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Resumen

La leishmaniasis es una enfermedad considerada entre las enfermedades tropicales
desatendidas, con muy pocos estudios de su control preventivo, incluyendo los vectores y
reservorios de Leishmania. Se han reportado casos en los que Leishmania ha sido encontrada en
garrapatas, especialmente en regiones tropicales como Brasil. También se han reportado casos de
perros domésticos, infestados por garrapatas, que han sido infectados con Leishmania en regiones
donde no se ha encontrado al vector principal de la leishmaniasis, el fleb6tomo o mosca de la
arena. En Guatemala, los departamentos de Petén y Alta Verapaz presentan la mayoria de casos
de leishmaniasis cutdnea, pero no se han realizado estudios de la presencia de la enfermedad en
garrapatas. El presente estudio tuvo como objetivo describir la presencia de Leishmania sp. en
garrapatas recolectadas en la Reserva de la Bidsfera Maya, Petén, Guatemala, en el periodo 2022-
2023. Se utiliz6 el ADN de las garrapatas recolectadas en un estudio previo y se amplifico el gen
de la subunidad ribosomal pequeiia (SSU) de Leishmania. Se obtuvo una tasa de positividad del
13.51% en garrapatas de la especie Rhipicephalus microplus. Los andlisis bioinformaticos
mostraron que los fragmentos amplificados tienen un tamafio similar a secuencias de este gen para
la familia Trypanosomatidae, tanto Leishmania sp. como Trypanosoma sp. Para confirmar los
hallazgos se recomienda secuenciar los resultados obtenidos. Sin embargo, este es un acercamiento
a una posible deteccion de Leishmania, u otro parasito relacionado, en garrapatas recolectadas en
Guatemala, que podria ser de importancia para la salud humana y animal en la region.
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I. INTRODUCCION

Las garrapatas son ectopardsitos que se caracterizan por ser hematofagos obligados.
Debido a esto, son principales vectores de varias enfermedades que pueden comprometer la salud
humana y animal. Entre los microorganismos que se han encontrado en las garrapatas se encuentra
Leishmania sp. Este parasito es el causante de la leishmaniasis, transmitida principalmente por
flebotomos. Hasta el momento, no se han realizado estudios acerca de la presencia de Leishmania
sp. en garrapatas en Guatemala, pero se ha observado que en otros paises como Irdn
(Dabaghmanesh et al., 2016), Italia y Brasil (Dantas-Torres, Lorusso, et al., 2010), se ha detectado
Leishmania sp., tanto en el intestino de la garrapata, como en los ovarios (Dantas-Torres, Martins,
et al., 2010) y las glandulas salivares (Viol et al., 2016). Ademas, se ha reportado en Brasil casos
de perros domésticos infectados con leishmaniasis, luego de estar infestados por garrapatas,
especialmente en regiones donde no se han reportado flebétomos. Asimismo, se ha detectado ADN
de kinetoplasto (ADNKk) de Leishmania sp. en ninfas de garrapatas, asi como en garrapatas adultas
(de Morais et al., 2013). Por lo tanto, la deteccidon de este parasito en garrapatas de Guatemala
supone una forma de poder detectar de mejor manera esta enfermedad, que afecta tanto en la salud
humana como animal.

Se ha observado que los enfoques basados en técnicas como PCR han permitido mejorar
el diagndstico y deteccion de enfermedades como la leishmaniasis, tanto en seres humanos como
en animales domésticos, e incluso en posibles vectores de la enfermedad como flebotomos
(Sant’Anna et al., 2008). Esta técnica facilita la deteccion de Leishmania sp. en artropodos, como
garrapatas, especialmente en paises donde estos estudios no se han realizado con anterioridad.

Este estudio tiene el objetivo de determinar la presencia de Leishmania sp. a través de un
analisis molecular, en garrapatas recolectadas en la Reserva de la Bidsfera Maya, Petén,
Guatemala, en el periodo 2022-2023. Se ha observado que las garrapatas pueden ser vectores
secundarios de Leishmania sp., por lo que es importante determinar si estas garrapatas se
encuentran infectadas con Leishmania sp. Para lograr esta determinacion, se realizo una reaccion
por PCR del gen de la subunidad ribosomal pequetia (SSU) de Leishmania sp., en garrapatas que
fueron recolectadas en la Reserva de la Biosfera Maya. Asimismo, se realiz6 una reaccion de PCR
del gen de citocromo oxidasa I (COI) en las garrapatas analizadas como un control de
amplificacion.

Se analizaron Unicamente las garrapatas pertenecientes al género Rhipicephalus, dado que
este género es el que se ha reportado la presencia de Leishmania sp. (Coutinho et al., 2005). De
las garrapatas que amplificaron para el gen COI (37 muestras), unicamente 5 amplificaron para el
gen SSU, teniendo una tasa del 13.51%. Estas muestras que amplificaron para el gen SSU
mostraron bandas que, tras un analisis de BLAST, se asemejan a bandas pertenecientes a ADN de
la familia Trypanosomatidae, como Trypanosoma sp. o Leishmania sp. Antes de llegar a un
resultado definitivo, es necesario secuenciar los resultados. Sin embargo, este es un acercamiento
a una posible deteccion de Leishmania, u otro parasito relacionado, en garrapatas recolectadas en
Guatemala.



II. OBJETIVOS

A. Objetivo general:

Describir la presencia de Leishmania sp. en garrapatas recolectadas en la Reserva de la
Biosfera Maya, Petén, Guatemala, 2022-2023.

B. Objetivos especificos:

o Identificar la presencia de ADN de Leishmania sp. en garrapatas de la Reserva de la
Biosfera Maya y las comunidades aledanas, a través de analisis molecular del gen SSU.

e Determinar si existe asociacion entre la infeccion por Leishmania sp. y el hospedero o
sitio donde se recolectaron las garrapatas.

e Calcular la tasa de infeccion por Leishmania sp. en garrapatas de la Reserva de la
Biosfera Maya y las comunidades aledainas



1. JUSTIFICACION

Las garrapatas son aracnidos de la familia Ixodidae, que se caracterizan por ser
hematofagos (se alimentan de sangre). En Centroamérica, la especie mas prevalente es la garrapata
estrella (Amblyomma cajennense) (Almazan et al.,, 2018). Al ser las garrapatas organismos
hematofagos, tienen potencial para transmitir microorganismos que pueden ser agentes causales
de enfermedades infecciosas en el hombre y en los animales, especialmente en éareas rurales
(Paternina-Gomez et al., 2013). Esto se debe a que estas garrapatas son mas propensas a infestar a
animales domésticos como perros o ganado, que en areas rurales estdn mas expuestos a este tipo
de artropodos, llegando a producir zoonosis endémicas, principalmente en estas areas rurales
(Rueda-Concha et al., 2022). Las comunidades aledafias a la Reserva de la Bidsfera Maya, al ser
regiones de area rural, expuestas a varias especies que viven en la region selvatica, hacen que el
ganado y otros animales domésticos estén expuestos a estar infestados por animales como las
garrapatas, los cuales a su vez pueden transmitir estas enfermedades infecciosas a las personas
(Maggi & Kriamer, 2019). Sin embargo, el movimiento de estos animales a areas urbanas también
puede significar un riesgo de diseminacion de enfermedades en areas urbanas (Day, 2011). Por lo
tanto, la deteccion de estas enfermedades en estos artropodos, asi como en sus huéspedes como
los perros domésticos, es de alta importancia médica para poder reducir los casos de infeccion por
estas enfermedades (Esch & Petersen, 2013).

Un parésito de importancia para la salud publica en la region norte de Guatemala es
Leishmania sp., causante de la leishmaniasis cutdnea y visceral. En 2018, se observo que la
leishmaniasis cutdnea tenia una prevalencia de 39.17 por cada 100,000 habitantes en areas
endémicas de Guatemala, especialmente en los departamentos de Alta Verapaz y Petén (Lopez et
al., 2023). En paises como Brasil, se ha detectado Leishmania infantum 'y Leishmania braziliensis,
causantes de leishmaniasis cutanea, en garrapatas provenientes de perros. Esto, en regiones donde
no se ha encontrado flebétomos, como Lutzyomia spp., que son los vectores primarios de estos
parasitos. Esto sugiere que las garrapatas pueden infectarse de Leishmania spp., y podrian incluso
tener un rol importante en el aumento de casos de leishmaniasis, especialmente en regiones
endémicas como Centroamérica (Millan et al., 2016). Determinar si hay infeccion por Leishmania
sp. en las garrapatas recolectadas en la Reserva de la Bidsfera Maya es el primer paso para
determinar si estos artropodos podrian tener algun rol en el ciclo de transmision de la enfermedad
y proponer estudios futuros.



IV. MARCO TEORICO

A. Garrapatas como vectores de enfermedades

Las garrapatas son artropodos acaridos, que se caracterizan por infectar a sus huéspedes en
el momento de alimentarse, siendo considerados ectoparasitos de varios vertebrados (Aktas, 2014).
Las garrapatas presentan un cuerpo no segmentado y son hematoéfagos obligados. Las garrapatas
se suelen dividir en garrapatas “duras” (como la familia Ixodidae) y garrapatas “blandas” (como
la familia Argasidae). Esto se debe a que las garrapatas “duras” tienen una estructura similar a un
escudo en sus bocas, mientras que las garrapatas “blandas™ carecen de esta estructura. Debido a
esto, las garrapatas machos de géneros como Ixodes tienden a ingerir una menor cantidad de sangre
en comparacion con las hembras (Boulanger et al., 2019).

Las garrapatas suelen ser considerados vectores para diversos organismos patogenos, lo
cual puede llevar a la transmision de enfermedades zoondticas. Al ser ectoparasitos, las garrapatas
utilizan sus queliceros para penetrar la epidermis y poder alimentarse de la sangre de sus huéspedes
(Boulanger et al., 2019). Parte importante de la alimentaciéon hematofaga de las garrapatas es su
saliva, que presenta varias proteinas, prostaglandinas y otros péptidos que promueven la
coagulacion. Asimismo, el pH de la saliva de la garrapata es mas basico (~ 9.5), por lo que esto
también evita la coagulacion, y este cambio puede llegar a ser favorable para patdégenos que
utilizan a las garrapatas como vectores para infectar a varios hospederos. (Nuttall, 2019).

B. Géneros comunes de garrapatas

Entre las garrapatas “duras” de la familia Ixodidae, se encuentra el género Rhipicephalus,
el cual es considerado cosmopolita, siendo uno de los géneros de garrapatas mas ampliamente
distribuidos a nivel mundial (Gray et al., 2013). Una de las especies mas conocidas de este género
es Rhipicephalus sanguineus, cominmente conocida como la garrapata canina marrén. Esta
especie de garrapata, como su nombre lo indica, se caracteriza por infectar principalmente a los
perros, aunque también puede infectar a otros animales domésticos, e incluso a los seres humanos,
dado que usualmente se encuentra en areas urbanas y suburbanas, como perreras, casetas de perros
e incluso interiores de hogares, buscando principalmente a perros como huéspedes, aunque
también pueden infectar a las personas, dueias de estos perros (Gray et al., 2013). Debido a que
esta especie de garrapata predomina mas en climas calidos con inviernos suaves Rhipicephalus
sanguineus es considerado el vector principal de varios parasitos y bacterias peligrosas para la
salud humana y animal, incluyendo a Rickettsia conorii (Boulanger et al., 2019) y a Ehrlichia canis
(Charles et al., 2021). Otras especies de Rhipicephalus que también pueden ser vectores de estos
parasitos y bacterias patogenas incluyen a Rhipicephalus microplus (comunmente encontrado en
el ganado bovino) (Bermudez C. et al., 2022) y Rhipicpehalus bursa (cominmente observado en
cabras y ovejas) (Aktas, 2014).



Otro género de garrapata que también tiene una amplia distribucion a nivel global,
especialmente en América, es el género Amblyomma. Estas garrapatas se caracterizan por tener un
tamano relativamente mas grande que otros géneros de garrapatas, y es considerado uno de los
géneros de garrapatas mas prevalentes en Centroamérica que llegan a parasitar a humanos
(Bermudez C. et al., 2022). Una de las especies de Amblyomma que ha despertado bastante interés
es Amblyomma mixtum, cominmente conocida como la garrapata estrella solitaria (en ocasiones
confundida con Amblyomma cajennense) (Almazan et al., 2018). Amblyomma mixtum es una de
las especies que se han observado parasitar a humanos en los siete paises de Centroamérica, incluso
en sus etapas de larva y ninfa (Aguilar-Dominguez et al., 2021). Ademas, se ha observado que los
pacientes con mordidas de Amblyomma mixtum (asi como de Amblyomma cajennense) presentan
sintomas de rickettsiosis, causada por Rickettsia rickettsii, una de las bacterias presentes en estas
garrapatas (Bermudez C. et al., 2022).

Uno de los géneros mas comunes de garrapatas, y de donde viene el nombre de la familia
Ixodidae, es el género Ixodes. Estas garrapatas se caracterizan por un escutelo mas pequeflo, una
estructura de alimentacion (queliceros) de mayor tamano que otros géneros de garrapatas, y por
agruparse en grupos grandes en sus hospederos (Boulanger et al., 2019). Se ha observado que
algunas especies de Ixodes, como Ixodes ricinus, son de gran interés médico, puesto que son los
principales vectores de bacterias como Anaplasma phagocytophilum, que puede causar
anaplasmosis granulocitica humana (HGA por sus siglas en inglés), o Borrelia burgdorferi, la
bacteria causante de la enfermedad de Lyme, ambos siendo enfermedades de bastante riesgo en
humanos si no se recibe tratamiento (Maggi & Kramer, 2019).

C. Ciclo de vida de las garrapatas

El ciclo de vida de las garrapatas usualmente consiste en cuatro etapas: huevo, larva, ninfa
y garrapata adulta. Una caracteristica importante en las garrapatas, es que necesitan de ingesta
sanguinea entre cada una de estas etapas de su ciclo de vida. Por lo tanto, se considera a la garrapata
como un hematofago obligado en todas las etapas de su ciclo de vida (Boulanger et al., 2019).

Tras una ingesta sanguinea completa, la hembra deposita sus huevos, ya sea
desprendiéndose del hospedero y desovando en el ambiente, o desovando en el mismo hospedero
donde tuvo su ingesta sanguinea. Después de que los huevos eclosionen, salen larvas de seis patas,
las cuales también son hematdfagas. En esta etapa, la larva requiere de ingesta sanguinea para
sobrevivir, por lo que es posible que ciertas bacterias y parasitos ya estén infectando a las larvas,
debido a transmision transovarial. Debido a esto, la etapa de larvas también representa un riesgo
potencial a sus hospederos (Dantas-Torres, Martins, et al., 2010). La siguiente etapa del ciclo de
vida de la garrapata es en forma de ninfa de ocho patas. Esta ninfa tiene una morfologia mucho
mas similar a una garrapata adulta y de mayor tamafio que la larva. Al igual que las otras etapas
de su ciclo de vida, estas ninfas también requieren de una ingesta sanguinea, siendo también un
vector para diversas enfermedades en humanos y animales. Después de alimentarse por unos dias,
la ninfa se suele desprender de su hospedero, y madura hasta su etapa adulta. En esta etapa,
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dependiendo de la especie, las diferencias entre las garrapatas macho y hembra suelen ser mas
notorias, como el tamafio de la garrapata, o del escutelo que presentan. Dependiendo de la especie,
las ninfas se deprenden de su hospedero y hasta la etapa adulta buscan otro hospedero, o incluso
las larvas se pueden desprender de su hospedero antes de madurar en ninfas. A estas especies se
les conoce como garrapatas con interaccion de dos hospederos o tres hospederos, respectivamente
(usualmente estos hospederos son de diferentes especies) (Boulanger et al., 2019). También existen
garrapatas de interaccion de un solo hospedero, donde la garrapata no cambia de hospedero durante
su vida, solo desprendiéndose para desovar (Nyangiwe et al., 2018).

D. Enfermedades comunmente transmitidas por garrapatas
1. Enfermedad de Lyme

La ingesta sanguinea de las garrapatas durante cada una de las etapas de su ciclo de vida
las vuelve vectores de diversos parasitos y bacterias patdégenas, que pueden representar un riesgo
para la salud humana y animal. Una de las enfermedades mas conocidas que es transmitida por
garrapatas es la enfermedad de Lyme. Esta enfermedad esta asociada a la bacteria Borrelia
burgdorferi, usualmente transmitida por garrapatas del género Ixodes, como Ixodes ricinus o
Ixodes scapularis (Jahfari et al., 2016). El género de bacterias Borrelia, al igual que otras bacterias
del orden Rickettsiales, se caracteriza por ser intracelulares, y mantenerse dentro del huésped
indefinidamente. Entre los principales sintomas se encuentra el sarpullido del tipo eritema
migratorio (o migrans), el cual suele localizarse en la region de la picadura de garrapata, y es
caracteristico su enrojecimiento en forma de “diana” (Boulanger et al., 2019), asi como malestar
general y fatiga (Jahfari et al., 2016). Usualmente, el tratamiento se basa en antibioticos de amplio
espectro, como doxiciclina o azitromicina (Boulanger et al., 2019).

2. Rickettsiosis

Una de las principales bacterias identificadas en garrapatas en Centroamérica es el género
Rickettsia, de donde viene el nombre del orden Rickettsiales (Charles et al., 2021). Estas bacterias
son intracelulares y usualmente obtienen metabolitos esenciales para su sobrevivencia de la célula
huésped. Rickettsia spp. se caracteriza por ingresar principalmente en células endoteliales
vasculares del hospedero, donde inducen la captacion mediada por actina que permite la
endocitosis de las bacterias dentro del citoplasma de las células hospederas (Kim, 2022). Algunas
especies de Rickettsia, como Rickettsia conorii o Rickettsia rickettsii pueden llegar a provocar
enfermedades como la fiebre botonosa mediterranea o la fiebre de las Montafias Rocosas,
respectivamente (Charles et al., 2021). La fiebre botonosa mediterranea también ha sido llamada
el “tifus de la garrapata”, pues presenta sintomas similares al tifus, aunque usualmente es tratada
con antibidticos como doxiciclina o azitromicina (Boulanger et al., 2019). Una de las principales
especies de garrapatas vectores de estas especies de Rickettsia es Rhipicephalus sanguineus,
conocida como la garrapata canina marron, asi como Amblyomma americanum, conocida como la
garrapata (Kim, 2022).



3. Trypanosomiasis

Se han reportado casos en los que se han encontrado parasitos en varios sistemas de la
garrapata. Uno de estos parasitos corresponde al género Trypanosoma, el cual se ha caracterizado
por causar diversas enfermedades como la tripanosomiasis, o la enfermedad de Chagas (causada
por Trypanosoma cruzi, usualmente a través de vectores como Triatoma dimidiata (Moo-Millan

et al., 2023)).

E. Leishmaniasis

La leishmaniasis es una enfermedad causada por protozoos del género Leishmania, los
cuales son transmitidos por la mordedura de moscas flebotomos, también conocidas como moscas
de la arena, como los géneros Phlebotomus y Lutzomyia (Burza et al., 2018). Esta enfermedad es
considerada entre las enfermedades tropicales desatendidas (o NTDs por sus siglas en inglés), pues
los estudios de esta enfermedad han sido muy pocos en esta enfermedad que afecta principalmente
a grupos vulnerables bajo la linea de pobreza, y se carece todavia de informacion clave necesaria
para el control preventivo de la enfermedad, incluyendo los vectores y reservorios de Leishmania
(Lopez et al., 2023). Entre los diferentes tipos de leishmaniasis se encuentra la leishmaniasis
cutanea, la leishmaniasis visceral y la leishmaniasis mucocutanea.

El ciclo de vida de Leishmania se caracteriza por desarrollarse en dos etapas, una en su
hospedero y otra dentro del vector (Reithinger et al., 2007). Leishmania es perteneciente a la
familia Trypanosomatidae, la cual se caracteriza por poseer un kinetoplasto, una estructura
formada por ADN concentrado en forma circular, dentro de la mitocondria de estos protozoos y
estd asociado a la estructura basal del flagelo (Burza et al., 2018). Ademas, Leishmania presenta
diferentes morfotipos en las etapas de su ciclo de vida. Cuando se encuentra dentro del insecto los
parasitos son conocidos como promastigotes y cuando se encuentra dentro de las células del
mamifero infectado se les llaman amastigotes (Reithinger et al., 2007). Los promastigotes son
células alargadas que se caracterizan por poseer un flagelo, mientras los amastigotes son células
con forma mas ovalada que son mas pequefios en relacion a los promastigotes y que carecen de
flagelo (Esch & Petersen, 2013).

En cuanto al tratamiento de la leishmaniasis, la Organizacion Panamericana de la Salud
(PAHO por sus siglas en inglés) modifico en 2022 sus recomendaciones de tratamiento para la
leishmaniasis cutdnea para la region de América Latina. Se recomienda como primera opcion
miltefosina oral, a 2,5 mg/kg/dia durante 28 dias, asi como terapias locales, ya sean antimoniales,
intralesionales o termoterapia, en sujetos con tres o menos lesiones de 3 cm de didmetro no
localizadas en cara o pequeias articulaciones (Lopez et al., 2023). Sin embargo, en Guatemala, el
tratamiento de primera linea es el antimoniato de meglumina (MA por sus siglas en inglés)
intramuscular, a 20 mg/kg/peso corporal durante 20 dias, asi como realizarse examenes de
hematologia y electrocardiograma antes y al final del tratamiento en pacientes mayores de 40 afios
de edad. La directriz nacional también requiere una prueba de embarazo para mujeres en edad
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reproductiva antes de iniciar el tratamiento. EI Ministerio de Salud proporciona MA sin costo para
los pacientes, pero solo se administra a aquellos con un diagndstico parasitoldgico confirmado. La
termoterapia también se utiliza para pacientes que cumplen los criterios anteriores, una aplicacion
a 50°C durante 30 segundos (Lopez et al., 2023). Se ha observado que los tratamientos para la
leishmaniasis también dependen de la especie de Leishmania que estéd infectando al paciente. Por
ejemplo, en un estudio se observd que el tratamiento con miltefosina tenia una mayor eficacia
contra infecciones de Leishmania panamensis en Colombia, pero su eficacia disminuia
drasticamente en pacientes infectados con Leishmania braziliensis en Guatemala (Soto et al.,
2004).

F. Tipos de leishmaniasis
1. Leishmaniasis cutanea

Uno de los tipos mas prevalentes de leishmaniasis en Centroamérica es la leishmaniasis
cutanea. Este tipo de leishmaniasis se caracteriza por la aparicion de llagas en la piel,
principalmente en forma de ulceras expuestas, que pueden llegar a formar cicatrices permanentes.
La leishmaniasis cutdnea usualmente se divide en leishmaniasis cutanea del Viejo Mundo y del
Nuevo Mundo segun las especies de Leishmania presentes. En el Viejo Mundo, son mas
prevalentes Leishmania major, Leishmania aethiopica y Leishmania infantum, mientras que, en el
Nuevo Mundo, son mas prevalentes Leishmania mexicana, Leishmania braziliensis y Leishmania
guyanensis (Burza et al., 2018). En 1988, se identificaron Leishmania mexicana y Leishmania
braziliensis como los agentes causantes de la leishmaniasis cutdnea en Guatemala a través de
perfiles isoenzimaticos (Lopez et al., 2023). Segiin datos proporcionados por el Sistema de
Informacioén Gerencial de Salud (SIGSA), en 2019 se reportaron 1357 nuevos casos a nivel
nacional. En Alta Verapaz se diagnosticaron 831 casos (61%), lo que representa una tasa de
incidencia de 72.26 por 100 000 habitantes. En 2018 se reportaron 200 casos de leishmaniasis
cutdnea y 190 en el 2019, en Cobén, el municipio mas endémico de Alta Verapaz (Mendizéabal-
Cabrera et al., 2021).

2. Leishmaniasis visceral

La leishmaniasis visceral es considerada una de las enfermedades tropicales desatendidas
(NTDs) con mayor tasa de mortalidad. Esto se debe a que la leishmaniasis visceral, causada
principalmente por Leishmania donovani y Leishmania infantum, presenta sintomas como
esplenomegalia, hepatomegalia, fallo multiorganico, hemorragias, entre otros, pudiendo llevar a la
muerte del paciente (Pace, 2014). La leishmaniasis visceral también se puede complicar,
convirtiéndose en leishmaniasis dérmica post kala-azar, la cual es muy comtn en Africa y Asia,
debiéndose a una reaccion inmunoldgica a reservorios de Leishmania en el organismo después del
tratamiento a la leishmaniasis visceral. A pesar de un tratamiento adecuado, los pacientes de
leishmaniasis visceral pueden padecer de una recaida entre 6 y 12 meses después del tratamiento.
Se ha considerado al perro doméstico como el principal reservorio de Leishmania infantum en
Asia, y se cree que el factor de riesgo en Latinoamérica esta similarmente relacionado con
reservorios de perros domésticos y animales cercanos a ellos, especialmente en comunidades
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rurales (Burza et al., 2018). Incluso en regiones de Europa, como Rumania, se ha encontrado alta
prevalencia de Leishmania infantum en perreras del distrito de Arges, donde varios de los perros
analizados eran asintomaticos, siendo el peligro de transmision de leishmaniasis incluso mayor
(Cazan et al., 2020).

3. Leishmaniasis mucocutanea

La leishmaniasis mucocutanea es una forma menos comun de la leishmaniasis, en
comparacion con la leishmaniasis visceral y la leishmaniasis cutanea. Sin embargo, esta puede
provocar danos severos en la mucosa oral y mucosa del tracto respiratorio superior (Pace, 2014).
El tratamiento contra la leishmaniasis mucocutdnea es més dificil de administrar que otros tipos
de leishmaniasis, pues cominmente se observa en conjunto con infecciones bacterianas. En
algunos casos, esta puede llegar a ser fatal (Reithinger et al., 2007).

G. Respuesta del sistema inmune ante la leishmaniasis

Entre las manifestaciones clinicas de la leishmaniasis, se ha observado que el huésped
puede generar una respuesta inmune innata y adaptativa efectiva, la cual estd determinada
principalmente por factores genéticos y adquiridos. Se ha observado en modelos murinos, que las
células CD4+ T-helper 1 (Tul) pueden desempefiar un papel fundamental en el control de la
infeccion, tanto de leishmaniasis cutdnea como de leishmaniasis visceral. Esto lo logra mediante
una interaccion con células presentadoras de antigenos expuestas a Leishmania, lo cual libera
interferon gamma (IFN-y). El IFN-y liberado activa a los macréfagos y los estimula a producir
oxido nitrico, lo cual provoca la muerte intracelular de los amastigotes de Leishmania (Ikeogu et
al., 2020). Esta muerte intracelular depende de la cantidad de 6xido nitrico liberado y la influencia
supresora de la interleucina 10 (IL-10) producida por las células T reguladoras (Costa-da-Silva et
al., 2022). Asimismo, durante una infeccion por leishmaniasis cutdnea, predomina la respuesta de
citoquinas Tu2, de manera que disminuye la concentracion de interferon gamma (IFN-y) e
interleucina 12 (IL-12), de manera que los linfocitos detectan en menor medida los antigenos de
promastigotes y amastigotes de Leishmania (Reithinger et al., 2007). Algunos estudios en modelos
murinos también han observado un rol importante de las células T reguladoras en el control de
leishmaniasis cutanea, en donde se observd una mayor producciéon de TGF-B1 e interleucina 10
(IL-10) por parte de células T reguladoras en presencia de Leishmania braziliensis (Reithinger et
al., 2007).

Las variaciones morfolédgicas celulares observadas en la leishmaniasis pueden explicarse
debido a diferentes polimorfismos en ciertos genes que participan en estas interacciones inmunes.
Cabe mencionar que se ha observado que ciertas condiciones inmunosupresoras adquiridas pueden
influir en la expresion y modulaciéon de la leishmaniasis. Por ejemplo, se ha observado que
pacientes con VIH tienen un mayor riesgo de contraer leishmaniasis cutanea, o incluso
leishmaniasis visceral. A su vez, la inmunosupresion derivada de estas infecciones puede acelerar
la progresion del SIDA (Pace, 2014).



H. Garrapatas como vectores de Leishmania sp.
1. Casos de infeccidon de garrapatas con Leishmania

A pesar de que los flebotomos son los principales vectores de Leishmania, se han reportado
casos en Brasil e Italia, donde se ha detectado leishmaniasis en perros domésticos, pero no se han
encontrado los principales vectores. Por lo tanto, se han realizado estudios en otros animales, que
podrian ser posibles vectores de Leishmania, ademés de los flebotomos, los vectores principales.
En un estudio en dos ciudades de Brasil, se determino a través de PCR que garrapatas recolectadas
de perros estaban infectadas con Leishmania, aunque en este estudio no se encontraron
promastigotes en frotis de sangre de las garrapatas y solo se lleg6 a determinar el género, sin llegar
a especies (Coutinho et al., 2005). En otro estudio, se determiné a través de PCR y qPCR que un
42.67% de las garrapatas analizadas eran positivas para Leishmania braziliensis, siendo una de
estas garrapatas positiva, pero extraida de un perro negativo para leishmaniasis. Asimismo, en Sao
Paulo, Brasil, se realizo un estudio en donde se encontraron pulgas y garrapatas positivas para
Leishmania infantum, en donde se observo ADNk de Leishmania infantum a través de PCR. En
este estudio, el 50% de las garrapatas adultas analizadas resultaron positivas, y se observé que la
infeccion por Leishmania persiste en todos los estadios del ciclo de vida de la garrapata
Rhipicephalus sanguineus (Colombo et al., 2011). De igual manera, en otro estudio con perros
infestados de garrapatas en Brasil, se determind por andlisis inmunohistoquimicos (IHC) la
presencia de promastigotes en el intestino, ovarios y glandulas salivares de las garrapatas (Viol et
al., 2016). En Irdn, se estudiaron garrapatas Rhipicephalus sanguineus de perros infectados con
leishmaniasis visceral canina, y se observo la presencia de ADNk de Leishmania infantum
(Rakhshanpour et al., 2017). Ademas, en Brasil se realizaron estudios en los que se encontrd que
garrapatas Rhipicephalus sanguineus pudieron infectar a hdmsteres con Leishmania chagasi,
sugiriendo la posibilidad de que éstas pudieran llegar incluso a transmitir Leishmania spp. a otros
hospederos (Coutinho et al., 2005).

I. Herramientas para analisis molecular
1. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Durante los tltimos 20 afios, se ha podido realizar analisis moleculares que facilitan la
deteccion de patogenos en los vectores, de manera que es posible detectar tempranamente si un
insecto u otro vector es portador de algin parasito u organismo patogénico. Una técnica que ha
sido altamente utilizada para la deteccion rapida de patogenos causantes de enfermedades es a
través de la reaccion en cada de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) (Alberts, 2015).

Una herramienta que se ha utilizado en gran manera durante los ultimos afos es la reaccion
en cadena de la polimerasa, o PCR. Esta técnica se realizd por primera vez en 1983 por Kary
Mullis. Esta técnica consiste en el uso de una ADN-polimerasa estable ante altas temperaturas,
conocida como 7Taq polimerasa, proveniente de la arqueobacteria Termophilus aquaticus. Esto
permite aislar regiones especificas del ADN que se pueden replicar continuamente, durante el
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tiempo en que dure la reaccion (Karp & Patton, 2013). Para poder llevar a cabo la reaccion de
PCR, es necesario disefiar cebadores (también conocidos como primers) a partir de
oligonucledtidos, que se unan a regiones especificas del genoma a estudiar (Alberts, 2015). Una
reaccion simple para PCR consiste en una mezcla del ADN a amplificar, mezclado con Tag
polimerasa, los cuatro tipos de desoxirribonucledtidos (conocidos como dNTP’s), cloruro de
magnesio y buffer de fosfatos para estabilizar la reaccion, y los primers disefiados para amplificar
el gen objetivo. Esta mezcla luego se calienta aproximadamente a 95°C, para desnaturalizar y
separar las hebras de ADN, y permitir a la 7aq polimerasa unirse a una de estas hebras. Luego se
baja la temperatura, para que los primers puedan hibridizar el gen objetivo (en promedio, esta
temperatura suele ser de 60°C, pero puede variar segun el tamafio del gen a amplificar).
Finalmente, la reaccion se calienta nuevamente, aproximadamente a 72°C, para que la 7Taq
polimerasa pueda unir los dNTP’s a los primers, extendiendo la region de ADN amplificada y
creando los fragmentos de ADN complementario a la hebra molde. Este proceso se repite varias
veces, con el objetivo de poder producir una mayor cantidad de ADN, incluso a partir de muestras
muy escasas del ADN original (Karp & Patton, 2013).

La reaccion de PCR ha sido utilizada frecuentemente para diversas aplicaciones, desde
diagndsticos clinicos hasta en investigaciones forenses (Karp & Patton, 2013). La ventaja de la
reaccion de PCR es que, al disefar primers especificos para la region objetivo o el gen especifico
a identificar, es posible detectar con mayor especificidad el gen objetivo. Ademés, como la
amplificaciéon por PCR produce un alto nimero de copias de la region amplificada, es posible
detectar el gen objetivo desde una concentracion muy escasa de ADN en la muestra a analizar.
Asimismo, si se busca detectar la presencia de un organismo en particular, como una bacteria,
parasito o virus, la prueba de PCR es capaz de detectarlo facilmente. El producto de la reaccion de
PCR sirve como una manera de deteccion de este organismo, al visualizarse a través de una
electroforesis, o por la secuenciacion del producto de PCR (Alberts, 2015).

2. Citocromo oxidasa I en eucariotas

El gen que codifica para la enzima citocromo oxidasa I (también conocido como COI) es
un gen altamente conservado en los organismos eucariotas. El gen COI codifica para la subunidad
I del complejo de citocromo oxidasa C, también llamado Complejo IV de la cadena de transporte
de electrones (Nelson et al., 2017). Dado que este complejo enzimatico se encuentra en las
mitocondrias, el gen que lo codifica esta altamente conservado, y presente en el genoma de casi
todos los eucariotas, por lo que se ha utilizado frecuentemente para estudios filogenéticos en
eucariotas. Por consiguiente, el uso del gen COI en diagnosticos moleculares ha facilitado la
identificacion de diferentes especies, incluso algunas que morfoldgicamente son muy similares
(Ren et al., 2018). Ademas, este gen ha sido utilizado para analisis filogenéticos (Silatsa et al.,
2019) y se ha propuesto como un marcador genético de este género de garrapatas (Low et al.,
2015). Debido a esto, el gen COI se puede utilizar para poder identificar de forma mas precisa
entre especies de animales, como, por ejemplo, Rhipicephalus microplus de Rhipicephalus
sanguineus (Gou et al., 2018).
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3. Subunidad pequefia ribosomal en Leishmania sp.

El ARN ribosomal (ARNr) es un ARN que forma parte de los ribosomas, siendo de alta
importancia para la sintesis de proteinas. Este ARNr puede producir las subunidades del ribosoma
que permiten la traduccion del ARN mensajero y sintetizar los aminoacidos a partir de la
traduccion. Una de estas subunidades se denomina la subunidad ribosomal pequeia (SSU), y el
gen que codifica para esta subunidad ribosomal es bastante conservado entre especies, como las
regiones 16S en procariotas y 18S en eucariotas (Karp & Patton, 2013). Estas regiones en el gen
SSU han sido ampliamente utilizadas para la identificacion de especies y analisis filogenéticos de
muchas especies, tanto procariotas como eucariotas (Alberts, 2015). Entre una de las multiples
aplicaciones del uso molecular de este gen es a través de la deteccion de diversos microorganismos,
como levaduras y arqueobacterias (Abellan-Schneyder et al., 2021). Por lo tanto, la versatilidad de
este gen es util para detectar diversos organismos patogenos, como es el caso de Leishmania. Cabe
mencionar que el gen mas utilizado para la deteccion de Leishmania es el gen hsp70, que codifica
para proteinas de shock térmico, que desencadena el cambio morfoldgico de promastigotes a
amastigotes de Leishmania (Folgueira Fernandez, 2006). Sin embargo, dado que usualmente la
deteccion del gen hsp70 utiliza la técnica de PCRs anidados (una reaccion de PCR que utiliza
productos de un PCR anterior para identificar una regién mas especifica (Van der Auwera et al.,
2014)), es posible la identificacion de Leishmania a través de otros genes conservados, como el
gen SSU.
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V. ANTECEDENTES

A. Recoleccion de l1a muestra

Esta investigacion se realiz6 con garrapatas recolectadas por el proyecto “Rickettsiosis en
comunidades humanas y animales de la Selva Maya Guatemalteca: una exploracion a sus
determinantes antropogénicas y ecologicas (Rickettsiosis GIZ)”, el cual estd a cargo del
Investigador Principal M.V. David Moran, del Programa de Arbovirus y Zoonosis, del Centro de
Estudios en Salud del Instituto de Investigaciones de la Universidad del Valle de Guatemala. Este
proyecto incluy¢ la recoleccion de garrapatas de vertebrados en la Reserva de la Biosfera Maya,
Petén, Guatemala, en el periodo 2022-2023, con el objetivo de detectar infeccion por Rickettsia
spp. La recoleccion de garrapatas se realizd en zonas boscosas y comunidades aledanas. Personal
del proyecto Rickettsiosis GIZ realiz¢ la clasificacion morfoldgica de las garrapatas recolectadas
hasta género, y en algunas muestras, hasta especie. Ademas, se prepararon pooles (grupos) de 1 a
5 garrapatas cada uno en los cuales se incluyeron especimenes del mismo género, recolectados el
mismo dia, en el mismo vertebrado (o en ambiente) y en la misma ubicacion geografica.

B. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN de los pooles de garrapatas fue llevada a cabo por personal del
proyecto Rickttsiosis GIZ en el laboratorio de leishmaniasis, del CES-UVG. La extraccion se
realizé utilizando el kit de extraccion y purificacion Invitrogen (K0721, Carlsbad, California).
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VI. METODOLOGIA

A. Sitio de estudio

El presente estudio se llevd a cabo en la ciudad de Guatemala, Guatemala, en las
instalaciones de la Universidad del Valle de Guatemala, en el Laboratorio de Leishmaniasis del
Centro de Estudios en Salud de la misma universidad. Se utilizaron muestras recolectadas por
estudios previos del Programa de Enfermedades Arbovirales y Zoonoticas del Centro de Estudios
en Salud en la Reserva de la Bidsfera Maya, Petén, Guatemala.

Los sitios de recoleccion de donde proceden las muestras de garrapatas son los siguientes
(Cuadro 1, Figura 1):

Cuadro 1: Sitios de recoleccion de las garrapatas analizadas, localidad y municipio

Localidad Municipio
Carmelita Flores
Uaxactin Flores
Paso Caballos San Andrés
Cruce Dos Aguadas San Andrés
Yaxhilan Las Cruces
Cooperativa Lucha Las Cruces
Union Maya Itza Las Cruces
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Figura 1: Sitios de recoleccion de las garrapatas en la Reserva de la Biosfera Maya, Petén,
Guatemala, en el periodo 2022-2023:

Carmelita, Flores
Uaxactun, Flores
Paso Caballos, San Andrés
Cruce Dos Aguadas, San Andrés
Yaxhilan, Las Cruces
Cooperativa Lucha, Las Cruces
Union Maya Itza, Las Cruces

NegunhwWwNRE

(Fuente: modificado de FamilySearch Catalog, s.f.)

B. Enfoque, disefio y tipo de investigacion

Se trata de un estudio descriptivo, no experimental con enfoque cuantitativo.

C. Hipotesis

Existe infeccion por Leishmania sp en garrapatas recolectadas en vertebrados y en el
ambiente en la Reserva de la Biosfera Maya, Petén Guatemala.

Existe asociacion entre la infeccion por Leishmania sp y el hospedero del que se recolectd
la garrapata.

Existe asociacion entre la infeccion por Leishmania sp 'y la localidad en la que se recolectod
la garrapata.
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D. Variables

Cuadro 2: Variables de la investigacion

Variable Definicion conceptual | Naturaleza | Escala de medicion | Unidad de medicion
ADN de | Material genético de | Cualitativa | Nominal Presencia o ausencia
Leishmania sp. | Leishmania spp.,

parasito  intracelular,

causante de la

leishmaniasis cutdnea o

visceral.
Hospedero Hospedero o ambiente | Cualitativa | Nominal. Perro

en donde se Vaca

recolectaron las Ambiente

garrapatas en la Reserva Ser humano

de la Biosfera Maya.
Localidad Asentamiento en donde | Cualitativa | Nominal Carmelita, Uaxactun,

se recolectaron las

Paso Caballos, Cruce

garrapatas, en la Dos Aguadas,
Reserva de la Bidsfera Yaxhilan,

Maya y asentamientos Cooperativa Lucha,
aledafios. Union Maya Itza

E. Criterios de inclusion

Pooles conformados por 1 a 5 garrapatas del género Rhipicephalus, recolectadas en la
Reserva de la Biosfera Maya en el periodo 2022-2023. Rhipicephalus es uno de los géneros en que
se ha detectado infeccidon por Leishmania sp. en paises como Iran (Dabaghmanesh et al., 2016),

Italia y Brasil (Dantas-Torres, Lorusso, et al., 2010).

F. Tipo y tamafio de muestra

Para este estudio no se realizd6 un muestreo, ya que se utilizaron todas las muestras que
cumplieran con los criterios de inclusion.
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G. Procedimiento

1. Control de amplificacion

Previo a la amplificacion de las muestras de garrapata para identificar ADN de Leishmania
se realizaron pruebas de amplificacion con el gen de citocromo oxidasa I (COI), de 712 pares de
bases, que es un gen conservado en artrépodos. El objetivo de realizar este PCR fue verificar la
presencia de ADN viable en las muestras y evitar falsos negativos en la deteccion de ADN de
Leishmania. Para este PCR se incluyeron como controles muestras de Rhipicephalus y de
fleboétomo.

La amplificacion del gen COI se realizé en un volumen final de 20 pL, que contenia 1
unidad de polimerasa (Platinum II 7ag Hot-Start DNA Polymerase, Invitrogen, 14000012), en
buffer de reaccion conteniendo cloruro de magnesio (concentracion final 25 mM) y dNTPs
(concentracién final 0.2 mM). Ademas, esta mezcla contenia una concentracion final de 0.2 uM
de cada uno de los primers HCO2198 y LC1490. Se utilizaron 3 pL de templado de ADN por cada
reaccion del PCR. En todas las reacciones de amplificacion se utilizo un control de reactivos, con
3 uL de agua destilada, en lugar de ADN.

Las secuencias de los primers utilizados para la amplificacioén del gen COI (Becker et al.,
2021) fueron:
LCO1490: 5'-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3’
HCO02198: 5'-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3’

Para la amplificacion se utilizo un termociclador MasterCycler 5331 (Eppendorf™) con los
pardmetros siguientes: un ciclo de desnaturalizacion inicial a 94°C por 4 minutos; 35 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, seguido de la hibridacion a 56°C por 1 minuto y la
elongacion a 68°C por 30 segundos. Transcurridos estos ciclos, se termind con una elongacion
final a 68°C durante 5 minutos.

Los productos de PCR se almacenaron a -20°C hasta su visualizacion por electroforesis en
gel de agarosa.
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2. Amplificacion del gen hsp70 de Leishmania sp. por PCR

La amplificacion del fragmento F (1248 pares de bases) del gen codificante de la proteina
HSP70 de Leishmania sp. se realizd en un volumen final de 20 pL, que contenia 1 unidad de
polimerasa (Platinum II 7ag Hot-Start DNA Polymerase, Invitrogen, 14000012), en buffer de
reaccion conteniendo cloruro de magnesio (25 mM) y dNTPs (0.2 mM). Ademas, esta mezcla
contenia una concentracion final de 0.2 uM de cada uno de los primers F25 y R1310 (primers para
el fragmento F del gen Asp70). Se utilizaron 3 uLL de ADN para la reaccion del PCR, no tomando
en cuenta la concentracion de este.

Secuencias de los primers utilizados para la amplificacion del fragmento F del gen Asp70:
F25: 5'-GGACGCCGGCACGATTKCT-3’
R1310: 5"-CCTGGTTGTTGTTCAGCCACTC-3’
Producto esperado: 1248 pares de bases (pb)

La amplificacion del fragmento N (552 pares de bases) se realizo en un volumen final de
20 uL que contenia 2X de Platinum II 7ag Hot-Start DNA Polymerase (Invitrogen, 14000012), la
cual ya contiene buffer de reaccion, cloruro de magnesio, ANTPs y Tag polimerasa. Ademas, esta
mezcla contenia una concentracion final de 0.2 uM de cada uno de los primers F25 y R617
(primers del fragmento N del gen Asp70). Se utilizaron 3 uL. de ADN para la reaccion del PCR, no
tomando en cuenta la concentracion de este.

Secuencias de los primers utilizados para la amplificacion del fragmento N del gen Asp70:
F25: 5- GGACGCCGGCACGATTKCT-3"
R617: 5'-CGAAGAAGTCCGATACGAGGGA-3’
Producto esperado: 552 pb

Previo a la amplificacion de las muestras de ADN de garrapata, se realizoé una prueba de
control de la amplificacién de PCR, en la cual se amplificaron controles positivos de Leishmania
guyanensis y Leishmania panamensis, presentes en el laboratorio de leishmaniasis del Centro de
Estudios en Salud, asi como muestras positivas de Leishmania sp. de un estudio previo (Ruiz
Calderon, 2018), para demostrar que la extraccion del ADN de las garrapatas fue exitosa. Para
todas las amplificaciones, se utilizo6 un control de reactivos, utilizando 3 pLL de agua destilada, en
lugar de ADN.

Para la amplificacion se utilizo un termociclador MasterCycler 5331 (Eppendorf™) con los
parametros siguientes: un ciclo de desnaturalizacion inicial a 94°C por 4 minutos; 35 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, seguido de la hibridacion a 56°C por 1 minuto y la
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elongacion a 68°C por 30 segundos. Transcurridos estos ciclos, se termind con una elongacion
final a 68°C durante 5 minutos.

Los productos de PCR se almacenaron a -20°C hasta su visualizacion por electroforesis en
gel de agarosa.

La amplificacion con el gen Asp70 se optimiz6 utilizando diferentes parametros y cambios,
con el objetivo de tener resultados 6ptimos de los productos de PCR.
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Cuadro 3: Parametros de optimizacion de la amplificacion por PCR del gen Asp70

Elemento

Parametros

Controles positivos

Se utilizaron tanto controles positivos de
Leishmania braziliensis 'y Leishmania
mexicana, como muestras positivas de
Leishmania de un estudio previo (Ruiz
Calderon, 2018).

Gradiente de temperatura

Se probd una gradiente de temperatura de
hibridacién entre 41°C y 76°C

Numero de ciclos de amplificacion

Se probaron 10, 20, 30 y 35 ciclos de
amplificacion

Tiempo de ciclos de amplificacion

Se probaron ciclos de desnaturalizacion,
hibridaciéon y elongacion, desde 30
segundos hasta 120 segundos

Control de reactivos

Se prob6 un Master Mix convencional vs
un Master Mix con Platinum II 7aq Hot-
Start DNA Polymerase

Uso de potenciador (Enhancer) GC

Se probo la adicion de 5 plL. de Enhancer
GC al Master Mix, con un volumen final de
25 uL

Volumen de ADN por reaccion

Se utilizaron diferentes volimenes de ADN
de muestras y controles, desde 5 puL, 3 pL,
1 uLy0.5pul

Diluciones de ADN y controles

Se probaron diluciones de ADN de muestra
y controles positivos, con diluciones 1:10,
1:100 y 1:1,000

Uso de reactivos y primers nuevos

Dado que los reactivos utilizados se
encontraban previamente en el laboratorio,
y para evitar riesgo de degradacion, se
ordenaron nuevos reactivos y una nueva
solucion de primers para la amplificacion
de hsp70

Purificacion de muestras de garrapata,
controles y productos de PCR

Se purificaron las muestras de garrapata y
los controles positivos previo a realizar el
primer PCR. Asimismo, se probo también
purificar los productos del primer PCR para
observar si mejoraba la amplificacion del
PCR anidado

PCR y PCR anidado

Dado que se buscaba observar la
amplificacion del gen Asp70, se probd la
amplificacion por un solo PCR y por PCR
anidado.
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3. Amplificacion del gen SSU de Leishmania sp. por PCR

La amplificacion del gen SSU (552 pares de bases) del ARNr de Leishmania se realizé en
un volumen final de 25 pL, que contenia 1 unidad de polimerasa (Platinum II 7ag Hot-Start DNA
Polymerase, Invitrogen, 14000012), en buffer de reaccion conteniendo cloruro de magnesio (25
mM) y dNTPs (0.2 mM). Ademas, esta mezcla contenia 0.2 pM del primer SSU561-F y 0.2 uM
del primer SSU561-R, primers para el gen SSU del ARNr. Se utilizaron 3 pL de ADN para la
reaccion del PCR, no tomando en cuenta la concentracion de este.

Las secuencias de los primers utilizados para la amplificacion del gen SSU (Paternina-
Gomez et al., 2013) fueron:
SSU561-F: 5'-TGGGATAACAAAGGAGCA-3’
SSU561-R: 5'-CTGAGACTGTAACCTCAAAGC-3’

Previo a la amplificacion de las muestras de garrapata, se realizé una prueba control de la
amplificacion de PCR, en la cual se amplificaron controles positivos de Leishmania guyanensis y
Leishmania braziliensis, presentes en el laboratorio de leishmaniasis del Centro de Estudios en
Salud, para demostrar la deteccion de Leishmania y verificar el funcionamiento del PCR.
Asimismo, en la amplificacion de las muestras de ADN extraido de garrapata, se utilizé un control
positivo que consistia en la mezcla de ADN de garrapata con ADN de un control positivo de
Leishmania guyanensis, para determinar que la amplificacion no se viera afectada por la presencia
de posibles inhibidores en el material extraido de las garrapatas. Para todas las amplificaciones, se
utilizé un control de reactivos, utilizando 3 pL de agua destilada, en lugar de ADN.

Las condiciones de la amplificacién utilizadas en termociclador MasterCycler 5331
(Eppendorf®) fueron las siguientes: para la amplificacion del gen SSU, se desnaturalizo el ADN a
94°C por 5 minutos. Después, se realizaron 35 ciclos con una desnaturalizacion a 94°C por 1
minuto, seguido de la hibridacién a 54°C por 1 minuto, y la elongacion a 72°C por 1 minuto.
Transcurridos estos ciclos, se termind con una elongacién final a 72°C durante 5 minutos. Este
protocolo de amplificacion se obtuvo a partir de un procedimiento estandarizado previamente
(Paternina-Gomez et al., 2013).

Los productos de PCR se almacenaron a -20°C hasta su visualizacién por electroforesis en
gel de agarosa.
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4. Electroforesis

Los productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% (p/v)
con buffer Tris borato EDTA (TBE), conteniendo 1.5 uLL. de SYBR Safe (Invitrogen S33102). Se
cargo en el gel una mezcla de 3 pl. de marcador de masa molecular de 100 pb (Invitrogen
10488058) y 1 uL de buffer de corrida 6X (Invitrogen 10482035). Este buffer de corrida también
se utilizé para cargar en el gel una mezcla de 4 pLL de cada producto de PCR y 1 uL del buffer de
corrida. La electroforesis se realizd a 100 V durante 30 minutos (17 V/cm). Transcurrido este
tiempo, se coloco el gel en un transiluminador UV para visualizar los productos del PCR y
documentar mediante una fotografia.

5. Analisis de datos

Se realiz6 un alineamiento in silico de las secuencias de los primers SSU561-F y SSU561-
R, para determinar qué organismos podrian presentar una amplificacion positiva, generando
bandas del tamaio obtenido en el gel de electroforesis del gen SSU. Para ello, se utilizé el programa
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) de NCBI (Altschul et al., 1990).

Ademas del analisis bioinformatico, se calculd la tasa de positividad de las garrapatas para
ADN de Leishmania, o algin otro parasito relacionado, determinando el porcentaje de garrapatas
que amplificaron para el gen SSU. Con el objetivo de determinar si existe una relacion entre la
infeccion por Leishmania sp. y el hospedero o localidad donde se recolectaron las garrapatas, se
realiz6 una prueba de Chi cuadrado (y?).

6. Consideraciones éticas

Durante el desarrollo de este estudio, el estudiante no tuvo contacto con los participantes o
vertebrados de los que se recolectaron las muestras de garrapatas, dado que las mismas fueron
recolectadas por el equipo del proyecto Rickettsiosis GIZ. No se realizd6 una recoleccion de
muestras adicionales. Ademads, se trabajo con una base de datos que incluia solamente los codigos
de las muestras y no se tuvo acceso a informacion privada identificable de los hospederos o sitios
de colecta. El Investigador Principal del estudio obtuvo autorizacion del Comité Institucional de
Cuidado y Uso de Animales de la Universidad del Valle de Guatemala (propuesta I — 2022 (1)),
previo al inicio del proyecto.
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VII. RESULTADOS

A. Caracteristicas de las muestras

Las muestras fueron recolectadas en varias localidades del Departamento de Petén. Las
garrapatas luego fueron separadas morfologicamente por especie, y luego se agruparon en pooles,
de entre 1 y 5 garrapatas, incluyendo larvas, ninfas y hembras adultas (completas o incompletas).
Para este estudio unicamente se incluyeron muestras de ADN extraido exclusivamente de
garrapatas pertenecientes al género Rhipicephalus. De las 45 muestras de Rhipicephalus
analizadas, la mayoria se recolectaron en Cruce Dos Aguadas, San Andrés y Cooperativa Lucha,
Las Cruces. Asimismo, la mayoria de las muestras analizadas fueron recolectadas de perros y de
ganado bovino (Cuadro 4).

Cuadro 4: Localidad y origen de las muestras de garrapata analizadas

. Origen de las garrapatas Total por
Localidad Perro Vaca  Cabra Ambiente Persona  localidad
Cruce Dos Aguadas 5 17 0 0 0 22
Cooperativa Lucha 9 2 1 4 0 16
Unién Maya Itza 0 3 1 0 0 4
Yaxhilan 0 0 0 1 0 1
Poptan* 1 0 0 0 0 1
Dolores* 0 0 0 0 1 0
Total por origen 15 22 2 5 1 45

*Sin dato de localidad. Unicamente de municipio.

B. PCR y electroforesis del gen citocromo oxidasa I (COI)

Para la amplificacion del gen COI, se obtuvieron productos de un tamafo aproximado de
700 pb. Se obtuvo una amplificacion del citocromo oxidasa I para el 82.2% de las muestras (37 de
las 45 muestras de garrapatas). Se observd que las muestras que no amplificaron para el gen
citocromo oxidasa I corresponden a la muestra tomada de persona en el municipio de Dolores, asi
como 2 muestras recolectadas del ambiente y 3 recolectadas de perros en Cooperativa Lucha, y 2
muestras recolectadas en Cruce Dos Aguadas, de perro y de vaca.

A continuacion, se presenta un ejemplo de la separacion y visualizacion de los productos
del PCR del gen COI en un gel de agarosa para 15 muestras, un control positivo y un control de
reactivos (agua libre de nucleasas). En este gel se observa que la muestra CA016-1 (pozo 13)
mostro un resultado negativo para el gen COI (Figura 2).
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Figura 2: Gel de electroforesis de los productos de amplificacion por PCR del gen COI de muestras
de garrapatas recolectadas en la Reserva de la Bidsfera Maya

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

700 bp
500 bp

Leyenda: Pozo 1: marcador molecular de 100 pb; pozo 2: control positivo; pozos 3 a 16: pooles de
garrapatas; pozo 17: control de reactivos.

C. PCR y electroforesis del gen hsp70 de Leishmania spp.

Para la amplificacion del gen Asp70, se intentd optimizar la amplificacion por PCR
anidado, utilizando diferentes parametros (Cuadro 3).

Entre estos se puede mencionar diferentes tiempos y ciclos de amplificacion, diferentes
temperaturas de anillamiento, uso de diferentes controles positivos, uso de reactivos nuevos,
comparacion entre 7aq polimerasa y Platinum II 7ag Hot-Start DNA Polymerase, e incluso la
purificacion de muestras, controles positivos y productos del primero de los PCR, previos al PCR
anidado. Sin embargo, se observo que la mayoria de bandas de amplificacion obtenidas
mostraron barridos en el gel, o una concentracion alta de material genético de alto peso
molecular que no se separd en el gel de agarosa. Dada la falta de amplificacion satisfactoria, se
opto6 por cambiar el marcador molecular al gen de la subunidad pequefia de ARN ribisomal.

D. PCR y electroforesis del gen de la subunidad pequefia de ARN ribisomal
(SSU) de Leishmania spp.

La prueba de amplificacion del gen de la subunidad pequefia de ARN ribosomal (SSU) de
Leishmania spp., se realiz6 unicamente en las 37 muestras que mostraron amplificacion para el
gen COI, para evitar falsos negativos con las muestras que no amplificaron, o sea, asegurar que
una falta de amplificacion se debia a la ausencia de material genético del parasito y no a la falta
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de viabilidad del mismo. Para el gen SSU se obtuvo una amplificacion del 13.5% de las muestras

de pooles de garrapatas (5/37). Se observo que todas las muestras que amplificaron corresponden

a garrapatas identificadas morfoldégicamente como Rhipicephalus microplus, recolectadas en la

localidad Cruce Dos Aguadas, en el municipio de San Andrés, Petén, durante los meses de
septiembre y octubre del 2022 (ver Cuadro 5).

Cuadro 5: Resultados de la amplificacion de los genes del citocromo oxidasa I (COI) y subunidad

ribosomal pequefia de Leishmania spp. (SSU) en las muestras de garrapatas analizadas

Muestra Localidad Origen de muestra Especie col  SSU
LC012-2,3,9,10,15 Cooperativa Lucha Vaca Rhipicephalus sp. + -
UC052-10 Unién Maya Itza Vaca Rhipicephalus sp. + -
UC053-5 Union Maya Itza Vaca Rhipicephalus sp. + -
UC055-5 Unién Maya Itza Vaca Rhipicephalus sp. + -
LCO18-1 Cooperativa Lucha Perro Rhipicephalus sp. -
LC022-18,20,25,29,30  Cooperativa Lucha Perro Rhipicephalus sp. + -
LC022-4,5,10,14,15  Cooperativa Lucha Perro Rhipicephalus sp. + -
LC014-20 Cooperativa Lucha Ambiente Rhipicephalus sp. -
LCO014-21 25 Cooperativa Lucha Ambiente Rhipicephalus sp. + -
LC014-3,4,5,7,8 Cooperativa Lucha Ambiente Rhipicephalus sp. + -
LC014-9,10,11,12,19  Cooperativa Lucha Ambiente Rhipicephalus sp. -
SDLO006 Yaxhilan Ambiente Rhipicephalus sp. + -
LC008-5,25 Cooperativa Lucha Cabra Rhipicephalus sp. + -
UCo049-21 Unién Maya Itza Cabra Rhipicephalus sp. + -
CA003-1 2 Cruce Dos Aguadas Vaca R. microplus -
CAO019-1 Cruce Dos Aguadas Vaca Rhipicephalus sp. + -
CA024-1 Cruce Dos Aguadas Vaca R. microplus + -
CA029-2 Cruce Dos Aguadas Vaca R. microplus + -
CA036-2 Cruce Dos Aguadas Vaca R. microplus + -
CA037-2 Cruce Dos Aguadas Vaca R. microplus + -
CA039-2 Cruce Dos Aguadas Vaca R. microplus + +
CA074-2 Cruce Dos Aguadas Vaca R. microplus + -
CA074-3 Cruce Dos Aguadas Vaca R. microplus + -
CA074-4 Cruce Dos Aguadas Vaca R. microplus + -
CA074-5 Cruce Dos Aguadas Vaca R. microplus + -
CA082-2 Cruce Dos Aguadas Vaca R. microplus + +
CA084-3 Cruce Dos Aguadas Vaca R. microplus + +
CA089-2 Cruce Dos Aguadas Vaca R. microplus + +
CA092-2 Cruce Dos Aguadas Vaca R. microplus + -
CA095-2 Cruce Dos Aguadas Vaca R. microplus + -
CA097-2 Cruce Dos Aguadas Vaca R. microplus +
CAO016-1 Cruce Dos Aguadas Perro Rhipicephalus sp. -
CA044-1 Cruce Dos Aguadas Perro R. sanguineus + -
CA053-1 Cruce Dos Aguadas Perro R. microplus + +
CA068-2 Cruce Dos Aguadas Perro R. sanguineus + -
CA078-2 Cruce Dos Aguadas Perro R. sanguineus + -
MMO003-1 Poptin* Perro Rhipicephalus sp. + -
MMO004-1 Dolores* Persona Rhipicephalus sp. -
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Muestra Localidad Origen de muestra Especie col SSU

LC049-3 Cooperativa Lucha Vaca R. microplus + -
LC059-3 Cooperativa Lucha Perro R. sanguineus + -
LC059-4 Cooperativa Lucha Perro R. sanguineus -

LC060-2 Cooperativa Lucha Perro R. sanguineus + -
LCO061-3 Cooperativa Lucha Perro R. sanguineus + -
LC061-4 Cooperativa Lucha Perro R. sanguineus + -
LC062-2 Cooperativa Lucha Perro R. sanguineus -

*Sin dato de localidad. Unicamente de municipio.

A continuacion, se presenta un gel de electroforesis con los productos del PCR del gen
SSU. Se incluyen 6 muestras, un marcador molecular de 100 pb, dos controles positivos de
Leishmania y un control de reactivos, en un gel de agarosa al 2% (Figura 3). Ademas, se incluyo
un control positivo que consistié en ADN de garrapata con ADN de Leishmania guyanensis, como
control de la confiabilidad del PCR.

Figura 3: Gel de electroforesis con los productos de amplificacion por PCR del gen SSU de
Leishmania spp. en muestras de garrapatas recolectadas en la Reserva de la Biosfera Maya
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Leyenda: Pozo 1: Marcador molecular de 100pb; pozos 2 y 3: controles positivos; pozos 4 a 9:
pooles de garrapatas; pozo 10: control de ADN de Leishmania guyanensis con ADN de garrapata
(control de confiabilidad de PCR); pozo 11: control de reactivos.

En la Figura 3 se puede observar que las muestras CA082-2, CA084-3 y CA089-2
mostraron bandas tenues con un tamafio aproximado de 650-670 pb, mayor al de los productos de
los controles positivos de Leishmania braziliensis y Leishmania guyanensis. Las muestras CA084-
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3 y CA089-2 mostraron bandas mucho mas tenues y casi indetectables en comparaciéon con las
anteriores. Las muestras CA053-1 y CA039-2 mostraron bandas de aproximadamente 500-530 pb,
un tamafo inferior al de las bandas de los controles de Leishmania braziliensis y Leishmania
guyanensis.

E. Analisis de datos
1. Analisis en BLAST

Se realiz6 un andlisis in silico, alineando los primers del gen SSU con parasitos de la
familia Trypanosomatidae, y determinando el tamafio de los posibles fragmentos de amplificacion
que se obtendrian. Se observo que los productos de PCR de las muestras CA082-2, CA084-3 y
CAO089-2 se acercan al tamafo esperado para este gen en Trypanosoma sp., especialmente entre
los fragmentos de 650 y 680 pb. Se observa que la secuencia del primer SSU561-F se alinea
principalmente en este tamafio de banda (Figura 4a). De la misma manera, los productos de PCR
de las muestras CA053-1 y CA039-2 se acercan al tamafo esperado de la secuencia de Leishmania
infantum, especialmente las secuencias entre 490 y 520 pb. Se observa que la secuencia del primer
SSUS561-R se alinea principalmente en este tamafio de banda (Figura 4b). Cabe mencionar que el
valor E de las secuencias de Leishmania en donde se alinean los primers es de 0.62 (Figura 4b),
mientras que el valor E de las secuencias de Trypanosoma es de 38 (Figura 4a).
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Figura 4: Analisis de BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) de productos esperados a partir de las secuencias de primers utilizados
para el gen SSU de Leishmania spp.

a)

Trypanosoma melophagium isolate WSE-68 small subunit nbosomal RNA gene, partial sequence Trypanosoma melophagium 362 362 100% 100.00% 657 OR921417 1
Trypanosoma melophagium isolate WSW-214 small subunit nbosomal RNA gene, partial sequence  Trypanosoma melophagium 362 362 100%
Trypanosoma melophagium isolate KY-257 small subunit nbosomal RNA gene, partial sequence Trypanosoma melophagium 362 362 100%

Trypanosoma melophagium isolate GS-64 small subunit nbosomal RNA gene, partial sequence Trypanosoma melophagium 362 362 100%

100.00% 666  OR9214191
100.00% 673  OR921420.1

100.00% 674  OR921416.1

Trypanosoma melophagium isolate KY-268 small subunit nbosomal RNA gene, partial sequence Trypanosoma melophagium 362 362 100%
Trypanosoma melophagium isolate WSE-161 small subunit nbosomal RNA gene, partial sequence  Trypanosoma melophagium 362 362 100%

100.00% 675 OR921421.1
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Trypanosoma lewssi isolate R072 small subunit ibosomal RNA gene, partial sequence Trypanosoma lewisi 362 362 100% 38 100.00% 322 0Q547237 1
Trypanosoma lewist isolate R049 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence Trypanosoma lewisi 362 362 100% 38 100.00% 375 0Q547238.1
Trypanosoma theilen isolate C12 small subunit ibosomal RNA gene, partial sequence Trypanosoma theilen 362 362 100% 38 100.00% 41 OR271 1
Trypanosoma shaw isolate VECAP1 small subunit nbosomal RNA gene, partial sequence Trypanosoma shaw 362 362 100% 38 100.00% 471 OR717151.1
Rhynchomonas nasuta isolate Cape28 PD small subunit ibosomal RNA gene,_partial sequence Rhynchomonas nasuta 362 362 100% 38 100.00% 493 0Q771612.1
Trypanosoma sp. isolate Arpl18_SV small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence Trypanosoma sp. 362 362 100% 38 100.00% 495 7716031
Trypanosoma lewisi isolate R073 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence Trypanosoma lewisi 362 362 100% 38 10000% 533  OQ547236.1
Trypanosomatidae sp. clone 15 small subunit nbosomal RNA gene, partial sequence Trypanosomatidae sp. 362 362 100% 38 100.00% 568 OR371594 1
Trypanosomatidae sp. clone 13 small subunit nbosomal RNA gene_partial sequence Trypanosomatidae sp. 362 362 100% 38 100.00% 568 OR371592.1
Trypanosoma sp. isolate DIE15 small subunit ribosomal RNA gene_partial sequence Trypanosoma sp. 362 362 100% 38 100.00% 570 OR462730.1
Trypanosoma sp_isolate DIE 19 small subunit nbosomal RNA gene,_ partial sequence Trypanosoma sp. 362 362 100% 38 100.00% 586 OR462731.1
Trypanosoma sp. isolate BRCARR1 small subunit ibosomal RNA gene, partial sequence Trypanosoma sp. 362 362 100% 38 10000% 614  OR7115581
38

38

38

38

38

38

100.00% 676 OR921418.1
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Leishmania infantum isolate P23D0D7D14 small subunit nbosomal RNA gene, partial sequence Leishmaniainfa... 421 421 100% 062 100.00% 425 OR250382 1
Leishmania braziliensis isolate Lb_sp1 small subunit ribosomal RNA gene_ partial sequence Leishmaniabra... 421 421 100% 062 10000% 443  ORG56597 1
Leishmania infantum isolate Li_sp6 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence Leishmaniainfa... 421 421 100% 062 10000% 494 OR656596.1
Leishmania infantum isolate Dog23_bm small subunit nbosomal RNA gene, partial sequence Leishmaniainfa... 421 421 100% 062 100.00% 499 OR250397 1
Leishmania infantum isolate Dog22 small subunit ibosomal RNA gene,_ partial sequence Leishmaniainfa... 421 421 100% 062 10000% 501 OR250395.1
Leishmania infantum isolate BMVL8 small subunit ibosomal RNA gene, partial sequence Leishmaniainfa... 421 421 100% 062 10000% 502 OR250370.1
Leishmania infantum isolate Dog14 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence Leishmaniainfa... 421 421 100% 062 100.00% 503 OR2503931
Leishmania infantum isolate Dog03 small subunit nbosomal RNA gene, partial sequence Leishmaniainfa... 421 421 100% 062 10000% 504 OR250390.1
Leishmania infantum isolate LVHSEO9 small subunit ibosomal RNA gene_partial sequence Leishmaniainfa.. 421 421 100% 062 10000% 508 OR250364.1
Crithidia sp. isolate LVHSE 140 small subunit nbosomal RNA gene, partial sequence Crithidia sp. 421 421 100% 062 100.00% 508 OR2284921
Leishmania infantum isolate Dog20 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence Leishmaniainfa... 421 421 100% 062 10000% 510 OR250394.1
Leishmania infantum isolate P39 small subunit ibosomal RNA gene, partial sequence Lei infa... 421 421 100% 062 10000% 510 OR250384.1
Leishmania infantum isolate LVHSES2 small subunit nbosomal RNA gene, partial sequence infa... 421 421 100% 062 10000% 510 OR250368 1
Leishmania infantum isolate LVHSE43 small subunit nbosomal RNA gene,_partial sequence Leishmaniainfa... 421 421 100% 062 10000% 511 OR250367 1
Leishmania infantum isolate BMVL 17 small subunit nbosomal RNA gene, partial sequence Leishmaniainfa... 421 421 100% 062 100.00% 512 OR250376.1
Trypanosoma sp_isolate Lobr03_LB small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence Trypanosomasp. 421 421 100% 062 10000% 512 0Q771619.1
Leishmania infantum isolate Dog111 small subunit nbosomal RNA gene,_partial sequence Leishmaniainfa... 421 421 100% 062 10000% 513 OR250400.1
Leishmania infantum isolate LVHSEG1 small subunit nbosomal RNA gene, partial sequence Leishmaniainfa... 421 421 100% 062 100.00% 514 OR250372.1

a) Analisis de BLAST de la secuencia del primer SSU561-F, utilizado para la amplificacion del gen SSU. b) Analisis de BLAST de la

secuencia del primer SSU561-R, utilizado para la amplificacion del gen SSU.



Se puede observar que la mayoria de las secuencias con las que se alinean los primers
corresponden a secuencias del género Leishmania y Trypanosoma, ambos de la familia
Trypanosomatidae. Cabe mencionar que el valor E de las secuencias de Leishmania es de 0.62
(Figura 4b), mientras que el valor E de las secuencias de Trypanosoma es de 38 (Figura 4a).
También se observan otras secuencias, como una secuencia de Crithidia sp., de la misma familia
taxondmica Trypanosomatidae, con un valor E de 0.62. Ademas, se observa una secuencia de
Rhynchomonas nasuta, con un valor E de 38. Este Gltimo, aunque no es de la familia
Trypanosomatidae, comparte la misma clase taxondémica Kinetoplastea.

2. Tasa de amplificacion o infeccidon de garrapatas

Se calculd la tasa de positividad de las garrapatas a partir de los resultados de la
amplificacion por PCR, tanto del gen COI como del gen SSU de Leishmania sp. Se observo que
las garrapatas tuvieron una tasa de positividad de 82.22% para el gen COI, mientras que de 13.51%
para el gen SSU de Leishmania sp. (Cuadro 6).

Cuadro 6: Porcentaje de positividad de amplificacion de los genes analizados en garrapatas

Gen Positividad Total Porcentaje
col 37 45 82.22%
SSU 5 37 13.51%

3. Prueba Chi cuadrado

Se realizé una prueba de Chi cuadrado (y%) para determinar una posible relacion entre el
hospedero y la localidad, y la positividad de los resultados. Se determin6 que el valor de Chi
cuadrado fue menor al valor critico tanto para la localidad donde se recolectaron las garrapatas
como el hospedero del cual se recolectaron, corroborando los resultados del valor p (Cuadro 7).

Cuadro 7: Resultados de prueba de Chi cuadrado

SSU de Leishmania spp.
Chi cuadrado ~ Valor critico ~ Valor p
Sitio 4914 9.488 0.296
Origen de muestra 1.516 9.488 0.824
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VIII. DISCUSION

Este estudio es el primero en Guatemala en explorar la posible infeccion de parasitos de la
familia Trypanosomatidae en garrapatas de la Reserva de la Biosfera Maya. Los resultados
muestran amplificacidon positiva para una tasa de infeccion del 13.51%. Segun se observa en la
Figura 3, el tamafio de los fragmentos amplificados para el PCR de SSU de las muestras tiene un
tamafio similar al de los controles positivos de Leishmania braziliensis y Leishmania guyanensis.
Sin embargo, para alguna de estas muestras los fragmentos amplificados son de mayor o menor
tamafio. Al realizar un andlisis in silico en BLAST, se pudo observar que el tamafo de los
fragmentos que amplifican los primers utilizados pueden variar de acuerdo con la especie de
Leishmania desde 400 pb hasta més de 600 pb (ver Figura 4b). Los reportes de especies de
Leishmania encontradas en garrapatas han sido principalmente Leishmania infantum (Dantas-
Torres, Martins, et al., 2010) y Leishmania braziliensis (Rojas-Jaimes et al., 2022). En Guatemala,
la mayoria de infecciones de Leishmania descritas se deben a Leishmania braziliensis y
Leishmania mexicana (Lopez et al., 2023). Sin embargo, se tienen indicios de otras especies de
Leishmania presentes en el pais, como Leishmania panamensis y Leishmania guyanensis (Ruiz
Calderon, 2018). Asimismo, cabe resaltar que los controles positivos (Leishmania braziliensis y
Leishmania guyanensis) pertenecen a especies de Leishmania del subgénero Viannia (Coughlan
et al., 2018). Se ha observado que el gen SSU en Leishmania puede variar en tamano, desde 301
pb (Pombi et al., 2020) hasta 882 pb (van Eys et al., 1992). Asimismo, en especies de Leishmania
del subgénero Viannia, este gen tiene un tamafo que se mantiene en el rango entre 454 pb (Rogers
et al., 2011) y 782 pb (Marcili et al., 2014). Por lo tanto, es posible que este sea un factor en la
diferencia de tamafos de los fragmentos amplificados observados en el gel de electroforesis, en
comparacion con otras especies de Leishmania. Los resultados de BLAST y GenBank muestran
que la alineacidon de los primers utilizados en la secuencia de Leishmania infantum genera
fragmentos de aproximadamente 510 pb (Takamiya et al., 2023), mientras que, en especies como
Leishmania adleri, la alineacion de los primers genera fragmentos de aproximadamente 850 pb
(Espinosa et al., 2018). Por lo tanto, se recomienda secuenciar estos productos de PCR para llegar
a una mayor precision de las posibles especies de Leishmania que se encuentren en las garrapatas.
En este mismo analisis de BLAST (ver Figura 4), puede notarse que los primers utilizados en este
estudio también pueden hibridarse de forma menos especifica con pardsitos de la familia
Trypanosomatidae, como son Trypanosoma sp. De hecho, segun la Figura 3, se observa que las
bandas de mayor tamafio (muestras CA082-2, CA084-3 y CA089-2) tienen un tamafio cercano a
670 pb, lo cual es similar al fragmento SSU de Trypanosoma sp. y Trypanosoma melophagium
(Figura 4a). Asimismo, las bandas de menor tamafio (muestras CA053-1 y CA039-1) tienen un
tamafo cercano a 540 pb, lo cual se asemeja a regiones de Trypanosoma sp. y Leishmania infantum
a los que se unen las secuencias de los primers utilizados (Figura 4b). Por lo tanto, no se puede
descartar que las garrapatas recolectadas en la comunidad Cruce Dos Aguadas, San Andrés, Petén,
podrian estar infectadas por algun tipo de parasito tripanosomatido, el cual puede pertenecer a
Leishmania sp. o Trypanosoma sp.

La posible prevalencia de Trypanosoma sp. en las garrapatas no es infundada, puesto que

ya se han reportado casos de Trypanosoma sp. en garrapatas en Latinoamérica. Por ejemplo, en
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2017 se report6 en Brasil la infeccion de Trypanosoma rhipicephalis en garrapatas pertenecientes
a la especie Rhipicephalus microplus, recolectadas de ganado bovino (Marotta et al., 2018). En
este estudio se utilizd también el gen SSU para detectar al parasito en las garrapatas, de manera
que puede ser probable que los resultados de este estudio hayan mostrado la presencia posible de
Trypanosoma en las garrapatas recolectadas en la Reserva de la Biosfera Maya, Petén. Asimismo,
otros estudios han reportado la presencia de Trypanosoma en otras especies de garrapatas, como
Trypanosoma caninum en Ixodes ricinus (Luu et al., 2020), Trypanosoma theileri en Hyalomma
anatolicum (Zeb et al., 2019) y Trypanosoma pestanai, también en Ixodes ricinus (Koual et al.,
2023). El analisis de BLAST sugiere que pudo detectarse alguna infeccion en las garrapatas por
un parasito de la familia Trypanosomatidae. Como se puede observar en la Figura 4, el valor E de
las secuencias de Leishmania era de 0.62, mientras que el de las secuencias de Trypanosoma era
de 38 (Figura 4). Esto implica que la probabilidad de que las secuencias de los primers se hayan
alineado aleatoriamente a cualquier secuencia de Trypanosoma, en lugar de una regién en
especifica es mucho mayor que en las secuencias de Leishmania (Sharon et al., 2005). Por lo tanto,
las secuencias alineadas de Leishmania en el analisis de BLAST sugieren que las secuencias de
los primers de la amplificacion del gen SSU de Leishmania efectivamente pudieron haber
amplificado Leishmania spp. en las muestras de garrapatas. Sin embargo, cabe mencionar que
tanto las secuencias de Leishmania como las de Trypanosoma muestran una identidad percentil
del 100% (Figura 4), indicando que las secuencias de los primers facilmente se alinean en su
totalidad con secuencias de ambos géneros (Newell et al., 2013). Ya sea que se trate del género
Trypanosoma o del género Leishmania, la presencia de esta familia de parasitos en las garrapatas
sugiere que estos podrian también infectar a los huéspedes de las garrapatas recolectadas, como el
ganado bovino, perros domésticos, € incluso personas.

Como se puede observar en el Cuadro 6, el 17.78% de las muestras dieron un resultado
negativo para el gen de COI, coincidiendo con comunidades de los municipios de Las Cruces y
San Andrés, Petén. Asi también la muestra de persona recolectada en Dolores también presentd un
resultado negativo del gen COI. Esto puede deberse a una posible degradacion del material
genético durante el procesamiento y transporte de las garrapatas o durante el proceso de extraccion,
o bien a la presencia de interferentes del PCR en la muestra. Ademas, se ha reportado que ciertos
primers utilizados para amplificar el gen COI han mostrado no ser muy eficientes durante pruebas
de PCR convencional, en comparacion con otros métodos de deteccion del gen (Lv et al., 2014).
Sin embargo, se utilizaron estos primers ya que era con los que se contaba. No se analizo la
presencia de ADN de Leishmania sp. en las muestras de garrapatas que no amplificaron para el
gen COI, ya que, si el ADN hubiera estado degradado o si hubiera tenido interferentes, se corria
el riesgo de reportar un resultado falso negativo para el gen SSU.

Como se puede observar en el Cuadro 5, las muestras que dieron un resultado positivo en
la amplificacion por PCR del gen SSU de Leishmania sp. corresponden todas a garrapatas
recolectadas en la comunidad Cruce Dos Aguadas, en el municipio de San Andrés, Petén. Sin
embargo, como se puede observar en el Cuadro 7, la prueba de Chi cuadrado mostr6 que no hay
evidencia de una relacion entre la comunidad en donde se recolectaron las muestras y su
positividad. Sin embargo, hay que tomar en consideracion que la positividad de las muestras
consistid en la positividad de los pooles de garrapatas analizadas. El muestreo de las garrapatas se
realizd por conveniencia, por lo que no se puede concluir que no exista la posibilidad de una
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relacion entre la infeccion en las garrapatas y el sitio de recoleccion. Por lo tanto, se recomienda
recolectar y analizar un mayor nimero de muestras de garrapatas, recolectadas mediante un
muestreo aleatorio, asi como ampliar el area de estudio. Como se puede observar en el Cuadro 6,
la tasa de infeccion de los pooles de garrapatas segin el PCR del gen SSU fue del 13.51%. Aunque
se procesaron pooles de garraptas, los positivos consistian de una sola hembra adulta. Por lo tanto,
la tasa de infeccion por pool se acerca a la tasa infeccion por garrapata individual. Otros estudios
han reportado una tasa de infeccion de Leishmania spp. del 22.9% (Campos & Costa, 2014) y del
15.4% (Coutinho et al., 2005). Por lo tanto, la tasa de infeccion reportada en este estudio se asemeja
a las de estudios similares, aunque no puede todavia confirmarse si la infeccion se debe a parasitos
del género Leishmania, Trypanosoma o ambos.

Dado que cuatro de las cinco muestras positivas para el gen SSU de Rhipicephalus
microplus fueron recolectadas de ganado bovino, existe la posibilidad que las vacas de las que se
alimentaron las garrapatas hayan estado infectadas con este parasito. También es probable que las
garrapatas hayan adquirido el material genético de estos parasitos anteriormente, ya que se ha
demostrado la transmision de Leishmania por via oral. En un estudio en el que se alimento
hamsteres con fleboétomos infectados con Leishmania infantum y Leishmania braziliensis, asi
como con cultivos axénicos de Leishmania, los animales desarrollaron leishmaniasis (Reimann et
al., 2022). Por lo tanto, no se descarta la posibilidad de una infeccion accidental de Leishmania
por parte de los hospederos en donde se recolectaron las garrapatas. En caso que el material
genético sea de parasitos del género Trypanosoma, el ganado bovino estaria en riesgo de
tripanosomiasis, una enfermedad que puede provocar fiebre, parasitemia, letargo, y disminucion
de produccion de leche (Osorio et al., 2008). Sino se trata rapidamente, la infeccion puede producir
incluso necrosis en la region afectada, la cual puede llegar incluso a ocasionar la muerte del animal
(Wellde et al., 1989). Como consecuencia, esto puede llevar a pérdidas economicas muy grandes
para los duefios del ganado bovino. En India, se estima que la pérdida anual por tripanosomiasis
puede llegar hasta 671.1 millones de dodlares estadounidenses (USD), o 44,740 millones de rupias
indias (Kumar et al., 2017), y en Argentina, las pérdidas llegaron a 58,802 USD en el periodo
2016-2017, considerando abortos, muertes de vacas, gastos por tratamiento, entre otros (Abdala et
al., 2020). Por otro lado, en caso la infeccion sea con pardsitos del género Leishmania, implicaria
que el ganado bovino, asi como el perro de la otra muestra positiva, pudieron haber contraido al
parasito causante de la leishmaniasis, y dependiendo de la especie, podrian constituir un riesgo
para la poblacion que vive en la cercania de estos animales. Por ejemplo, en el sur de Iran se detecto
ADN de Leishmania infantum y Leishmania major en ganado bovino (Rezaei et al., 2022). Si bien
en este estudio no se reportaron sintomas en las vacas, la presencia de ADN de Leishmania sugiere
que estos animales podrian ser potenciales reservorios, por lo que es necesario estudiar el
comportamiento de los flebotomos con relacion a estos animales para determinar si son un riesgo
para seres humanos. La prevalencia de casos de leishmaniasis en el departamento de Petén (Lopez
et al., 2023) también indica el riesgo de estos animales a padecer leishmaniasis (Lobsiger et al.,
2010). Cabe mencionar que estos animales, especialmente los perros domésticos, son considerados
hospederos centinelas, que son indicadores de que el parasito se encuentra en el area, siendo un
potencial riesgo para las personas que se encuentren en el lugar (de Morais et al., 2013). Un estudio
en el suroeste de Irdn mostr6 que la proximidad a establos de ganado podria ser un factor de riesgo
para leishmaniasis cutanea en personas (Ghatee et al., 2018). Esto se debe a que la proximidad a
estos animales aumenta la probabilidad de presencia de flebotomos, los principales vectores de
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leishmaniasis (Alcover et al., 2014). Si, a través de secuenciacion, se logra confirmar la presencia
de alguna de las dos especies, seria el primer registro definitivo de Trypanosoma o Leishmania
presente en garrapatas recolectadas en Guatemala. Es importante recalcar que la presencia de
Leishmania o Trypanosoma en garrapatas no necesariamente implica que estos artropodos tengan
un rol como vectores del parasito, pero es necesario realizar mas investigaciones para confirmar o
descartar la presencia de tripanosomatidos en garrapatas por su importancia en la salud animal y
humana (Dantas-Torres, 2011).

Es importante mencionar que la identificacion de Trypanosoma sp. o Leishmania sp.
cAquomo el parasito que infectd a las garrapatas no descarta la posibilidad de que ambos géneros
de tripanosomatidos puedan encontrarse en las garrapatas o en sus hospederos. En paises de
Sudamérica, como Brasil y Venezuela, se han reportado casos de co-infeccion de Trypanosoma 'y
Leishmania, especialmente en perros domésticos. El estudio de Venezuela report6 un caso de triple
co-infeccion, de Trypanosoma cruzi, Leishmania mexicana y Leishmania chagasi (Viettri et al.,
2018). Estos estudios han reportado que la co-infeccion por estos tripanosomatidos puede estar
relacionada a la cercania de poblaciones rurales con los parasitos que naturalmente se encuentran
en el ambiente. El estudio de Brasil reportd una co-infeccion natural de Trypanosoma cruzi,
Trypanosoma evansi 'y Leishmania sp. en coaties cercanos al asentamiento Urucum, cerca de la
frontera con Bolivia, y una transmision activa hacia los perros de este asentamiento (Porfirio et al.,
2018). Asimismo, se han reportado casos de tripanosomiasis en regiones de Brasil donde
prevalecen los casos de leishmaniasis, de manera que las dos enfermedades pueden ocurrir en la
misma region (Barros et al., 2012). Por lo tanto, si a través de una secuenciacion de los productos
de PCR, se logra determinar ya sea Trypanosoma sp. o Leishmania sp. presente en las garrapatas
recolectadas en Petén, Guatemala, no significa que se rechace la presencia del otro parasito en las
comunidades estudiadas. El area de Petén Norte, donde se encuentra la comunidad Cruce Dos
Aguadas, report6 en el 2021 46% de los casos de leishmaniasis del departamento (14% de los
casos a nivel nacional) (SIGSA, 2022). Se recomienda realizar estudios tanto de la prevalencia de
Leishmania como de Trypanosoma en las comunidades aledafias a la Reserva de la Biosfera Maya,
asi como en los animales y personas residentes de estas comunidades, y los ectoparasitos que
puedan infestar a sus pobladores.

El estudio tuvo varias limitaciones. Las muestras analizadas de los pooles de garrapatas
correspondian al género Rhipicephalus, al ser este uno de los géneros en donde se ha encontrado
Leishmania (Coutinho et al., 2005). Sin embargo, también se ha reportado la presencia de
Leishmania en otros géneros de garrapatas, como Ixodes (Magri et al., 2022) y Amblyomma (Rojas-
Jaimes et al., 2022). El muestreo para este estudio fue por conveniencia, por lo que no es
representativo de toda el area de estudio donde se recolectaron las garrapatas, por parte del equipo
del proyecto Rickettsiosis GIZ. Por lo tanto, se recomienda realizar mas estudios, con otras
especies de garrapatas, y con una muestra mas representativa de la Reserva de la Biosfera Maya,
donde se recolectaron las muestras. Para poder validar los resultados de la amplificacion del gen
SSU de Leishmania, es necesario secuenciar los productos de PCR de esta amplificacion en las
muestras de Rhipicephalus microplus; este paso no se pudo realizar en el presente estudio por
limitacidn de tiempo y recursos. Se recomienda secuenciar los productos de PCR para identificar
si los tamafios de amplificacion observados en el gel de electroforesis y las secuencias
corresponden a Leishmania, o a algun otro género de la familia Trypanosomatidae.
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Se intentd optimizar la amplificacion del gen Asp70 previo a la amplificacion del gen SSU,
debido a que este gen se encuentra conservado en el genoma de Leishmania (Folgueira et al.,
2007), y ha sido utilizado para la deteccion del parasito de manera sistematica (Montalvo et al.,
2017). Sin embargo, como se mostro en el Cuadro 3, se probaron diversos parametros para
optimizar la amplificacion del gen hAsp70 y poder visualizar los resultados en un gel de
electroforesis. Al final, no se logré amplificar el gen Asp70 correctamente, observando barridos
que pudieren deberse a la formacion de productos no especificos de peso molecular alto. Dado que
se variaron todas las condiciones del PCR y no se logro resolver el problema, es posible que la
causa fuera una posible degradacion de la solucion stock de los primers, que fueron el nico
reactivo que se mantuvo constante en la mayoria de las pruebas de optimizacion (Kelleher &
Champouzx, 2000).

Este estudio es un primer acercamiento a la deteccion de parasitos como Leishmania en
garrapatas recolectadas en comunidades de la Reserva de la Bidsfera Maya, Petén, Guatemala.
Segun los resultados, se sospecha que las garrapatas pertenecientes a la especie Rhipicephalus
microplus recolectadas podrian estar infectadas con tripanosomatidos como Leishmania sp. o
Trypanosoma sp. Sin embargo, a partir de los resultados obtenidos, no es posible afirmar que exista
relacion entre la especie de garrapata analizada y la infeccion por parasitos de la familia
Trypanosomatidae.
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IX. CONCLUSIONES

Se identifico la presencia de ADN de parésitos, posiblemente de la familia
Trypanosomatidae, en pooles de garrapatas recolectadas en una comunidad de la Reserva
de la Biosfera Maya en Petén, Guatemala.

No se encontr6 asociacion entre la infeccion y el sitio de colecta o el hospedero del que se
recolectaron las garrapatas.

La tasa de infeccion de garrapatas con posibles tripanosomatidos fue de 13.5%, la cual se
asemeja a la tasa de infeccion de leishmaniasis de otros estudios.
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X. RECOMENDACIONES

Se recomienda secuenciar los productos del PCR del SSU de las garrapatas analizadas en
este estudio, para poder determinar con exactitud si estan infectadas con algliin tripanosomatido
como Trypanosoma o Leishmania.

Se recomienda ampliar el tamafio de la muestra de garrapatas a analizar, utilizando
garrapatas de otros géneros, ademas del género Rhipicephalus. Asimismo, se sugiere aumentar el
numero de garrapatas recolectadas en el area de estudio y recolectarlas mediante un método
aleatorio para asegurar representatividad.

Se recomienda realizar reacciones de PCR anidado con el gen SSU, dado que esto
permitiria aumentar el naimero de copias del material amplificado para tener mejor oportunidad de
visualizar los productos por electroforesis en agarosa.

Para profundizar en los resultados obtenidos en las garrapatas, se recomienda realizar
estudios de infeccion de las garrapatas en diferentes estadios de su ciclo de vida, asi como en
diferentes huéspedes, tanto infectados con leishmaniasis como no infectados. También se
recomienda analizar la presencia de Leishmania (y otros parasitos de la familia
Trypanosomatidae), en diferentes estructuras de las garrapatas, como el tracto gastrointestinal y
los ovarios. Asimismo, se recomienda analizar la prevalencia de garrapatas en relacion con
flebotomos presentes en el area de estudio, para evaluar una posible tendencia de infecciones de
leishmaniasis en los animales analizados.
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XII.  ANEXOS

Anexo 1: Carta de aprobacién del Comité de Etica del Centro de Estudios en Salud de la
Universidad del Valle de Guatemala para la recoleccion de las garrapatas, utilizadas para este
estudio.

Comité de Etica, para el Uso y Cuidado Animal de la
Universidad del Valle de Guatemala
CEUCA - UVG

UVG

Investigador Prindpal: David Moran
Edifidio y oficina: Centro de Estudios en Salud
E-Mail: dmoranices uve edy gt
Teléfono: (502) 40223733
Nimero de propuesta: | — 2022 (1)
Guatemala, & de abril de 2022

Estimado investigador,

Por este medic se hace constar que la propuesta de investigacien titulada: Rickettsiosis en comunidodes
humanas y animales de la Selva Maya Guatemalteca: una exploracion a sus determinantes antropogénicas
¥ ecologicas, ha sido evaluad por miembros del comite de ftica, para el Uso y Cuidado Animal de la
Universidad Del Valle de Guatemala (CEUCA —UVG).

3e ha realizado una revision del protocolo con el fin de asegurar el cuidade y use ético a los animales que
seran utilizados para cumplir con los propdsites de la investigacidn. Se ha determinado que se cumple con los
requisitos necesarios, asi como también se ha cumplido con los procedimientos y lineamientos desaitos por
&l comité.

Por este medio se le informa que se autoriza realizar las practicas con animales tal y come se desaiben en el
protocole final sometido al CEUCA UG, per un periodo de un afic a partir de |z fecha de la presente carta. Se
enfatiza la nmecesidad de imiciar el muestreo con animales silvestres, luego de obtener las licencias de
autorizacion del CONAP come lo indica la normativa nacional.

Se le solicita que, si hubiese necesidad de hacer cualquier otra medificacion a lo descrito en la propuesta, se
comunique de nuevo con el comité para que dichas enmiendas sean evaluadas de manera que se pueda
garantizar que s& cumple 3 cabalidad con los lineamientos del CEUCA-UVG. Asimismo, rogamos que, al
finalizar su trabajo de investigacion, se comparta con el comité los resultados o publicaciones derivadas de la
investigacion.

5in otro particular quedo a sus drdenes,

—
\
.-'JI
MV Vanessa Granados B
Medico Veterinario
Colegiado 557
CEUCA - NG
Comité de Ftica, Uso y Cuidado Animal
Universidad del Valle de Guatemala.
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Anexo 2: Procedimientos normados de operacion elaborados durante el desarrollo de esta
investigacion.

FNO:
Instituto de Investigaciones Procedimiento Version: 1
Centro de Estndios en Salud Fecha: 29-11-2023

Normado de Operacion
Laboratorio IT2-304

Paginas Totales: 3

-

U Amplificacion del gen SSU | 4\ ;o d0: Renata Mendizibal
o de Leishmania sp. en ADN | preparado por: Miguel Angel
de garrapatas por PCR Téliz

L. Propésite: Amplificar por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa el gen 55U de Leishmania sp. Con
el fin de detectar Leishmania sp. en mmestras de ADN de garmrapatas recolectadas en la Reserva de la
Bidsfera Maya, mediante secuenciacion de ADN.

1, Aplicacion: Diagnéstica e Investigacion.

3. Referencias:

* Fraga J, A M Montalvo, 5. De Dencker, J.-C. Djardin, and G. Van der Auwera. 2010. Phylogeny of
Leishmania species based on the heat-shock protem 70 gene. Infection, Genetics and Evolufion: Jowrnal
of Melecular Epidemiclogy and Evelutionary Genetics in Infectious Diseases 10: 238-245.
doi:10.1016/) meegid 2009.11.007.

» Montalvo, A M., J. Fraga, D. Tirado, G. Blandon, A Alba, G. Van Der Auwera, L D. Vélez and C.
Muskus. 2017. Detection and identification of Leishmania spp.: application of two hsp70-based PCR.--
BFLP protocols to clinical samples from the New World. Parasitology Research 116: 18431848
do1:10.1007/500436-017-3434-6.

* Ruiz Calderén, C. J. 2018. Epidemiologia molecular de la Leishmaniosis cutinea en Guatemala durante
el periodo 1980-2017 por medie del método PCR-BFLP/hspT0. Universidad del Valle de Guatemala.

= Van der Auwera, G, C. Ravel, I. I. Verweq), A. Bart, G. Schoman, and I Felger. 2014, Evaluation of
four single-locus markers for Leishmamia species discnmination by sequencing. Journal of Clinical
Microbiology 32: 1098-1104. doi:10.1128/JCM.02936-13.

Terminologia v abreviaciones:
= ml: mililifros
pl: microlitros
=  mM: milimolar
pb: micromolar
min : Minutes
= ez Semundos
PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa
=  ADN: Acide descximbonucleico
WEFW: agua libre de mucleasas
» ddH:O: agna destilada
= °C: Grados centigrados
(wiv): Porcentaje volumen/volumen

4. Principio: amplificacién enzimitica de un fragmento de ADN que es flanqueado por dos cebadores de
oligenuclestidos (primers) que se hibndizan con las hebras opuestas en la secuencia blanco.

A, Dllmmrntns asociados: N/A

6. Seguridad:
6.1. Utilice guantes para evitar la contaminacion de las muestras.
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Institute de Investigaciones
Centro de Estudios en Salnd

Laboratorio IT2-304

e

B,

HATRE]

Procedimiento
Normado de Operacion

Amplificacion del gen SST7
de Leishumania sp. en ADN
de garrapatas por PCR

PNO:
Versidon: 1
Fecha: 29-11-2023

Piaginas Totales: 3

Autorizade: Benata Mendizabal
Preparade por: Miguel Angel
Teliz

6.2. Desinfectar el rea de trabajo previo a comenzar

6.3. Agregar el ADN en un érea diferente a donde se haya preparado el master mix.

6.4. Bevisar el mammal del termociclador antes de su uso.

6.5. Trabajar siempre en frio.

7. Equipos, materiales v reactivos:

7.1. Microtubos de 1.3 mL esténles

7.2, Microtubos de 0.3 mL esténles

7.3, Microtubos de 0.2 mL esténles

7.4, Micro pipeta de 0.5 a 10 pl

7.5, Micro pipeta de 20 a 200 pl

7.6, Micro pipeta de 100 a 1000 pl

7.7. Puntas de 0 a 15 pl estériles

7.8. Puntas de 10 a 230 pl esténles

7.9, Puntas de 100 a 1000 pl esténiles

7.10. Marcador Permanente

7.11. Descarte de puntas

7.12. Etanol al 70% (w)

7.13. Solucidon de frabajo 10uM Prnmers de SST
7.13.1. 55U561-F (53 -GGACGCCGGCACGATTECT-37)
7.132. 55U561-F (3 -CGAAGAAGTCCGATACGAGGGA-37);

T.14. NEW H20

7.15. Gradilla para microtubos

7.16. Muestras de ADN extraide de garrapatas recolectadas de 1a Reserva de la Bidsfera Maya

7.17. Conirol Posttive
7.17.1. L braziliensis
1172, L guyanensis

8. Procedimiento:

8.1. Seleccione los pooles de ADN de garrapata que va a amplificar.

8.2. Estenlice 1a campana Tipo IT impidgndola con etanol al 70% (w/) v dejandola por 15 min con luz TV

8.3. Coloque los reactivos para el master mix en um tubo de 1.5ml segin la receta en los cuadros mostrados a
continuacién. El volumen total se multiplica por la cantidad de muestras de ADN mas dos adicionales
por posibles pérdidas de volumen, por cada une de los reactives que necesita para la mezcla de reaceion
(maximo 16)
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PNO:
Instituto de Investigaciones Procedimiento Version: 1

Centro de Estudios en Salud Normado de Operacién Fecha: 29-11-2023

Laboratorio IT2-304

Paginas Totales: 3

e Amplificacién del gen SSU | ., 40: Renata Mendizihal
HI de Leishmania sp. en ADN Preparado por: Miguel Angel
- de garrapatas por PCR "éliz

REACTING [ stock] [ fimal ] Volumen (uL)

NEW HI0 (ul) - - 0.30
Hot Start Master Mix X 1X 12.50
Primer F15 10 ubd TN 2.00
Primer E1310 10 uM 0.8 pM 2.00
Enhancer GC 3X 1X 3.00
ADN - - 3.00
Sub Total 25

8.4. Es necesario colocar un control negative y control positivo para cada amplificacion.

+ Positivos de Citocromo C de garrapata {control de amplificacion)

+ Positivos de ADN de Leishmania

» Negativo
8.5, Distribwir la cantidad en microtubos de 0.2 pl segin la cantidad de reacciones que se haya preparado.
8.6. Agregue 2l del ADN extraide en cada microtubo previamente rotulado en la campana Tipo Cabinete.
8.7. Agregue 2l de ddH?0O a cada control negativo de PCE,, 2l del control positivo.
8.8. Sellar el termociclador y correr el programa que se muestra en las tablas a continmacion.

Etapa Temperatura X tiempo Ciclos
Desnaturalizacion | 94 °C x 4 nun 1
Amplificacion 04°C x 45 seg

61°C = 60 seg 33

68 “C x 30 seg
Extension 628 *Cx 5 nun 1

8.9. Almacene de nuevo las muestras y reactivos de PCE a-20 °C
8.10. Limpie el area de trabajo que utilizé con etanol al 70%(vw/v) y deje la campana 15 min con lnz UV,
8.11. Una vez el termociclador haya terminado, renmeva los tubos y almacene a 4°C.

9. Control de calidad:
9.1. Asegurarse que los tubos estén comectaments rofulados y la informacion esté cormectamente agregada al
formulano comespondiente.

10. Reporte de datos ¥ documentos utilizados:
10.1. Cualquer tipo de mamipulacion y proceso que lleven las muestras debe llevar el codigo de la mmestra.
10.2. Los procesos a los que se someten cada nmesira deben estar registrados en el cuademo de laboratonio.
11.3. Se llevan a cabo informes frecuentemente donde se registra la presencia de un producto de PCE
comespondiente a cada mmestra. Esta informacion se presenta al final de la mvestigacion en un
documento tipo Tesis.
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