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Sinopsis

La leishmaniasis es una enfermedad tropical desatendida que se distribuye en todos los
continentes, siendo endémica en las regiones tropicales, incluida Guatemala. El sindrome mas es
la leishmaniasis cutdnea que estd representada por una amplia diversidad de especies. En
Guatemala se han reportado al menos tres especies de pardsitos causantes de leishmaniasis
cutanea, pero no se ha realizado ningun analisis molecular de las relaciones entre estas especies.
El laboratorio de Leishmaniasis del Centro de Estudios en Salud posee placas de raspado de
lesiones de leishmaniasis fijadas en Giemsa, producto de actividades realizadas durante mas de
30 afos. En este estudio se evalud dicho material de parte de las muestras para extraer ADN de
los parésitos responsables de las infecciones, mediante dos métodos de extraccion, seguido de
amplificacion y secuenciacion del material para realizar el andlisis filogenético utilizando tres
marcadores moleculares: hsp70, mpi y 6-gpd. Las placas de raspado de lesiones mostraron ser un
material adecuado para la extraccion de ADN, amplificacion por PCR y secuenciacion. Si bien
ambos métodos de extraccion evaluados resultaron ser exitosos para extraer el ADN del parésito,
la extraccion con agua tiene la ventaja de ser menos costosa y laboriosa, lo que facilitard que
pueda ser aplicada en los servicios nacionales de salud. Se determind que la regién amplificada
del marcador mpi no posee ningun valor filogenético y el marcador 6-gpd no es adecuado para
analisis filogenético a pesar de que tiene resultados similares en los arboles filogenéticos del
marcador hsp70. Utilizando el marcador hsp70 se encontré que L. braziliensis es la especie que
presenta mayor diversidad en Guatemala con al menos tres variaciones diferentes en Guatemala.
Se describe a L. mexicana como la principal causante de leshmaniasis cutanea en estas muestras
evaluadas (52%). Se detectdé dos muestras identificadas como L. major utilizando el marcador
hsp70. EI marcador 6-gpd sugiere la presencia de L. guyanensis en Guatemala. Sin embargo, es
necesario confirmar estos resultados preliminares mediante la amplificacion de otros genes con
capacidad taxonOmica especifica de este grupo, complementado con cultivos de parasitos
aislados y empleando identificacion por medio de RFLP-PCR.



Abstract

The leishmaniasis is an emergent disease addressed as tropical neglected. Its distribution
covers all continents, especially in tropical regions, such as Guatemala. The most common
manifestation of the disease is the cutaneous form, which is caused by a wide diversity of
species. Guatemala has reported at least three species of these parasites involved in the cutaneous
form of this disease in the country. Nevertheless, not a single study has been done to explore the
genetic diversity of these involved species. The Laboratory of Leishmaniasis from the Health
Research Center stores an abundant supply of plates containing smears of leishmanious lesions
fixated on Giemsa stain, which have been collected for 30 years. In this study, these plates were
evaluated as a source of DNA of the parasites involved in these infections, while testing two
different extraction methods. This was followed by a PCR amplification and a further sequencing
used for the evaluation of three molecular markers: hsp70, mpi and 6-gpd. These smear plates
proved to be adequate for DNA extractions, PCR methods and sequencing. Both extraction
methods were successful, highlighting the water extraction method, which obtained good-quality
DNA for PCR methods. These mpi markers were useless, lacking any phylogenetical value or
taxonomic discrimination within the samples analyzed here. Although 6-gpd showed similar
results to the tree topology from hsp70 marker, it was not valid because of some inconsistencies
found on the specie identification and mixed signals in the sequencing process. It was found,
with the aid of the hsp70 markers, that L. brazilensis possesses the highest diversity within the
species, with at least three different variations in Guatemala. It was also found that the most
frequent specie involved in the cutaneous form of this disease was L. mexicana, accounting for
the 52% of the identified samples. As an exceptional finding, again using the hsp70 marker, two
samples were identified as L. major which is not supposed to be present in the American
continent. The presence of L. guyanensis is suggested by 6-gpd, yet it is not possible to conclude
any further because of the lack of support from the other markers. We recommend using more
appropriate markers (more specific, sensible and greater taxonomic value) coupled with parasite

isolates through in vitro culture and PCR-RFLP identification by the hsp70 marker.
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l. Introduccion

La leishmaniasis es una enfermedad tropical desatendida causada por parasitos
kinetoplastidos del género Leishmania. Estos parasitos son transmitidos por moscas de la familia
Psychodidae, especificamente del género Phlebotomus, en el viejo mundo, y Lutzomya, en el
nuevo mundo (WHO, 2013). Una vez infectado el hospedero vertebrado, los parasitos atacan
leucocitos y otras células del organismo donde se reproducen en gran nimero causando leves
Ulceras en la piel hasta Ulceras que provocan mutilaciones faciales o formas que pueden
comprometer organos importantes (OGE, 2000). Dependiendo de la especie de paréasitos se
pueden presentar tres formas clinicas diferentes: leishmaniasis cutanea, leishmaniasis visceral y
leishmaniasis mucocutanea. La forma clinica m&s comin es la leishmaniasis cutanea, que se
encuentra distribuida alrededor de todo el mundo y de ser desatendida puede comprometer la
calidad de vida de las personas (WHO, 2016). Muchos de los casos de leishmaniasis requieren
informacion taxonémica para completar un diagndstico certero para agilizar tratamientos
adecuados que ayudan maximizar el tiempo de curacion del paciente (Aronson et al., 2016). El
género Leishmania posee una gran diversidad alrededor del mundo; comprendiendo
aproximadamente 30 especies de las cuales 22 estan involucradas en infecciones humanas
(WHO, 2016). Dentro de estas especies se pueden definir dos sub-géneros importantes L.
(Leishmania) y L. (Viannia), esta ultima distribuida Unicamente en América. En América, al
menos 15 de estas 22 especies estan involucradas en los casos de esta enfermedad. En Guatemala
se tienen reportadas cuatro especies causantes de leishmaniasis: L. braziliensis, L. panamensis, L.
mexicana y L. infantum (Alvar et al., 2012). Guatemala se ha enfocado en el estudio
epidemiolégico (Herwaldt et al., 1992), farmacol6gico (Arana et al., 2001) (Navin et al., 1992)
y clinico (Navin et al., 1990) de la enfermedad. Por motivos de financiamiento y falta de nicho,
se ha dejado descuidada la importancia del estudio taxondmico de estos parasitos y su diversidad
en el pais, que puede mejorar el éxito de los tratamientos y salud del paciente si se acoplan estos
estudios con técnicas de identificaciones rapidas y efectivas.

Palabras clave: leishmaniasis cutanea, filogenia, hsp70, mpi, 6-gpd, secuenciacion, Guatemala,

diversidad, Giemsa.



A. Antecedentes

1. Manifestaciones de la leishmaniasis

La leishmaniasis es una enfermedad causada por diferentes especies dentro del género
Leishmania que parasitan principalmente a fagocitos mono-nucleados en diversos tejidos. Esta
enfermedad se caracteriza por comprometer la piel, mucosas y organos, dependiendo del
sindrome de leishmaniasis que se presente, de la respuesta inmune del hospedero, el area
geogréfica donde se contrajo la infeccion y la especie causante de la misma (OGE, 2000). La
leishmaniasis se presenta en tres diferentes manifestaciones clinicas: cutanea (LC), mucocutanea
(LMC) y visceral (LV) (Figura 1).

FIGURA 1. Los principales sindromes que se presentan por infeccién de leishmaniasis: A.

leishmaniasis mucocutanea (LMC), B. leishmaniasis cutanea (LC), C. leishmaniasis visceral
(LV). Fuentes: Guia de apoyo para el diagnostico de la leishmaniasis en los centros de salud en
Guatemala, 1999 y Universidad de Servicios Uniformados (USU), Medicina Tropical 2005.

a. Leishmaniasis visceral (LV)
La leishmaniasis visceral o “Kala-azar” es una infeccion causada por parasitos del
complejo L. donovani (L. infantum, L. donovani y L. chagasi) (Lukes et al., 2007). Este tipo de

leishmaniasis afecta normalmente las zonas rurales con poblacion de bajos recursos y afecta a
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personas con inmunodeficiencias (Chappuis et al., 2007). En el 30% de los casos se presenta
como una infeccion asintomatica y el tiempo de incubacion es de dos a seis meses luego de
adquirida la infeccién, aunque algunas veces puede durar afios. Los sintomas mas comunes son
fiebre, pérdida de peso, piel hiper-pigmentada, edemas en las articulaciones y organomegalia, lo
que ocasiona hinchazon en el vientre (OGE 2000). Después de una atencion adecuada, algunos
casos desarrollan un cuadro clinico conocido como leishmaniasis dérmica post-kala-azar
(LDPK), la cual ocurre seis meses después del tratamiento; los sintomas incluyen la aparicién de

lunares y papulas en todo el cuerpo, desarrollandose més adelante en nddulos.

b. Leishmaniasis mucocutanea (LMC)

La leishmaniasis mucocutanea (LMC) representa graves riesgos para la salud y se debe
tratar inmediatamente. Es causada principalmente por parasitos del sub-género L. (Viannia) que
incluyen L. guyanensis, L. braziliensis, L. naiffiy y L. lainsoni, todos endémicos de las Américas.
El cuadro clinico inicial de la LMC es idéntico a la LC, presentando en el 90% de los casos,
cicatrices caracteristicas de LC, pero después de uno a diez afios los sintomas evolucionan en
degradacion del tejido (David y Craft, 2009). Los sintomas tempranos de la LMC son eritemas y
Ulceras alrededor de los labios y narinas, granulomas en el septum tipicamente precedidos de
adenopatia (Weigle y Saravia, 1996). Si no se trata se presentan edemas en las narinas,
perforacion del septum nasal, Ulceras en el paladar, edema gingival y periodontitis. Finalmente se
presenta la destruccion de la mucosa oronasofaringea y los cartilagos faciales, ocasionando

desfiguracion y obstrucciones de las vias aéreas (Weigle y Saravia, 1996).

c. Leishmaniasis cutanea (LC)

La leishmaniasis cutanea (LC) esta presente en todos los continentes excepto Antartica,
siendo la mas comdn de las leishmaniasis con 1.5 millones de casos al afio, en comparacion con
la LV para la que se reportan 0.6 millones de casos anuales (WHO, 2016). Las especies
responsables de las infecciones en América son L. mexicana, L. braziliensis o L. guyanensis, y en
el viejo mundo L. major y L. tropica. Aungue esta enfermedad no pone en riesgo la vida del
paciente, el hecho de tener Ulceras abiertas aumenta el riesgo de infecciones secundarias por

bacterias y hongos, y la morbilidad que ocasiona limita las actividades rutinarias de los



pacientes. El tiempo e incubacion es de dos a ocho semanas desde el momento de la infeccion,
aunque en algunos casos puede ser mayor. La lesion comienza como una papula usualmente en
las zonas expuestas de la piel, que con el tiempo va aumentando de tamarfio y se convierte en un
bulto que eventualmente progresa a una ulcera cubierta por una costra con un borde elevado muy
caracteristico. Generalmente es indolora a menos que se tenga una infeccion secundaria (Markle
and Makhoul, 2004). A veces se puede presentar adenopatia y fiebre principalmente en
infecciones causadas por L. braziliensis (al-Gindan et al., 1989). El periodo de curacién es
especie-especifico y region-especifica; por ejemplo, la enfermedad causada por especies del
viejo mundo suele sanar espontaneamente en la mayoria de casos, mientras que la ocasionada
por especies del nuevo mundo tiende a desaparecer a los afios, aun con tratamiento y
normalmente dejando cicatriz (David y Craft, 2009). Se han hecho esfuerzos para identificar

especies segun las caracteristicas de las lesiones, pero no se ha encontrado ningan patrén.

2. Agente causal

La leishmaniasis es causada por parasitos flagelados Kkinetoplastidos del género
Leishmania dentro del orden Trypanosomatidae. Este género comprende unas 30 especies de las
cuales 22 son causantes de la leishmaniasis en el humano (WHO, 2016). La Leishmania prolifera
extracelularmente en su forma de promastigote en los intestinos de moscas de la sub-familia
Phlebotominae de la familia Psychodidae. En esta etapa ocurre la reproduccion asexual, aunque
se ha observado intercambio genético. Se excluyen los parasitos del sub-género L. (Viannia)
debido a que éstos se encuentran en el proctodeo del insecto cerca de la region pilar; el sub-

género L. (Leishmania) se encuentra en el mesenterdn.

a. Ciclo devida

1). Ciclo de vida en el insecto hospedero

El parasito contintia su desarrollo dentro de las moscas flebotomas, transforméandose de
amastigotes a promastigotes en un proceso de ocho dias (Sacks, 1989). La migracion desde el
intestino hacia el aparato bucal involucra diferentes morfotipos. Las nectomonadas, se alojan

dentro la matriz quitinosa, que es posteriormente digerida por enzimas quitinolicas, y migran
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hacia las células epiteliales del microvilli (Alexander et al., 1999). En esta zona se originan las
haptomonadas o metaciclicos, que posteriormente migraran al eso6fago y faringe donde se

transformaran en paramastigotes (Vannier-Santos et al., 2002).

2). Ciclo de vida en el hospedero vertebrado

La infeccion en vertebrados ocurre cuando el flebdtomo perfora el tejido epitelial,
permitiendo el intercambio de fluidos, infectandolo con promastigotes (Vannier-Santos et al.,
2002). Han existido casos de infeccion por transfusion de sangre, hemodialisis, trasplante de
organos, congénita o por contacto sexual. Una vez invadido el tejido, los parasitos son
reconocidos por los fagocitos mononucleares que los engloban en una vacuola parasitica en
donde se diferencian en amastigotes los cuales infectaran otros macréfagos y otros tejidos (OGE,
2000). El ciclo de transmision continta cuando otro fleb6tomo se alimenta de la sangre de un

organismo infectado (Figura 2).

Estadios en el insecto Estadios en el humano

Los promastigotes son fagocitados
por macrofagos y otras células
fagociticgs mononucleares

o El insecto ingiere sangre

Los promastigotes se dividen en (inyecta promastigotes en piel)

intestino y migran a probdscide

o'l

o Los amastigotes se transforman en
promastigotes en intestino del insecto

\%;@
© @ \

3]

Los promastigotes se
transforman en amastigotes

Los amastigotes se multiplican en células
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A= Estadio diagnostico SAPER-MEALTMIER - PEOPLE™
FIGURA 2. Ciclo de vida de Leishmania sp. en el ser humano.

Fuente: modificado de CDC, 2013.
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3. Vector

Los vectores de la leishmaniasis pertenecen a la sub-familia Phlebotominae,
comprendiendo dipteros hematdfagos vectores de Leishmania y otras enfermedades (i. e.
Bartonellosis). En el viejo mundo la leishmaniasis es transmitida por dipteros del género
Phlebotomus sp., mientras que en las Américas es transmitido por Lutzomyia sp. con alrededor
de 400 especies descritas, de las cuales 50 son vectores de la Leishmania en humanos (WHO,
2013). Estos insectos miden 3.5 mm, las alas estan dispuestas en forma de “V”, con numerosas
setas (Figura 3). La venacion de las alas es paralela. Poseen ojos negros, grandes y antenas
filiformes con 16 segmentos. En América Latina las especies mas recurrentes como vectores de
la leishmaniasis en humanos son Lutzomyia longipalpis, Lutzomyia evansi y Lutzomyia cruzi

(Carrasquilla y Kaufman, 2015).

2 357 S — A

FIGURA 3 Flebotomo mostrando el cuerpo lleno de setas y la disposicion de las alas en de “V™.

Fuente: Libreria de imagenes de salud publica, CDC, 2017.

Ciertas especies de fleb6tomos habitan en zonas desérticas y otras en zonas boscosas. El
contacto con el humano ocurre en la cercania a zonas rurales ya que la abundancia de los
fleb6tomos es mayor en lugares con mucha vegetacion (OGE, 2000). Dado que su desarrollo
larval requiere de lugares humedos y relativamente calientes, los lugares de anidamiento son

madrigueras, heces u hojarasca. En el caso de Lutzomyia sp. se encuentran en bosques de



gambas o en cuevas (Claborn, 2010). El rango de vuelo de los fleb6tomos normalmente no

sobrepasa los 300 metros del nido debido a que no son buenos voladores.

4. Reservorios

Se define un reservorio como un sistema de especies infectadas de forma cronica que
mantienen la poblacidn de un agente infeccioso en la naturaleza y ayuda a su transmision (Roque
y Jansen, 2014). Dentro de los reservorios existen diferentes roles principalmente definidos por
la competencia de transmision del agente infeccioso. Se consideran los hospederos de
mantenimiento aquellos que pueden ser infectados y mantienen la infeccion, y los hospederos
amplificadores aquellos que ademas de mantener la infeccion presentan caracteristicas que
favorecen la transmision, como por ejemplo el comportamiento, habito, etc. (Miller y Huppert,
2014). Los estudios de hospederos reservorios no deben estar sesgados en un solo orden sino
deben enfocarse en el orden con mas biomasa o abundancia en determinada region para poder

entender mejor las relaciones con el parasito (Haydon et al., 2002).

Los parasitos del género Leishmania poseen una diversidad alta, lo que les permite tener
una amplia disposicién de huéspedes y por lo mismo un ciclo de transmision complejo con
caracteristicas especificas a cada region. Se tienen documentadas infecciones del parasito en
siete drdenes, cada uno con su nicho y comportamiento diferente, provocando que los reservorios

sean inestables temporal y espacialmente (Rotureau, 2006).

Segun Roque y colegas (2014) los siete 6rdenes de mamiferos reconocidos como los

reservorios mas recurrentes de la leishmaniasis son los siguientes:

Didelphimorfa: Principalmente el género Didelphis sp., los cuales son habiles trepadores,
viven en madrigueras o en la vegetacion y se encuentran frecuentemente cerca de poblaciones
humanas, alimentandose de la basura. En Didelphis marsupialis se han identificado cuatro

especies de Leishmania diferentes.

Pilosa: Este orden incluye 0sos perezosos; se ha encontrado infecciones en Bradypus y
Choleopus lo que los hace potenciales reservorios y una de las principales fuentes de transmision

de leishmaniasis en el estrato alto de los bosques.



Cingulata: La especie Dasypus novemcinctus ha reportado dos especies de Leishmania, es
considerado un potencial reservorio debido a que usualmente invade gallineros introduciendo

Leishmania a los flebétomos en las zonas domésticas.

Rodentia: Debido a la gran diversidad de nichos dentro del orden y a las estrategias
reproductivas, es uno de los principales reservorios en el que se han identificado infecciones de
unas 15 especies de Leishmania. Ademas, este orden es importante por su contacto frecuente con

el ser humano.

Carnivora: Este orden posee un alto rango de nichos y comportamientos, pero los mas
importantes como reservorios son los perros y los gatos, reportandose la presencia de seis
especies de Leishmania en ellos.

Primata: No se ha estudiado mucho su rol como reservorio, pero este podria influir en la
introduccioén de reservorios a diferentes zonas, ya que por planes de conservacion habitualmente

son relocalizados, introduciendo la leishmaniasis en el ecosistema.

Chiroptera: No se ha estudiado mucho su rol como reservorios, pero debido a su ecologia,
son candidatos potenciales para la transmision de Leishmania, principalmente por su
comportamiento nocturno y lugar de anidamiento asociado a cuevas con alta cantidad de excretas

acumuladas, muy similar al tipo de nicho que ocupa el fleb6tomo para su anidamiento.

5. Epidemiologiay distribucion

a. Epidemiologia global

La epidemiologia es el estudio del comportamiento de una enfermedad en poblaciones
humanas. La leishmaniasis se encuentra distribuida en 98 paises en todos los continentes, siendo
la LC la mas frecuente (WHO, 2013) (Figura 4). Se ha presenciado un crecimiento significativo
en los casos de leishmaniasis atribuidos al transporte y turismo internacional y a operaciones
militares, principalmente en paises del noroeste europeo y norte de Estados Unidos (Devi et al.,
2014). Es endémica en Suramérica, Centroamérica, México, este del Mediterraneo, Asia y
Africa.



En la region mediterranea se reporta LV y LC, y su transmision es zoondtica y
antropondtica. El principal causante de la LV es L. donovani. (Nuwayri-Salti et al., 2000). En
Africa la mayoria de casos estan concentrados en el este, donde L. donovani es la especie mas
representativa causando 4 000 muertes anuales. Ademas, Africa presenta el 90% de la
leishmaniasis visceral y la incidencia mas alta de leishmaniasis dérmica post Kala azar (LDPK)
(Devi et al., 2014). En Asia los paises mas afectados son Bangladés, Nepal e India. India ha
presentado problemas en el control de la leishmaniasis con 30 000 personas afectadas por la LV
al afio, principalmente por el desarrollo de resistencia de una cepa local de L. donovani (Devi et
al., 2014).

Recientemente ha surgido una infeccién oportunista entre LV y Virus de la
Inmunodeficiencia Humana (VIH). La infeccidon con VIH aumenta el riesgo de desarrollar LV en
areas endémicas, aumentando de 100 a 2 320 veces, disminuye las oportunidades terapéuticas e
incrementa las probabilidades del deterioro de la salud (Pintado et al., 2001). Ademas,
representa un problema epidemioldgico grave ya que los afectados por esta infeccion pueden
servir como reservorios humanos. La infeccion con VIH y LV representa un 9% de todos los
casos de LV. A la fecha, 35 paises alrededor del mundo han reportado casos de infeccion de LV
y VIH (Alvar et al., 2008).

00600
&
9 000 ¢

Numero de casos nuevos
LC reportados en 2013

I >5000

B 1000-4999

[ 100-999 B Casos autéctonos no reportados & %
=3 <100 [ sin datos /
o [ Noaplica

FIGURA 4. Distribucion de la leishmaniasis cutanea alrededor del mundo.

Fuente: WHO, 2015.
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b. Epidemiologia en América

De los 98 paises afectados por la leishmaniasis, 19 se ubican en América, en los que se
han identificado 15 especies diferentes de parasitos de las 22 involucradas en infecciones en
humanos. En América se pueden encontrar ambos sub-géneros L. (Viannia) y L. (Leishmania), y
las especies que afectan al hombre son: L. braziliensis, L. panamensis, L. mexicana, L.
venezuelensis, L. peruviana, L. guyanensis, L. colombiensis, L. amazonensis, L. infantum, L.
liansoni, L. shawi, L. naiffi, L. lindenbergi, L. pifanoi y L. garnhami (WHO, 2013). Entre las mas
distribuidas y que causan infecciones con mayor frecuencia estdn L. mexicana, L. braziliensis y

L. infantum.

En América los paises afectados se pueden dividir en dos regiones, Suramérica y
Centroamérica. En Suramérica el pais con mas casos reportados es Brasil. EI nimero de casos
ha aumentado de 4 500 a 35 700 en 15 afios a causa de los frecuentes brotes. La incidencia es de
17,3 casos por cada 100 000 habitantes. Se documentdé que la leishmaniasis afecta
principalmente a hombres (78%) y personas mayores de diez afios (90%) (Brand&o-Filho et al.,
1999). En el caso de la LV se determind una incidencia de 1,85 casos por cada 100 000
habitantes, afectando nifios menores de diez afios y mayoritariamente hombres. Ademas, se

registré un aumento del 2,5% de co-infecciones leishmaniasis-VIH en 2006.

La LC es prevalente en el sur de México, principalmente en la peninsula de Yucatan.
Solo Chiapas y Veracruz reportan LMC. La enfermedad se ha ido extendiendo desde Yucatan
hacia zonas aledafias. En 1989 la leishmaniasis estaba restringida solo a la peninsula y sur del
pais (Andrade-Narvaez et al., 1990). Se han registrado 17 000 casos de LC entre 1990-2007, el
90% de casos de LC. La LV es mas comln en la zona central arida. Entre 1981 y 2010 se

reportaron 141 casos.

c. Epidemiologia en Guatemala

En Guatemala la forma mas comdn de leishmaniasis es la LC. La mayoria de los casos
son lesiones localizadas en zonas expuestas del cuerpo principalmente en hombres (67%)
mayores de diez afios (84%), segun los datos del 2000-2007 (Morales 2008). La mayoria de
casos estan asociados a poblaciones que trabajan en zonas boscosas 0 que habitan en zonas

rurales. Guatemala posee una incidencia de 0,1 casos por cada 100,000 habitantes. La mayoria de
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casos son causados por L. braziliensis y L. mexicana. Los casos de LMC son muy raros y solo se
han reportado en Huehuetenango. En 1949 se documentd el primer caso de LV en un nifio de dos
afios. Entre el 2000 y 2007 solamente se han diagnosticado 67 casos de LV con una incidencia

de 9,8 por 100 000 habitantes (Morales, 2008). No se han documentado co-infecciones VIH-LV.

En Guatemala se han descrito cuatro especies de Leishmania: L. infantum, L. mexicana,
L. braziliensis y L. panamensis, la mayoria de las infecciones causadas por L. mexicana y L.
braziliensis (Morales, 2008). En cuanto a la LV los departamentos en riesgo son: lIzabal, Petén,
Alta Verapaz, Quiché, Huehuetenango y Chiquimula. Mientras que para la LC los principales
departamentos de riesgo son Petén, Baja Verapaz, Alta Verapaz, Izabal, Quiché, Escuintla y
Jalapa (Figura 5). Registros del Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social reportan para el
2016 a Peten, Alta Verapaz, El Progreso, Huehuetenango, Quiché, Izabal, Solola y Zacapa como

departamentos con casos sospechosos de LC.

Nimero de casos del 2007
de LC

1o
C]t1.3
=7
B 20

B 108 - 140

FIGURA 5. Distribucion de casos de LC en Guatemala en el 2007.
Fuente: (Alvar et al., 2012).

6. Diversidad genética
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Leishmania incluye tres sub-géneros L. (Sauroleishmania), L. (Viannia) y L.
(Leishmania) (Cupolillo et al., 2000). El sub-género L. (Sauroleishamnia) incluye especies que
afectan reptiles, L. (Viannia) son especies del nuevo mundo y L. (Leishmania) son especies del
viejo mundo, aunque algunas se encuentran distribuidas en el nuevo mundo como L. infantum.
Se sugiere que el género se origind en el Mesozoico y este divergio con la separacion de Africa 'y
Suramérica en el Cenozoico, formando los sub-géneros presentes hoy en dia (Thomaz-Soccol et
al., 1993). Dentro del género existen complejos de especies y subespecies. Los principales L.
donovani (L. donovani, L. infantum y L. chagasi y L. archibaldi), L. tropica (L. tropica, L. major
y L. aethiopica), L. mexicana (L. mexicana, L. garnhami y L. amazonensis), L. braziliensis (L.
peruviana y L. braziliensis), L. guyanensis (L. panamensis y L. guyanenesi), L. naiffi y L.
liansoni; todos estos complejos son defendidos por Fraga y colaboradores (2010) como especies

Y N0 COMO grupos.

Otros estudios confirman heterogeneidad genética explicando su alta variacion vy
endemicidad ampliamente distribuida en varios paises (Cupolillo et al., 1998). Otro estudio
(Rougeron et al., 2009) sostiene que existe un alto intercambio genético, ya que se encuentra
baja heterocigosidad en las poblaciones de L. braziliensis explicando una fuerte estructura
poblacional en una escala microgeografica. La caracterizacion de L. infantum con microsatélites
en el sureste de Francia reveld 121 diferentes genotipos, en total 91 son unicos y 30 son
repetidos, sugiriendo variaciones en ciclos de transmision entre dos areas, diversidad de vector o
huésped (Pomares et al. 2016). Debido a esta gran variabilidad existen problemas con la
caracterizacion de las especies y el tratamiento de las infecciones que producen (Aronson et al.,
2016).

7. Tratamiento

Antes de darse cualquier tratamiento para la leishmaniasis debe considerarse cada caso
como individual, debe ser evaluado dependiendo del cuadro clinico (si es LV o LMC debe ser
tratado inmediatamente), y a qué grupo pertenece la persona a quien se le esta ofreciendo
tratamiento (i. e. nifios, personas de la tercera edad, mujeres embarazadas 0 personas con
problemas inmunol6gicos) (CDC, 2016). El tratamiento depende de la relacion parasito-

hospedero haciendo cada caso dificil de extrapolar. Los tratamientos para leishmaniasis de
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primera linea son antimoniato pentavalente (SbV), anfotericina b y pentamidina; otros
tratamientos alternos incluyen miltesfosina, paromomicina, azoles, azitromicina, alopurinol,

dapsona y rifampicina (Aronson et al., 2016).

a. Antimoniales pentavalentes

El tratamiento con SbV ha sido el tratamiento de primera linea a nivel mundial desde
1940. Estos interfieren con la glicolisis, tripanodina y la topoisomerasa Tipo | (Chakraborty y
Majumder, 1988). Estos medicamentos son utilizados para todos los tipos de leishmaniasis, pero
su efectividad varia dependiendo de la regidn geogréfica y la especie; por ejemplo, en India se ha
dejado de utilizar debido a que L. donovani ha desarrollado resistencia (Kobets et al., 2012). Las
desventajas de los antimoniales son los efectos secundarios que producen como artralgia,

mialgia, cardiotoxicidad, nefrotoxicidad, hepatitis, pancreatitis y ndusea (CDC, 2016).

b. Anfotericina B

La anfotericina B fue introducida desde 1960; fue extraida de Streptomyces nodusos, ésta
se dosifica con otros lipidos de tejidos susceptibles para facilitar la distribucion a todo el cuerpo.
El medicamento es afin al ergosterol, un componente de la membrana plasmatica del parasito,
por lo que forma poros acuosos y lo destruye. Las desventajas de este medicamento son su baja
solubilidad, baja disponibilidad y nefrotoxicidad. Este medicamento es ampliamente utilizado
como tratamiento de tercera linea para la LV y es la mejor opcidén contra co-infeccién de
leishmaniasis-VIH (Kobets et al., 2012).

c. Pentamidina

La pentamidina es utilizada en América para el tratamiento de la LMC y la LC,
principalmente ocasionadas por L. panamensis y L. guyanensis (Aronson et al., 2016).
Solamente se utiliza cuando no estd disponible otra opcion debido a sus efectos secundarios:
nefrotoxicidad, cardiotoxicidad, diabetes mellitus e hipoglucemia. Por esto se le considera un
tratamiento de segunda linea (Kobet et al., 2012).
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d. Medicamentos alternos

1). Miltefosina

La miltefosina es el principal tratamiento oral para la leishmaniasis. Este causa que los
promastigotes mueran por una apoptosis inducida debido a una amplia gama de interferencias
bioquimicas en el parésito (Verma y Dey, 2004). Tiene efectos secundarios moderados:
problemas gastrointestinales y nefrotoxicidad (Aronson et al., 2016).

2). Paromomicina

La paromomicina es obtenida de cultivos de Streptomycetes rimosus; a pesar que fue
desarrollada en 1960, fue utilizada hasta 1980 en la LC. Su administracion es tépica. Este
medicamento afecta al parasito interfiriendo con la mitocondria, &cido ribonucleico, ribosomas e

interfiere en la obtencion de lipidos (Maarouf et al., 1997).

3). Termoterapia

Existen otros tratamientos experimentales que pueden llegar a ser tratamientos de primera
linea. EI méas destacado es la termoterapia, la cual tiene la ventaja de ser barato y no presentar
sintomas secundarios. La termoterapia se ha realizado en comunidades en Suramérica, donde se
cauterizan las heridas (Moreira et al., 2002). La termoterapia esta basada en la aplicacion local
de calor utilizando toallas humedas calientes o agua circulante en compresas calientes,
ultravioleta, infrarrojo y ultrasonido, generalmente se aplica con ayuda de instrumentos los
cuales calientan la lesion a 50°C por 30 segundos; el numero de aplicaciones varia segun el
tamafo (Lopez et al., 2012). La termoterapia es efectiva como método de curacion, mostrando
resultados similares al tratamiento con antimoniatos. Ademas, es perfecto para pacientes con
problemas de rifion, higado y corazén, o pacientes especiales como nifios, embarazadas y

personas con problemas inmunes o VIH (Cardona-Avrias et al., 2015).

4). Fototerapia
Otro método que ha demostrado ser efectivo es el uso de fotosensibilizadores

administrados topicamente en la Ulcera. Su mecanismo de accién esta basado en moléculas que
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absorben luz y transfieren la energia a receptores bioldgicos, generando un exceso de oxigeno
reactivo, lo cual ocasiona la muerte de los parésitos con una efectividad de 90% en L. major
(Asilian y Davami, 2006).

8. Vigilanciay manejo de casos en Guatemala

En Guatemala existe una guia para el manejo, vigilancia y tratamiento de leishmaniasis
contenida en el Protocolo del Ministerio de Salud Pablica y Asistencia Social (MSPAS, 2007).
La guia fue disefiada para orientar la vigilancia en la identificacion de casos de la enfermedad y
fortalecer la respuesta de los servicios de salud para la atencién de pacientes. Tiene como
objetivos entender el comportamiento de la leishmaniasis en la poblacion para poder establecer
medidas de prevencion y control adecuadas acorde a la region ademas de determinar los factores

entomoldgicos involucrados en la transmision de la enfermedad.

La vigilancia en Guatemala es de dos tipos: activa y pasiva. La vigilancia activa se realiza
cuando surgen brotes, para lo cual el personal toma dos muestras por cada diez casos
sospechosos ya sea en lugares de alta endemicidad o en pacientes migrantes con la finalidad de
identificar eventos de forma temprana. La vigilancia pasiva consiste en la identificacion de
personas con cuadros clinicos sospechosos entre las personas que asisten a los servicios de salud.
En caso de que se identifiqgue un migrante atendido por demanda se inicia la fase de vigilancia
activa. Las acciones de vigilancia contempladas en los protocolos incluyen la vigilancia de la
morbilidad, la vigilancia de la mortalidad y la vigilancia, tanto como monitorizaciéon de la
respuesta de servicios. este ultimo involucra la capacitacion anual del personal, andlisis de
balance de requisicién y envio de suministros), el control de brotes y su eficiencia (deteccion del
100% de brotes en menos de 48 horas) y monitorizacién en el diagndstico y tratamiento
(MSPAS, 2007).

De acuerdo a las guias nacionales, los casos se definen en cinco tipos. Caso sospechoso
de LC o LMC, caso confirmado de LC o LMC, caso sospechoso de LV y caso de muerte
confirmada debido a LV. El diagndstico se realiza a traves de observacion microscopica para LC

y LMC, ambos métodos se rigen por controles de calidad del Laboratorio de Salud Nacional.
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a. Tratamiento en Guatemala

La primera linea de tratamiento en Guatemala es el antimoniato de meglumina
(Glucantime®), aplicado por via intramuscular profunda durante 7 a 20 dias. Este tratamiento es
administrado periodicamente por el personal de salud en los Centros de Salud correspondientes.
En Guatemala se han hecho estudios terapéuticos con otros medicamentos o métodos que han
mostrado ser buenas alternativas de uso; por ejemplo la paromomicina (Arana et al., 2001), el

ketoconazol (Navin et al., 1992) y la termoterapia (Navin et al., 1990).

9. Meétodos de diagndstico

El método de diagnostico considerado como estandar para leishmaniasis es la
observacion directa del parasito a través de microscopia de extendidos de material obtenidos de
Ulceras o tejidos infectados. También se realizan cominmente cultivo in vitro de los parasitos y

pruebas moleculares o seroldgicas (Aronson et al., 2016).

a. Microscopia

La microscopia es una herramienta de facil disponibilidad y un método rapido para
identificar parasitos de Leishmania y es el estdndar de oro para el diagnostico de la
leishmaniasis. Sin embargo, no permite la identificacion de la especie responsable de la
infeccion. La microscopia se basa en la visualizacion de amastigotes en extendidos de tejido
obtenidos de la lesion, a un aumento de x1000 (Weina et al., 2004), ver Figura 6. Entre las
tinciones mas utilizadas se encuentra la de hematoxilina y eosina o la de Wright-Giemsa, pero
principalmente se utiliza Giemsa, luego de la fijacion con metanol (CDC, 2016). El diagnéstico
microscopico de la leishmaniasis se puede complicar si hay presencia de otras enfermedades
como la Enfermedad de Chagas, ya que los amastigotes de Tripanosoma cruzi tienen morfologia
idéntica, requiriendo de otras herramientas complementarias (Kobets et al. 2012; Aronson et al.,
2016).
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FIGURA 6. Amastigotes de Leishmania sp. en un extendido de tejido de una lesion tefiida con

Giemsa y observada en el microscopio

Fuente: Guia de Apoyo Para El Diagnostico De La Leishmaniasis en Los Centros de Salud, en
Guatemala, 1999.

b. Cultivo in vitro
El cultivo in vitro es una herramienta poco versatil y sensible, pero con gran poder de

deteccidn. El cultivo se inicia con un aspirado o por medio de una biopsia (requiere de solucion
salina y antibidticos antes de cultivar) (OGE, 2000). EI medio de cultivo mas utilizado es el
Novy-MacNeal-Nicolle (NNN) normalmente a 26-24°C (CDC, 2016). Este método permite la
confirmacion parasitologica y puede ser utilizado para pruebas adicionales, identificacion y
almacenamiento de muestras. Es poco versatil debido a que Leishmania sp. puede tardar varias
semanas para crecer y lograr obtener resultados positivos. Algunas veces los cultivos no son
viables (44-69% de éxito) por lo que los resultados deben confirmarse a través de otras técnicas
(Kobets et al., 2012).
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c. Meétodos moleculares

1). Electroforesis de enzimas multilocus (MLEE)

La técnica MLEE esta basada en el andlisis de isoenzimas y requiere de la preparacion de
cultivos del parésito. Es uno de los métodos mas utilizados para la identificacion de Leishmania
y fue la técnica en la que se basaron los primeros estudios filogenéticos y una de las bases de la
taxonomia actual de Leishmania (Kobets et al., 2012). Esta técnica utiliza 15 enzimas para
describir efectivamente una especie pero se ha encontrado enzimas con variabilidad suficiente
para un diagnostico rapido, entre éstas estan: glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, 6-phosphogluco
deshidrogenasa (6-GPD), manosa fosfoisomerasa (MPI) y aspartato deshidroisomerasa (Kreutzer
and Christensen, 1980). La técnica MLEE vy la técnica de isoenzimas requieren del cultivo y la
subsecuente extraccion de enzimas que son analizadas mediante electroforesis, esto define el
zimodemo, que es el perfil de electroforesis de las enzimas (Rioux et al., 1990). Este perfil es
comparado con los zimodemos de cepas de referencia para definir especies y es utilizado para
diagnostico, pero su uso se ve limitado por su alto costo.

2). Reaccién de la polimerasa en cadena (PCR) y derivados

Existen otros métodos moleculares de deteccidn para Leishmania que utilizan diferentes
marcadores y desempefio; en general todos pueden proveer resultados en menos de 24 horas sin
necesidad de tener muestras viables con una sensibilidad y especificidad muy altas. Estos
métodos son capaces de discernir entre género, sub-género o especie particular. Entre estos
métodos se puede mencionar el PCR, el principal representante de los métodos moleculares
(algunas de sus variaciones son PCR- en Tiempo Real (Q) y PCR anidado), NASBA y LAMP
(Aronson et al., 2016).

Las muestras para realizar un diagnéstico por medio de PCR no necesitan estar estériles
ni ser abundantes, lo cual facilita su transporte. Sin embargo, idealmente deben ser almacenadas
en alcohol absoluto. La principal desventaja de estas pruebas moleculares es la amplia variedad
de protocolos que existen, lo cual hace dificil la validacion de las pruebas entre diferentes
regiones y hace necesario comprobar su reproducibilidad constantemente (Kobets et al., 2012).
El PCR es una herramienta Util y versatil para la deteccion e identificacion de las especies
causantes de laLC y LMC.
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El PCR es una técnica con una alta gama de usos, desde el control de calidad de
productos hasta la deteccion de patogenos dificiles de identificar, como en el caso de la
leishmaniasis. Esta herramienta es facil de utilizar y proporciona resultados confiables. Con el
desarrollo del PCR en tiempo real (Q-PCR) se ha logrado un diagnostico méas especifico, menos

laborioso y rapido.

El Q-PCR se basa en el método convencional de PCR (ver Figura 7), pero involucra el
uso de marcadores fluorescentes que son detectados en el mismo termociclador y permiten
cuantificar los productos de amplificacién con mayor sensibilidad y rapidez. EI Q-PCR se ha
utilizado extensamente para la deteccién de ADN de Leishmania (Schulz et al., 2003). En el caso
de la leishmaniasis, las regiones mas utilizadas para la aplicacion de pruebas moleculares son el
acido desoxirribonucleico (ADN) contenido en el kinetoplasto (ADNK), el gen cytb mitocondrial
(Luyo-Acero et al., 2004; Asato et al., 2009), el gen hsp70 (Fraga et al., 2010), y la region
espaciadora ribosomal interna transcriptora (ITS1) ubicada entre las regiones 18S y 5.1S del gen
del ARN ribosomal (Cupolillo et al., 1995). EI ARNk es ampliamente utilizado en Q-PCR vy es
considerado la prueba de oro para la deteccion del parasito pero no para la identificacion de

especie (Bensoussan et al., 2006).

Otros genes han sido muy importantes en la tipificacion de especies, entre éstos el gen
ITS ha sido uno de los primeros genes utilizados para tipificar la diversidad de leishmaniasis
(Cupolillo et al., 1995), mientras que el gen hsp70 ha permitido discernir con mas detalle la
diversidad dentro de Leishmania demostrando ser un marcador confiable para la identificacion
de especies y cepas (Fraga et al., 2010; Montalvo et al., 2012; Fraga et al., 2013). En un estudio
realizado en Per(, se utiliz6 Q-PCR para la identificacion de los genes que codifican para las
enzimas metabdlicas manosa fosfato isomerasa (MPI) y 6-fosfogluco deshidrogenasa (6-GPD).
Estos genes poseen mutaciones que permiten diferenciar entre especies del nuevo y del viejo

continente (Tsukayama et al., 2013).
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FIGURA 7. Método de PCR convencional

Fuente: Modificado de NCBI: “Probe Databases”.

El método de Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de Restriccién (RFLP) es un
método basado en PCR versatil para la identificacion mas sensible de especies dentro del género
Leishmania (Montalvo et al., 2010). En el RFLP, las enzimas de restriccion actan sobre
secciones ADN que presentan un patron de bases especifico para cada enzima. Normalmente esta
herramienta estd disefiada sobre patrones de bases que presentan variabilidad entre especies o
individuos. Cuando estas actlan en una muestra generan un grupo de fragmentos de diferentes
longitudes, la cual determina la identificacién de la muestra. Este método ha probado ser muy

atil en los estudios de identificacion de Leishmania, compitiendo por efectividad y accesibilidad
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con el método MLEE, el cual es considerado un estandar en la identificacion de especies (Kobets
etal., 2012).

10. Analisis filogenético

La filogenética es el estudio de las relaciones evolutivas entre varios grupos de
organismos. Esta relacion puede evaluarse mediante la morfologia, historia natural, ecologia,
distribucion geografica, comportamiento o molecularmente a través de secuencias de ADN o
proteinas donde se busca definir la estructura e historia evolutiva de un determinado grupo
taxonémico (Tsokana et al., 2014). Entre las aplicaciones de la filogenia se pueden mencionar la
identificacion en diferentes regiones epidemioldgicas, taxonomia e identificacion, patrones de
evolucion de ciertos genes, proteinas o especies y como se distribuye la diversidad por medio de
genética de poblaciones. Para realizar un analisis filogenético se requieren cuatro pasos: (1)
identificar y adquirir secuencias homologas; (1) alinear las secuencias; (I11) estimar un arbol con
las secuencias dadas; (V1) presentar el arbol de una manera que muestre informacion relevante y

facil de comprender (Tamura et al., 2011).

El género Leishmania comprende organismos unicelulares, por lo que es imposible
definir especies por medio de caracteres morfolégicos lo que ha llevado a utilizar métodos
bioquimicos y moleculares para su identificacion (Baniils et al., 1999), asi como analisis
filogenéticos para explorar la diversidad dentro del género. EI primer método que se utilizé para
hacer analisis filogenéticos en Leishmania fue el método MLEE (Rioux et al., 1990).
Eventualmente fue desplazado por métodos moleculares basados en PCR y secuenciacion
Sanger, que resultan ser méas sencillos de usar y brindan informacion més detallada de las
relaciones intraespecie e interespecie (Tsokana et al., 2014). Entre los méas destacados estan la
secuencias contenidas en los marcadores polA (Croan et al., 1997), NAGT (Waki et al., 2007),
7LS ARN (Zelazny et al., 2005), la region ITS (Copolillo et. al. 1995), el citocromo b
mitocondrial (Luyo-Acero et al., 2004; Asato et al., 2009) y el més reciente, el gen hsp70 (Fraga
et al., 2010; Montalvo et al., 2012).

21



B. Justificacion

La leishmaniasis es considerada una enfermedad tropical desatendida que afecta a 98
paises tropicales y subtropicales, entre ellos Guatemala. En el pais, la leishmaniasis presenta sus
tres formas clinicas: cutanea, visceral y mucocutanea, siendo la forma cutdnea la mas
prominente. A pesar que las primeras investigaciones sobre leishmaniasis cutdnea en Guatemala
datan de finales de los afos 50, su estudio tuvo un auge en la década de los 80. En Guatemala, la
leishmaniasis cutanea se presenta en un 87,4% en personas con edades mayores a los diez afios y
afecta principalmente a hombres (67%) (Herwaldt et al., 1992); se estima que 4 262 387 de
personas estan en riesgo de contraer la enfermedad en seis departamentos del pais, segun
reportes del 2008 (Alvar et al., 2012).

Los métodos de diagndstico que se han utilizado en Guatemala tanto para investigacion
como para la evaluacion de pacientes, son métodos tradicionales como la microscopia, cultivo in
vitro, electroforesis de isoenzimas y Ultimamente, técnicas moleculares debido a su mejor
accesibilidad, precio y sensibilidad en comparacién con otros métodos (Wortmann et al., 2007).
Sin embargo, uno de los problemas que presenta la aplicacién de la técnica de PCR es la amplia
variedad de métodos y marcadores que se han desarrollado para las distintas regiones endémicas,
lo cual complica la estandarizacion de los métodos y la comparacion de resultados (Kobets et al.,
2012). Un método desarrollado en Per( por la Unidad 6 de investigacion naval médica de los
Estados Unidos (NAMRU-6), utiliza genes que codifican para isoenzimas (mpi y 6-gpd) para la
identificacion de las principales especies de leishmaniasis cutanea del nuevo mundo (Tsukayama
et al., 2013). EI método anterior resulta importante para el diagnostico en Suramérica, pero su
importancia filogenética y taxonémica no se ha comparado con métodos mas ampliamente
utilizados como los que se basan en la amplificacion del marcador hsp70. Tampoco se ha
explorado la habilidad de deteccion de los genes anteriores en la diversidad de Leishmania en
otras regiones de América, mucho menos se ha explorado la diversidad de Leishmania presente

en Guatemala.

Guatemala se ha enfocado en la investigacion principalmente del diagnostico, historia
natural, inmunologia, tratamiento y epidemiologia de la enfermedad. Pero la investigacion
taxonomica y filogenética de los paréasitos circulantes en el pais ha quedado postergada. Sin

embargo, este conocimiento es de suma importancia para entender la diversidad de las especies,
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cepas y poblaciones de parasitos que existen en el pais, que es considerado como area de
endemismo del parasito. A pesar de que se ha realizado una amplia investigacion sobre el
parasito en otras regiones del mundo, la filogenia adn sigue en conflicto. Teniendo presente a un
grupo de parésitos cuyas especies y cepas son dificiles de identificar debido a sus patrones de
intercambio genético, hibridacion y diferentes dinamicas poblacionales a nivel regional (Brito et
al., 2009; Boité et al., 2012), més la falta de investigacion en paises en vias de desarrollo, los
cuales suelen ser paises endémicos de Leishmania, es prioritario impulsar la investigacion

epidemioldgica, clinica y sistematica del paréasito en estas regiones.

Este estudio tuvo como objetivo caracterizar las especies y cepas de parasitos
responsables de la leishmaniasis cutdnea en Guatemala por homologia de secuencias y sus
relaciones filogenéticas. Al mismo tiempo se comparé la validez taxonémica de este método
contra el marcador hsp70, el cual ha sido estandarizado con el estandar de oro MLEE y ha
demostrado concordancia con este (Montalvo et al., 2010; da Silva et al., 2010; Montalvo et al.,
2012; Fraga et al., 2013). Este método proporcionara informacion que puede ser utilizada en el
futuro para estudios sobre tratamientos clinicos, diagndstico y estudios epidemiolégicos en el

pais.
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C. Objetivos
1. General

Determinar las relaciones filogenéticas entre especies y cepas de Leishmania
responsables de las infecciones por leishmaniasis cutanea en Guatemala, mediante el uso de los

marcadores mpi, 6-gpd y hsp70 utilizando la técnica de PCR.

2. Especificos

e Determinar la validez taxonémica de las variaciones en las secuencias encontradas
para los genes mpi y 6-gpd en comparacion con el marcador hsp70 y su

secuenciacion.

e Evaluar la factibilidad de un método de extraccion de ADN de Leishmania a partir de
muestras de extendido de tejido de las lesiones en ldaminas tefiidas con Giemsa.

e Estandarizar y evaluar las técnicas de amplificacion por PCR de los genes mpi, 6-gpd

y hsp70 para cepas de Leishmania de Guatemala.

e Caracterizar molecularmente las especies y cepas identificadas en las muestras

mediante analisis de homologia de secuencias.

D. Hipotesis de trabajo

Debido a la naturaleza exploratoria-descriptiva del estudio no se plantearon
hipotesis de trabajo.
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II. Meétodos

La metodologia consistié en la extraccion de ADN de muestras de raspado de lesiones de
LC tefiidas con Giemsa, seguida por la amplificacion, purificacion y secuenciacion de los
productos de amplificacion de los genes hsp70, mpi y 6-gpd de Leishmania sp. Posteriormente
se utilizo la Herramienta de Busqueda de Alineacion Local (por sus siglas en inglés BLAST)
para identificar las secuencias mediante un analisis de homologia, seguido de un analisis
filogenético de las especies identificadas en Guatemala. La metodologia se resume en la Figura

7.
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FIGURA 8. Esquema general de la metodologia utilizada.

A. Toma de muestra
Las muestras utilizadas en este proyecto provinieron del laboratorio de Leishmaniasis del

Centro de Estudios en Salud de la UVG. Estas muestras fueron recolectadas como parte de
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actividades de investigacion y diagnéstico que ha realizado este laboratorio desde finales de los
afios 80 hasta la fecha. Todas las muestras utilizadas fueron extendidos de tejido humano en
laminas, obtenidos de raspados de lesiones de pacientes con leishmaniasis cutanea, fijadas con
metanol y tefiidas con Giemsa. Para el uso de estas muestras se solicitdé autorizacion de los
Comités de Etica en Investigacion de la Facultad de Ciencias Sociales y del Centro de Estudios
en Salud. Dado que se obtuvieron las muestras codificadas y no se tuvo acceso a la informacion
privada de los pacientes de los que provenian, la aprobacion obtenida fue como investigacion no

sujeta a las regulaciones con sujetos humanos (Anexo 1).

Para la seleccion de las muestras se tomaron en consideracion los factores siguientes: (1)
cantidad de amastigotes (mayor a diez por cada 100 campos, correspondiente a una codificacion
de “+2”), (2) que el raspado se hubiera obtenido en el dia 0, previo al tratamiento, y (3) cuando
fue posible, se eligid aleatoriamente una muestra por afio abarcando el periodo de 1989 hasta el
2016. De acuerdo a estos criterios, se seleccionaron 30 muestras. Como controles positivos se
utiliz6 ADN de referencia de las especies L. braziliensis, L. mexicana, L. guyanensis y L.
panamensis, proporcionados por el Centro Internacional de Entrenamiento e Investigaciones

Médicas (CIDEIM), Colombia (Anexo 2) y como control negativo se utiliz agua grado PCR.

1. Extraccion de ADN

Se evaluaron dos métodos de extraccién de ADN del parasito de ldaminas con extendido
de tejido tefiidas con Giemsa. Estos se escogieron debido a sus ventajas practicas, econémicas y
de rendimiento. Para cada tipo de extraccion se utilizo todo el material de la lamina. EI material
fue raspado utilizando un bisturi que se lavé con alcohol etilico al 80% (v/v) y se secé con papel

esterilizado por autoclave entre una muestra y otra.

a. Extraccion de ADN con el kit comercial PureGenome™ Tissue DNA Extraction.

Se utilizé el kit “PureGenome™ Tissue DNA Extraction” (Merk, Catalogo: 72635). La
muestra raspada se coloco en un tubo conico de 1,5 ml con 100yl de agua UltraPure™ tratada
con dietilpirocarbonato (DEPC-H.0) (Thermo Fisher Scientific, Catalogo 750024). Luego se le
afiadi6 95yl de buffer de dilucion 2X con 5yl de proteinasa K y se dejo incubando por 20
minutos a 55 °C. Luego se afiadio 700yl de buffer de lisis y se mezclé con un agitador vortex.
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Esta solucion se transfirié a la microcolumna “IIC” en un tubo colector y se centrifugd por 1
minuto a 10 000 x g. Luego de la centrifugacion se deseché el tubo colector, se coloco la
microcolumna en otro tubo colector, se le afiadio 200yl de buffer de pre-lavado y se centrifugo
por un 1 minuto a 10 000 x g. Se desechd el tubo colector y se coloco la microcolumna en uno
nuevo, se le agregd 400yl de buffer de lavado y se volvid a centrifugar a 10 000 x g por 1
minuto. Se desechd el tubo recolector y se colocd la microcolumna en un tubo de 1.5ml. Se
afiadio 50yl de buffer de elucion a la microcolumna y se incubd por dos a cinco minutos a
temperatura ambiente. Finalmente se centrifugd a 12 000 x g. El material se almacené a -20 °C
hasta el momento de utilizarlo para el PCR. No se realizd cuantificacion de ADN debido a que
los extendidos de tejido tefiidos en Giemsa contienen un alto contenido de ADN humano y otros
interferentes que son imposibles de eliminar. Se optdé por amplificar por PCR directamente y
evaluar la calidad de las amplificaciones mediante la presencia o ausencia de bandas en geles de
agarosa al 1.5% (p/v).

b. Extraccion con agua.

En esta extraccion se utilizo el método desarrollado por Volpini y colaboradores (2006).
El material raspado se suspendio en 25ul de DEPC-H>O en un tubo cénico de 1.5 ml. Las
muestras se calentaron a 70°C por diez minutos en un bloque térmico y luego se centrifugaron a
12 000 x g por cinco min a temperatura ambiente. El sobrenadante se recuper6 en otro tubo y

almacend a -20 °C hasta su utilizacion.

B. PCR
Se realiz6 el método de PCR para amplificar las regiones de interés. Se utilizaron tres
marcadores moleculares. Todas las reacciones se llevaron a cabo utilizando la enzima
Classict++™ Hot Start Taq (Tombo, Catalogo: 31-5011) con DEPC-H20 vy utilizando el
termociclador MasterCycler 5331 (Eppendorf®). Se prepararon las mezclas de reaccion para la
amplificacion de cada marcador en microtubos de 1,5 ml y se dividieron en la cantidad

respectiva en tubos de reaccion de 0,2 ml.
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1. Marcador hsp70
Para el

marcador

hsp70 se

utilizaron

los cebadores

HSP70-F25  (5°-

GGACGCCGGCACGATTKCTS-") y HSP70-R617 (5’-CGAAGAAGTCCGATACGAGGG-3)

esperando un amplicon de 593 pares de bases (Van der Auwera et al., 2014). La mezcla de

reaccion de PCR para el par de cebadores del marcador se describe en el Cuadro 1y el programa

de PCR se describe en el Cuadro 2.

CUADRO 1. Mezclas de reaccion para el PCR del marcador hsp70.

Concentracion de la

Componentes solucion madre Concentracion final Volumen
DEPC-H20 n/a aforar a 25yl 7.3yl
— Buffer de PCR 5X 1x Syl
§ MgCl; 25mM 2.5mM 2.5yl
o dNTPs 2.5mM 0.2mM 2yl
o Cebador sentido 20yM 0.8yM 1yl
§- Cebador antisentido 20yM 0.8yM Iyl
< Buffer Q 10x 1x Syl
Polimerasa 5UMNL 0.5U 0.1yl
ADN n/a n/a Iyl
Volumen total 25yl

CUADRO 2. Programas de amplificacién de PCR para cada set de cebadores del marcador

hsp70 (593pb)

hsp70
Etapa Temperatura | Ciclos
Desnaturalizacion inicial [ 5 min 95°C 1
Desnaturalizacion 40 seg 94°C
Hibridacion 1 min 61°C 35
Extension 1 min 72°C
Extension final 10 min 72°C 1

2. Marcadores mpiy 6-gpd

Para el

marcador

mpi  se

utilizaron

los cebadores

MPI.1082.F (5°-

ACGCCCAAGTGGAAGGATG -3°) y MPL1082.R (5-~ACACCACTGTACCGTTCACC-3")

con un amplicon de aproximadamente 270 pares de bases. Para el marcador 6-gpd se utilizaron
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los cebadores 6GPD.1262.F (5’-CAAGGAGATGAAGGAGGGTC-3") y 6GPD.1262.R (5’-

CTTGTC AACACGTTCGTAGC-3’), esperando un amplicon de 200 pares de bases
(Tsukayama et al., 2013). La mezcla de la reaccion de PCR de los marcadores se describe en el
Cuadro 3y el programa del termociclador en el Cuadro 4.

CUADRO 3. Mezcla de reaccion para la amplificacion por PCR de los marcadores mpi y 6-gpd.

Componentes Cosré?ﬁgitgﬁcr'r?gd(ig la Concentracion final Volumen
ddH20 n/a aforar a 25yl 13.3yLl
= Buffer 5x 1x 5yl
= MgCl; 25mM 1.5mM 1.5yl
3 dNTPs 2.5mM 0.2mM 2yl
5| Cebador sentido 20yM 0.8yM Tyl
€ | Cebador antisentido 20yM 0.8yM Tyl
Polimerasa 5UNI 1U 0.2yl
ADN n/a n/a Iyl
Volumen total 25yl

CUADRO 4. Programas de amplificacién por PCR los marcadores mpi y 6-gpd

mpi & 6-gpd

Etapa

Temperatura | Ciclos

Desnaturalizacion inicial

5 min 95°C 1

Desnaturalizacion 10 seg 95°C
Hibridacion 20seg 6°C 45
Extension 20 seg 72°C

Extension final

5min 72°C 1

3. Electroforesis

Los productos obtenidos del PCR fueron visualizados utilizando electroforesis en geles

de agarosa 1,5% (p/v). Los geles se prepararon utilizando 0,75¢g de agarosa disueltos en 50 ml de

Buffer Tris-Borato-EDTA 1X (TBE). Luego se calentd la solucion en un microondas hasta que

se disolvid completamente. Finalmente se enfrio a temperatura agradable al tacto (~40°C). Se

utilizé 0.5yl de “Gel Red®” 1000X para visualizar los productos bajo luz UV. El gel tibio se
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vertio en el molde y se colocd un peine para la formacion de los pozos. Se dejo polimerizar por

20 min.

Previo a la corrida, se cargaron 0.5yl de marcadores de masa molecular de 1Kb. En cada
pozo se carg6 Syl de producto de PCR mezclado con 1yl de buffer de corrida 1x. Se corrié con
un voltaje de 100V por 30 min. Una vez terminada la corrida, se visualizaron las bandas en un
transiluminador UVP de luz UV (302 nm). Las fotografias de los geles fueron editadas utilizando

el programa GelAnalizer 20102,

C. Purificacion productos PCR y secuenciacion
Una vez confirmada la presencia de producto de amplificacién por el gel de agarosa se

procedio a su purificacion. Se utiliz6 el Kit de Novagen® SpinPrep™ PCR Clean-up Kit (Merck:
No. Catalogo 70976) de acuerdo a la metodologia propuesta por el fabricante. Previo a iniciar, se

precalentaron 50yl por muestra de buffer de elucion (SpinPrep Elution Buffer) a 70°C.

Se agregaron cuatro volumenes de buffer de acoplamiento (SpinPrep Binding Buffer) a
los productos del PCR. Esta mezcla se coloc6 en una micro columna “SpinPrep PCR Filter” en
un tubo colector de 2ml y se centrifugé a 10 000 x g por un minuto. Una vez terminado se
descartd el contenido del tubo recolector y se agregd al micro columna 400yl de buffer de
acoplamiento, se volvio a centrifugar con las mismas condiciones. Se descart6 el contenido del
tubo recolector y se agregd a la micro columna 500yl de buffer de lavado (SpinPrep Wash
Buffer). Se centrifug6 con las mismas condiciones. Se descarto el contenido del tubo colector y
se volvié a centrifugar esta vez por dos minutos a 10 000 x g. Una vez terminado se transfirio la
micro columna a un tubo de 1.5ml y se le agregaron 50yl del buffer de elucion precalentado. Se
dejo incubar por cinco minutos. Finalmente se centrifugd a 12 000 x g y se descartd la micro

columna.

El producto se guardd a -20 °C hasta su envio a secuenciar. La secuenciacion se realizo
utilizando el servicio de secuenciacion automatica de la empresa Macrogen® (Corea del Sur),

obteniéndose las secuencias sentido y contrasentido para cada muestra y gen evaluado.
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D. Analisis de datos

1. Anadlisis filogenético

Se generaron Yy editaron las secuencias consenso de cada muestra utilizando el programa
DNASTAR vy se utilizaron Unicamente los consensos con mas del 85% de residuos, en relacion
con el tamarfio esperado de cada marcador (hsp70 593 bp, mpi 270 pb y 6-gpd 200 pb) . Segln
las secuencias consenso obtenidas, se identificaron todas las muestras mediante un anlisis de

homologia, utilizando la herramienta BLAST.

Las secuencias obtenidas fueron alineadas utilizando ClustalW con el algoritmo
ClustalW 1.6 y optimizada con el algoritmo Muscle, utilizando el paquete MEGA7 (Tamura et
al., 2011). Se utiliz6 secuencias de Tripanosoma cruzi, Endotrypanum y Leptomonas como
grupo externo. Como controles se utilizaron secuencias de la base de datos del “GeneBank”. Los
controles utilizados son los siguientes: tres cepas de L. braziliensis, una de L. guyanensis, tres
cepas L. infantum, una de L. major, dos cepas de L. mexicana, dos cepas de L. panamensis, una

de L. naiffi y una de L. liansoni (Anexo 3).

Para elaborar el arbol filogenético se utilizé el algoritmo estadistico “Maximum
likelihood” utilizando inferencia bayesiana con ayuda del programa MrBayes v.3.2, utilizando 1
000 000 generaciones. Se determin6 el modelo de sustitucién de nucledtidos utilizando
jModelTest v.2.1, el cual evalta el mejor modelo evolutivo de 88 modelos para las alineacion de
secuencias a evaluar (Posada 2008; Darriba et al., 2012). EI mejor modelo se evalud
automaticamente en el programa con el Criterio de Informacion de Arkaike (AIC, por sus siglas

en inglés) para definir el modelo méas adecuado segun las caracteristicas de los datos.

Estos modelos evolutivos permiten calcular la probabilidad de la topografia de los
individuos dentro de los arboles filogenéticos. Estos modelos poseen diferentes tasas de
sustitucion de bases (Citosina, Adenosina, Guanidina y Tirosina (C, A, G, T)), frecuencia de
bases, proporcion de sitios invariables (+1) y taza de variacion entre bases (+G). Se utilizaron en
este estudio el modelo dos transicional (TIM2; AC = AT, CG = GT, AG = CT), el modelo de
Hasegawa (HKY; AC = AT = CG = GT, AG = CT) y el modelo del parametro 3 (TPM1; AC =
GT, AT = CG, AG = CT) (Posada, 2008).
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Se realizaron cuatro arboles, uno por cada marcador (hsp70, mpi, 6-gpd) y uno
concatenando las secuencias de los tres pares de marcadores, para cada muestra. EIl valor de

significancia que se uso en este estudio fue de 90%.
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I1l. Resultados

A. Caracteristicas de las muestras

Las muestras utilizadas provinieron de personas con infecciones activas de leishmaniasis
cutanea con un rango de edad de seis a 62 afios (promedio 26), el 86.7% mayores de 12 afios.
Los individuos de donde provinieron las muestras fueron mayoritariamente de sexo masculino
(90%). Las concentraciones de amastigotes de las muestras utilizadas variaron entre +2 y +4, lo
que equivale a 10-200 amastigotes por cada 100 campos. Se tiene un minimo de una muestra por
afio del periodo de 1989 a 2016, exceptuando los afios 1991, 1994, 1996, 2007 y 2012. En cuanto
a la ubicacién geografica el 73% de las muestras provienen del departamento del Petén 'y 13% de
los departamentos de lzabal, Alta Verapaz y Guatemala. Solo una muestra no poseia
informacién de procedencia. Los detalles de las caracteristicas de las muestras utilizadas se

incluyen en el Anexo 4.

1. Extraccion de ADN

Ambos métodos de extraccion (Volpini y kit comercial) utilizados fueron exitosos para
extraer el ADN del parésito de ldminas de raspados de lesiones ocasionadas por Leishmania. Con
el método de Volpini se obtuvo productos de amplificacion de PCR que presentaron barridos e
impurezas al separarse en geles de agarosa al 1.5% (p/v) (muestra Volpini en Figura 9). Con el
método de extraccion del kit comercial PureGenome™ Tissue DNA Extraction se obtuvieron
bandas més integras y sin impurezas (muestra kit de la Figura 9). Utilizando ambos métodos
combinados se observa un aumento en el rendimiento de la extraccién de ADN, tanto como en la
re-extraccion del precipitado obtenido como subproducto del método de Volpini (Metodologia

seccion A.1.1).

El método que se utiliz6 para la extraccion de ADN en las muestras fue con kit debido a
la mejor resolucion de las bandas amplificadas por PCR. Con este método se logr6 la

amplificacion por PCR de al menos un marcador en todas las muestras.
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FIGURA 9. Comparacion de la calidad del ADN extraido utilizando diferentes métodos de
extraccion, mediante la resolucion de las bandas de amplificacion del PCR del marcador hsp70
(593pb) separadas en un gel de agarosa al 1,5%.

B. PCR

1. Marcador hsp70

El 93% (28/30) de las muestras amplificaron exitosamente para el fragmento de 593 pb
del gen hsp70. Se realizaron dos corridas de PCR. La primera corrida con las condiciones
descritas en la seccion B.1., con lo que se obtuvo la amplificacién de 22 muestras, que equivale
al 73% (Figura 10). En algunas de las muestras se pudo observar bandas de amplificacion
anchas y con poca resolucion como las muestras 22 y 29 (Figura 10). En la segunda corrida de
PCR, utilizando muestras que no amplificaron en la corrida anterior, se utilizo doble volumen de
templado, con lo cual se obtuvo un 20% mas de amplificacion (primera fila, Figura 13). Dado

que las bandas obtenidas para el gen de interés se mostraron ensanchadas y con poca resolucion,
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se cambiaron las condiciones de corrida utilizando buffer Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1X, en

lugar de Tris-Borato-EDTA, con lo que se obtuvo bandas mas definidas (Anexo 5).
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FIGURA 10. Productos de amplificacion del marcador hsp70 (593pb) separados en un gel de
agarosa 1.5% (p/v). (E): Marcadores de masa molecular de 1Kb; (1-30) muestras utilizadas;
controles positivos (L.b: L. braziliensis, L.g: L. guyanensis, L.m: L. mexicana y L.p: L.

panamensis); (C-) control negativo.

2. Marcador mpi
El marcador mpi resultd ser exitoso con un alto rendimiento de amplificacion. Se obtuvo

un 93% de amplificacion positiva en la primera corrida, con bandas claramente definidas. El
control negativo present6 una banda de amplificacion (Ver Figura 11, (C-)) por lo que se realizo
una corrida adicional para comprobar si hubo contaminacion cruzada al momento de cargar en
gel o en la elaboracion del master mix. Se determind que la banda en el control negativo fue un
falso positivo debido a contaminacion entre pozos en el momento de cargar el gel (Ver Anexo 6).

Sin embargo, en todas las muestras se observd una banda difusa en el frente de migracion, de
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menor masa que el amplicon esperado. El control positivo de L. mexicana muestra una banda de

menor intensidad (Figura 11).

FIGURA 11. Productos de amplificacion del marcador mpi separados en un gel de agarosa 1.5%
(p/v). (E): Marcadores de masa molecular de 1Kb; (1-30) muestras utilizadas; (L.b: L.

braziliensis, L.g: L. guyanensis, L.m: L. mexicana y L.p: L. panamensis) controles positivos;

(C-) control negativo.

3. Marcador 6-gpd
Este marcador tuvo un bajo rendimiento de amplificacion (80% que equivale a 24
muestras) comparado con los marcadores hsp70 y mpi. Con este gen se obtuvo baja resolucion de

las bandas de amplificacion como se observa en las muestras 3 y 27 de la Figura 12. Ademas se
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obtuvo amplificacion de productos no especificos en las muestras 19 y 24. Para este gen se
realizaron también dos amplificaciones. Con la primera, utilizando las condiciones descritas en la
seccion B.2., solo el 53% de las muestras amplificaron satisfactoriamente. Con la segunda
amplificacion, utilizando muestras no amplificadas anteriormente, se utiliz6 el doble de templado
de ADN (2 pl). Como resultado, amplifico el restante 27% de las muestras (segunda fila de
pozos en Figura 13). En este gel se observaron también productos inespecificos como las
muestras 11, 16 y 25.
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FIGURA 12. Productos de amplificacion del marcador 6-gpd separados en un gel de agarosa
1.5% (p/v). (E): Marcadores de masa molecular de 1Kb; (1-30) muestras utilizadas; controles
positivos (L.b: L. braziliensis, L.g: L. guyanensis, L.m: L. mexicana y L.p: L. panamensis); (C-)

control negativo.
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593pb

Bandas no esperadas

FIGURA 13. Re-amplificacién de los marcadores hsp70 (563pb, fila superior) y 6-gpd
(200pDb, fila inferior) en muestras negativas utilizando mayor volumen de templado de ADN (2
ul) y separados en un gel de agarosa 1.5% (p/v). (E): Marcadores de masa molecular de 1Kb; (2-

30) muestras; (L.p) control positivo de L. panamensis; (C-) control negativo.
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C. ldentificacién y analisis filogenético

1. Identificacion de secuencias por analisis de homologia (BLAST)

De las 80 amplificaciones obtenidas para las 30 muestras con los tres genes (Cuadro 5),
se obtuvo secuencias exitosas para 68 muestras (85%) (ver ejemplo en Anexo 7), tanto para las
secuencias sentido como contrasentido. Para cada una de estas muestras se obtuvo la secuencia
consenso respectiva combinando los resultados obtenidos para las secuencias sentido y
contrasentido. No se pudo obtener secuencias consenso para las muestras que no contaban con
secuencias sentido o contrasentido, por lo que no se utilizaron en el analisis filogenético. En
total, para el marcador hsp70 se secuencié el 86% de las muestras amplificadas, para el marcador
mpi se secuencio el 100% de las muestras amplificadas y para el marcador 6-gpd un 66% de las
muestras amplificadas. ElI marcador 6-gpd resulté dificil de secuenciar, con presencia de sefiales
mixtas segln el reporte de la casa comercial Macrogen, evidenciado en los electroferogramas

generados por dicha empresa (ver ejemplo en Anexo 8).

Los resultados del analisis de homologia utilizando la herramienta online BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) sugieren que el 52% de las muestras identificadas como
Leishmania pertenecen al Complejo L. mexicana para el marcador hsp70. Sin embargo, se
encontrd una secuencia homdloga a Trichoderma sp. (porcentaje de identidad de 87% con 507
nucleétidos evaluados). Ademas, se encontré homologia inusual de dos muestras con L. major
(porcentaje de identidad del 99% con 514 nucleétidos evaluados). La muestra GE-0765 presento
una secuencia consenso de baja calidad por lo que no fue utilizada en el analisis filogenético.
Para el marcador mpi se reporté un 100% muestras con secuencias homdlogas a L. braziliensis.
En cuanto al marcador 6-gpd un 61% de las muestras fueron homoélogas a secuencias reportadas
para L. peruviana, que es considerada como una subespecie de L. braziliensis. Como resultado
excepcional se encontr6 una secuencia homdloga a material genético humano con un porcentaje
de identidad del 91% con 192 nucle6tidos evaluados (Muestra GE-2019). El resumen de los

resultados se presenta en el Cuadro 5.
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CUADRO 5. Resultados de identificacion, amplificacion y secuenciacion de las muestras
seleccionadas.

# hsp70 mpi 6-gpd

f;or?]feost(: Z Amp_li_cén Hosrzgllj?]gla Amp_li_cén Hosr(re\gé?]gla Amp_li_cén Hosrzgl!lcr)]gla
positivo BLAST positivo BLAST positivo BLAST

1 | GE-0042 X L.ma X L.br X L.pv (br)

2 |GE-0232 X L.ma X L.br

3 | GE-0256 X X L.br X L.pv (br)

4 |GE-0321 X X L.br

5 |GE-0493 X L.guy

6 |GE-0494 X X L.br X L.pan

7 | GE-0547 X X L.br X L.guy

8 | GE-0637 X L.pan X L.br X L.pv (br)

9 |GE-0765 X Trich. sp. X L.br X L.pv (br)

10 [GE-0792  |[XE  L.br X L.pv (br)

11 | GE-1119 X L.br

12 | GE-1308 X L.mx X L.br X

13 | GE-1485 X L.br X L.br X L.pv (br)

14 | GE-1488 X X L.br X L.pv (br)

15 | GE-1761 X X L.br X L.pv (br)

16 | GE-1800 X L.br X L.br

17 | GE-1893 X L.pan X L.br X L.pv (br)

18 | GE-1905 X L.br X L.br X L.pv (br)

19 | GE-1952 X L.mx X L.br X

20 | GE-2019 X L.mx X Lor X H. sapiens |

21 | GE-2107 X L.mx X L.br X

22 | GE-2156 X L.mx X L.br X L.pan

23 | GE-2285 X L.mx X L.br X

24 | GE-2484 X L.mx X L.br X L.pan

25 | GE-2591 X L.mx X L.br

26 |GE-2610 X L.mx X L.br

27 |GE-2617 X L.mx X L.br X

28 | GE-2631 X L.mx X L.br X

29 | GE-2639 X L.nf X L.br X L.pv (br)

30 |GE-2708 X L.br X L.br X L.pv (br)

Nota: “x: representa muestras para las que se obtuvo un amplicén; las casillas resaltadas en gris representan

secuenciaciones utilizables; casillas resaltadas en café presentan secuencias consenso de baja calidad; casillas en

blanco son muestras que no se secuenciaron; L.guy: Lesihmania guyanensis; L.mx: Leishmania mexicana; L.ma:

Lesihmania major, L.pv: Leishmania peruviana, L.br: Leishmania braziliensis, L.pan: Leishmania panamensis,

L.nf: Leishmania naiffi y Trych: Trichoderma sp.
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2. Andlisis filogenético

a. Arbol filogenético generado con el marcador hsp70

Para la elaboracion del arbol se utilizo el modelo de sustitucion TIM2+G. Los resultados
de este arbol hacen concordancia con la identificacion por homologia de secuencias de BLAST.
Este arbol sostiene la inclusion del género Leishmania como clado monofilético y como taxdn

hermano a Endotrypanum (ver Figura.14).
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FIGURA 14. Arbol filogenético obtenido a partir de las secuencias del gen hsp70 utilizando el
método “maximum likelihood” con inferencia bayesiana de acuerdo al modelo TIM2+G. C:

complejo; L: Leishmania; guy: guyanensis

El arbol sugiere una division en dos grupos monofiléticos entre sub-género L. (Viannia) y

L. (Leishmania). Dentro de L. (Leishmania) es posible definir entre las especies del Viejo y del
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Nuevo mundo. Tal como se identifico por BLAST, existen dos muestras que se encuentran
fuertemente relacionadas con L. major, principalmente la muestra GE-0232. El grupo de L.
mexicana presenta una gran cantidad de individuos similares entre si. La muestra GE-2107,
previamente identificada como L. mexicana por homologia, se encuentra ubicada como clado
hermano del complejo L. mexicana, sugiriendo ser una cepa diferente de la especie. En cuanto a
L. braziliensis se identifican cuatro muestras como dicha especie. El arbol sugiere que estas
muestras constan de dos cepas diferentes. La muestra GE-2639 se encuentra anidada fuertemente
a L. naiffi y a un control de L. braziliensis diferente a las demas cepas, este grupo esta
representado como “Grupo A” dentro del arbol. Para el complejo L. guyanensis las cuatro
muestras parecen ser similares entre L. guyanensis y L. panamensis, pero es poco sustentado (P =
66%).

b. Arbol filogenético generado con el marcador mpi

El modelo que se utiliz6 en este arbol fue TPM1uf+l. Los resultados en este arbol no
tienen conflicto con las identificaciones por homologia de secuencias de BLAST, ni refuerzan
los resultados de este. Este arbol no apoya una relacion monofilética del género Leishmania y
contiene como subgrupos a los géneros Endotrypanum y Leptomonas. Aun asi, presenta a L.
(Viannia) como un grupo monofilético separandolo en tres grupos distinguibles: el complejo L.
guyanensis (I11), un grupo de 17 muestras (IV) y un grupo pequefio de tres muestras (V) (Ver
Figura.15). Para el sub-género L. (Leishmania) no parece haber conflicto para separar entre
especies (I e 1), sin embrago, ninguna muestra utilizada es similar a este grupo. Adicionalmente
la regidon utilizada de este marcador parece no poder distinguir entre Endotrypanum y
Leptomonas.
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FIGURA 15. Arbol filogenético obtenido a partir de las secuencias del gen mpi utilizando el
método “maximum likelihood” con inferencia bayesiana de acuerdo al modelo TPM1uf+l. I, 11,

I11: identificadores grupos de interés (mostrados en texto); S: Sub-género.

c. Arbol filogenético generado con el marcador 6-gpd

El arbol generado con el marcador 6-gpd (Figura 16) fue realizado con el modelo
HKY+G y presenta una topologia similar al arbol del marcador hsp70. En cuanto al grupo de
Leishmania se observa la topologia usual de Leishmania con divisiones de género en sub-
géneros L. (Viannia) y L. (Leishmania). Este arbol presenta Endotrypanum como taxén hermano
de L. (Leishmania). Nuevamente se observa una aglomeracion correspondiente del sub-género
L. (Leishmania) con las especies obtenidas del GeneBank, sin embargo, ninguna muestra
extraida posee homologia con este grupo de manera concluyente. El sub-género L. (Viannia)
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presenta tres grupos bien definidos: el grupo L. guyanensis, el grupo L. panamensis y el grupo L.
braziliensis. El grupo de L. panamensis presenta cuatro muestras que son diferente (P = 84%) de
los controles. El grupo L. guyanensis presenta dos muestras en donde la homologia de BLAST

discrepa y las identifica como L. panamensis.
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FIGURA 16. Arbol filogenético obtenido a partir de las secuencias del gen 6-gpd utilizando el
método “maximum likelihood” con inferencia bayesiana de acuerdo al modelo HKY+G. L:

Leishmania; guy: guyanensis; pan: panamensis

d. Arbol filogenético en base a los tres marcadores (hsp70, mpi y 6-gpd).
El arbol (Figura 17) fue elaborado utilizando el método TIM2+G, unicamente con ocho

muestras que poseian secuencia consenso satisfactorias para los tres marcadores evaluados.
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FIGURA 17. Arbol filogenético obtenido a partir de las secuencias concatenadas de los genes
hsp70, mpi, 6-gpd utilizando el método “maximum likelihood” con inferencia bayesiana de

acuerdo al modelo TIM2+G. C: complejo; guy: guyanensis.

Este arbol presenta a Endotrypanum y Leptomonas como parte de Leishmania, sin
embargo, este presenta una probabilidad de 58% por lo que no es confiable. Nuevamente se
generan las divisiones entre sub-géneros L. (Viannia) y L. (Leishmania). Dentro de L.
(Lesihmania) no presenta mayor detalle en complejos de especies y los controles de este grupo se
organizan en la topografia adecuada. En el sub-género L. (Viannia) se observan dos clados
solidamente definidos que representan el complejo L. guyanensis y L. braziliensis. Dentro del
complejo L. guyanensis se encuentra la muestra GE-0637 dentro de una rama diferente de las

secuencia de referencia de L. guyanensis y L. panamensis, evidenciando un linaje diferente de las
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muestras de referencia del GeneBank. En cuanto al grupo con controles L. braziliensis, se
evidencian cuatro clados, dos de ellos son secuencias de referencia individuales, un grupo de una
secuencia control y una muestra; y un grupo de muestras. Esto sugiere una alta diversidad en L.
braziliensis. Existe un grupo de muestras que no se encuentran anidadas en ningun grupo (GE-
1893, GE-0042, GE-2156 y GE-2484). Este anéalisis no permitié asignar estas muestras a
ninguno de los grupos de especies y tampoco se observo concordancia con los resultados de los
arboles individuales de cada marcador ni con la homologia de secuencias realizada con BLAST.
También se realizaron arboles filogenéticos exploratorios con las concatenaciones de hsp70-mpi

y hsp70-6-gpd, sin embargo, estos fueron alin méas inconsistentes.

Debido a la inconsistencia de resultados entre marcadores, solamente se toman como
validos los resultados del marcador hsp70 debido a su respaldo bibliografico de su poder
taxondmico y secuencia con mayor nimero de nucleétidos, por lo tanto, mas informativa. Los
resultados se muestran en el Cuadro 6 donde se observa un 19% de las muestras identificadas

como L. braziliensis y un 52% de las muestras identificadas como L. mexicana.

CUADRQO 6. Identificacion de las muestras utilizadas por inferencia del anélisis filogenético.

4 C(;)éj:go Homologia segin BLAST Homologia segiin BLAST Identificacion final
muestra hsp70 6-gpd

1 | GE-0042 L.ma [ Lpv® L.ma

2 | GE-0232 L.ma L.ma

3 | GE-0256

4 | GE-0321

5 | GE-0493 L.guy L.guy

6 | GE-0494 L.pan L.pan

7 | GE-0547 L.guy L.guy

8 | GE-0637 L.pan L.pan

9 | GE-0765

10 | GE-0792

11 | GE-1119

12 | GE-1308 L. mx

13 | GE-1485 L.br

14 | GE-1488

15 | GE-1761

16 | GE-1800 L.br

17 | GE-1893 L.pan L.pan

18 | GE-1905 L.br L.br

19 | GE-1952 L. mx L. mx

20 | GE-2019 L. mx L. mx
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" Cgs:go Homologia segin BLAST Homologia seglin BLAST Identificacion final
muestra hsp70 6-gpd
21 | GE-2107 L. ama (mx) L. ama (mx)
22 | GE-2156 L. mx L.pan L. mx
23 | GE-2285 L. mx L. mx
24 | GE-2484 L. mx L.pan L. mx
25 | GE-2591 L. mx L. mx
26 | GE-2610 L. mx L. mx
27 | GE-2617 L. mx L. mx
28 | GE-2631 L. mx L. mx
29 | GE-2639
30 | GE-2708 L.br L.br

Notas: L.br: L. braziliensis; L.m: L. major; L.mx: L. mexicana; L.pan: L. panamensis; L.n: L. naiffi;
L.guy: L. guyanensis; L.pv(b): L. peruviana (braziliensis) y L.ama(mx): L. amazonensis (mexicana).
Resultados en negritas representan datos generados por 6-gpd, no poseen respaldo taxonémico con el gen
de hsp70, que deacuerdo a este estudio, es el mas concluyente.
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1VV. Discusion

A. Factibilidad de extraccion y calidad de ADN en muestras de raspados de
lesiones de leishmaniasis cutanea tefiidas con Giemsa

En muchos laboratorios del mundo donde se estudia y diagnostica leishmaniasis tienen
como estandar la evaluacion por microscopia de casos sospechosos de leishmaniasis utilizando
raspados de las lesiones ulcerosas tefiidas con Giemsa (Aronson et al., 2016). Debido a estas
practicas, se elaboran placas de raspado que se almacenan como referencias futuras y que poseen
un alto valor en la investigacion post-diagndstico. La extraccién de ADN proveniente de este
material presenta varios obstaculos. El principal obstaculo es la contaminacion con ADN
humano y microorganismos como bacterias y hongos que podrian estar co-infectando la lesion;
segun estudios recientes en Brasil, la frecuencia de infecciones secundarias en lesiones de
Leishmania es de 23.6-81% (Antonio et al., 2017). Ante la posibilidad de infecciones
secundarias y/o material genético humano en las lesiones, no se realizd la cuantificacion de
ADN, optando por evaluar cualitativamente la presencia de ADN del parasito por medio de la
presencia de bandas de amplificacion de PCR. La herramienta semi-cuantitativa mas
recomendada para estimar la concentracion de ADN son las escaleras de masa molecular
disefiadas con diferentes concentraciones conocidas para inferir la concentracion de las bandas
en el gel de agarosa, las cuales pueden analizarse utilizando software de procesamiento de

imagenes. Este recurso no se encontraba disponible para la elaboracion de este estudio.

Ambas metodologias de extraccion proporcionaron amplificaciones exitosas del ADN de
laminas teflidas con Giemsa. EI método de extraccion en agua o método de Volpini, es de bajo
costo y facil de realizar, pero las bandas obtenidas presentan barridos luego de las
amplificaciones por PCR que sugiere cierto grado de degradacion del ADN y/o contaminantes
provenientes del tejido. A pesar de esto, la banda de amplificacion es lo suficientemente integra
para ser utilizada en metodologias posteriores como RFLPs o secuenciacion, aungque impactando
en la sensibilidad de los mismos. Es por esto que para aplicar estos métodos se recomienda el
uso de Kits de purificacién (Rohit et al., 2016), para poder detectar algunas bandas difusas que
facilmente se pierden por cualquier contaminacion de ADN o ARN. En caso no se cuente con
los recursos para utilizar estos kits de extraccion, pueden realizarse extracciones organicas o0 bien

precipitando el ADN con acetato de sodio, centrifugacion, evaporacion y resuspension.

48



La extraccion mediante el kit “PureGenome™ Tissue DNA Extraction”, tal como se
espera de un producto comercial, proporciona material genético éptimo y sin contaminantes. Sin
embargo, este método requiere recursos economicos altos para obtener los Kits. Debido a la

disponibilidad del kit se utilizo esta metodologia a lo largo de todo el estudio.

Aunque el método de extraccion fue el éptimo, aun existieron problemas a lo largo de la
metodologia. Segun comentarios de la empresa que realizo la secuenciacion automatica, muchas
de las muestras poseian sefiales mixtas, principalmente para los productos de amplificacion del
marcador 6-gpd, que resultd con una baja tasa de éxito. Lo resultados no parecen tener ninguna
correlacion a la cantidad de amastigotes reportados en las placas, indicando que la presencia de
ADN no parece un factor determinante. La algunas muestras poseian muy baja calidad de
secuencia 0 secuencias consenso con menos del 85% del tamafo esperado para el gen, razones
por las que no fueron incluidas en el analisis. EI fendmeno podria ser el resultado de los
siguientes factores: (1) presencia de regiones de baja complejidad en la secuencia, (2) presencia
de contaminantes en la muestra que afectaran el desempefio de las enzimas durante la reaccion
de secuenciacion, o (3) infecciones multiples por mas de una especie de Leishmania que
pudieran ocasionar sefiales dobles.

Indudablemente el tejido humano esta presente en las placas de raspado de la lesion, el
cual pudo haber aportado contaminantes que afecten el desempefio de las enzimas, interviniendo
en la calidad de la amplificacion y secuenciacién. Hay que considerar que los cebadores de los
marcadores 6-gp y mpi fueron disefiados originalmente para la segunda reaccion en un Q-PCR
anidado (Tsukayama et al., 2013). Es posible que con las condiciones particulares de este
estudio existiera hibridacién no especifica que ocasion6 la amplificacién de multiples fragmentos
simultaneamente y comprometio la calidad de las secuenciaciones. Es importante mencionar que
ninguna fuente consultada reporta explicitamente la secuenciacion de fragmentos de ADN

utilizando como punto de partida el material obtenido de las placas de raspado de lesion.

El segundo factor (infecciones mdltiples de Leishmania) se ha reportado ampliamente en
la literatura (Shirian et al., 2012; Adaui et al., 2013; Ferreira et al., 2015) y podria explicar las
seflales mixtas en las secuencias o la inconsistencia entre los marcadores. Sin embargo, para
confirmar si este fue el caso, se necesitaria clonar los productos de PCR vy analizar la mayor

cantidad de clones posibles.
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Para evitar este tipo de problemas se recomienda utilizar una fuente de material génico de
alta calidad y pureza, utilizando métodos de amplificacion mas sensibles como PCR anidado o
marcadores mas especificos, como el minicirculo de ADN del kinetoplasto (Bhattacharyya et al.,
1996), reconocido como el estandar de oro para deteccién molecular del parésito (Kobets et al.,
2012). En caso se hubiera realizado un cultivo in vitro, la calidad del ADN obtenido
definitivamente hubiera mejorado, pero el costo-beneficio de este método se ve comprometido
por los requisitos de experiencia, alto costo e inversion de tiempo (Kobets et al., 2012) requerido
para el cultivo de los parésitos de Leishmania. Aunque las placas de raspado no constituyen un
material 6ptimo para la amplificacion y secuenciacion, se podria mejorar los resultados si se
realiza una purificacién del ADN extraido, previo a realizar el PCR y purificar los productos
obtenidos antes de la secuenciacion. Si bien las laminas tefiidas con Giemsa, poseen algunos
contaminantes son el tipo de muestras con méas disponibilidad dado que la microscopia es el
método de diagnostico rutinario de los servicios de salud en Guatemala.

B. Utilidad taxondmica de los marcadores mpi y 6-gpd

Los marcadores utilizados fueron disefiados especificamente para diferenciar un
polimorfismo de nucle6tido Unico dentro de estos genes conservados utilizando Q-PCR en
regiones de Suramérica. Segun Tsukayama y colaboradores (2013) estos marcadores son lo
suficientemente conservados para poder identificar especies del nuevo mundo a lo largo de la
cuenca amazonica, la costa peruviana y regiones de alta elevacion. Segun los autores, estos genes
en un PCR anidado son especificos de especies de Leishmania del nuevo mundo y no presentan
amplificaciones de material genético humano o de Trypanosoma cruzi; sin embargo, nunca
mencionan la especificidad de los sets de cebadores de los fragmentos internos sin un PCR

anidado. Importante resaltar lo anterior para el marcador 6-gpd.

1. Marcador mpi
Los resultados con el marcador mpi identificaron consistentemente a los parasitos

responsables de las infecciones como L. braziliensis por el analisis de homologia de BLAST.
Los autores utilizan este gen para hacer distincion entre L. braziliensis, L. peruiana y L.

mexicana (Tsukayama et al., 2013). Es interesante observar que el marcador evidencia tener la
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informacidn adecuada para identificar especies del complejo de L. guyanensis obtenidas de las
secuencias de referencia, lo cual no se indica en la metodologia de Tsukayama y colaboradores
(2013). Sin embargo, todas las muestras evaluadas en este estudio no dan ningun indicio
taxondmico concreto y solo separa las muestras en clados, pero sin ningun detalle taxonémico
aparente. Adicionalmente, los resultados de BLAST por este marcador son cuestionables debido
a que todas las muestras fueron identificadas como L .braziliensis y L. peruviana (subespecies).
Esto puede ser resultado de que el marcador utilizado para la regién no posee ningun valor
taxondmico ni sistematico fuera de diferenciar entre L. braziliensis o L. peruviana. Se observo
que para todas las muestras se tenian un 99-95% de similitud con las muestras en el GeneBank y
ese 1-5% de diferencia se reportd en los extremos que es resultado de la perdida de bases en los
extremos de la secuencia durante la reaccion de PCR. El hecho de que la similitud sea tan
elevada en el centro de la secuencia es un sinénimo de una excelente calidad. Estos factores
contrastan con los resultados para el gen hsp70, un marcador mas ampliamente estudiado para
sistemaética y taxonomia (Fraga et al., 2010; Montalvo et al., 2010; da Silva et al., 2010), que
presenta mayor sensibilidad para diferenciar entre especies y cuenta con una gran cantidad de
registros en el “GeneBank”, para diferentes especies. Como detalle adicional, el marcador hsp70
presenta a los géneros Endotrypanum y Leptomonas como taxones hermanos del subgénero
L.(Leishmania), fendmeno que no se encuentra apoyado por la literatura, estos dos taxones son

hermanos del género Leishamania en su totalidad (Cupolillo et al., 2000; Espinosa et al., 2016).

El marcador utilizado en este estudio no tiene el potencial de ser una herramienta Gtil para
la sistematica de Leishmania, pero el marcador reportado por Tsukayama y colaboradores (2013)
para una secuencia de mayor tamafio, si reporta ser Gtil para realizar un diagndstico rapido de las
especies responsables de la infeccidn. Para estudios futuros se recomienda evaluar nuevamente

este, utilizando los primers para una regién mayor, reportados por Tsukayama et al., 20009.

2. Marcador 6-gpd

Este marcador organiza correctamente a Leishmania como género monofilético y define
muy detalladamente los complejos de especies dentro del género y sub-géneros, especialmente
dentro del complejo L. guyanensis. Sin embargo, incluye a Endotrypanum como taxén hermano

del sub-género L. (Leishmania). La relacién entre Endotrypanum y Leishmania ha sido abordada
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en la literatura, argumentandose que es un genero totalmente diferente de Leishmania pero
cercano a él (Cupolillo et al., 2000; Espinosa et al., 2016). La enzima 6-gpd ha sido ampliamente
utilizada para caracterizar los parasitos de Leishmania (Arana et al., 1990; Tsukayama et al.,
2009) y Tsukayama y colaboradores (2013) identificaron un marcador que codifica para esta
enzima que es capaz de distinguir entre L. panamensis y L. guyanensis. Cabe resaltar que L.

panamensis es considerada una sub especie de L. guyanensis (Fraga et al., 2010).

Los resultados de este estudio apoyan la utilidad del marcador 6-gpd para diferenciar
entre estas especies, ya que en el arbol se encuentran bien definidos estos dos grupos.

A pesar de que este arbol detecta mayor diversidad que el marcador mpi, los resultados no
son del todo consistentes con los resultados del marcador hsp70. Entre éstos estan las muestras
GE-0673 y GE-1893 que se identificaron como L. panamensis con el marcador hsp70, pero en el
caso del marcador 6-gpd, disefiado especificamente para estas especies, identifica estas muestras
como L. braziliensis. Se obtuvo un resultado similar con las muestras GE-2156 y GE-2484 que
son identificadas como L. mexicana por el marcador hsp70, pero como L. panamensis por el
marcador 6-gpd. Otros resultados no son comparables debido a que el marcador hsp70 no
amplificd o no se pudo secuenciar para algunas muestras (GE-0494 y GE-574) y éstas solo se
pudieron evaluar con el marcador 6-gpd. Este marcador identifica a GE-0494 y GE-0574 como
L. guayanensis, especie que no ha sido reportada previamente en Guatemala en infecciones
autoctonas (Morales 2008; Alvar et al., 2012). Sin embargo, dada la inconsistencia de los demas
resultados ya discutidos, no es posible confirmar la presencia de esta especie. Aunque se reporta
que este marcador si detecta a L. brazilensis, este marcador no brindé informacién detallada a

nivel de intra-especie.

Este fue el marcador con menos éxito en la amplificacion y la secuenciacion. Estos
resultados son contradictorios con las propiedades reportadas en el estudio en donde fue
propuestos (Tsukayama et al., 2013). Cabe resaltar que ellos utilizaron Q-PCR anidado,
resultando en mayor sensibilidad hacia Leishmania en comparacion del método utilizado en esta
investigacion, PCR de punto final. Adicionalmente, la empresa a cargo de la secuenciacion
reportd sefiales mixtas en las secuencias obtenidas para este gen, lo que sugiere amplificacion no
especifica o la presencia de infecciones mixtas. Cuatro muestras (GE-2019, GE-1952 y GE-

2631) reportaron homologia con material genético humano del cromosoma 12p24 y el gen de la
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proteina CDC5, segun resultados de BLAST. Todas las muestras mencionadas anteriormente no
fueron utilizadas debido a la baja calidad de la secuenciacion y los resultados inusuales por
homologia de secuencias del BLAST. Esta alta ocurrencia de interferencias posiblemente
afectaron los resultados del analisis filogenético a través de la metodologia, que, aunque el arbol
filogenético tenga una topologia adecuada a nivel de sub-géneros, existan inconsistencias de
identificacion especifica en comparacion con el marcador hsp70. La homologia por BLAST
sefala a todas las especies como L. peruviana, una subespecie de L. braziliensis, segun sugiere el

trabajo de Fraga y colaboradores (2010).

Boité y colaboradores (2012) sefialan en un analisis taxondmico de L. (Viannia) basado
en MLEE, que 6-gpd es uno de los marcadores con mas sitios polimorficos. Sin embargo, en
este estudio utiliza una seccion mas grande del gen, el cual se recomienda para proximos analisis
filogenéticos. ElI marcador evaluado de este gen tiene potencial para ser utilizado como
herramienta taxonomica, siempre y cuando se amplie la longitud de secuencia para incluir

residuos menos conservados.

3. Marcador hsp70

El marcador hsp70 fue utilizado para comparar y validar los resultados obtenidos con los
marcadores mpi y 6-gpd, debido a que actualmente se reconoce como un marcador importante
para la taxonomia y sistematica de Leishmania alrededor del mundo ya ofrece mas informacion
para establecer las relaciones filogenéticas de esta especie (Fraga et al., 2010; Montalvo et al.,
2010, 2012). La region éptima previamente designada para validar la capacidad de deteccion
taxondmica fue un fragmento de 1422 pb, sin embargo, este no se logré amplificar exitosamente.
La causa mas probable de este fendmeno es la baja concentracion del ADN del parasito. Al
realizar las pruebas de estandarizacion se observé que las muestras control con menor
concentracion (3.8 ng/yl) no amplificaron. Se realizaron pruebas adicionales variando el
volumen de templado de ADN (desde 1 yL hasta 5 yL), pero el resultado sigui6 siendo negativo.
Solamente cuatro muestras y los controles positivos amplificaron exitosamente, por lo que se
confirmo que los métodos de extraccion y amplificacion por PCR no tenian problemas. Ademas,
dado que con los otros dos marcadores se obtuvo un 88% de amplificacion, se comprueba que el

método de extraccion es adecuado para la extraccion de ADN.
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Se observo también que las Unicas muestras que amplificaron fueron fijadas y tefidas
recientemente (entre el 2010 al 2016), por lo que existe la posibilidad que el ADN de las
muestras procesadas hace mas tiempo se haya degradado parcialmente, afectando la

amplificacion de un fragmento largo de 1422 pb.

Debido a la imposibilidad de estandarizar la amplificacion del fragmento de 1422 pb, se
optd por amplificar Unicamente un fragmento interno de 593pb, como herramienta de
identificacion de especies por PCR-RFLP (da Silva et al., 2010). Sin embargo, esta region posee
la desventaja de no poder diferenciar entre L. guyanensis y L. panamensis, dado que la secuencia
de este gen es conservada entre ellas. Sin embargo, hasta la fecha no se han documentado
infecciones autoctonas de L. guyanensis en Guatemala, por lo que se presume que un resultado
positivo en la amplificacion con este marcador, corresponderia a L. panamensis. Pese a lo
anterior, el marcador es capaz de poder diferenciar entre las deméas especies que han sido
reportadas en Guatemala hasta la fecha (L. mexicana, L. braziliensis y L. panamensis) y algunas
otras especies presentes en Suramérica, ademas de la capacidad de identificar L. infantum, una

especie causante de leishmaniasis visceral en el nuevo mundo y presente en Guatemala.

Las topografias de los arboles filogenéticos obtenidos con los marcadores hsp70 y 6-gpd
coinciden. El unico marcador que reportd6 homologia a L. mexicana fue el hsp70 en un 52% de
las muestras analizadas. Esta especie presentd poca diversidad genética segun el arbol
filogenético, hecho que concuerda con estudios de anélisis de genética poblacional de L.
mexicana, donde sefialan poblaciones genéticamente homogéneas desde Texas hasta Venezuela,
a excepcion de las regiones del Ecuador y Republica Dominicana que presentan heterogeneidad
poblacional (Kreutzer 1990). Esta informacion apoya las caracteristicas intraespecificas de L.
mexicana observadas en este estudio. Adicionalmente, este marcador reporté una muestra con
homologia a L. amazonensis, aunque este marcador no tiene la capacidad de discernir entre L.
mexicana y L. amazonesnsis, las cuales son consideradas como una misma especie (Fraga et al.,
2010).

Este marcador también reportd la presencia de dos muestras identificadas como L.
panamensis y cuatro muestras de L. braziliensis. Este marcador identificé el 19% (cuatro de 21

muestras) de las infecciones de leishmaniasis cutanea causadas por la especie L. braziliensis,
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contrastando estos resultados con investigaciones previas que reportan en Guatemala una

frecuencia de infeccion del 73% causadas por L. braziliesis (Herwaldt et al., 1992).

Otra especie identificada en este estudio, previamente no reportada para Guatemala, fue
L. naiffi (muestra GE-2639). Esta especie es autoctona de Suramérica, causa muy pocos €asos
clinicos y responde rapidamente al tratamiento con medicamentos o se cura de forma espontanea,
por lo que el estudio de esta especie ha sido de menor prioridad (Fagundes-Silva et al., 2015).
Debido al escaso conocimiento sobre esta especie no se tiene bien delimitado su rango especifico
de distribucidon y es posible que la misma se extienda a la region centroamericana. Sin embargo,
es mas probable que sea una variaciéon de L. braziliensis que posee la misma secuencia que L.
naiffi para este marcador (Montalvo et al., 2010; Fraga et al., 2013), ademas, L. naiffi solo se ha
reportado en Suramérica, principalmente Brasil (Fagundes-Silva et al., 2015). Debido a que no
fue posible amplificar el fragmento de 1422 pb, estos resultados necesitan mas analisis para

poder confirmarse (Montalvo et al., 2010).

Excepcionalmente se identifico a GE-0232 y GE-0042 como L. major, especie que se
encuentra solamente en el viejo mundo y su presencia podria ser explicada Unicamente como
infecciones importadas. Sin embargo, se requiere realizar mas analisis, sobre todo amplificando
una region mayor del gen con ayuda de otros marcadores, antes de poder confirmar este
resultado. Sin embargo, este marcador fue disefiado para ser capaz de distinguir sin problemas

esta especie (Montalvo et al., 2010; Fraga et al., 2013).

C. Inferencias de la diversidad de especies en Guatemala

Segun reportes anteriores solamente se habian descrito L. braziliensis, L. panamensis y L.
mexicana como especies causantes de leishmaniasis cutanea en Guatemala (Morales, 2008;
Alvar et al., 2012). Para esta investigacion, de acuerdo a las homologias de secuencia de BLAST
y el anélisis filogenético de cada marcador (principalmente hsp70 y 6-gpd) se reportan las
siguientes especies de parasitos responsables de infecciones de leishmaniasis cutanea en
Guatemala: L. braziliensis, L. panamensis, y L. mexicana, y es necesario confirmar los resultados
para L. naiffi, L. major y L. guyanensis, para lo que se recomienda utilizar la region de 1422 pb

del marcador hsp70. Al combinar todos los marcadores para crear un arbol filogenético
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combinado se pierde mucha de la diversidad identificada de manera individual, por lo que los

datos de este arbol no fueron tomados en consideracién para concluir.

Para realizar estudios de diversidad genética es recomendable utilizar un tamafio de
muestra mayor al utilizado en este estudio para mejorar el nivel de confianza; la regla de
aplicacion mas amplia entre la comunidad cientifica recomienda utilizar no menos de 200
muestras (Lanfear et al., 2016). En este estudio se utilizaron 30 muestras, dadas las restricciones
de presupuesto. Hay que tomar en cuenta que no todas las muestras amplificaron exitosamente y
no se obtuvieron secuencias satisfactorias para todas las muestras amplificadas. Como resultado
se ve comprometido el tamafio de la muestra y conlleva una pérdida de robustez y confianza de
las posibles inferencias a partir de los resultados obtenidos. Agregando a lo anterior, un estudio
de diversidad requiere de una mayor cantidad de marcadores, en este caso solamente se pudieron
utilizar tres, debido a recursos y tiempo.

Este estudio fue de nivel exploratorio y se recomienda profundizar en el analisis de
especies responsables de otros sindromes de la leishmaniasis. Ademas de utilizar una mayor
cantidad de muestras y marcadores para adentrarse mas en la genética de poblaciones y/o en las
tipificaciones de secuencias multilocus. Esto permitiria explorar la diversidad a través de un
enfoque biogeogréafico que requiere de informacion de reservorios de los parasitos, informacion
clave para los estudios de dispersion y evolucion a nivel mundial (Akhoundi et al,. 2016). Dicha
informacion es escasa en Guatemala, por ende, se insta a generar informacion relevante a este
tema. Ya se ha comprobado en este trabajo que la utilizacion de las placas Giemsa es adecuado
para estudios de diversidad y taxonomia. El resumen de las muestras identificadas se encuentra

en el Cuadro 6 al final dela seccion de resultados.

Varios estudios han observado una dindmica poblacional bastante compleja de
recombinaciones entre otras especies de Leishmania dentro del sub-género L. (Viannia) (Kuhls et
al., 2013) y alta diversidad de esta especie a nivel geografico (Rougeron et al., 2009). Seria de
mucha importancia estudiar los patrones y comportamientos poblacionales de este parasito en el
ambiente clinico y su comportamiento en reservorios naturales, principalmente de L. braziliensis
ya que es la especie mas reportada en Guatemala, la méas dificil de tratar y la mas peligrosa
debido al potencial que se presenta en otras regiones del mundo de poder causar LMC (Herwaldt
etal., 1992).
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V. Conclusiones

Los arboles filogenéticos de Leishamania, utilizando los marcadores mpi y 6-gpd y
comparandolos con el marcador hsp70, no son consistentes para representar concluyentemente

las relaciones entre las especies y cepas en Guatemala.

El marcador mpi utilizado en este estudio es muy conservado y poco informativo para
poder utilizarlo como marcador de la diversidad genética de Leishmania y no posee ninguna

utilidad filogenética.

El arbol generado con el fragmento del marcador 6-gpd utilizado en este estudio tiene la
capacidad de diferenciar relaciones entre sub-géneros y dificilmente identificar especies por lo

que tiene limitada capacidad como herramienta taxonémica y sistematica.

El arbol generado utilizando el marcador hsp70 utilizado en ese estudio posee fidelidad

filogenética y los resultados obtenidos estan en correspondencia con reportes previos.

El método de extraccion descrito por Volpini y adaptado en este estudio es de bajo costo,
rapido y eficiente, con resultados exitosos para la obtencion de material genético de Leishmania

apto para ser utilizado en PCR.

Las laminas de extendido de tejido de ulceras de leishmaniasis cutanea tefiidas con

Giemsa son una fuente de material génico sub-6ptimo para pruebas moleculares en Leishmania..

En esta investigacion se reportan L. mexicana (52%), L. braziliensis (24%) y L.
panamensis (9%) como las principales especies causantes de leishmaniasis cutanea en

Guatemala.

La especie molecularmente mas diversa es L. braziliensis, que presenta tres diferentes
variantes genéticas en las secuencias de nucleétidos obtenidas por el marcador hsp70, una de

ellas idéntica a L. naiffi.

Se reporta la presencia de dos muestras identificadas como L. major en Guatemala.
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V1. Recomendaciones

Se recomienda acoplar la extraccion del método Volpini con purificacion organica y/o

utilizando acetato de sodio para precipitar y recuperar ADN mas puro.

Se recomienda la herramienta de PCR-RFLP del marcador hsp70 para identificar y

respaldar los resultados de cualquier estudio filogenético de Leishmania.

Se recomienda utilizar més sets de cebadores informativos para estudiar a mas detalle la
diversidad en Leishmania, principalmente usando el transcriptor espacial interno (ITS1) y el

citocromo b, asi como aumentar el tamafio de muestra y/o utilizar PCR anidado.

Se recomienda utilizar el set de cebadores de 1422 pares de bases del gen hsp70 para
estudiar més a detalle la diversidad en Leishmania y validar con mayor solidez los resultados

obtenidos.

Se recomienda reevaluar las muestras con regiones mas extensas del marcador 6-gpd para

poder evaluar su verdadera capacidad taxonémica en Guatemala.

Se recomienda explorar la utilizaciéon de parasitos aislados de Leishmania por medio de
cultivo in vitro para para realizar controles de los parasitos como referencia de identificacion y

control.

Se recomienda realizar estudios poblacionales multilocus de L. braziliensis en Guatemala
e implementar clonacion por vectores de las amplificaciones del PCR para observar describir

hibridacion presente en Guatemala dentro del sub-género L. (Viannia).

Es recomendable una investigacién mas profunda para determinar contundentemente la
presencia de L. major, L. guyanensis, y L. naiffi, ya que la evidencia presente en este estudio no

es suficiente para afirmar estos resultados.

Se recomienda profundizar en estudios de Leishmania en regiones endémicas para
identificar los patrones de distribucion espacial, relacionada a la actividad de otros mamiferos
con nichos importantes como quirdpteros y roedores en zonas cercanas a comunidades y zonas

selvaticas aisladas de poblaciones humanas.
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VIIl. ANEXOS

ANEXO 1. Carta de aprobacion del Comité de Etica del Centro de Estudios en Salud (CES).
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Expelenon que traacsende

Guatemala, 8 de septiembre de 2017
| No. Protocolo | 169-09-2017 |

De: Comité de Etica en Investigacion
Centro de Estudios en Salud
Universidad del Valle de Guatemala

Para: Lcda. Renata Mendizabal de Cabrera
Investigador Prinicpal

Asunto: Evaluacién del protocolo titulado: “Caracterizacion y filogenia de
especies de Leishmania (Tripanosomatida) responsables de
infecciones de leishmaniasis cutdnea humana en Guatemala”

El protocolo arriba indicado ha sido revisado por el Comité de Etica en
Investigacién del Centro de Estudios en Salud de la Universidad del Valle de
Guatemala y consideré que de acuerdo a los lineamientos de este Comité el
mismo se clasifica como "“Investigacion que no involucra sujetos humanos”, dado
que unicamente se analizard el material genético de los parasitos el cual se
obtuvo de muestras desligadas de informacion privada identificable de las
personas que los proporcionaron y no se recolectaran muestras adicionales.

Consecuentemente se determina que no es necesario revisiones posteriores de
este estudio por parte de este Comité, a menos que se hicieran modificaciones al
protocolo evaluado y que éste cambiara de naturaleza.

7 7
Sé//// Q\’%
/Jorge Jara, MD, EE
Presidente
Comité de Etica en Investigacion

Centro de Estudios en Salud
Universidad del Valle de Guatemala
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ANEXO 2. Controles positivos utilizados en las pruebas de PCR, proporcionados por el Centro

Internacional de Entrenamiento e Investigaciones Médicas, Cali, Colombia.

Control Cepa ng/ul

L. mexicana Bel21 38,43

L. panamensis | LS94 136,44
L. guyanensis | M4147 65,08
L. braziliensis | M2903 71,91

ANEXO 3. Cuadros de informacion de secuencias utilizadas como controles para el anélisis

filogenético.
) Cadigos de las secuencias por marcador
Taxon Control hsp70 mpi 6-gpd

Trypanosoma cruzi KC959996.1 XM_799918.1 CP015669.1
Endotrypanum monterogeii AOFS00000000.2

Leptomonas pyrrhocoris XM_015798028.1 | XM _015797624.1 | XM _015796813.1
L. mexicana amazonensis EU599090.1 EU053123.1 EU370972.1
L. mexicana Brasil EU599091.1 EU053124.1 AY386372.1
L. infantum HF586350.1 DQ449766.1 JX021394.1
L. infantum HF586408.1 DQ449759.1 KU175206.1
L. infantum no alineada DQ449758.1 KU175213.1
L. guyanensis Brasil EU599093.1 EU053120.1 EU153347.1
L. panamensis EU599094.1 EU053121.1 | XM_010704442.1
L. braziliensis Peru EU599088.1 EU327893.1 EU327921.1
L. braziliensis Peru FR715990.1 EU327894 EU153346.1
L. braziliensis Brasil/Peru HF586369.1 EU053117.1 EU327920.1
L. major GCA_000002725.2

L. panamensis GCA_000755165.1

L. mexicana Guatemala CADBO00000000.1

L. lainzoni no disponible EU053122 no disponible
L. naiffi FN395056 no disponible no disponible
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ANEXO 4. Cuadro con informacidn general de las muestras seleccionadas que corresponden al
periodo desde 1989 al 2016.

Afio de
Etiqueta | Cddigo | Edad | Sexo | Amastigotes Restjlt)ado todr:a Departamento Municipio
muestra
1 GE-0042 22 F 236 6 1989 Guatemala | Guatemala
2 GE-0232 15 M 1418 6 1990 Petén San José
3 GE-0256 14 M 23 2 1992 Sin Dato Sin Dato
4 GE-0321 53 M 1226 6 1993 Petén Santa Elena
5 GE-0493 26 M 253 2 1995 Petén La Libertad
6 GE-0494 M 545 4 1995 Petén La Libertad
7 GE-0547 7 M 102 3 1997 Petén Poptun
8 GE-0637 24 F 59 2 1998 Petén La Libertad
9 GE-0765 12 M 171 3 1998 Petén Dolores
10 GE-0792 22 M 625 5 1999 Petén Poptun
11 GE-1119 27 M 901 6 2000 Izabal Livingston
12 GE-1308 17 M 199 2 2001 Petén Poptun
13 GE-1485 23 M 203 3 2002 Petén Dolores
14 GE-1488 30 M 125 2 2002 Petén San Luis
15 GE-1761 43 M 216 3 2003 Petén Dolores
16 GE-1800 38 M 67 4 2003 Petén Dolores
17 GE-1893 16 M 45 3 2004 Petén Poptun
18 GE-1905 25 F 210 3 2004 Petén Poptun
19 GE-1952 55 M 29 5 2005 Petén Poptdn
20 GE-2019 46 M 184 3 2005 Petén San Luis
21 | GE-2107 | 62 | M 150 4 2005 Petén mgm‘g de
22 GE-2156 12 M 1572 6 2005 Petén San Luis
23 GE-2285 21 M 120 4 2006 Petén Poptun
24 GE-2484 26 M 152 3 2008 Petén Poptun
25 GE-2591 22 M 505 6 2009 Petén Poptun
26 GE-2610 25 M 2016 6 2009 Guatemala | villa Nueva
27 GE-2617 33 M 51 3 2010 Guatemala Fraijanes
28 GE-2631 24 M 338 6 2013 | Alta Verapaz | Coban
29 GE-2639 32 M 66 3 2015 Guatemala | Guatemala
30 | GE-2708 | 20 M 12 2 2016 | Alta Verapaz E;iycizgtso'omé de
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ANEXO 5. Prueba control de corrida utilizando buffer y cdmara de electroforesis, marcador
hsp70 (1422 pb y 593 pb) en gel de agarosa 1.5%. (L.b: L. brazilensis, L.g: L. guyanensis, L.m:

L. mexicana y L.p: L. panamensis) controles positivos; (C-) control negativo.

ANEXO 6. Segunda corrida del control negativo de la amplificacion del marcador mpi para
control de calidad del control negativo en gel de agarosa al 1.5%. L.b: Leishmania braziliensis;

I.g: Leishmania guyanensis

Escalera 1kpb
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ANEXO 7. Electroferograma exitoso de la muestra 6-gpd_5 con la reaccién del cebador sentido.
Signal G:2950 A:2080 C:4749 T:3053 %}

File: 6GDP_5_6GDP1262F.abl Run Ended: 2017/10/21 1:22:56
171 bases in 2098 scans Page 1 of 1

Sample: 6GDP_5_6GDPI262F Lane: 8 Base spacing: 13.268781

10 50 60 7 80 90 100 110 120
ATCGTTACGGTG TGACTGCCTCCCTGGCGTACATCANCGCCATGTACACGCTGATTCTTCCATACGGACAGCTGGTGTCCCT

10 20 30
CITOC AGATTAT T GUTATGCTONG CG Ve GaG e TG
\ | 1
IJ '“'.ﬂmza e LL_LMMU AL

"{"U\‘i 1f'”

< A A A
O AVS A0 ATANYA AP A AAVATAY,

PO W o nac

130 140 150 160 70
CAGCATGACAGTCTTTGGCCATCACGGCTACAGAACG TGTTGACANG

| ‘g‘llu", “h "‘,H\‘l:" || ﬂlhl " n l‘1 f“| |ﬂ| ul\ 'II"uli_J\LA_

ANEXO 8. Electroferograma con sefiales mixtas de la muestra 6-gpd_12 utilizando el cebador

sentido.

Signal G:195 A:182 C:271 T:191

File: 6GDP_12_6GDPI262F.abl Run Ended: 2017/10/21 1:22:56
284 bases in 3499 scans Page 1 of 1

Sample: 6GDP_12_6GDPI1262F Lane: 27 Base spacing: 12.9919195
80 90 100 110 120
CACCTGTI CACGCTGAT TCTITCCGTAC GACCA CTGGG @GTCC

10 20 30 40 50 60 70
T MCGCTTTAMAGACTATGCCGTGT TGACATTTITAAMCTGGTTCC CAAGATGTCTGCCTCCCAGGC TACTICA

Ml FAVY
:EL.L’\L/ JA _A,-.\_‘fk} D

200 22 2
"I(s(x(xIJfI‘ILLlGLlli LITL GL TGCTTAGCTICGTGGGC \[C KLLLIIHT!’

TN
2N AN \
- 7 ¢_UJ.A AL

130 140 5
CTGCA CGTGAC TCCTTTGGCCGCCCCGGC A

p n i
A Al m A | | A AL B I‘r
’A{;M]U I\\ﬂ“ & ¢ n W\ ” V}MT‘ '{‘;"u}\{ym\ ’\ 'L\)\_MJM_._JMM_.'_.}J Yol es Aasadiasli A 'A'A;L__-.“J :.I‘M.\‘uw:kl.w

Ln

250 260 280
GCTATGGTCTATTTTAAGGCTACG (‘GYGT'IG CinG

o o =20 FSLVAV.VERNSDY A V-V, V. SE U0 VSV P WOy ) L
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ANEXO 9. Secuencias consenso obtenidas de las muestras utilizadas en esta investigacion
(Formato Fasta).

e Hsp70
>GE0042

TGCTGCGCATCA--T-CAACGAG--
CCGACGGCGGCGGCCATCGCGTACGGTCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGC
GCAACGTGCTGA--TCTTCGACC-
TTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGGCATCTTCGAGG
TGAAGGCGACGAACGGCGATACACACCTTGGCGGCGAGGACTTCGACAACCGCCTC
GTCACGTTCTTCACCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGAACCTGGCGTC
GAGCCACCGCGCGCTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGC
TGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGAGAACATTGAC
TTCCAGGCCACCATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGC
AGCACGATCCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGC-
GAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGTGGTGC-TGGTGGG

>GE0232

TGCTGCGCATCA--T-CAACGAG--
CCGACGGCAGCGGCCAACGCGTACGGTCTAGACAAGGTCGACGACGGCAAAGAGC
GCAACGTGCTGA--TCTTCGACC-
TTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGGCATCTTCGAGG
TGAAGGCGACGAACGGCGATACACACCTTGGCGGCGAGGACTTCGACAACCGCCTC
GTCACGTTCTTCACCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGAACCTGGCGTC
GAGCCACCGCGCGCTGCGCCGTCTGC-
CACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCTGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCG
AGATCGACGCGCTGTTCGAGAACATTGACTTCCAGGCCACCATCACGCGCGCGLGCT
TCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCC-
CAGCACGATCCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGC-
GAAGATGGACAGGCGCTCCGTGCACGACGTGGTGC-TGGTGGG

>GE0637
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TGCTGCGCATCA--T-CAACGAG--
CCAACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGC
GCAACGTGCTCA--TCTTCGACC-
TTGGCGGCGGCACGTTCGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGGCATCTTCGAGG
TGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAACCGCCTC
GTCACGTTCTTCACCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTCGTC
GAGCCACCGCGCGCTGCGCCGLCCTGCGCACGGCGTGCGAGCGLCGCGAAGCGCLCACGC
TGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGACATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGAC
TTCCAGGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGC
AGCACAATGCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGC-
GAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGTGGTGC-TGGTGGG

>GE1308

TGTTGCGCATCA--T-CAACGAG--
CCGACGGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGC
GCAACGTGCTGA--TCTTCGACC-
TTGGCGGCGGCACGTTCGATGTGACGCTGCTGACCATCGACGGCGGCATCTTCGAGG
TGAAGGCGACGAACGGCGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTCGACAACCGCCTC
GTCACGTTCTTCACCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGCAAGAACCTGGCGTC
GAGCCACCGCTCGCTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCCAAGCGTACGC
TGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGATAACGTTGACT
TCCAGGCCACCATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCA
GCACGATTCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGC-
AAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGTGGTGC-TGGTGGG

>GE1485

TGCTGCGCATCA--T-CAACGAG--
CCAACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGC
GCAACGTGCTCA--TCTTCGACC-
TTGGCGGCGGCACGTTCGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGGCATCTTCGAGG
TGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAACCGCCTC
GTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAAGACCTTTCGTC
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GAGCCACCGCGCGCTGCGCCGLCCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGLCGCACGC
TGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGAC
TTCCAGGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGC
AGCACAATGCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGC-
GAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGTGGTGC-TGGTGGG

>GE1800

TGCTGCGCATCA--T-CAACGAG--
CCAACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGC
GCAACGTGCTCA--TCTTCGACC-
TTGGCGGCGGCACGTTCGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGGCATCTTCGAGG
TGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAACCGCCTC
GTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTCTCGTC
GAGCCACCGCGCGCTGCGCCGLCCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGC
TGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGAC
CTCCAGGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGC
AGCGCAATGCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGC-
GAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGTGGTGC-TGGTGGG

>GE1893

TGCTGCGCATCA--T-CAACGAG--
CCAACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGC
GCAACGTGCTCA--TCTTCGACC-
TTGGCGGCGGCACGTTCGATGTGACGCTGCTGACCATCGACGGCGGCATCTTCGAGG
TGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAACCGCCTC
GTCACGTTCTTCACCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTGTCGTC
GAGCCACCGCGCGCTGCGCCGLCCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCCAAGCGCACGC
TGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGAC
TTCCAGGCCAACATCACGCGCGCSCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGC
AGCACAATGCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGC-
GAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGTGGTGC-TGGTGGG

>GE1905
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TGCTGCGCATCA--T-CAACGAG--
CCAACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGC
GCAACGTGCTCA--TCTTCGACC-
TTGGCGGCGGCACGTTCGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGGCATCTTCGAGG
TGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAACCGCCTC
GTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAAGACCTTTCGTC
GAGCCACCGCGCGCTGCGCCGLCCTGCGCACGGCGTGCGAGCGLCGCGAAGCGCLCACGC
TGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGAC
TTCCAGGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGC
AGCACAATGCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGC-
GAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGTGGTGC-TGGTGGG

>GE1952

TGTTGCGCATCA--T-CAACGAG--
CCGACGGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGC
GCAACGTGCTGGATTCTTCGACCTTTGGCGGCGGCACGTTCGATGTGACGCTGCTGA
CCATCGACGGCGGCATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGCGACACGCACCTTGGC
GGCGAGGACTTCGACAACCGCCTCGTCACGTTCTTCACCGAGGAGTTCAAGCGCAA
GAACAAGGGCAAGAACCTGGCGTCGAGCCACCGCTCGCTGCGCCGTCTGCGCACGG
CGTGCGAGCGCGCCAAGCGTACGCTGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATC
GACGCGCTGTTCGATAACGTTGACTTCCAGGCCACCATCACGCGCGCGCGCTTCGAG
GAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACGATTCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCA
GGACGC-AAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGTGGTGCTTGGTGGG

>GE2019

TGTTGCGCATCA--T-CAACGAG--
CCGACGGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGC
GCAACGTGCTGA--TCTTCGACC-
TTGGCGGCGGCACGTTCGATGTGACGCTGCTGACCATCGACGGCGGCATCTTCGAGG
TGAAGGCGACGAACGGCGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTCGACAACCGCCTC
GTCACGTTCTTCACCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGCAAGAACCTGGCGTC
GAGCCACCGCTCGCTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCCAAGCGTACGC
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TGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGATAACGTTGACT
TCCAGGCCACCATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCA
GCACGATTCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGC-
AAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGTGGTGC-TGGTGGG

>GE2107

TGCTGCGCATCA--T-CAACGAG--
CCGACGGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGC
GCAACGTGCTGA--TCTTCGACC-
TTGGCGGCGGCACGTTCGATGTGACGCTGCTGACCATCGACGGCGGCATCTTCGAGG
TGAAGGCGACGAACGGCGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTCGACAACCGCCTC
GTCACGTTCTTCACCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGCAAGAACCTGTCGTC
GAGCCACCGCTCGCTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCCAAGCGCACGC
TGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGATAACGTTGACT
TCCAGGCCACCATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCA
GCACGATTCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGC-
AAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGTGGTGC-TGGTGGG

>GE2156

TGTTGCGCATCA--T-CAACGAG--
CCGACGGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGC
GCAACGTGCTGA--TCTTCGACC-
TTGGCGGCGGCACGTTCGATGTGACGCTGCTGACCATCGACGGCGGCATCTTCGAGG
TGAAGGCGACGAACGGCGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTCGACAACCGCCTC
GTCACGTTCTTCACCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGCAAGAACCTGGCGTC
GAGCCACCGCTCGCTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCCAAGCGTACGC
TGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGATAACGTTGACT
TCCAGGCCACCATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCA
GCACGATTCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGC-
AAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGTGGTGC-TGGTGGG

>GE2285
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TGTTGCGCATCA--T-CAACGAG--
CCGACGGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGC
GCAACGTGCTGA--TCTTCGACC-
TTGGCGGCGGCACGTTCGATGTGACGCTGCTGACCATCGACGGCGGCATCTTCGAGG
TGAAGGCGACGAACGGCGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTCGACAACCGCCTC
GTCACGTTCTTCACCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGCAAGAACCTGGCGTC
GAGCCACCGCTCGCTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCCAAGCGTACGC
TGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGATAACGTTGACT
TCCAGGCCACCATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCA
GCACGATTCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGC-
AAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGTGGTGC-TGGTGGG

>GE2484

TGTTGCGCATCAATC-CAACGAG--
CCGACGGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGC
GCAACGTGCTGA--TCTTCGACC-
TTGGCGGCGGCACGTTCGATGTGACGCTGCTGACCATCGACGGCGGCATCTTCGAGG
TGAAGGCGACGAACGGCGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTCGACAACCGCCTC
GTCACGTTCTTCACCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGCAAGAACCTGGCGTC
GAGCCACCGCTCGCTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCBCCAAGCGTACGC
TGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGATAACGTTGACT
TCCAGGCCACCATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCA
GCACGATTCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGC-
AAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGTGGTGC-TGGTGGG

>GE2591

TGTTGCGCATCA--T-CAACGAG--
CCGACGGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGC
GCAACGTGCTGA--TCTTCGACC-
TTGGCGGCGGCACGTTCGATGTGACGCTGCTGACCATCGACGGCGGCATCTTCGAGG
TGAAGGCGACGAACGGCGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTCGACAACCGCCTC
GTCACGTTCTTCACCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGCAAGAACCTGGCGTC
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GAGCCACCGCTCGCTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCCAAGCGTACGC
TGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGATAACGTTGACT
TCCAGGCCACCATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCA
GCACGATTCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGC-
AAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGTGGTGC-TGGTGGG

>GE2610

TGTTGCGCATCA--T-CAACGAG--
CCGACGGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGC
GCAACGTGCTGA--TCTTCGACC-
TTGGCGGCGGCACGTTCGATGTGACGCTGCTGACCATCGACGGCGGCATCTTCGAGG
TGAAGGCGACGAACGGCGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTCGACAACCGCCTC
GTCACGTTCTTCACCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGCAAGAACCTGGCGTC
GAGCCACCGCTCGCTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCCAAGCGTACGC
TGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGATAACGTTGACT
TCCAGGCCACCATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCA
GCACGATTCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGC-
AAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGTGGTGC-TGGTGGG

>GE2617

TGTTGCGCATCA--T-
CAACGAAGCCCAAAGCCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACG
GCAAGGAGCGCAACGTGCTCA--TCTTCGACC-
TTGGCGGCGGCACGTTCGATGTGACGCTGCTGACCATCGACGGCGGCATCTTCGAGG
TGAAGGCGACGAACGGCGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAACCGCCTC
GTCACGTTCTTCACCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGCAAGAACCTGGCGTC
GAGCCACCGCTCGCTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCCAAGCGTACGC
TGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGATAACGTTGACT
TCCAGGCCACCATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCA
GCACGATTCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGC-
AAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGTGGTGC-TGGTGGG

>GE2631
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TGTTGCGCATCA--T-CAACGAG--
CCGACGGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGC
GCAACGTGCTGA--TCTTCGACC-
TTGGCGGCGGCACGTTCGATGTGACGCTGCTGACCATCGACGGCGGCATCTTCGAGG
TGAAGGCGACGAACGGCGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTCGACAACCGCCTC
GTCACGTTCTTCACCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGCAAGAACCTGTCGTC
GAGCCACCGCTCGCTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCCAAGCGTACGC
TGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGATAACGTTGACT
TCCAGGCCACCATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCA
GCACGATTCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCAGAAGATGGACAAGCGCTC
CGTGCACGACGTGGTGC-TGGTGGG

>GE2639

TGCTGCGCATCA--T-CAACGAG--
CCAACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGC
GCAACGTGCTGA--TCTTCGACC-
TTGGCGGCGGCACGTTCGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGGCATCTTCGAGG
TGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAACCGCCTC
GTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTCGTC
GAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGC
TGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGAC
TTCCAGGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGC
AGCACAATGCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGC-
GAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGTGGTGC-TGGTGGG

>GE2708

GTTTGCCCATCA--
TCCAACGAAGCCAAACAACGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGAC
GCCAAGGAGCGCAACGTGTTCA--TCTTCGACC-
TTGGCGGCGGCACGTTCGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGGCATCTTCGAGG
TGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAACCGCCTC
GTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAAGACCTTTCGTC
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GAGCCACCGCGCGCTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGC
TGTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGAC
TTCCAGGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGC
AGCACAATGCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGC-
GAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGTGGTGC-TGGTAGG

e MPI

>GE0042

ACGCCCAAGT-
GAAGGATGTGCCCACGCTGGTGAGCATGCTGAAGTACAGCACGACCGGCCTTGC-
GTGCGCTCGCTTCGAGAAGAATTGCAGTGAGGATGCAGCACAGTGGCAGGTGCAAT
GCTACCAACCGCCGGCGCAGTTCCCCGACTTTTGCCTGTACCGCATGCAGTACGACC
ACACTTCTGGAAGCGGGACGACCTCCGTGACGCTGCCGACGATTGGGCTGGGCTTCT
GTCTGGAAGGGTCGGCTAGGGTGAACGGA--CAGTGGTGT

>GE0232

ACGCCCAAGTGGAAGGATGTGCCCACGCTGGTGAGCATGCTGAAGTACAGGACGAC
CGGCCTTGC-
GTCCGCTCGCTTCGAGAAGAATTGCAGTGAGGATGCAGCACAGTGGCAGGTGCAAT
GCTACCAACCGCCGGCGCAGTTCCCCGACTTTTGCCTGTACCGCATGCAGTACGACC
ACACTTCTGGAAGCGGGACGACCTCCGTGACGCTGCCGACGATTGGGCTGGGCTTCT
GTCTGGAAGGGTCGGCTAGGGTGAACGGT-ACAGTGGTGT

>GE0256

ACGCCCAAGTGGAAGGATGTGCCCACGCTGGTGAGCATGCTGAAGTACAGCACGAC
CGGCCTTGC-
GTCCGCTCGCTTCGAGAAGAATTGCAGTGAGGATGCAGCACAGTGGCAGGTGCAAT
GCTACCAACCGCCGGCGCAGTTCCCCGACTTTTGCCTGTACCGCATGCAGTACGACC
ACACTTCTGGAAGCGGGACGACCTCCGTGACGCTGCCGACGATTGGGCTGGGCTTCT
GTCTGGAAGGGTCGGCTAGGGTGAACGGA--CAGTGGTGT

>GE321

ACGCCCAAGTGGAAGGATGTGCCCACGCTGGTGAGCATGCTGAAGTACAGGACGAC
CGGCCTTGC-
GTGCGCTCGCTTCGAGAAGAATTGCAGTGGGGATGCAGCACAGTGGCAGGTGCAAT
GCTACCAACCGCCGGCGCAGTTCCCCGACTTTTGCCTGTACCGCATGCAGTACGACC
ACACTCCTGGAAGCGGGACGACCTCCGTGACGCTGCCGACGATTGGGCTGGGCTTCT
GTCTGGAAGGGTCGGCTAGGGTGAACGGT-ACAGTGGTGT

>GE0494
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ACGCCCAAGTGGAAGGATGTGCCCACGCTGGTGAGCATGCTGAAGTACAGCACGAC
CGGCCTTGC-
GTCCGCTCGCTTCGAGAAGAATTGCAGTGAGGATGCAGCACAGTGGCAGGTGCAAT
GCTACCAACCGCCGGCGCAGTTCCCCGACTTTTGCCTGTACCGCATGCAGTACGACC
ACACTTCTGGAAGCGGGACGACCTCCGTGACGCTGCCGACGATTGGGCTGGGCTTCT
GTCTGGAAGGGTCGGCTAGGGTGAACGGT-ACAGTGGTGT

>GE0547

ACGCCCAAGTGGAAGGATGTGCCCACGCTGGTGAGCATCCTGAAGTACAGCACGAC
CGGCCTTGC-
GTCCGCTCGCTTCGAGAAGAATTGCAGTGAGGATGCAGCACAGTGGCAGGTGCAAT
GCTACCAACCGCCGGCGCAGTTCCCCGACTTTTGCCTGTACCGCATGCAGTACGACC
ACACTTCTGGAAGCGGGACGACCTCCGTGACGCTGCCGACGATTGGGCTGGGCTTCT
GTCTGGAAGGGTCGGCTAGGGTGAACGGT-ACAGTGGTGT

>GE0637

ACGCCCAAGTGGAAGGATGTGCCCACGCTGGTGAGCATGCTGAAGTACAGCACGAC
CGGCCTTGC-
GTCCGCTCGCTTCGAGAAGAATTGCAGTGAGGATGCAGCACAGTGGCAGGTGCAGT
GCTACCAACCGCCGGCGCAGTTCCCCGACTTTTGCCTGTACCGCATGCAGTACGACC
ACACTTCTGGAAGCGGGACGACCTCCGTGACGCTGCCGACGATTGGGCTGGGCTTCT
GTCTGGAAGGGTCGGCTAGGGTGAACGGT-ACAGTGGTGT

>GEO0765

ACGCCCAAGTGGAAGGATGTGCCCACGCTGGTGAGCATGCTGAAGTACAGCACGAC
CGGCCTTGC-
GTCCGCTCGCTTCGAGAAGAATTGCAGTGAGGATGCAGCACAGTGGCAGGTGCAGT
GCTACCAACCGCCGGCGCAGTTCCCCGACTTTTGCCTGTACCGCATGCAGTACGACC
ACACTTCTGGAAGCGGGACGACCTCCGTGACGCTGCCGACGATTGGGCTGGGCTTCT
GTCTGGAAGGGTCGGCTAGGGTGAACGGA--CAGTGGTGT

>GE1119

ACGCCCAAGTGGAAGGATGTGCCCACGCTGGTGAGCATGCTGAAGTACAGCACGAC
CGGCCTTGC-
GTCCGCTCGCTTCGAGAAGAATTGCAGTGAGGATGCAGCACAGTGGCAGGTGCAAT
GCTACCAACCGCCGGCGCAGTTCCCCGACTTTTGCCTGTACCGCATGCAGTACGACC
ACACTTCTGGAAGCGGGACGACCTCCGTGACGCTGCCGACGATTGGGCTGGGCTTCT
GTCTGGAAGGGTCGGCTAGGGTGAACGGA-CCAGTGGTGT

>GE1308

ACGCCCAAGTGGAAGGATGTGCCCACGCTGGTGAGCATGCTGAAGTACAGCACGAC
CGGCCTTGC-
GTCCGCTCGCTTCGAGAAGAATTGCAGTGAGGATGCAGCACAGTGGCAGGTGCAAT
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GCTACCAACCGCCGGCGCAGTTCCCCGACTTTTGCCTGTACCGCATGCAGTACGACC
ACACTTCTGGAAGCGGGACGACCTCCGTGACGCTGCCGACGATTGGGCTGGGCTTCT
GTCTGGAAGGGTCGGCTAGGGTGAACGGA--CAGTGGTGT

>GE1485

ACGCCCAAGTGGAAGGATGTGCCCACGCTGGTGAGCATGCTGAAGTACAGCACGAC
CGGCCTTGC-
GTCCGCTCGCTTCGAGAAGAATTGCAGTGAGGATGCAGCACAGTGGCAGGTGCAAT
GCTACCAACCGCCGGCGCAGTTCCCCGACTTTTGCCTGTACCGCATGCAGTACGACC
ACACTTCTGGAAGCGGGACGACCTCCGTGACGCTGCCGACGATTGGGCTGGGCTTCT
GTCTGGAAGGGTCGGCTAGGGTGAACGAA-CCAGTGGTGT

>GE1488

ACGCCCAAGT-
GAAGGATGTGCCCACGCTGGTGAGCATGCTGAAGTACAGCACGACCGGCCTTGC-
GTCCGCTCGCTTCGAGAAGAATTGCAGTGAGGATGCAGCACAGTGGCAGGTGCAAT
GCTACCAACCGCCGGCGCAGTTCCCCGACTTTTGCCTGTACCGCATGCAGTACGACC
ACACTTCTGGAAGCGGGACGACCTCCGTGACGCTGCCGACGATTGGGCTGGGCTTCT
GTCTGGAAGGGTCGGCTAGGGTGAACGGA-CCAGTGGTGT

>GE1761

ACGCCCAAGTGGAAGGATGTGCCCACGCTGGTGAGCATGCTGAAGTACAGCACGAC
CGGCCTTGC-
GTCCGCTCGCTTCGAGAAGAATTGCAGTGAGGATGCAGCACAGTGGCAGGTGCAAT
GCTACCAACCGCCGGCGCAGTTCCCCGACTTTTGCCTGTACCGCATGCAGTACGACC
ACACTTCTGGAAGCGGGACGACCTCCGTGACGCTGCCGACGATTGGGCTGGGCTTCT
GTCTGGAAGGGTCGGCTAGGGTGAACGGA-CCAGTGGTGT

>GE1800

ACGCCCAAGTGGAAGGATGTGCCCACGCTGGTGAGCATGCTGAAGTACAGCACGAC
CGGCCTTGC-
GTCCGCTCGCTTCGAGAAGAATTGCAGTGAGGATGCAGCACAGTGGCAGGTGCAAT
GCTACCAACCGCCGGCGCAGTTCCCCGACTTTTGCCTGTACCGCATGCAGTACGACC
ACACTTCTGGAAGCGGGACGACCTCCGTGACGCTGCCGACGATTGGGCTGGGCTTCT
GTCTGGAAGGGTCGGCTAGGGTGAACGGA-CCAGTGGTGT

>GE1893

ACGCCCAAGT-
GAAGGATGTGCCCACGCTGGTGAGCATGCTGAAGTACAGCACGACCGGCCTTGC-
GTCCGCTCGCTTCGAGAAGAATTGCAGTGAGGATGCAGCACAGTGGCAGGTGCAAT
GCTACCAACCGCCGGCGCAGTTCCCCGACTTTTGCCTGTACCGCATGCAGTACGACC
ACACTTCTGGAAGCGGGACGACCTCCGTGACGCTGCCGACGATTGGGCTGGGCTTCT
GTCTGGAAGGGTCGGCTAGGGTGAACGGA--CAGTGGTGT
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>GE1905

ACGCCCAAGT-
GAAGGATGTGCCCACGCTGGTGAGCATGCTGAAGTACAGCACGACCGGCCTTGC-
GTCCGCTCGCTTCGAGAAGAATTGCAGTGAGGATGCAGCACAGTGGCAGGTGCAAT
GCTACCAACCGCCGGCGCAGTTCCCCGACTTTTGCCTGTACCGCATGCAGTACGACC
ACACTTCTGGAAGCGGGACGACCTCCGTGACGCTGCCGACGATTGGGCTGGGCTTCT
GTCTGGAAGGGTCGGCTAGGGTGAACGGA-CCAGTGGTGT

>GE1952

ACGCCCAAGTGGAAGGATGTGCCCACGCTGGTGAGCATGCTGAAGTACAGCACGAC
CGGCCTTGC-
GTCCGCTCGCTTCGAGAAGAATTGCAGTGAGGATGCAGCACAGTGGCAGGTGCAAT
GCTACCAACCGCCGGCGCAGTTCCCCGACTTTTGCCTGTACCGCATGCAGTACGACC
ACACTTCTGGAAGCGGGACGACCTCCGTGACGCTGCCGACGATTGGGCTGGGCTTCT
GTCTGGAAGGGTCGGCTAGGGTGAACGGT-ACAGTGGTGT

>GE2019

ACGCCCAAGTGGAAGGATGTGCCCACGCTGGTGAGCATGCTGAAGTACAGCACGAC
CGGCCTTGC-
GTCCGCTCGCTTCGAGAAGAATTGCAGTGAGGATGCAGCACAGTGGCAGGTGCAAT
GCTACCAACCGCCGGCGCAGTTCCCCGACTTTTGCCTGTACCGCATGCAGTACGACC
ACACTTCTGGAAGCGGGACGACCTCCGTGACGCTGCCGACGATTGGGCTGGGCTTCT
GTCTGGAAGGGTCGGCTAGGGTGAACGGT-ACAGTGGTGT

>GE2107

ACGCCCAAGTGGAAGGATGTGCCCACGCTGGTGAGCATCCTGAAGTACAGCACGAC
CGGCCTTGC-
GTCCGCTCGCTTCGAGAAGAATTGCAGTGAGGATGCAGCACAGTGGCAGGTGCAAT
GCTACCAACCGCCGGCGCAGTTCCCCGACTTTTGCCTGTACCGCATGCAGTACGACC
ACACTTCTGGAAGCGGGACGACCTCCGTGACGCTGCCGACGATTGGGCTGGGCTTCT
GTCTGGAAGGGTCGGCTAGGGTGAACGGT-ACAGTGGTGT

>GE2156

ACGCCCAAGTGGAAGGATGTGCCCACGCTGGTGAGCATGCTGAAGTACAGCACGAC
CGGCCTTGCTGTCCGCTCGCTTCGAGAAGAATTGCAGTGAGGATGCAGCACAGTGGC
AGGTGCAATGCTACCAACCGCCGGCGCAGTTCCCCGATTTTTGCCTGTACCGCATGC
AGTACGACCACACTTCTGGAAGCGGGACGACCTCCGTGACGCTGCCGACAATTGGG
CTGGGCTTCTGTCTGGAAGGGTCGGCTAGGGTGAACGGT-ACAGTGGTGT

>GE2285

ACGCCCAAGTGGAAGGATGTGCCCACGCTGGTGAGCATCCTGAAGTACAGCACGAC
CGGCCTTGC-
GTCCGCTCGCTTCGAGAAGAATTGCAGTGAGGATGCAGCACAGTGGCAGGTGCAAT
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GCTACCAACCGCCGGCGCAGTTCCCCGACTTTTGCCTGTACCGCATGCAGTACGACC
ACACTTCTGGAAGCGGGACGACCTCCGTGACGCTGCCGACGATTGGGCTGGGCTTCT
GCCTGGAAGGGTCGGCTAGGGTGAACGGT-ACAGTGGTGT

>GE2484

ACGCCCAAGTGGAAGGATGTGCCCACGCTGGTGAGCATGCTGAAGTACAGCACGAC
CGGCCTTGC-
GTCCGCTCGCTTCGAGAAGAATTGCAGTGAGGATGCAGCACAGTGGCAGGTGCAAT
GCTACCAACCGCCGGCGCAGTTCCCCGACTTTTGCCTGTACCGCATGCAGTACGACC
ACACTTCTGGAAGCGGGACGACCTCCGTGACGCTGCCGACGATTGGGCTGGGCTTCT
GTCTGGAAGGGTCGGCTAGGGTGAACGGT-ACAGTGGTGT

>GE2591

ACGCCCAAGTGGAAGGATGTGCCCACGCTGGTGAGCATGCTGAAGTACAGCACGAC
CGGCCTTGC-
GTCCGCTCGCTTCGAGAAGAATTGCAGTGAGGATGCAGCACAGTGGCAGGTGCAAT
GCTACCAACCGCCGGCGCAGTTCCCCGACTTTTGCCTGTACCGCATGCAGTACGACC
ACACTTCTGGAAGCGGGACGACCTCCGTGACGCTGCCGACGATTGGGCTGGGCTTCT
GTCTGGAAGGGTCGGCTAGGGTGAACGGA--CAGTGGTGT

>GE2610

ACGCCCAAGT-
GAAGGATGTGCCCACGCTGGTGAGCATGCTGAAGTACAGCACGACCGGCCTTGC-
GTCCGCTCGCTTCGAGAAGAATTGCAGTGAGGATGCAGCACAGTGGCAGGTGCAAT
GCTACCAACCGCCGGCGCAGTTCCCCGACTTTTGCCTGTACCGCATGCAGTACGACC
ACACTTCTGGAAGCGGGACGACCTCCGTGACGCTGCCGACGATTGGGCTGGGCTTCT
GTCTGGAAGGGTCGGCTAGGGTGAACGGACCCAGTGGTGT

>GE2617

ACGCCCAAGT-
GAAGGATGTGCCCACGCTGGTGAGCATGCTGAAGTACAGCACGACCGGCCTTGC-
GTCCGCTCGCTTCGAGAAGAATTGCAGTGAGGATGCAGCACAGTGGCAGGTGCAAT
GCTACCAACCGCCGGCGCAGTTCCCCGACTTTTGCCTGTACCGCATGCAGTACGACC
ACACTTCTGGAAGCGGGACGACCTCCGTGACGCTGCCGACGATTGGGCTGGGCTTCT
GTCTGGAAGGGTCGGCTAGGGTGAACGGA-CCAGTGGTGT

>GE2631

ACGCCCAAGGTGAAGGATGTGCCCACGCTGGTGAGCATGCTGAAGTACAGCACGAC
CGGCCTTGC-
GTCCGCTCGCTTCGAGAAGAATTGCAGTGAGGATGCAGCACAGTGGCAGGTGCAAT
GCTACCAACCGCCGGCGCAGTTCCCCGACTTTTGCCTGTACCGCATGCAGTACGACC
ACACTTCTGGAAGCGGGACGACCTCCGTGACGCTGCCGACGATTGGGCTGGGCTTCT
GTCTGGAAGGGTCGGCTAGGGTGAACGGA-CCAGTGGTGT
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>GE2639

ACGCCCAAG-
GGTGGGATGTGCCCACGCTGCTGAGCATGCTGAAGTACAGCACGACCGGCCTTGT-
GTCCGCTCGCTTCGAGAAGAATTGCAGTGAGGACGCAGCACAGTGGCAAGTCCAGT
GCTACCAACCGCCGGCGCAGTTCCCCGACTTTTGCCTGTACCGCATGCAGTACGACC
ACACTTCTGGAAGCGGGACGACCTCCGTGACGCTGCCGACGATTGGGCTGGGCTTCT
GTCTGGAAGGGTCGGCTAGGGTGAACGGA--CCGTGGTGT

>GE2708

ACGCCCAAGGGTGAGGATGTGCCCACGCTGGTGAGCATGCTGAAGTACAGCACGAC
CGGCCTTGC-
GTCCGCTCGCTTCGAGAAGAATTGCAGTGAGGATGCAGCACAGTGGCAGGTGCAAT
GCTACCAACCGCCGGCGCAGTTCCCCGACTTTTGCCTGTACCGCATGCAGTACGACC
ACACTTCTGGAAGCGGGACGACCTCCGTGACGCTGCCGACGATTGGGCTGGGCTTCT
GTCTGGAAGGGTCGGCTAGGGTGAACGGA-CCAGTGGTGT

e 6-gpd

>GE0042

CTTGTCAACACGTTCGTAGCCGTGACGGCCAAAGACGTCACACTGCAGGGACACCA
GCTGTCCGTAC--GGAAGAATCA-
GCGTGTACATGGCGTTGATGTACGCCAGGGAGGC-
AGTCATCACCGGTAACGATACAGCCGTG-
CTCGCTGTGAGCATGGCAACAATCTGTCGATAGGCCGGAAGACCCTCCTTCATCTCC
TTG

>GE0493

CTTGTCAACACGTTCGTAGCCGTGACGGCCAAAGACGTCACGCTGCAGGGACACCA
GCTGTCCGTAC--GGAAGAATCA-
GCGTGTACATGGCGTTGATGTACGCCAGGGAGGC-
AGTCATCACCGGTAACGATACAGCCGTG-
TTCGCTGTGAGCATAGCAATAATCTGTCGATAGGCCGGAAGACCCTCCTTCATCTCC
TTG

>GE0494

CTTGTCAACACGTTCGTAGCTGTGACGGCCAAAGACGTCACGCTGCAGGGACACCA
GCTGTCCGTAC--GGAAGAATCA-
GCGTGTACACGGCGTTGATGTACGCCAGGGAGGC-
AGTCATCACCGGTAACGATACAGCCGTC-
TTCGCTGTGAGCATGGCAATAATCTGTCGATAGGCCGGAAGACCCTCCTTCATCTCC
TTG

>GE0574
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CTTGTCAACACGTTCGTAGCCGTGACGGCCAAAGACGTCACGCTGCAGGGACACCA
GCTGTCCGTAC--GGAAGAATCA-
GCGTGTACATGGCGTTGATGTACGCCAGGGAGGC-
AGTCATCACCGGTAACGATACAGCCGTG-
TTCGCTGTGAGCATAGCAATAATCTGTCGATAGGCCGGAAGACCCTCCTTCATCTCC
TG

>GE0637

CTTGTCAACACGTTCGTAGCCGTGACGGCCAAAGACGTCACGCTGCAGGGACACCA
GCTGTCCGTAC--GGAAGAATCA-
GCGTGTACATGGCGTTGATGTACGCCAGGGAGGC-
AGTCATCACCGGTAACGATACAGCCGTG-CTCGCTGTGAGCATGGCAA-
AATCTGTCGATAGGCCGGAAGACCCTCCTTCATCTCCTTG

>GEO0765

CTTGTCAACAC-
TTCGTAGCCGTGACGGCCAAAGACGTCACGCTGCAGGGACACCAGCTGTCCGTAC--
GGAAGAATCA-GCGTGTACATGGCGTTGATGTACGCCAGGGAGGC-
AGTCATCACCGGTAACGATACAGCCGTG-
CTCGCTGTGAGCATGGCAACAATCTGTCGATAGGCCGGAAGACCCTCCTTCATCTCC
TTG

>GEO0792

CTTGTCAACACGTTCGTAGCCGTGACGGCCAAAGACGTCACGCTGCAGGGACACCA
GCTGTCCGTAC--GGAAGAATCA-
GCGTGTACATGGCGTTGATGTACGCCAGGGAGGC-
AGTCATCACCGGTAACGATACAGCCGTGCTTCGCTGTGAGCATGGCAATAATCTGTC
GATAGGCCGGAAGACCCTCCTTCATCTCCTTG

>GE1485

CTTGTCAACAC--
TTCTAGCCGTGACGGCCAAAGACGTCACGCTGCAGGGACACCAGCTGTCCGTAC--
GGAAGAATCA-GCGTGTACATGGCGTTGATGTACGCCAGGGAGGC-
AGTCATCACCGGTAACGATACAGCCGTG-
CTCGCTGTGAGCATGGCAACAATCTGTCGATAGGCCGGAAGACCCTC-
TTCATCTCCTTG

>GE1488

CTTGTCAACACGTTCGTAGCCGTGACGGCCAAAGACGCCACGCTGCAGGGACACCA
GATGTCCGTTC--
GGAAGAATCTAGCGTGTACATGGCGTTGATGTACGCCAGGGAGGCACGTCATCACC
GGTAACGATACAGCCGTC-
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TTCGCTGTGAGCATGGCAATAATCTGTCGATAGGCCGAAAGACCCTCCTTCATCTCC
TTG

>GE1761

CTTGTCAACACGTTCGTAGCCGTGACGGCCAAAGACGTCACGCTGCAGGGACACCA
GCTGTCCGTAC--GGAAGAATCA-
GCGTGTACATGGCGTTGATGTACGCCAGGGAGGC-
AGTCATCACCGGTAACGATACAGCCGTG-
CTCGCTGTGAGCATGGCAACAATCTGTCGATAGGCCGGAAGACCCTCCTTCATCTCC
TG

>GE1893

CTTGTCAACACGTTCGTAGCCGTGACGGCCAAAGACGTCACGCTGCAGGGACACCA
GCTGTCCGTAC--
GGAAGAATCAGGCGTGTACATGGCGTTGATGTACGCCAGGGAGGC-
AGTCATCACCGGTAACGATACAGCCGTG-
CTCGCTGTGAGCATGGCAACAATCTGTCGATAGGCCGGAAGACCCTCCTTCATCTCC
TTG

>GE1905

CTTGTCAACAC-
TTCGTAGCCGTGACGGCCAAAGACGTCACGCTGCAGGGACACCAGCTGTCCGTAC--
GGAAGAATCA-GCGTGTACATGGCGTTGATGTACGCCAGGGAGGC-
AGTCATCACCGGTAACGATACAGCCGTG-
CTCGCTGTGAGCATGGCAACAATCTGTCGATAGGCCGGAAGACCCTCCTTCATCTCC
TTG

>GE2156

CTTGTCAACACGTTCGTAGCCGTGACGGCCAAAGACGTCACGCTGCAGGGACACCA
GCTGTCCGTAC--GGAAGAATCA-
GCGTGTACATGGCGTTGATGTACGCCAGGGAGGC-
AGTCATCACCGGTAACGATACAGCCGTC-
TTCGCTGTGAGCATGGCAATAATCTGTCGATAGGCCGGAAGACCCTCCTTCATCTCC
TTG

>GE2484

CTTGTCAACACGTTCGTAGCCATGACGGCCAAAGACGTCACGCTGCAGGGACACCA
GCTGTCCGTACGTGTAAGAATCA-
GCGTGTACATGGCGTTGATGTACGCCAGGGAGGC-
AGTCATCCCCGGTAACGATGAAGCCGTC-
TTCGCTGTGTGCATGGCAATAATCTGTCGATAGGCCGGAAGACCCTCCTTCATCTCC
TTG

>GE2639
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CTTGTCAACACG-
TCGTAGCCGTGACGGCCAAAGACGTCACGCTGCAGGGACACCAGCTGTCCGTAC--
GGAAGAGTCC-GCGTGTACATGGCGTTGATGCACGCCAGGGAGGC-
AGTCATCACCGGTAACGATACAGCCGTG-
CTCGCTGTGAGCATGGCAACAATCTGGCGATAGGCCGGAGGAGTTTCTTTCATCTCC
TGG

>GE2708

CTTGTCAACACGTTCGTAGCCGTGACGGCCAAAGACGTCACGCTGCAGGGACACCA
GCTGTCCGTAC--GGAAGAATCA-
GCGTGTACATGGCGTTGATGTACGCCAGGGAGGC-
AGTCATCACCGGTAACGATACAGCCGTG-
CTCGCTGTGAGCATGGCAACAATCTGTCGATAGGCCGGAAGACCCTCCTTCATCTCC
TT
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