.2. PNO #5.02: PCR anidado del marcador hsp70 para la obtencion del fragmento N de este gen.

6.3. PNO #5.04: Digestion de RFLP con productos de amplificacion para el PCR-N del marcador hsp70

6.4. PNO #5.05: Electroforesis en geles de agarosa de productos de digestion de RFLP.

Seguridad:

7.1. Revise el manual de la cdmara de electroforesis y su fuente de poder antes de su uso.

7.2. Revise el manual del transiluminador y de la camara fotografica, antes de usarlos.

7.3. Prevenir la exposicion directa a luz ultravioleta sin poseer el equipo de proteccidn adecuado.

Equipos, materiales y reactivos:

8.1. Agarosa tipo | marca VWR

8.2. Buffer TBE 10X (Invitrogen) diluido a 1X (89 mM Tris Base, 89 mM éacido bérico, 2 mM EDTA,
pH 8.00-8.50)

8.3. Colorante SYBR Safe, stock 10,000X en DMSO (Invitrogen)

8.4. Buffer de carga purpura 6X, (New England Biolabs)

8.5. Marcador de peso molecular de 100 pb (Promega)

8.6. Microondas

8.7. Camara de Electroforesis (Run One System)

8.8. Fuente de Poder

8.9. Transiluminador (Sistema PhotoDoc-It, marca UVP)

8.10. Camara fotografica

8.11. Micropipeta de 0.5a 10 puL

8.12. Puntas de 0 a 15 pL estériles

8.13. Productos de restriccion

8.14. Descarte de puntas

8.15. Gradilla

8.16. Servilletas de papel

Procedimiento:

9.1. Elaborar un gel agarosa al 1.5% (p/v), pesando 0.75 g de agarosa en 50 mL de buffer TBE 1X.
Calentar en la mezcla en el microondas por intervalos de 25 segundos hasta que la solucion se torne
traslicida. Dejar enfriar aproximadamente hasta 45 °C.

9.2. Agregar 1.5 uL del stock de SYBR Safe 10,000X, agitar, colocar en el molde del gel e insertar el
peine que permitira la formacidn de los pozos (17 pozos por carril).

9.3. Dejar gelificar por aproximadamente 20-25 min.

9.4. Retirar el peine y colocar el gel en una camara de electroforesis que contenga buffer TBE 1X

9.5. Cargar en el gel una mezcla de 3 ulL de la escalera de 100 pb y 1 uL de buffer de corrida 6X.

9.6. Cargar en los siguientes pozos una mezcla de 4 uL del producto de restriccion y 1 uL de buffer de
carga y cargar los 5 uL de la mezcla final en cada uno de los pozos restantes, de acuerdo al mapa
de carga que corresponda.

9.7. Correr el gel a 100 V durante 30 min (17 V/cm)

9.8. Apagar la fuente de poder y sacar el gel de su camara.

9.9. Colocar el gel dentro del transiluminador, visualizar los resultados obtenidos y tomar una fotografia.
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10.

11.

12.

13.

9.10. Anotar los resultados de la restriccion (incluir la fotografia con sus respectivos rétulos) en el
cuaderno de laboratorio designado y en su equivalente electronico.

Control de calidad:

10.1. La banda correspondiente al producto de amplificacion esperado debe tener un tamafio aproximado
de 593 bp, lo cual puede ser revisado de forma aproximado con ayuda del marcador de peso
molecular.

10.2. Debe visualizarse en el gel, la existencia de una Unica banda por cada muestra. En caso contrario,
la muestra no puede ser utilizado, porque la presencia de mas bandas indicaria el mal estado de
esta.

Politica de resolucién de conflictos.

11.1. Si las bandas se ven muy tenues, puede aumentar la cantidad del ADN plantilla que utilizé en el
PCR o agregar mas productos de PCR en las digestiones enziméaticas para obtener mejores
resultados.

11.2. En caso de que las bandas se visualicen difusas, use un peine con dientes mas delgados o aumente
la concentracién de agarosa utilizada.

Reporte de datos y documentos utilizados:

12.1. Se anotan los identificadores de cada muestra, una vez ha sido elegida para su analisis o ingresada
en el laboratorio, en el cuaderno de ingreso. En caso de un procedimiento que involucre la
manipulacion de la muestra, el identificador asignado debe mantenerse.

12.2. Cada proceso al que se exponga cada muestra debe ser reportado en el cuaderno de trabajo del
analista.

12.3. Los resultados de la presencia de un producto de PCR para cada muestra deben ser registrados y
almacenados junto con la fotografia del gel en un cuaderno seleccionado para dicha actividad.
Ademaés, constantemente debe de actualizarse la base de datos donde residira esta informacion.

Reporte: Se llevan a cabo informes frecuentemente donde se registra la presencia de un producto de
PCR correspondiente a cada muestra. Esta informacion se presenta al final de la investigacion en un
documento tipo Tesis.
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Laboratorio de 112-304

Digestion de RFLP con Autorizado:
productos de amplificacion para | Renata de Cabrera

el PCR-N del marcador hsp70

Preparado por: Cristian Ruiz

Proposito: Generar patrones de restriccion para la identificacién de especies de parésitos del género
Leishmania, utilizando el marcador hsp70.

Aplicacion: Diagnostica e investigacion.

Referencias:

3.1. Van der Auwera, G., C. Ravel, J. J. Verweij, A. Bart, G. Schonian, y |. Felger. 2014. Evaluation of
Four Single-Locus Markers for Leishmania Species Discrimination by Sequencing. Journal of
Clinical Microbiology 52: 1098-1104.

3.2. Montalvo, A. M., J. Fraga, L. Monzote, I. Montano, S. De Doncker, J. C. Dujardin, and G. Van der
Auwera. 2010. Heat-shock protein 70 PCR-RFLP: a universal simple tool for Leishmania species
discrimination in the New and Old World. Parasitology 137: 1159-1168.

3.3.daSilva, L. A., C. dos S. de Sousa, G. C. da Graga, R. Porrozzi, and E. Cupolillo. 2010. Sequence
analysis and PCR-RFLP profiling of the hsp70 gene as a valuable tool for identifying Leishmania
species associated with human leishmaniasis in Brazil. Infection, Genetics and Evolution 10: 77—
83.

3.4. Fraga, J., A. M. Montalvo, llse Maes, J.-C. Dujardin, and G. Van der Auwera. 2013. Hindll and Sdul
digests of heat-shock protein 70 PCR for Leishmania typing. Diagnostic Microbiology and
Infectious Disease 77: 245-247.

3.5. Montalvo, A. M., J. Fraga, |. Maes, J.-C. Dujardin, and G. Van der Auwera. 2012. Three new
sensitive and specific heat-shock protein 70 PCRs for global Leishmania species identification.
European Journal of Clinical Microbiology & Infectious Diseases 31: 1453-1461.

Terminologia y abreviaciones:

4.1. mL: mililitros

4.2. pL: microlitros

4.3. g: gramos

4.4. min.: Minutos

4.5. X: concentracion

4.6. U: unidades de enzima

4.7. s.: Segundos

4.8. PCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa

4.9. ADN: Acido desoxirribonucleico

4.10. °C: Grados centigrados

4.11. Isoesquizémeros: Enzimas de restriccion que tienen una estructura proteica diferente, pero
reconocen el mismo sitio de restriccion.
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Principio: Las enzimas de restriccion son proteinas del tipo endonucleasa que tienen la capacidad de
reconocer una secuencia de nucleétidos especifica y realizar un corte en la secuencia de ADN en un sitio
puntual (conocido como sitio de restriccién). Por lo tanto, estas pueden ser utilizadas para detectar
cambios en secuencias de ADN, lo que puede ser visualizado como conjuntos de distintos patrones
formados por segmentos de ADN de longitudes variables. De esta manera, pueden ser utilizadas para
Ilevar a cabo la identificacidn y discriminacion de algunas especies de organismos.

Documentos asociados:

6.1. PNO #5.01: Extraccion de DNA de Leishmania sp. a partir de laminas de lesiones cutaneas tefiidas
con Giemsa

6.2. PNO #5.02: PCR anidado del marcador hsp70 para la obtencion del fragmento N de este gen.

6.3. PNO #5.03: Electroforesis en geles de agarosa de productos de amplificacion

6.4. PNO #5.05: Digestion de RFLP con productos de amplificacion para el PCR-N del marcador hsp70

Seguridad:
7.1. Lea el manual de los RFPL, incluyendo enzimas y sus buffers.
7.2. Lea el manual de la incubadora o del termociclador

Equipos, materiales y reactivos:

8.1. Incubadora o termociclador

8.2. Microtubos de 0.5 mL

8.3. Microtubos de 0.2 mL

8.4. Centrifuga

8.5. Micropipeta de 0.5 a 10 puL

8.6. Micropipeta de 10 a 100 pL

8.7. Puntas de 10 pL y 100 pL estériles

8.8. Productos de amplificacion (fragmentos N del gen hsp70)

8.9. Descarte de puntas

8.10. Gradilla

8.11. Servilletas

8.12. Enzimas de restriccion, BsaJl, Rsal, Hindll y Bsp12861 (Sdul)
8.13. Agua destilada estéril.

8.14. Buffer de Digestién (Buffer CutSmart de New England Biolabs)

Procedimiento:

9.1. Preparar una mezcla de digestién en un tubo de 0.5 mL para cada RFLP y luego haga alicuotas de
15 uL en tubos de 0.2 mL (un tubo por cada reaccion).

9.2. Utilizar una concentracion final de buffer de digestion de 1X para cada reaccién.

9.3. Afiadir 4 U de cada enzima segun el corte que se desee realizar.

9.4. El resto del volumen restante sera cubierto con agua destilada estéril.

9.5. Agregar 5 pL de cada producto de amplificacién (fragmento N del gen hsp70) por reaccion, para
llegar al volumen final de 20 uL por digestion.

9.6. Mezclar y centrifugar brevemente.

9.7. Incubar por 3 horas a 37 °C, excepto por la enzima BsaJl, cuya incubacién debe realizarse a 55 °C.

9.8. Mezclar nuevamente y centrifugar brevemente.

9.9. Se utilizaran los cortes enzimaticos para diferenciar las siguientes especies: BsaJl > Rsal para
diferenciar Leishmania peruviana de L. braziliensis y L. naiffi; BsaJl > Rsal - Bsp12861 para
diferenciar L. brazilensis de L. naiffi; BsaJl > Hindll para diferenciar entre L. mexicana y L.
panamensis/L. guyanensis).

9.10. Guardar a 4 °C hasta su visualizacion en una electroforesis en gel de agarosa.
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10.

11.

12.

13.

Control de calidad:

10.1. Los patrones resultantes se comprobaran utilizando el PNO 5.05: Electroforesis en geles de agarosa
de productos de digestion de RFLP.

10.2. Se enviaran a secuenciar algunas de las muestras analizadas por RFLP para validar los resultados
de esta metodologia.

Politica de resolucién de conflictos.

11.1. Si las diferencias entre los patrones son dificiles de visualizar, cambiar la concentracién de la
enzima o la cantidad de producto de amplificacion agregado.

11.2. Si se visualiza una digestién incompleta o la ausencia de fragmentos, dejar las reacciones de
digestion durante toda la noche.

Reporte de datos y documentos utilizados:

12.1. El registro de las muestras se realiza desde su extraccion de las cajas en las que estdn almacenadas,
tanto en el cuaderno de laboratorio del analista como en hojas electronicas de Excel. En caso de
algiin cambio o manipulacion, debe mantenerse el nimero asignado a la muestra.

12.2. Cualquier proceso que involucre la manipulacién de las muestras debe ser debidamente registrado
en el cuaderno de trabajo del analista.

12.3. Los patrones de restriccion y resultados de identificacion correspondientes a cada muestra deben
ser almacenados, adjuntando la fotografia del gel y el mapa de carga realizado para cada grupo de
muestras. Se debe de actualizar la base de datos destinada para el almacenamiento de esta
informacién conforme se generen los resultados.

Reporte: Se realizaron reportes constantemente sobre los resultados del andlisis de cada muestra y la
especie resultante que le corresponde. Ademas, se redacta documento tipo Tesis donde se expondran
todos los resultados.
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Proposito: Visualizar los patrones de los productos de restriccion (RFLP) del producto del PCR-N del
gen hsp70 de Leishmania spp.

Aplicacién: Diagnostica e investigacion.
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Terminologia y abreviaciones:

4.1. mL: mililitros

4.2. uL: microlitros

4.3. %(p/v): porcentaje peso/volumen
4.4. g: gramos

4.5. min.: Minutos

4.6. TBE: Buffer Tris-Borato-EDTA
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4.7. X: concentracion

4.8. °C: Grados centigrados

4.9. pb: Pares de bases

4.10. UV: luz ultravioleta

4.11. s: Segundos

4.12. PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa
4.13. ADN: Acido desoxirribonucleico

4.14. V: Voltios

Principio: Al exponer a un grupo de moléculas cargadas negativamente (como el ADN) a un campo
eléctrico en el que la corriente viaja de un polo negativo a uno positivo, estas se mueven a través de la
matriz en la que se encuentren, hacia el polo positivo. La velocidad a la que migran las moléculas en un
tiempo establecido sera diferente seglin su tamafio y su carga en relacion a los poros de la matriz en la
que se estén desplazando.

Documentos asociados:

6.1. PNO #5.01: Extraccion de DNA de Leishmania sp. a partir de laminas de lesiones cutaneas tefiidas
con Giemsa

6.2. PNO #5.02: PCR anidado del marcador hsp70 para la obtencién del fragmento N de este gen.

6.3. PNO #5.03: Electroforesis en geles de agarosa de productos de amplificacion del PCR anidado del
marcador hsp70

6.4. PNO #5.04: Digestién de RFLP con productos de amplificacion para el PCR-N del marcador hsp70

Seguridad:

7.1. Revise el manual de la camara de electroforesis y su fuente de poder antes de su uso.

7.2. Revise el manual del transiluminador y de la cdmara fotografica, antes de usarlos.

7.3. Prevenir la exposicion directa a luz ultravioleta sin poseer el equipo de proteccidn adecuado.

Equipos, materiales y reactivos:

8.1. Agarosa tipo | marca VWR

8.2. Buffer TBE 10X (Invitrogen) diluido a 0.5X (45 mM Tris Base, 45 mM &cido bérico, 1 mM EDTA,
pH 8.00-8.50)

8.3. Colorante SYBR Safe, stock 10,000X en DMSO (Invitrogen)

8.4. Buffer de carga purpura 6X, (New England Biolabs)

8.5. Marcador de peso molecular de 100 pb (Promega)

8.6. Microondas

8.7. Camara de Electroforesis (Thermo Scientific)

8.8. Fuente de Poder

8.9. Transiluminador (Sistema PhotoDoc-It, marca UVP)

8.10. Camara fotografica

8.11. Micropipeta de 0.5a 10 puL

8.12. Puntas de 0 a 15 pL estériles

8.13. Productos de restriccion

8.14. Descarte de puntas

8.15. Gradilla

8.16. Servilletas de papel

Procedimiento:

9.1. Elaborar un gel agarosa al 3% (p/v), pesando 3.0 g de agarosa en 100 mL de buffer TBE 0.5X.
Calentar en la mezcla en el microondas por intervalos de 25 segundos hasta que la solucion se torne
traslicida. Dejar enfriar aproximadamente hasta 50 °C.
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9.2. Agregar 3 uL del stock de SYBR Safe 10,000X, agitar, colocar en el molde del gel e insertar el peine
que permitird la formacion de los pozos (12 pozos por carril).

9.3. Dejar gelificar por aproximadamente 20-25 min.

9.4. Retirar el peine y colocar el gel en una camara de electroforesis que contenga buffer TBE 0.5X

9.5. Cargar en el gel una mezcla de 3 uL de la escalera de 100pb y 1 uL de buffer de corrida 6X.

9.6. Cargar en los siguientes pozos una mezcla de 10 uL del producto de restriccion y 1 pL de buffer de
carga y cargar 10 uL de la mezcla final en cada uno de los pozos restantes, de acuerdo al mapa de
carga que corresponda.

9.7. Correr el gel a 50 V durante 3 horas (6.25 V/cm)

9.8. Apagar la fuente de poder y sacar el gel de su camara.

9.9. Colocar el gel dentro del transiluminador, visualizar los resultados obtenidos y tomar una fotografia.

9.10. Anotar los resultados de la restriccién (incluir la fotografia con sus respectivos rétulos) en el
cuaderno de laboratorio designado y en su equivalente electrénico.

9.11. Comparar los patrones obtenidos con los reportados por otros estudios, los cuales se visualizan en
la Figura 1.
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Figura 1: Patrones electroforéticos resultantes al utilizar enzimas de restriccion para identificacion de
especies de Leishmania spp. Ae: L. aethiopica; T: L. tropica; Ma: L. major; D: L. donovani; I: L. infantum;
B: L. braziliensis; P: L. peruviana; N: L. naiffi; L: L. lainsoni; Am: L. amazonensis; Me: L. mexicana; G: L.
garhnami; Gu: L. guyanensis; Pa: L. panamensis; a-B: L. braziliensis atipica
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10. Control de calidad:
10.1. Los patrones de bandas deben parecerse a los patrones que se encuentran en la Figura 1.
10.2. No debe de evidenciarse la presencia de bandas con un tamafio mayor al del fragmento digerido
originalmente (593 bp), en caso contrario, seria un caso de contaminacion y la muestra no puede
ser utilizada.
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11.

12.

13.

Politica de resolucién de conflictos.

11.1. Si luego de la electroforesis, las bandas no se distinguen entre si, se debe de dejar corriendo por
mas tiempo.

11.2. En el caso de que las bandas sean poco definidas, utilice un peine con dientes mas delgados o
aumente el porcentaje de agarosa empleado.

Reporte de datos y documentos utilizados:

12.1. Se anotan los identificadores de cada muestra, una vez ha sido elegida para su analisis o ingresada
en el laboratorio, en el cuaderno de ingreso. En caso de un procedimiento que involucre la
manipulacion de la muestra, el identificador asignado debe mantenerse.

12.2. Cada proceso al que se exponga cada muestra debe ser reportado en el cuaderno de trabajo del
analista.

12.3. Los patrones de restriccion y la especie determinada para cada muestra deben ser registrados y
almacenados junto con la fotografia del gel en un cuaderno seleccionado para dicha actividad.
Ademas, constantemente debe de actualizarse la base de datos donde residira esta informacion.

Reporte: Se llevan a cabo informes frecuentemente donde se registra la especie correspondiente a cada
muestra. Esta informacion se presenta al final de la investigacion en un documento tipo Tesis.
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Anexo 10: Secuencias consenso generadas y analizadas durante esta investigacion

Muestra GA-1172

GCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGGGAGGACGGCAAGGAGCGCAACGTGCTGA

TCTTTGACCTCGGGGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGAGGGGGGCATCTTCG
AGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTCGGCGGCGAGGGCTTTGACACCCGCCTCGTC
ACGTTTTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTCGACGAGCCACCG
CGCACTGCGCCGTGTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCTGTCGTCCGCGACGC
AGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCAACATCACGCGC

GCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAATGCAGCCGGTGGAGCGCGC

GCTGCAAGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGTGGTGCTGGTGGGCGGCTCGA
CGCGCATCCCGAAGGTGCA

Muestra GE-078

GATGCTGGCCTGGAGGTGCTGCGCATCATCAACGAGCCAACAGCGGCGGCCATCGCGTACGG
CCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCA
CGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGGCATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGT
GACACGCACCTCGGCGGCGAGGACTTTGACAACCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTC
AAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTCGACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCAC
GGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCTGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACG
CGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCG
GCGACCTGTTCCGCAGCACAATGCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGAC
AAGCGCTCCGTGCACGACGTGGTGCTGGTGGGCGGGTCTAATCACATCCCGAAGGTGCAGGC
CCTGTAC

Muestra GE-216

ATTCTGGCCCGGAGGTGCTGCGCATCATCAACGAGCCAACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGC
CTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGCTGATCTTTGACCTTGGCGGTGGCAC
GTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGGCATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTG
ACACGCACCTCGGCGGCGAGGACTTTGACAACCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCA
AGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTCGACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACG
GCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCTGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGC
GCTGTTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGG
CGACCTGTTCCGCAGCACAATGCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACA
AGCGCTCCGTGCACGACGTGGTGCTCGTGGGCGGGCTCGACTCGCATCCCGAAGGTCCAGTCC
CTGTATGGAC

Muestra GE-189 (Numero de accesion: MN520464)

CCTGGAGGTGCTGCGCATCATCAACGAGCCAACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACA
AGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGAT
GTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGGCATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCA
CCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAACCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAA
GAACAAGGGTAAGGACCTTTCGACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCG
AGCGCGCGAAGCGCACGCTGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTC
GACAACGTCCACTTCCAGGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCT
GTTCCGCAGCACAATGCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCT
CCGTGCACGACGTGGTGCTGGTGGGCGGCTCGACTCACATCCCGAAGGTGCAGTCCC
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Muestra GE-1166 (NUmero de accesion: MN520465)

CCTGGAGGTGCTGCGCATCATCAACGAGCCAACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACA
AGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGAT
GTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGGCATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCA
CCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAACCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAA
GAACAAGGGTAAGGACCTTTCGACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCG
AGCGCGCGAAGCGCACGCTGTCGTCCGCGACGCAGGCAACGATCGAGATCGACGCGCTGTTC
GACAACGTCGACTTCCAGGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCT
GTTCCGCAGCACAATGCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCT
CCGTGCACGACGTGGTGCTGGTGGGCGGGTCGACGCGCATCCCGAAGGTGCAGTCCC

Muestra GE-100

GGCCTGGAGGTGCTGCGCATCATCAACGAGCCAACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGA
CAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTG
ATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGGCATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACG
CACCTCGGCGGCGAGGACTTTGACAACCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGC
AAGAACAAGGGTAAGGACCTTTCGACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTG
CGAGCGCGCGAAGCGCACGCTGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGT
TCGACAACGTCGACTTCCAGGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGAC
CTGTTCCGCAGCACAATGCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCG
CTCCGTGCACGACGTGGTGCTGGTGGGCGGGTCGACGCGCATCCCGAAGGTGCAGTCCCTCGT
AC

Muestra GE-118 (Numero de accesion: MN520466)

CCAAGAGGTGCTGCGCATCATCAACGAGCCAACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACA
AGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGTTCATCTTCGACCTTGGCGGCGGCACGTTCGAT
GTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGGCATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCA
CCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAACCGCCTCGTCACGTTCTTCACCGAGGAGTTCAAGCGCAA
GAACAAGGGTAAGGACCTTTCGTCGAGCCACCGCGCGCTGCGCCGCCTGCGCACGGLCGTGCG
AGCGCGCGAAGCGCACGCTGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTC
GACAACGTCGACTTCCAGGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCT
GTTCCGCAGCACAATGCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCT
CCGTGCACGACGTGGTGCTGGTGGG

Muestra GE-162 (Numero de accesion: MN520467)

GGAGGTGCTGCGCATCATCAACGAGCCAACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGG
GCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTG
ACGCTGCTGACGATCGACGGCGGCATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCT
TGGCGGCGAGGACTTTGACAACCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGA
ACAAGGGTAAGGACCTTTCGACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAG
CGCGCGAAGCGCACGCTGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGA
CAACGTCGACTTCCAGGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTT
CCGCAGCACAATGCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGGCGCGAAGATGGACAAGCGCTCCG
TGCACGACGTGGTGC
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Muestra GA-1174 (NUmero de accesion: MN520468)

GGAGGTGCTGCGCATCATCAACGAGCCAACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGG
GCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTG
ACGCTGCTGACGATCGACGGCGGCATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCT
TGGCGGCGAGGACTTTGACAACCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGA
ACAAGGGTAAGGACCTTTCGACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAG
CGCGCGAAGCGCACGCTGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGA
CAACGTCCACTTCCAGGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTT
CCGCAGCACAATGCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCG
TGCACGACGTGGTGCT

Muestra GE-422 (NUmero de accesion: MN520469)

GGAGGTGCTGCGCATCATCAACGAGCCAACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGG
GCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTG
ACGCTGCTGACGATCGACGGCGGCATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCT
TGGCGGCGAGGACTTTGACAACCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGA
ACAAGGGTAAGGACCTTTCGACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAG
CGCGCGAAGCGCACGCTGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGA
CAACGTCCACTTCCAGGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTT
CCGCAGCACAATGCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCG
TGCACGACGTGGTGCT

Muestra GA-973 (NUmero de accesion: MN520470)

GGAGGTGCTGCGCATCATCAACGAGCCAACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGG
GCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTG
ACGCTGCTGACGATCGACGGCGGCATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCT
TGGCGGCGAGGACTTTGACAACCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGA
ACAAGGGTAAGGACCTTTCGACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAG
CGCGCGAAGCGCACGCTGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGA
CAACGTCGACTTCCAGGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTT
CCGCAGCACAATGCAACCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCG
TGCACGACGTGGTGCTGGTGGGCGGGTCGACGCGCATCCCGAAGGT

Muestra GE-293

GGCCTGGAGGTGCTGCGCATCATCAACGAGCCAACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGA
CAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTG
ATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGGCATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACG
CACCTCGGCGGCGAGGACTTTGACAACCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGC
AAGAACAAGGGTAAGGACCTTTCGACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTG
CGAGCGCGCGAAGCGCACGCTGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGT
TCGACAACGTCGACTTCCAGGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGAC
CTGTTCCGCAGCACAATGCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCG
CTCCGTGCACGACGTGGTGCTCGTGGGCGGGTCGACACACATCCCGAAGGTGCAGTCCCTCGT
ACGGA
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Muestra GE-649 (NUmero de accesion: MN520471)

GGTGCTGCGCATCATCAACGAGCCAACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCG
ACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGC
TGCTGACGATCGACGGCGGCATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGC
GGCGAGGACTTTGACAACCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAA
GGGTAAGGACCTTTCGACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCG
CGAAGCGCACGCTGTCGTCCGCGACGCAGGCAACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAAC
GTCCACTTCCAGGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGC
AGCACAATGCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCA
CGACGTGGTGCTGGTGGGCGGGTC

Muestra GE-295 (NUmero de accesion: MN520472)

TGGCCGGGAGGTGCTGCGCATCATCAACGAGCCAACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGG
ACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTT
GATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGGCATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACAC
GCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAACCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCG
CAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTCGACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGT
GCGAGCGCGCGAAGCGCACGCTGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTG
TTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGAC
CTGTTCCGCAGCACAATGCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCG
CTCCGTGCACGACGTGGTGCTGGTGGGCGGGTCGAC

Muestra GE-591

CCGATTCTGGCCTAGAGGTGCTGCGCATCATCAACGAGCCAACAGCGGCGGCCATCGCGTAC
GGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGCTCATCTTTGACCTTGGCGGCGG
CACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGGCATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACG
GTGACACGCACCTCGGCGGCGAGGACTTTGACAACCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGT
TCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTCGTCGAGCCACCGCGCGCTGCGCCGCCTGLGC
ACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCTGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGA
CGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAAGAGAGCTG
TGCGAGCGACCTGTTCCGCAGCACAATGCAGCCGAGTGAGAGCGCGTGCTGCAGAACGCGAA
GGATGAACAAGCGCTCCGTGCACGACGTGGTGGGCGGGCTCTACACACATCCCGAAGGTGCA
GTCCCTCGTATGGA

Muestra GE-306 (Numero de accesion: MN520473)

GGTGCTGCGCATCATCAACGAGCCAACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCG
ACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGC
TGCTGACGATCGACGGCGGCATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGC
GGCGAGGACTTTGACAACCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAA
GGGTAAGGACCTTTCGACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGLCG
CGAAGCGCACGCTGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAAC
GTCCACTTCCAGGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGC
AGCACAATGCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCA
CGACGTGGTGCTGGTGGG
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Muestra GE-2619

TCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAGGAGCGCAACGTGCTGATCTTTGACCTTG
GCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGGCATCTTCGAGGTGAAGGCG
ACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAACCGCCTCGTCACGTTCTTCAGC
GAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTCGACGAGCCACCGCGCACTGLGCCG
TCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCTGTCGTCCGCGACGCACGCGACGATCG
AGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCCACTTCCAGGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGG
AGCTGCGCGGCGACCTGTTCCGCAACACAGTGCACCCTGTGGAGCGCGCGCTGCGAGACGCG
AACATAGACAAGCGCTCCGTGCACGACGTGGCGCTTGTGGGCGGCTCGACGCACATCCCAAA
GGTGCACTCTTGTATG

Muestra GE-367 (NUmero de accesion: MN520474)

GGAGGTGCTGCGCATCATCAACGAGCCAACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGG
GCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGCTGATCTTTGACCTTGGGGGCGGCACGTTTGATGTG
ACGCTGCTGACGATCGACGGCGGCATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCT
TGGCGGCGAGGACTTTGACAACCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGA
ACAAGGGTAAGGACCTTTCGACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAG
CGCGCGAAGCGCACGCTGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGA
CAACGTCCACTTCCAGGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTT
CCGCAGCACAATGCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCG
TGCACGACGTGGTGCTGGT

Muestra GE-290 (Numero de accesion: MN520475)

GGAGGTGCTGCGCATCATCAACGAGCCAACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGG
GCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTG
ACGCTGCTGACGATCGACGGCGGCATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCT
TGGCGGCGAGGACTTTGACAACCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGA
ACAAGGGTAAGGACCTTTCGACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAG
CGCGCGAAGCGCACGCTGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGA
CAACGTCGACTTCCAGGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTT
CCGCAGCACAATGCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCG
TGCACGACGTGGTGCTGGTGGGCGGGTCGACGCGCATCCC

Muestra GE-2699

CGGGGCAGAAGTGTCCCGGAGATGTTGTGCATATTATTAGAGACACAAGAGGGGGGCATAGC
GTACGCCGCGGACAAGAGGGAGGAGGGCAAGAAGAGCAACGTGTGGATATTTGACCTCGGG
GGGGGCGCGTGTGAGGTGAGGCTGTGGTGGATATAGGGGGGAATATTTGAGATGAGGGGGCG
GAGAGCGGACACGCGCCTCGGGGGGGAGAGGTCTGACACACGCGTCTTGTCGTTTTTTAGAG
AGGAGAGCTAGAGCGAGAGCACGGGTAAGAGCCCTTTGAGGAGACCCCGCGCGCTGTGCGGT
GTGTGCGCGGGGTGCGAGAGCGCGAAGAGCGCGCGGTGTTGTGCGAGGCGGGGGAGGATAG
AGATATAGGCGCTGTTTGAGAAAGTGGAGTTTCAGAGGAACATATCGCGCGCGCGCTTCGAG
GAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAATGCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGC
GAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGTGGCTCTTGTGCGCGGCTCCACGCGCACCCCAA
GTGCACACCCC
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Muestra GE-2595

GGCCCGGAAGGTGCTGCCGCATCATCAAACGAGCCAACAGACCGGCGGCCAATCGCGTACGG
CCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCA
CGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGGCATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGT
GACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAACCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTC
AAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTCGACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGACTGCGCAC
GGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCTGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACG
CGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCG
GCGACCTGTTCCGCAGCACAATGCAGCCGGTGGAGCGCGTGCCGCAGGACGCGAAGATGGAC
AAGCGCTCCGTGCACGACGTGGTGCTGGTGGGCGGGCTCGACGCGCATCCCGAAGGTGCAGT
CCCTCGTACGGA

Muestra GE-2705

GCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGCTGAT
CTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGGCATCTTCGA
GGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTGGGCGGCGAGGACTTTGACAACCGCCTCGTCA
CGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTCGACGAGCCACCGC
GCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCTGTCGTCCGCGACGCA
GGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCAACATCACGCGCG
CGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAATGCAGCCGGTGGAGCGCGTG
CTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGTGGTGCTGGTGGGCGGGTCGAC
GCACATCCCGAAGGTGCAGGCCCTCGTACGG

Muestra GE-2706 (NUmero de accesion: MN520476)

TGGCCCGGAGGTGCTGCGCATCATCAACGAGCCAACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGG
ACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTT
GATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGGCATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACAC
GCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAACCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCG
CAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTCGACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGT
GCGAGCGCGCGAAGCGCACGCTGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTG
TTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGAC
CTGTTCCGCAGCACAATGCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCG
CTCCGTGCACGACGTGGTGCTGGTGGGCGGGTCGAC

Muestra GE-280 (Numero de accesion: MN520477)

TGGCCTGGAGGCGCTGCGCATCATCAACGAGCCAACAGCGGCGGCCATCTCGTACGGCCTGG
ACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTT
GATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGGCATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACAC
GCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAACCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCG
CAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTCGACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGT
GCGAGCGCGCGAAGCGCACGCTGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTG
TTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGGGA
CCTGTTCCGCAGCACAATGCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGC
GCTCCGTGCACGACGTGGTGCTGG
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Muestra GE-258 (Numero de accesion: MN520478)

GCTGCGCATCATCAACGAGCCAACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACG
ACGGCAAGGAGCGCAACGTGCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGC
TGACGATCGACGGCGGCATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGC
GAGGACTTTGACAACCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGG
TAAGGACCTTTCGACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGA
AGCGCACGCTGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTC
GACTTCCAGGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGC
ACAATGCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGA
CGTGGTGCTGGTGGGCGGG

Muestra GE-2732 (Numero de accesion: MN520479)

GGAGGTGCTGCGCATCATCAACGAGCCAACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGG
GCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTG
ACGCTGCTGACGATCGACGGCGGCATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACGCGCACCT
TGGCGGCGAGGACTTTGACAACCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGG
ACAAGGGTAAGGACCTTTCGACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAG
CGCGCGAAGCGCACGCTGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGTGCTGTTCGA
CAACGTCGACTTCCAGGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTT
CCGCAGCACAATGCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCG
TGCACGACGTG

Muestra GE-1273 (NUmero de accesion: MN520480)

GGAGGTGCTGCGCATCATCAACGAGCCAACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGG
GCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTG
ACGCTGCTGACGATCGACGGCGGCATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCT
TGGCGGCGAGGACTTTGACAACCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGA
ACAAGGGTAAGGACCTTTCGACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAG
CGCGCGAAGCGCACGCTGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGA
CAACGTCGACTTCCAGGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTT
CCGCACCACAATGCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCG
TGCACGACGTGGTGCTGGTGGGCGGGTCGACGCG

Muestra GE-2708

GGCCTGGAGGTGCTGCGCATCATCAACGAGCCAACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGA
CAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTG
ATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGGCATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACGCG
CACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAACCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGC
AAGAACAAGGGTAAGGACCTTTCGACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTG
CGAGCGCGCGAAGCGCACGCTGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGT
TCGACAACGTCGACTTCCAGGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGAC
CTGTTCCGCAGCACAATGCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCG
CTCCGTGCACGACGTGGTGCTGGT
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Muestra GE-2543

GCTGGCCCGGGAGGTGGCTGCGGCATTCATCAAACGAGCCCAAAAGGCGGCGGGCCATCGGC
GTACGGCCCTGGACAAGAGGCGACGACCGGCAAGGAGCGCAACGTGCTGATCTTTGACCTTG
GCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGGCATCTTCGAGGTGAAGGCG
ACGAACGGTGACACGCACCTCGGCGGCGAGGACTTTGACAACCGCCTCGTCACGTTCTTCAGC
GAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTCGACGAGCCACCGCGCACTGCGCCG
TCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCTGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCG
AGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGG
AGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAATGCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCG
AAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGTGCTGCTGG

Muestra GE-454 (NUmero de accesion: MN520481)

GCTGCGCATCATCAACGAGCCAACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACG
ACGGCAAGGAGCGCAACGTGCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGC
TGACGATCGACGGCGGCATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGC
GAGGACTTTGACAACCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGG
TAAGGACCTTTCGACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGA
AGCGCACGCTGTCGTCCGCGACGCACGCAACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTC
CACTTCCAGGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGC
ACAATGCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGA
CGTGGTGCTGGTGG

Muestra GE-2447 (NUmero de accesion: MN520482)

TGGCCCGGAGGTGCTGCGCATCATCAACGAGCCAACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGG
ACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTT
GATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGGCATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACAC
GCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAACCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCG
CAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTCGACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGT
GCGAGCGCGCGAAGCGCACGCTGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTG
TTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGAC
CTGTTCCGCAGCACAATGCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCG
CTCCGTGCACGACGTGGTGCTGGTGGGCGGGTC

Muestra GE-2602

GCTGGCCTGGAGGTGCTGCGCATCATCAACGAGCCAACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGLCCT
GGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGT
TTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGGCATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGAC
ACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAACCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAG
CGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTCGACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGC
GTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCTGTCGTCCGCGGCGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGC
TGTTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGLG
ACCTGTTCCGCAGCACAATGCAGCCGGTGGA
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Muestra GE-271

CGATTGCTGGCCTAGAGGTGCTGCGCATCATCAACGAGCCAACAGCGGCGGCCATCGCGTAC
GGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGG
CACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGGCATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACG
GTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAACCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGT
TCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTCGTCGAGCCACCGCGCGCTGCGCCGCCTGCGC
ACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCTGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGA
CGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTG
CGGCGACCTGTTCCGCAGCACAATGCAGCCGGGTGGGAGGCGGCGTGCTGCAGGGACGGCGG
AAGGATGGACAAGGCGGCTCCGTGCACGGACGGGCGGGTCGACGCGCATCCCGAAGGTGCAG
TCCCTCGTTCG

Muestra GE-095

GTGCTCATCTTCGACCTTGGCGGCGGCACGTTCGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGGC
ATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAACCG
CCTCGTCACGTTCTTCACCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTCGTCGAG
CCACCGCGCGCTGCGCCGCCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCTGTCGTCCG
CGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCAACATC
ACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAATGCAGCCGGTGGA
GCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGGCGTGGTGCTGGTGGGCG
GGTCGACGCGCATCCCGAAGGTGCAGTCCCTCG

Muestra GE-1088

GCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAGGAGCGCAACGTGCTGATCTTTGACCTTGGC
GGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGGCATCTTCGAGGTGAAGGCGAC
GAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAACCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGA
GGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTCGACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTC
TGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCTGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAG
ATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAG
CTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAGTGCACCCTGTGGAGCGCGTGCTGCAAGACGCGAA
GATAGACAAGCGCTCCGTGCACGACGTGGTGCTGGTGGGCGGGTCGACGCGCATCCCGAATG
TGCACTTCTCGTC

Muestra GE-222

AGATTGCTGGCCTAGAGGTGCTGCGCATCATCAACGAGCCAACAGCGGCGGCCATCGCGTAC
GGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGCTCATCTTTGACCTTGGCGGCGG
CACGTTCGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGGCATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACG
GTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAACCGCCTCGTCACGTTCTTCACCGAGGAGT
TCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTCGTCGAGCCACCGCGCGCTGCGCCGLLCTGLGL
ACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCTGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGA
CGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTG
CGGCGACCTGTTCCGCAGCACAATGCAGCCGGTGAAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGA
ACAAGCGGCTCCGTGCACGGACGGTGCTGGTGGGCGGGTCGACGCGCATCCCGAAGGTGCAG
TCCCTCGTA
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Anexo 11: Alineamiento de las secuencias consenso analizadas durante esta investigacién

GE-2543 ------ GCTGGELCCGLEAGETGLCTGCAGCATT - -CATCAAACGAGCCCAMAAGETGGLG 52
GE-271 -CGATTGCTGGCCTAGAGGTGE ---------- TGCGCATCATCAACGAGCCAACAGCAGL 49
GA-1172 -ACATTGCTGGCCCGGAGGTGCTGCGC- -~ - === ==~ ATCATCAACGAGCCAACAGCGGT 49
GE-591 -CCGATTCTGGCCTAGAGGTGCTGCGCAT - - ---- -~~~ CATCAACGAGCCAACAGCGGC 49
GE-2595 -CCEATTCTGGROCCGGAAG- - - -GTGCTGCCGCATCATCAAACGAGCCARCAGACCGGLG 55
GE-2682 --CeTTECTGECCTGRAGGTGCTGCGCATCA- - - - - - - - -~ TCAACGAGCCAACAGCGGL 48
GE-095 ---GATGCTGGCCTAGAGGTGCTGCGCATCATCAAACGAGGCCAACAGGGLGCCAGLCGGT 57
GE-222 -AGATTGCTGGCCTAGAGGTGCTGCGCATCATC----- -~~~ AACGAGCCAACAGLCGGEC 49
GE-118 -ACATTGCTGGCCAAGAGGTRETGCGCATCATC - - - - - - - -~ AACGAGCCAACAGCGGC 49
GE-216 ----ATTCTGGCCCGGAGGTGCTGCGCATCATC-- - - - - - - -~ AACGAGCCAACAGCGGC 46
GE-2732 GGECCGATCTGECCCGLAGGTGLTGCGCATCATC------ -~~~ AACGAGCCAACAGCGGEC 58
GE-386 ---CATGCTGGCCCORAGGTGETGCGCATCATC - - - - - - - -~ AACGAGCCAACAGCGGE 47
GE-2785 --CEATTCTGGCCTGGAGGTGCTGCGCATCATC - - - - - - - -~ AACGAGCC -AAAGCGGC 47
GE-286 -CCGATGCTGGCCTGGAGGCGCTGCGCATCATC-------= -~ AAMCGAGCCAACAGCGGEC 49
GA-973 -CCGATGCTGGROCCGLAGETGCTGCGCATCATC-------- -~ AACGAGCCAACAGLCGGEC 49
GE-8738 ---GATGCTGGCCTERAGGTGETGCGCATCATC - - - - - - ---- AACGAGCCAACAGCGGC 47
GE-295 ----GTGCTGECCGEEAGETACTGCGCATCATC-- - - - - - - -~ AACGAGCCAACAGCGGC 46
GE-367 CAGATTGCTGGCCCGLAGGTGLTGCGCATCATC------ -~~~ AACGAGCCAACAGCGGEC 58
GE-2447 --GATTGCTGGLCCGLAGETGCTGCGCATCATC------ -~~~ AACGAGCCAACAGCGGEC 43
GE-2786 -CACATTGTGGCCCGRAGRTRETGCGCATCATC - - - - - - ---- AACGAGCCAACAGCGGC 49
GE-189 -CCGATTCTGGCCTGGAGGTGCTGCGCATCATC--- -~ - - -~ AACGAGCCAACAGCGGEC 49
GE-1166 ----- ATCTGGCCTGGAGGTGCTGCGCATCATC----- -~~~ AACGAGCCAACAGCGGEC 45
GE-293 --CEATTCTGGCCTGRAGGTGETGCGCATCATC - - - - - - - -~ AACGAGCCAACAGCGGE 48
GE-298 -CCEATGCTGROCCGRAGRTRCTGCGCATCATC - - - - - - - -~ AACGAGCCAACAGCGGC 49
GE-258 -CAGATGCTGGCCTGGAGGTGCTGCGCATCATC-------= -~ AAMCGAGCCAACAGCGGEC 49
GE-162 -CCGATGCTGGRCCTGGAGGTGCTGCGCATCATC------ -~~~ AACGAGCCAACAGLCGGEC 49
GE-2783 --CCEATETGGCCTERAGGTGETGCGCATCATC - - - - - - - -~ AACGAGCCAACAGCGGC 48
GE-649 ---COATCTGGCCCGEAGGTACTGCGCATCATC-- - - - - - - -~ AACGAGCCAACAGCGGC 47
GA-1174 -CAGATGCTGGOCCGLAGGTGCTGCGCATCATC---------~ AACGAGCCAACAGCGGEC 49
GE-1273  ----- ATCTGGCCCGGAGGTGCTGCGCATCATC---------~ AACGAGCCAACAGCGGEC 45
GE-454 ---GATTCTGGCCTGRAGGTGCTGCGCATCATC - - - - - - ——-- AACGAGCCAACAGCGGC 47
GE-186 -CCGATTCTGGCCTGGAGGTGCTGCGCATCATC--- -~ - - -~ AACGAGCCAACAGCGGEC 49
GE-422 -------- TGGCCTGGAGGTGCTGCGCATCATC -~~~ -~ -~~~ AACGAGCCAACAGCGGEC 42
EREEE R R # #
GE-2543 GGCCATCGGELGTACGGCCCTARACAAGAGLGCGACGACCGGCAAGGAGCGCAACGTGLTGA 112
GE-271 GGC-CATCGC---GTACGGCCTGRACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGCTGA 185
GA-1172 GEC-CATCGC - - -GTACGGCCTERACAAGGGERAGGACGECAAGGAGCGCAACGTGCTGA 18t&
GE-591 GGC-CATCGC---GTACGGLCTGRACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGLTCA 185
GE-2595 GCC-AATCGC---GTACGGCCTGRACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGLTGA 111
GE-2602 GGC-CATCGC---GTACGGCCTERACAAGLGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGCTEA 164
GE-095 GGC-CATCGC---GTACGGCCTGRACAAGGGCGACGACG-GCAGGAGCGCAACGTGLTCA 112
GE-222 GGEC-CATCGC ---GTACGGCCTEEACAAGOGCGACGACGECAAGGAGCGCAACGTGETCA 185
GE-118 GGC-CATCGC---GTACGGLCTERACAAGLGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGTTCA 185
GE-216 GGC-CATCGC---GTACGGLCTGRACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGLTGA 162
GE-2732 GGEC-CATCGC - - -GTACGGCCTERACAAGGGCGACGACGECAAGGAGCGCAACGTGCTGA 186
GE-3@6 GGC-CATCGC---GTACGGCCTERACAAGLGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGCTEA 183
GE-2785 GGC-CATCGC---GTACGGLCTGRACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGLTGA 163
GE-288 GGEC-CATCTC---GTACGGCCTERACAAGGGCGACGACGECAAGGAGCGCAACGTGCTGA 18t
GA-973 GGC-CATCGC---GTACGGCCTERACAAGLGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGCTEA 185
GE-@78 GGC-CATCGC---GTACGGCCTGRACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGCTGA 183
GE-295 GGEC-CATCGC - - -GTACGGCCTERACAAGGGCGACGACGECAAGGAGCGCAACGTGCTGA 182
GE-387 GGC-CATCGC---GTACGGCCTERACAAGLGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGCTEA 186
GE-2447 GGC-CATCGC---GTACGGCCTGRACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGCTGA 164
GE-27086 GGEC-CATCGC - - -GTACGGCCTERACAAGGGCGACGACGECAAGGAGCGCAACGTGCTGA 18t
GE-189 GGC-CATCGC---GTACGGLCTGRACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGLTGA 185
GE-1166 GGC-CATCGC---GTACGGCCTGRACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGCTGA 181
GE-293 GGEC-CATCGC - - -GTACGGCCTERACAAGGGCGACGACGECAAGGAGCGCAACGTGCTGA 184
GE-298 GGC-CATCGC---GTACGGLCTGRACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGLTGA 185
GE-258 GGC-CATCGC---GTACGGCCTGRACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGCTGA 185
GE-162 GGEC-CATCGC - - -GTACGGCCTERACAAGGGCGACGACGECAAGGAGCGCAACGTGCTGA 185
GE-2788 GGC-CATCGC---GTACGGLCTGRACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGLTGA 164
GE-649 GGC-CATCGC---GTACGGCCTGRACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGCTGA 183
GA-1174 GGC-CATCGC---GTACGGCCTERACAAGLGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGCTEA 185
GE-1273 GGC-CATCGC---GTACGGLCTGRACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGLTGA 181
GE-454 GGEC-CATCGC ---GTACGGCCTEEACAAGOGCGACGACGECAAGGAGCGCAACGTGLTGA 183
GE-1@@ GGC-CATCGC---GTACGGCCTERACAAGLGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGCTEA 185
GE-422 GGC-CATCGC---GTACGGLCTGRACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGTGLTGA o8
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GE-2543
GE-271
GA-1172
GE-591
GE-2585
GE-2682
GE-095
GE-222
GE-118
GE-216
GE-2732
GE-386
GE-2785
GE-2886
GA-973
GE-@78
GE-295
GE-367
GE-2447
GE-2786
GE-189
GE-1166
GE-293
GE-296
GE-258
GE-162
GE-2788
GE-840
GA-1174
GE-1273
GE-454
GE-1886
GE-422

GE-2543
GE-271
GA-1172
GE-591
GE-2585
GE-2682
GE-095
GE-222
GE-118
GE-216
GE-2732
GE-386
GE-2785
GE-238
GA-973
GE-@78
GE-295
GE-367
GE-2447
GE-2786
GE-189
GE-1166
GE-293
GE-298
GE-258
GE-162
GE-2788
GE-849
GA-1174
GE-1273
GE-454
GE-1@8
GE-422

TCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGGELATLT
TCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGLTGCTGACGATCGACGGCGGTATLT
TCTTTGACCTCGGGGGCGECACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGAGGGGGGECATLT
TCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGGCATET
TCTTTGACCTTGGCGGCGACACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGECATET
TCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGGELATLT
TCTTCGACCTTGGCGGCGGCACGTTCGATETGACGLTGCTGACGATCGACGGCGGCATLT
TCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTCGATGTGACGLTGCTGACGATCGACGGCGGETATET
TCTTCGACCTTGGCGGCGGCACGTTCGATGTGACGLTGCTGACGATCGACGGCGECATET
TCTTTGACCTTGGCGGTGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGGCATET
TCTTTGACCTTGGCGGCGECACGTTTGATGTGACGLTGCTGACGATCGACGGCGGELATLT
TCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGGELATLT
TCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGGCATLT
TCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGLTGCTGACGATCGACGGCGGTATLT
TCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGGCATET
TCTTTGACCTTGGCGGCGACACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGECATET
TCTTTGACCTTGGCGGCGECACGTTTGATGTGACGLTGCTGACGATCGACGGCGGELATLT
TCTTTGACCTTGGGGGCGECACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGGELATLT
TCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGLTGCTGACGATCGACGGCGGTATLT
TCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGLTGCTGACGATCGACGGCGECATET
TCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGGCATET
TCTTTGACCTTGGCGGCGACACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGECATET
TCTTTGACCTTGGCGGCGECACGTTTGATGTGACGLTGCTGACGATCGACGGCGGELATLT
TCTTTGACCTTGGGGGCGGCACGTTTGATGTGACGLTGCTGACGATCGACGGCGGCATLT
TCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGLTGCTGACGATCGACGGCGGTATLT
TCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGLTGCTGACGATCGACGGCGECATET
TCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGGCATET
TCTTTGACCTTGGCGGCGECACGTTTGATGTGACGLTGCTGACGATCGACGGCGGELATLT
TCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGGELATLT
TCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGGCATLT
TCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGLTGCTGACGATCGACGGCGGTATLT
TCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGLTGCTGACGATCGACGGCGECATET
TCTTTGACCTTGGCGGCGACACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGECATET
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TCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGLACCTCGGCGECGAGGACTTTGACAACCGCC
TCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGLACCTTGECGECGAGGACTTTGACAACCGLC
TCGAGGTGAAGGLGACGAACGGTGACACGLACCTCGGCGGECGAGGECTTTGACACCCGLC
TCGAGGTGAAGGLGACGAACGGTGACACGLACCTCGGCGGECGAGGACTTTGACAACCGLC
TCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGLACCTTGGCGECGAGGACTTTGACAACCGCC
TCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGLACCTTGECGECGAGGACTTTGACAACCGLC
TCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGLACCTTGECGECGAGGACTTTGACAACCGLC
TCGAGGTGAAGGLGACGAACGGTGACACGLACCTTGGCGGECGAGGACTTTGACAACCGLC
TCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGLACCTCGGCGECGAGGACTTTGACAACCGCC
TCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGLACCTCGGCGECGAGGACTTTGACAACCGCC
TCGAGGTGAAGGCGACGAACGGETGACGCAGLACCTTGECGECGAGGACTTTGACAACCGLC
TCGAGGTGAAGGLGACGAACGGTGACACGLACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAACCGLC
TCGAGGTGAAGGLGACGAACGGTGACACGLACCTGLGCGECGAGGACTTTGACAACCGLC
TCGAGGTGAAGGCGACGAACGGETGACACGLACCTTGGCGECGAGGACTTTGACAACCGCC
TCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGLACCTTGECGECGAGGACTTTGACAACCGLC
TCGAGGTGAAGGLGACGAACGGTGACACGLACCTCGGCGGCGAGGACTTTGACAACCGLC
TCGAGGTGAAGGLGACGAACGGTGACACGLACCTGLGCGGECGAGGACTTTGACAACCGLC
TCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGLACCTTGGCGECGAGGACTTTGACAACCGCC
TCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGLACCTTGECGECGAGGACTTTGACAACCGLC
TCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGLACCTCGGCGECGAGGACTTTGACAACCGLC
TCGAGGTGAAGGLGACGAACGGTGACACGLACCTCGGCGGECGAGGACTTTGACAACCGLC
TCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGLACCTCGGCGECGAGGACTTTGACAACCGCC
TCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGLACCTCGGCGECGAGGACTTTGACAACCGCC
TCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGLACCTCGGCGECGAGGACTTTGACAACCGLC
TCGAGGTGAAGGL GACGAACGGTGACACGLACCTGLGCGGECGAGGACTTTGACAACCGLC
TCGAGGTGAAGGLGACGAACGGTGACACGLACCTTGGCGGECGAGGACTTTGACAACCGLC
TCGAGGTGAAGGCGACGAACGGETGACGCALACCTTGECGECGAGGACTTTGACAACCGCC
TCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGLACCTGRGCGECGAGGACTTTGACAACCGLC
TCGAGGTGAAGGLGACGAACGGTGACACGLACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAACCGLC
TCGAGGTGAAGGLGACGAACGGTGACACGLACCTCGGCGGECGAGGACTTTGACAACCGLC
TCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGLACCTTGGCGECGAGGACTTTGACAACCGCC
TCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGLACCTCGGCGECGAGGACTTTGACAACCGLC
TCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGLACCTCGGCGECGAGGACTTTGACAACCGLC
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172
165
165
165
171
164
172
165
165
162
166
163
163
165
165
163
162
166
164
165
165
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164
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232
225
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222
220
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225
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224
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GE-2543
GE-271
GA-1172
GE-591
GE-2585
GE-2682
GE-095
GE-222
GE-118
GE-216
GE-2732
GE-386
GE-2785
GE-288
GA-973
GE-@78
GE-295
GE-367
GE-2447
GE-2786
GE-189
GE-1166
GE-293
GE-296
GE-258
GE-162
GE-2788
GE-649
GA-1174
GE-1273
GE-454
GE-186
GE-422

GE-2543
GE-271
GA-1172
GE-591
GE-2595
GE-2682
GE-095
GE-222
GE-118
GE-216
GE-2732
GE-386
GE-2785
GE-288
GA-973
GE-@78
GE-295
GE-367
GE-2447
GE-2786
GE-189
GE-1166
GE-293
GE-29@
GE-258
GE-162
GE-2788
GE-649
GA-1174
GE-1273
GE-454
GE-18@
GE-422

TCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGLTAAGGACCTTTCGACGA
TCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTCGTCGA
TCGTCACGTTTTTTAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGLTAAGGACCTTTCGACGA
TCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTCGTCGA
TCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTCGACGA
TCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGLTAAGGACCTTTCGACGA
TCGTCACGTTCTTCACCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTCGTCGA
TCGTCACGTTCTTCACCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTCGTCGA
TCGTCACGTTCTTCACCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGLTAAGGACCTTTCGTCGA
TCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTCGACGA
TCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGGACAAGGLTAAGGACCTTTCGACGA
TCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTCGACGA
TCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTCGACGA
TCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGLTAAGGACCTTTCGACGA
TCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTCGACGA
TCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTCGACGA
TCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGLTAAGGACCTTTCGACGA
TCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTCGACGA
TCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGLTAAGGACCTTTCGACGA
TCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTCGACGA
TCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTCGACGA
TCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGLTAAGGACCTTTCGACGA
TCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTCGACGA
TCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTCGACGA
TCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGLTAAGGACCTTTCGACGA
TCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTCGACGA
TCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGLTAAGGACCTTTCGACGA
TCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTCGACGA
TCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTCGACGA
TCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGLTAAGGACCTTTCGACGA
TCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTCGACGA
TCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTCGACGA
TCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGLTAAGGACCTTTCGACGA

dCROROR RORORRORCR ORI O R RO R R ROR ORI ROROR R R R

GCCACCAUGCACTGCGCCGTCTGCECACGGCGTGCGAGCGLACGAAGCGCACGCTETCGT
GCCACCGCGCGCTECGCCGCCTGOGCACGGCGTGCGAGCGLGLGAAGCGCACGCTGTCGT
GCCACCAUGCACTGCGCCGTATGCECACGGCGTGCGAGCGLACGAAGCGCACGCTETCGT
GCCACCGCGCGCTECGCCGCCTGOGCACGGCGTGCGAGCGLGLGAAGCGCACGCTGTCGT
GCCACCGUGCACTGCGCCGACTGCECACGGLGTGCGAGCGLGCGAAGCGCACGCTETCGT
GCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGLGLGAAGCGCACGCTGTCGT
GCCACCGUGOGCTECGCCGCCTGCECACGGLGTGCGAGCGLGGAAGCGCACGCTETCGT
GCCACCGCGCGCTECGCCGCCTGOGCACGGCGTGCGAGCGLGLGAAGCGCACGCTGTCGT
GCCACCGCGCGLTGCGCCGCCTGOGCACGGLGTGCGAGCGLAEGAAGCGCACGCTGTCGT
GCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGLGLGAAGCGCACGCTGTCGT
GCCACCGCGCACTGCGCCATCTGCGCACGGCGTGCGAGCGLALGAAGCGCACGCTGTCGT
GCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGLGLGAAGCGCACGCTGTCGT
GCCACCGCGCACTGCGCCATCTGCGCACGGCGTGCGAGCGLALGAAGCGCACGCTGTCGT
GCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGLGLGAAGCGCACGCTGTCGT
GCCACCGCGCACTGCGCCATCTGCGCACGGCGTGCGAGCGLALGAAGCGCACGCTGTCGT
GCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGLGLGAAGCGCACGCTGTCGT
GCCACCGCGCACTGCGCCATCTGCGCACGGCGTGCGAGCGLALGAAGCGCACGCTGTCGT
GCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGLGLGAAGCGCACGCTGTCGT
GCCACCGCGCACTGCGCCATCTGCGCACGGCGTGCGAGCGLALGAAGCGCACGCTGTCGT
GCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGLGLGAAGCGCACGCTGTCGT
GCCACCGCGCACTGCGCCATCTGCGCACGGCGTGCGAGCGLALGAAGCGCACGCTGTCGT
GCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGLGLGAAGCGCACGCTGTCGT
GCCACCGCGCACTGCGCCATCTGCGCACGGCGTGCGAGCGLALGAAGCGCACGCTGTCGT
GCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGLGLGAAGCGCACGCTGTCGT
GCCACCGCGCACTGCGCCATCTGCGCACGGCGTGCGAGCGLALGAAGCGCACGCTGTCGT
GCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGLGLGAAGCGCACGCTGTCGT
GCCACCGCGCACTGCGCCATCTGCGCACGGCGTGCGAGCGLALGAAGCGCACGCTGTCGT
GCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGLGLGAAGCGCACGCTGTCGT
GCCACCGCGCACTGCGCCATCTGCGCACGGCGTGCGAGCGLALGAAGCGCACGCTGTCGT
GCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGLGLGAAGCGCACGCTGTCGT
GCCACCGCGCACTGCGCCATCTGCGCACGGCGTGCGAGCGLALGAAGCGCACGCTGTCGT
GCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGLGLGAAGCGCACGCTGTCGT
GCCACCGCGCACTGCGCCATCTGCGCACGGCGTGCGAGCGLALGAAGCGCACGCTGTCGT
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292
285
285
285
201
284
262
285
285
282
286
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GE-2543
GE-271
GA-1172
GE-591
GE-2595
GE-2662
GE-095
GE-222
GE-118
GE-216
GE-2732
GE-386
GE-278@5
GE-286
GA-973
GE-978
GE-295
GE-357
GE-2447
GE-2786
GE-189
GE-1166
GE-293
GE-29@
GE-258
GE-152
GE-2768
GE-649
GA-1174
GE-1273
GE-454
GE-1@@
GE-422

GE-2543
GE-271
GA-1172
GE-591
GE-2595
GE-2662
GE-095
GE-222
GE-118
GE-216
GE-2732
GE-3886
GE-2785
GE-288
GA-972
GE-@878
GE-295
GE-367
GE-2447
GE-2766
GE-18%
GE-1166
GE-293
GE-298
GE-258
GE-1562
GE-2768
GE-649
GA-1174
GE-1273
GE-454
GE-1@8
GE-422

CCOGCGACGCAGGCOACGATCOAGATCGACGLGLTAGTTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCA
COGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCA
COGCGACGCAGGCGACGATCEAGATCRACGCGLTGTTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCA
COGCGACGCAGGCGACGATCEAGATCRACGCGLTGTTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCA
CCOGCGACGCAGGCOACGATCOAGATCGACGLGLTAGTTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCA
COGCGALGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCA
COGCGACGCAGGCGACGATCEAGATCRACGCGLTGTTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCA
COGCGACGCAGGCGACGATCEAGATCRACGCGLTGTTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCA
CCOGCGACGCAGGCOACGATCOAGATCGACGLGLTAGTTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCA
COGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCA
COGCGACGCAGGCGACGATCEAGATCRACGTGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCA
COGCGACGLCAGGCGACGATCEAGATCRACGCGLTGTTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCA
CCOGCGACGCAGGCOACGATCOAGATCGACGLGLTAGTTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCA
COGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCA
COGCGACGCAGGCGACGATCEAGATCRACGCGLTGTTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCA
CCOGCGACGCAGGCOACGATCOAGATCGACGLGLTAGTTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCA
CCOGCGACGCAGGCOACGATCOAGATCGACGLGLTAGTTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCA
COGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCA
COGCGACGCAGGCGACGATCEAGATCRACGCGLTGTTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCA
CCOGCGACGCAGGCOACGATCOAGATCGACGLGLTAGTTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCA
CCOGCGACGCAGGCOACGATCOAGATCGACGLGLTAGTTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCA
COGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCA
COGCGACGCAGGCGACGATCEAGATCRACGCGLTGTTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCA
CCOGCGACGCAGGCOACGATCOAGATCGACGLGLTAGTTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCA
CCOGCGACGCAGGCOACGATCOAGATCGACGLGLTAGTTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCA
COGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCA
COGCGACGCAGGCGACGATCEAGATCRACGCGLTGTTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCA
CCOGCGACGCAGGCOACGATCOAGATCGACGLGLTAGTTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCA
CCGCGACGCAGGCOACGATCGAGATCGACGCGLTATTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCA
COGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCA
COGCGACGCAGGCGACGATCEAGATCRACGCGLTGTTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCA
CCOGCGACGCAGGCOACGATCOAGATCGACGLGLTAGTTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCA
CCGCGACGCAGGCOACGATCOAGATCGACGCGLTATTCGACAACGTCGACTTCCAGGCCA

ACATCACGCGCGCGCGCTTCRAGGAGCTGTECGGE - - -GACCTGTTCCGCAGCACAATGC
ACATCACGCGCGCGCGCTTCRAGGAGCTGTGCGGE - - -GACCTGTTCCGCAGCACAATGC
ACATCACGCGCGCGCGCTTCRAGGAGCTGTECEGE - - -GACCTGTTCCGCAGCACAATGC
ACATCACGCGCGCGCGCTTCOAAGAGAGCTETGCOAGCGACCTGTTCCGCAGCACAATGC
ACATCACGCGCGCGCGCTTCRAGGAGCTGTGCGGE - - -GACCTGTTCCGCAGCACAATGC
ACATCACGCGCGCGCGCTTCRAGGAGCTGTGCGGE - - -GACCTGTTCCGCAGCACAATGC
ACATCACGCGCGCGCGCTTCRAGGAGCTGTECEGE - - -GACCTGTTCCGCAGCACAATGC
ACATCACGCGCGCGCGCTTCRAGGAGCTGTECGGE - - -GACCTGTTCCGCAGCACAATGC
ACATCACGCGCGCGCGCTTCRAGGAGCTGTGCGGE - - -GACCTGTTCCGCAGCACAATGC
ACATCACGCGCGCGCGCTTCRAGGAGCTGTECEGE - - -GACCTGTTCCGCAGCACAATGC
ACATCACGCGCGCGCGCTTCRAGGAGCTGTECGGE - - -GACCTGTTCCGCAGCACAATGC
ACATCACGCGCGCGCGCTTCRAGGAGCTGTGCGGE - - -GACCTGTTCCGCAGCACAATGC
ACATCACGCGCGCGCGCTTCRAGGAGCTGTGCGGE - - -GACCTGTTCCGCAGCACAATGC
ACATCACGCGCGCGCGCTTCRAGGAGCTGTGECEGG- - -GACCTGTTCCGCAGCACAATGC
ACATCACGCGCGCGCGCTTCRAGGAGCTGTECGGE - - -GACCTGTTCCGCAGCACAATGC
ACATCACGCGCGCGCGCTTCRAGGAGCTGTGCGGE - - -GACCTGTTCCGCAGCACAATGC
ACATCACGCGCGCGCGCTTCRAGGAGCTGTECEGE - - -GACCTGTTCCGCAGCACAATGC
ACATCACGCGCGCGCGCTTCRAGGAGCTGTECGGE - - -GACCTGTTCCGCAGCACAATGC
ACATCACGCGCGCGCGCTTCRAGGAGCTGTGCGGE - - -GACCTGTTCCGCAGCACAATGC
ACATCACGCGCGOGCGCTTCRAGGAGCTGTGCGGE - - -GACCTGTTCCGCAGCACAATGC
ACATCACGCGCGCGCGCTTCRAGGAGCTGTECEGE - - -GACCTGTTCCGCAGCACAATGC
ACATCACGCGCGCGCGCTTCRAGGAGCTGTECGGE - - -GACCTGTTCCGCAGCACAATGC
ACATCACGCGCGCGCGCTTCRAGGAGCTGTGCGGE - - -GACCTGTTCCGCAGCACAATGC
ACATCACGCGCGCGCGCTTCRAGGAGCTGTECEGE - - -GACCTGTTCCGCAGCACAATGC
ACATCACGCGCGCGCGCTTCRAGGAGCTGTECGGE - - -GACCTGTTCCGCAGCACAATGC
ACATCACGCGCGCGCGCTTCRAGGAGCTGTGCGGE - - -GACCTGTTCCGCAGCACAATGC
ACATCACGCGCGLGCGCTTCRAGGAGCTGTGECAGE - - -GACCTGTTCCGCAGCACAATGC
ACATCACGCGCGCGCGCTTCRAGGAGCTGTECEGE - - -GACCTGTTCCGCAGCACAATGC
ACATCACGCGCGCGCGCTTCRAGGAGCTGTECGGE - - -GACCTGTTCCGCAGCACAATGC
ACATCACGCGCGCGCGCTTCRAGGAGCTGTGCGGE - - -GACCTGTTCCGCAGCACAATGC
ACATCACGCGCGCGCGCTTCRAGGAGCTGTECEGE - - -GACCTGTTCCGCAGCACAATGC
ACATCACGCGCGCGCGCTTCRAGGAGCTGTECGGE - - -GACCTGTTCCGCAGCACAATGC

ACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTATGCGGE - - -GACCTGTTCCGCAGCACAATGE
EEEEEERE SRR R R R AR R RE kR LR kR R T R R R R K R R
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412
485
485
485
411
ap4
412
485
4@5
482
486
483
403
485
485
403
482
486
4p4
4@5
4@5
481
4p4
4@5
4@5
485
4p4
403
485
481
483
4@5
308

4p9
482
462
45
488
481
469
4p2
482
459
4p3
468
468
462
4p2
468
459
4p3
481
42
462
458
481
462
4p2
482
41
4p@
4p2
458
4p@
4p2
455



GE-2543
GE-271
GA-1172
GE-591
GE-2585
GE-2682
GE-095
GE-222
GE-118
GE-216
GE-2732
GE-386
GE-2785
GE-286
GA-973
GE-878
GE-295
GE-367
GE-2447
GE-2786
GE-18%
GE-1166
GE-292
GE-298
GE-258
GE-162
GE-2788
GE-642
GA-1174
GE-1273
GE-454
GE-188
GE-422

GE-2542
GE-271
GA-1172
GE-591
GE-2595
GE-28082
GE-095
GE-222
GE-118
GE-216
GE-2732
GE-386
GE-2785
GE-288
GA-973
GE-878
GE-295
GE-367
GE-2447
GE-2786
GE-189
GE-1166
GE-293
GE-298
GE-258
GE-162
GE-2782
GE-649
GA-1174
GE-1272
GE-454
GE-188
GE-422

AGCCGATERAGCGCGTE-CTGCAGGACGCGAAGATGRACAAG- - -COCTCCGTGCACGAC
AGCCGGATEEEAGGLGECETACTECAGGRACGGLGGAAGGATGRACAAGG- -~~~ CaeCT
AGCCGAGTGAAGCGCGTGCTGCAGGACGCGGAAGGATGAGACAAGCGCTCCGGTGCAC- -
AGCCGAGTGAGAGCGCGTECTGCAGAACGCGAAGGATGAACAA-GCGCTCCGTGCACGAC
AGCCGGTGEAGCGCGTGE-CCGCAGGACGCGAAGATAGEACAA- - -GCGCTCCGTGCACGAC
AGCCGGTGRAGGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGAATGAACAAG-GCGCTCCETGCACGRA
AGCCGATGRAGCGCGT -GCTGCAGGACGCGAAGATGRACAAG- - -COCTCCGTGCACGEC
AGCCGGTGAAGCGCGT -GCTGCAGGACGCGAAGATGAACAAG- - -CGGCTCCGTECACGE
AGCCGATGEAGCGCGT -GCTGCAGGACGCGAAGATGEACAAG- - -CGCTCCGTGCACGAC
AGCCGGTGEAGCGCGT -GCTGCAGGACGCGAAGATGGEACAAG- - -CGCTCCGTGCACGAC
AGCCGGTGEAGCGCGT -GCTGCAGGACGCGAAGATGGEACAAG- - -CGCTCCGTGCACGAC
AGCCGATGRAGCGCGT -GCTGCAGGACGCGAAGATEGRACAAG- - -COCTCCGTGCACGAC
AGCCGATEGAGCGCGT -GCTGCAGGACGCGAAGATGGEACAAG---CGCTCCGTGCACGAL
AGCCGATGEAGCGCGT -GCTGCAGGACGCGAAGATGEACAAG- - -CGCTCCGTGCACGAC
AGCCGGTGEAGCGCGT -GCTGCAGGACGCGAAGATGGEACAAG- - -CGCTCCGTGCACGAC
AGCCGGTGEAGCGCGT -GCTGCAGGACGCGAAGATGGEACAAG- - -CGCTCCGTGCACGAC
AGCCGATGRAGCGCGT -GCTGCAGGACGCGAAGATEGRACAAG- - -COCTCCGTGCACGAC
AGCCGATGRAGCGCGT -GCTGCAGGACGCGAAGATEGRACAAG- - -COCTCCGTGCACGAC
AGCCGATGEAGCGCGT -GCTGCAGGACGCGAAGATGEACAAG- - -CGCTCCGTGCACGAC
AGCCGGTGGAGCGCGT -GCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAG- - -CGCTCCGTGCACGAC
AGCCGGTGEAGCGCGT -GCTGCAGGACGCGAAGATGGEACAAG- - -CGCTCCGTGCACGAC
AGCCGATGRAGCGCGT -GCTGCAGGACGCGAAGATEGRACAAG- - -COCTCCGTGCACGAC
AGCCGATGRAGCGCGT -GCTGCAGGACGCGAAGATEGRACAAG- - -COCTCCGTGCACGAC
AGCCGATGEAGCGCGT -GCTGCAGGACGCGAAGATGAACAAG- - -CGCTCCGTGCACGAC
AGCCGATGEAGCGCGT -GCTGCAGGACGCGAAGATGEACAAG- - -CGCTCCGTGCACGAC
AGCCGGTGEAGCGCGT -GCTGCAGGRCGCGAAGATGGEACAAG- - -CGCTCCGTGCACGAC
AGCCGGTGRAGCGCGT -GCTGCAGGACGCGAAGATGRACAAG- - -CGCTCCGTGCACGAC
AGCCGATGRAGCGCGT -GCTGCAGGACGCGAAGATEGRACAAG- - -COCTCCGTGCACGAC
AGCCGATGEAGCGCGT -GCTGCAGGACGCGAAGATGEACAAG- - -CGCTCCGTGCACGAC
AGCCGATGEAGCGCGT -GCTGCAGGACGCGAAGATGEACAAG- - -CGCTCCGTGCACGAC
AGCCGGTGEAGCGCGT -GCTGCAGGACGCGAAGATGGEACAAG- - -CGCTCCGTGCACGAC
AGCCGGTGEAGCGCGT -GCTGCAGGACGCGAAGATGGEACAAG- - -CGCTCCGTGCACGAC

AGCCGATGRAGCGCGT -GCTGCAGGACGCGAAGATEGRACAAG- - -COCTCCGTGCACGAC
EEEE L #

GTGECTACTEGE - - - - - - - - = mm i m e oo
CCGTECACGGACGGGLEEGTCGACGCGCATCCOGAAGGTGCAGTCCCTCATTCG- - -
-----GGACGGETEGECEECTCGACGCGCATCCOGAAGGTGCACTCCTC - -~ - - - -~
GT------ GETGEGCEEECTCTACACACATCCOGAAGGTGCAGTCCCTCGTATGRA-
GTGETACTGGETEEGCGGEECTCGACGCGCATCCCGAAGGTGCAGTCCCTCGTACGGA-
CTGC---TGGETEEGCGGEGET -CRACTCACATCCAGAAGGTCCAGTCCCTCGTACG- - -
GTGETACTGGETEEGCGEETC-GACGCGCATCCCGAAGGTGCAGTCCCTCGTTCG- - -
ACGETECTAETGAGCGEETC-GACGCGCATCCCGAAGGTGCAGTCCCTCGTA----
GTGETACTEETEEGCGEEETCGACGCGCATCCOGAAGGTGCAGTCCCTCGTAC----
GTGETACTCGTEOGCAEECTCGACTCGCATCCCGAAGGTCCAGTCCCTGTATGRALC -
GTGCTACTOGETEOGCGECTC-TACTCGCATCCCGAAGGTCCAGTCCCCGTATG----
GTGETACTOEGETEOGCGEECC-GACCCACATCCCGAAGGTCCAGCCCTCTATG----
GTGGTGCTGGTGEGCGEETC-GACGCACATCCCGAAGGTGCAGGCCCTCGTACGG- -
GTGGTECTET TGEGCGGETC-TA- - -~ - s mm s e s e e e e e e e e oo
GTGGTGCTGGTGEGCGGTCG-ACGGCGCATCCCGAAGGTGCAGTCCCTCGTAC -~ - -
GTGGTGCTGGTGAGCGEETC-TAATCACATCCCGAAGGTGCAGGCCCTGTAC----
GTGGTGCTGGTGEGCGEETC-GACGCGCATCCCGAAGGTGCAGTCCTCCGAC - ---
GTGGTGCTGGTGEGCGEETC-GACGCGCATCCCGAAGGTGCAGTCCTCC---- -~
GTGETGCTGGTGEGCAEETC-GACGCGCATCCCGAAGGTGCAGTCCCTGATC----
GTGGTGCTGGTGEGCAEETC-GACGCACATCCCGAAGGTGCAGTCCCTCGTATGGEA
GTGETGCTGGTGEGCGECTC-GACTCACATCCOGAAGGTGCAGTCCCTCGAC - ---
GTGETGCTGGTGEGCGEETC-GACGCGCATCCOGAAGGTGCAGTCCCTGTAC - ---
GTGETGCTCGTGEGCGEETC-GACACACATCCOGAAGGTGCAGTCCCTCGTACGGA-
GTGGETGCTGETGEGCEEETC-GACGCGCATCCOGAAGGTGLAGTCCCTCAQTACGGA-
GTGGETGCTGETGEGCEEETC-GACCCGCATCCOGAAGGTGCAGTCCTC -~ - - --~
GTGGETGCTGETGEGCEEETC-GACGCACATCCOGAAGGTGCAGTCCCTCGTAC ----
GTGGETGCTGETGEGCEEETC-GACGCGCATCCOGAAGGTGCAGTCCCTCGTAC ----
GTGGETGCTGETREGCEEETC-GACGCGCATCCCGAAGGTGCAGTCCCTC -~ - - -~ -
GTGGETGCTGETREGCEEETC-GACGCGCATCCOGAAGGTGCAGTCCCTCAGTATGGA-
GTGGETGCTGETGEGCEEETC-GACGCGCATCCOGAAGGTGCAGTCCCTCAQTACGGA-
GTGGETGCTGGTGEGCGEEETC-GACGCGCATCCOGAAGGTGCAGT - - -~ -~~~ - -~ -
GTGETACTGGETEEGCGEETC-GACGCGCATCCCGAAGGTGCAGTCCCTCGTAC----
GTGETACTGGETEEGCGEETC-GACTCGCATCCCGAAGGTGCAGTCCCTCGTAC----
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574
569
565
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