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RESUMEN

La leishmaniasis es la décima enfermedad tropical desatendida con mayor prevalencia. En el caso de
Guatemala, la leishmaniasis cutanea (LC) es la forma clinica mas comin para la que solo en 2018 se
reportaron 997 casos. Debido a la coevolucion entre el parasito Leishmania, el vector y el reservorio, el
sistema de transmision es complejo y dificil de predecir. Para determinar cuales son las caracteristicas
ecolégicas de la LC en Guatemala y la region Centroamericana. Se reconstruy la historia evolutiva del
parasito a nivel nacional a partir del analisis de muestras bioldgicas provenientes de mamiferos usando el
marcador hsp70. Ademas, se caracterizd el nicho ecolégico de Leishmania spp. generando modelos a escala
regional con base en variables climaticas y topograficas, y el algoritmo MaxEnt aplicado a las ocurrencias
de infeccion para mamiferos en Guatemala, y de casos humanos para Centroamérica descritas en estudios
anteriores. Se comprobéd la infeccién — con una prevalencia de 6.1% — por parésitos causantes de LC
(Leishmania naiffi/ L. braziliensis y L. guyanensis/panamensis) de manera predominante en los mamiferos
Oryzomys couesi, Urocyon cinereoargentus y Artibeus jamaicensis y se infirié que mantenian una relacién
filogenética estrecha con parasitos de tejidos humanos, lo cual es indicativo de la participacion de dichos
mamiferos en el ciclo de transmision. Asimismo, los cuatro modelos seleccionados pronosticaron zonas
habitables de 90% para LC y se determiné que el rango y promedio de temperatura, la estacionalidad y el
valor promedio de la humedad especifica son las variables mas relevantes para la idoneidad climatica de
LC. Por lo tanto, se contribuyd al conocimiento sobre la biogeografia, el nicho fundamental e historia

evolutiva de la LC en Guatemala y la regién Centroamericana.



I.  INTRODUCCION

Durante los Gltimos 25 afios se ha descrito un aumento en la prevalencia de casos de leishmaniasis a
nivel mundial, lo cual se ha atribuido a diversos factores como la globalizacion, el cambio climatico y la
guerra. Asimismo, puesto que los programas locales de cada pais han tenido dificultades para enfrentar la
enfermedad derivado de su epidemiologia y ecologia compleja que requiere de una significativa
cooperacion técnica, operativa y politica, la leishmaniasis se considera una enfermedad tropical
desatendida. En el caso de Guatemala, la cutanea es la leishmaniasis mas comun; en el periodo 2004-2008
se lleg6 a reportar hasta 683 casos anuales y esta cifra ha ido en aumento —997 casos fueron reportados en

el 2018 —. Incrementos similares se han documentado en la regidn centroamericana a partir del afio 2016.

El Unico estudio realizado en el pais para incriminar a un mamifero como reservorio de la leishmaniasis
cutanea se basd principalmente en ensayos seroldgicos en perros de una region endémica de Petén. Sin
embargo, el alcance de dicho estudio se vio limitado a un animal sinantrépico, mientras que los que han
sido vinculados a la infeccién son los mamiferos silvestres y sinantrépicos. La ausencia de conocimiento
con respecto a la ecologia de la enfermedad asi como la identidad y localizacién de dichos organismos
reservorios limita las estrategias que podrian emplearse a nivel nacional para reducir la incidencia de la
leishmaniasis cutdnea (LC). En efecto, impide que puedan darse lineamientos especificos a pobladores en
riesgo para que cooperen en la ejecucion de intervenciones ecoldgicas que buscan reducir las actividades
humanas que contribuyen a la zoonosis. Asimismo, la ausencia de evidencia obstaculiza el establecimiento
de politicas publicas que regulen actividades que posiblemente contribuyen a aumentar la incidencia, como
la modificacion de ecosistemas, la expansién agricola y las migraciones. Por Gltimo, la ausencia de
conocimiento ecolégico respecto a una enfermedad con un complejo sistema de transmision, como la LC,
impide que la vigilancia pasiva actualmente existente pueda predecir con certeza dénde podrian surgir

brotes y bajo qué circunstancias.

Por consiguiente, para que la LC pueda controlarse y vigilarse de manera efectiva es necesario que tener
un mayor conocimiento sobre: 1) qué regiones del pais representan un mayor riesgo para la presencia de
LC — lo cual supone la presencia de reservorios y mamiferos— y 2) qué mamiferos podrian estar
involucrados en el ciclo de transmisidon y en qué grado. Los organismos que causan enfermedades en
humanos, tal como la leishmaniasis, pueden estudiarse desde el punto de vista ecologico describiendo la
distribucion espacial del parasito, vectores, reservorios, hospederos susceptibles y otros agentes
epidemioldgicamente relevantes. Por lo tanto, en este estudio se propuso los siguientes objetivos: calcular
porcentajes de positividad de LC en 309 muestras de mamiferos de 39 distintos grupos taxondémicos,
determinar la asociacion filogenética entre parasitos de tejidos de mamiferos silvestres y de humanos a
partir de la secuencia del gen hsp70 y desarrollar un modelo de nicho ecoldgico basado en variables
climaticas y topograficas para predecir la distribucion espacial de la leishmaniasis cutanea en

Centroameérica.



1. OBJETIVOS

A. Objetivo general

1.

Identificar las caracteristicas ecoldgicas de la leishmaniasis cutanea en
Guatemala y Centroamérica.

B. Objetivos especificos

1.

Identificar el porcentaje de positividad de Leishmania spp. para

mamiferos silvestres en Guatemala.

Evaluar si existen divergencias en funcion del hospedero representadas

como la relacion filogenética entre parasitos aislados de mamiferos

silvestres y humanos.

Predecir la distribucion espacial de la leishmaniasis cutanea en
Centroamérica utilizando modelamiento de nicho ecoldgico basado en

variables climaticas y topograficas.



I1l. JUSTIFICACION

La leishmaniasis es la décima enfermedad desatendida con mayor prevalencia nivel mundial (Herricks et
al., 2017). En el caso de Guatemala, uno de los paises endémicos para la enfermedad, la leishmaniasis
cutanea es la manifestacion mas comin (Chavez, 2019). Sin embargo, los programas nacionales han tenido
dificultades para enfrentar la enfermedad derivado de que tiene una epidemiologia y ecologia compleja que
requiere de una significativa cooperacion técnica, operativa y politica (Alvar et al., 2012). Por lo tanto, a
pesar de que existen diversos tratamientos para la leishmaniasis, no existen vacunas u otras medidas
preventivas que aparte del control vectorial. No obstante, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha
recomendado el control de reservorios como una estrategia para reducir la morbilidad de la LC de origen
zoondtico (Marinkelle, 2010). Identificar especies de mamiferos que posiblemente propician la circulacién
de parasitos, asi como la determinacion de paisajes con mayor riesgo, permitira tomar medidas preventivas
adicionales contra brotes de LC en Guatemala. A partir de dicha informacion pueden complementarse o
hasta reducir la necesidad de utilizar métodos convencionales como la erradicacion de mamiferos, el uso de
trampas y la deforestacion (Gebremichael, 2018; Marinkelle, 2010; Wijerathna, Gunathilaka,
Gunawardana, & Rodrigo, 2017) en favor de intervenciones ecoldgicas para la prevencion de brotes
zoondticos como la zooprofilaxis, el control biolégico, el aumento de regulaciones de bioseguridad
aplicadas al manejo de animales en la industria alimenticia y la regulacion de actividades antropogénicas
que afectan la biodiversidad y el riesgo de exposicién (Kaabi & Ahmed, 2013; Karesh et al., 2012;
Sokolow et al., 2019). Asimismo, esta informacion podria guiar politicas puablicas que regulen la
modificacion de ecosistemas, las expansiones agricolas y las migraciones que favorezcan la coexistencia de
vectores, reservorios y personas susceptibles (Ferro et al., 2015; Gebremichael, 2018). Por lo tanto, una
mayor informacion sobre la identidad y los sitios de mayor riesgo para la leishmaniasis cutanea podria ser
de utilidad para el Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social (MSPAS) en el desarrollo de vigilancia
activa y la creacion de protocolos para programas integrados de control (Galvez, Descalzo, Guerrero, Mird,
& Molina, 2011).

La evaluacion de patrones filogenéticos entre patdégenos de distintas poblaciones utilizando marcadores
moleculares conservados representa una fuente de evidencia robusta para la determinacion de reservorios,
puesto que permite evaluar la diversidad y la correspondencia genética entre patdgenos de hospederos
humanos y potenciales reservorios (Fountain-Jones et al., 2018; Haydon, Cleaveland, Taylor, &
Laurenson, 2002). Previamente, la identidad de mamiferos silvestres que podrian estar implicados en la
transmision de LC se ha evaluado en Belice, El Salvador, Costa Rica y Panama, pero no en Guatemala
(Ashford, 1996; Beumer, Christenisen, & Herrer, 1973; Disney, 1968; K. Gonzélez et al., 2015; Roque &
Jansen, 2014; Zeledén, McPherson, & Ponce, 1977). Sin embargo, el Unico estudio guatemalteco enfocado
en mamiferos reservorios estuvo dirigido a animales domésticos (P. R. Ryan et al., 2003). Por lo tanto,
tomando en cuenta la disponibilidad de muestras de mamiferos silvestres en el Centro de Estudios en Salud

de la Universidad del Valle de Guatemala (CES-UVG), se podria llevar a cabo un primer acercamiento



usando las técnicas descritas anteriormente para identificar infecciones por agentes etiologicos de LC e

inferir su relacién con infecciones en humanos.

Por otro lado, la presencia del parasito y sus reservorios en el ecosistema se ve restringida a paisajes que
forman parte la cobertura de las especies de insectos transmisoras (Akhoundi et al., 2016). En efecto, las
especies del género Lutzomyia, vector originario América Latina, suelen ser especialistas para habitats
especificos y tienen una dispersion restringida. No obstante, el alcance del parasito en un sitio endémico
puede variar dependiendo del reservorio (Roque & Jansen, 2014). Es por ello que el acceso a informacion
respecto a los paisajes habitados por potenciales reservorios de leishmaniasis ha permitido el desarrollo de
estrategias de control en otras regiones. Por ejemplo, en Africa, se ha iniciado una cooperacion con Estados
Unidos que ha permitido la organizacién de un programa de monitoreo y prediccion de brotes basado en el
modelamiento de nichos, el mapeo geoespacial de vectores y la vigilancia de hospederos mamiferos para
detectar eventos de exposicidn al vector (Palatnik-de-sousa & Day, 2011). Es por ello que conocer los
paisajes que principalmente explican el origen de infecciones en humanos provee de informacién respecto

al alcance del parésito en un sitio endémico y favorece la ejecucion de programas de control.

En cuanto a LC, previamente se ha evaluado su distribucion espacial y se ha modelado el nicho de las
especies que participan en su transmision en Guatemala y otros paises de la region de
Mesoamérica/Centroamérica (C. Gonzalez et al., 2010; Ibafiez-Bernal et al., 2011; D. A. Moo-Llanes,
Pech-May, Ibarra-Cerdefia, Rebollar-Téllez, & Ramsey, 2019; D. Moo-Llanes et al., 2013; David A. Moo-
Llanes, 2016; Pigott, Bhatt, et al., 2014; Purse et al., 2017; Rodriguez-Rojas et al., 2017). Sin embargo, la
influencia de datos de presencia y de fondo provenientes de Norte América y Sudamérica genera un sesgo
perceptible en los modelos que limita la identificacion de zonas habitables para Guatemala y el resto de
Centroamérica. Asimismo, no se toma en cuenta la influencia de barreras geograficas presentes en el istmo
de Tehuantepec y el istmo panamefio, las cuales influyen en la biodiversidad de flebétomos y mamiferos
(Guevara & Sanchez-Cordero, 2018; Valderrama, Tavares, Dilermando, & Filho, 2014). Por lo tanto, la
disponibilidad de ocurrencias de LC para la regién centroamericana a partir de estudios anteriores (Pigott,
Golding, et al., 2014; Ruiz, 2018) y los datos que se generaran en este estudio, es viable desarrollar un
modelo de nicho ecolégico que prediga la distribucion espacial de LC —la cual supone la presencia de
vectores y reservorios— en Guatemala y el resto de la regién. Por consiguiente, para que la LC pueda
controlarse y vigilarse de manera efectiva es necesario que tener un mayor conocimiento sobre: 1) regiones
del pais representan un mayor riesgo para la presencia de LC — lo cual supone la presencia de reservorios y

mamiferos — y 2) qué mamiferos podrian estar involucrados en el ciclo de transmision.



IV. MARCO TEORICO
A.Leishmaniasis

La leishmaniasis es una enfermedad tropical provocada por el parasito intracelular de género
Leishmania y familia Kinetoplastidae, el cual se transmite a humanos a partir de la picadura del vector
Phlebotomus y Lutzomyia (Esch & Petersen, 2013). Ademas, como establece la Organizacién Mundial de
la Salud en su dltimo reporte del afio 2010, esta enfermedad mantiene su puesto entre las mas desatendidas,
puesto que principalmente afecta a grupos vulnerables que viven bajo la carga de la pobreza. Sin embargo,
gracias a recientes avances de este milenio en cuanto al tratamiento, diagndstico y prevencién de
leishmaniasis, se cuenta con mayor informacion sobre la biologia del organismo, incluyendo su fisiologia,

genética y ecologia (Marinkelle, 2010). Dichos temas se discuten a continuacién.

1. Ciclo de vida

Figura 1. Etapas del ciclo de vida de la leishmaniasis en hospederos caninos (reservorios), humanos y en la etapa
vectorial.
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Los paréasitos del género Leishmania presentan un ciclo de vida polimérfico que abarca procesos de
transmision entre vector, hospedero reservorio y hospedero incidental. En estos casos, el parésito
usualmente lleva a cabo una transicion entre dos fases: (a) amastigote, un estadio intracelular obligado con
una afinidad principal por macréfagos y otros leucocitos fagocitantes y (b) promastigote, un estadio flagelar
mavil y extracelular (Esch & Petersen, 2013). Por lo tanto, cuando dichos vectores hematofagos del género
Phlebotomus y Lutzomyia adquieren sangre de un hospedero, este insecto ingiere los macrofagos
contaminados con amastigotes de Leishmania. Luego, dichos macréfagos atraviesan un proceso de lisis en
el sistema digestivo del vector. Es en este punto donde los amastigotes se transforman en la etapa
promastigote, donde el parasito genera un flagelo y se convierte en un promastigote prociclico (Esch &
Petersen, 2013; Killick-Kendrick, 1990).

Media vez el parésito logra alojarse en el sistema digestivo medio, este se diferencia en una variedad
promastigote elongada y movil llamada nectomonado, la cual escapan la matriz peritréfica y se adhiere a
las microvellosidades del sistema digestivo medio de este artropodo. Luego, dicho promastigote no
replicativo migra del sistema digestivo posterior al anterior, donde se diferencia en la morfologia
leptomonada, a partir de la cual continda la replicacién en dicha regién. Finalmente, después de 4-14 dias
se alcanzan los suficientes nimeros para colonizar la mucosa el parésito alcanza la probéscide del insecto a
partir de las glandulas salivales en su forma infectiva, el promastigote metaciclico (Esch & Petersen, 2013;
Oghumu, Natarajan, & Satoskar, 2015; Sunter & Gull, 2017). Entonces, cuando vuelve a darse el proceso
de alimentacion con un mamifero no infectado, los promastigotes acceden al torrente sanguineo y son
fagocitados por macrofagos. Es en este punto donde los promastigotes se transforman en amastigotes y se
cumple el ciclo completo. Posteriormente, los amastigotes se reproducen por fisién binaria en una vacuola
(Esch & Petersen, 2013).

2. Vectores

La leishmaniasis se transmite a nuevos hospederos a partir de la picadura por moscas de arena, dipteros
también llamadas flebdtomos o jejenes (Marinkelle, 2010). Incluso si no hay un acuerdo predominante
sobre la taxonomia de estos organismos, se reconoce la existencia de 600 especies que se pueden dividir en
dos géneros del Viejo Mundo, Phlebotomus y Sergentomyia y tres géneros del nuevo mundo, Lutzomyia,
Brumptomyia y Warileya. No obstante, incluso si existen otras especies hematdfagas que se alimentan de
sangre humana Unicamente los géneros Lutzomyia y Phlebotomus han sido reconocidos como vectores de

la enfermedad (Alemayehu & Alemayehu, 2017).

El ciclo de vida de las moscas de arena atraviesa cuatro estadios larvarios que proceden de embriones
que se desarrollan en ambientes himedos. El tiempo de desarrollo usualmente tarda tres semanas, pero
puede verse afectado por la temperatura ambiental (Chowdhury et al., 2016). En cuanto a la alimentacion,
la ausencia de comportamiento hematdfago en la mosca de arena macho representa un claro dimorfismo

sexual que determina que Unicamente la mosca hembra participe en la transmision de la enfermedad. En



efecto, las moscas hembras Gnicamente pueden llevar a cabo unas cuantas ovoposiciones sin consumir

sangre. Posteriormente, la sangre es necesaria para futuras ovoposiciones (Marinkelle, 2010).

Las moscas de arena tienden a preferir nichos frios y himedos, tales como letrinas, camas, cuevas,
fisuras en paredes, entre otros (Marinkelle, 2010). Por ello, las moscas de arena se caracterizan por ser
termofilicas, puesto que esta variable influye en la viabilidad del mosquito en todas las etapas de
crecimiento. Asimismo, la humedad y la precipitacién también influyen en la supervivencia de este vector,
puesto se requiere de suficiente humedad para el desarrollo del huevo, mas no un exceso de lluvia que
limite el descanso y movilizacién de adultos y elimine a estados inmaduros (Koch, Kochmann, Klimpel, &
Cunze, 2017). Un ejemplo del efecto de las restricciones geogréaficas del nicho asociado a este artrépodo se
corrobord con base en el modelaje bioclimatico de Lutzomyia cruzi se logré comprobar que la presencia
del vector se correlaciona con rangos de temperatura de 21.76-26.58 °C y valores de precipitacién total
entre 1005 y 2048 mm (Falcdo de Oliveira, Galati, Oliveira, Rangel, & Carvalho, 2018). Por parte, en
cuanto a la movilidad del vector, se ha visto que aquellas especies peridomésticas pueden migrar hasta mas
de 2 km a una rapidez de 1 m/s, pero aquellas especies de bosques neotrdpicales no suelen migrar mas de 1
km (Marinkelle, 2010).

Cuadro 1. Especificidad de vectores por distintas especies del género Leishmania.

Especie de Distribucion geogréafica Vectores
Leishmania
Leishmania Etiopia, Kenya Phlebotomus longipes
aethiopica P. pedifer
L. major Africa del Norte, Medio Oriente, Asia Central, Africa Sub- P. papatassi
Sahariana, Sudan, India del Norte y Pakistan P. duboscqi
L. mexicana Centro América Lutzomyia olmeca
L. amazonensis Sudameérica, Amazonas del norte L. flaviscutella
L. braziliensis Sudamérica Psychodopygus
L. peruviana Andes Occidentales de Per(, Argentina L. verrucarum, L.
pvmenis
L. infantum Cuenca mediterranea, Medio Oriente, Asia Central, P. prniciosufi, P.
Pakistan, China, América Central y Sudamérica, Europa del arias
sur y el occidente Africano.
L. donovani Etiopia, Sudan, Kenya, India, China, Bangladesh y Burma P. argentipes, P.

orinntalis y P. martini

(adaptado de Alemayehu & Alemayehu, 2017)

3. Formas clinicas

Distintas especies de Leishmania varian en su especificidad por el tejido de su hospedero y, a la vez, la
respuesta inmune del hospedero también influye en la presentacion clinica (CDC, 2018). Es por ello que el

tropismo diferencial por los macréfagos de la dermis, la mucosa naso-orofaringea y el sistema



reticuloendotelial resulta en las tres principales presentaciones o formas clinicas de leishmaniasis cutanea,

mucocutanea y visceral (Stark, 2018).
a. Visceral

También llamado kalazar, la leishmaniasis visceral representa la forma clinica con mayor tasa de
mortalidad debido a su localizacion en drganos vitales. Clinicamente, este variante se caracteriza por un
cuadro febril con oscurecimiento de la piel, pérdida de peso, hepatosplenomegalia, pancitopenia, niveles
altos de proteina y reducida albumina en suero, asi como hipergammaglobulinemia (Stark, 2018). Incluso si
el tiempo de incubacién es de entre semanas a meses, en algunos casos una infeccion asintomatica puede
llegar a manifestarse afios o décadas después de la infeccidn en un episodio de inmunosupresion (CDC,

2018). Asimismo, en el caso de los nifios suele darse una diarrea cronica y retardacion del crecimiento.

Debido a la naturaleza sistémica de la enfermedad, la ausencia de tratamiento provoca que el
padecimiento evolucione a caquexia, hemorragia, infecciones secundarias y falla multiorgénica, lo cual
puede llevar a un desenlace letal. Por otra parte, una complicacién comin de la leishmaniasis visceral en
algunas regiones geogréaficas como Sudan y otros paises de Africa oriental es la llamada leishmaniasis
dermal post-kala-azar que se manifiesta como lesiones nodulares con alta carga parasitaria (Oghumu et al.,
2015; Satoskar & Durvasula, 2013). Las principales especies de Leishmania implicadas son L. donovani, L.
amazonensis, L. tropica y L. infantum (también conocido como L. chagasi) (CDC, 2018; Torres-guerrero,

Quintanilla-cedillo, Ruiz-esmenjaud, & Arenas, 2017).

A diferencia de las formas clinicas cutdneas que se mencionaran a continuacion, la patogénesis visceral
tiene un componente predominantemente inmunolégico. Al inicio, la introduccion de parésitos en la dermis
resulta en su fagocitosis por macrofagos residentes e infiltrantes. Luego de transformarse en amastigotes,
los parasitos resisten a la acidificacion del fagolisosoma y persisten en vacuolas endosomales tardias (Esch
& Petersen, 2013). Posteriormente, a partir de los macréfagos infiltrantes, el parasito viaja a través de la
sangre para asi lograr colonizar érganos del sistema reticulo-endotelial, tal como los nddulos linfaticos, el

bazo y el higado, lo cual explica la presentacion de hepatosplenomegalia (Satoskar & Durvasula, 2013).

Después del inicio de la infeccion, el balance entre respuestas inmunoldgicas robustas de
inmunofenotipo Thl y respuestas inmunomodulatorias dominadas por células T reguladoras determinan la
tendencia hacia resistencia o susceptibilidad (R. Kumar & Nylén, 2012). Usualmente, la infeccion hepatica
tiende a resolverse rapidamente con minimo dafio tisular y se caracteriza por la formacion de granulomas
respecto a ceélulas de Kupffer infectadas. En este caso el balance entre interferébn gamma y citoquinas
inmunosupresoras permite erradicar el parasito sin un dafio extensivo. En cambio, en el bazo la infeccion
suele progresar hacia una patologia severa. En este caso, la produccién de citoquinas como TNF-o e 1L-10
propician la persistencia del parasito y la creciente acumulacion de dafio en la estructura y funcién de dicho
6rgano al inhibir la activacién de macrofagos (R. Kumar & Nylén, 2012; Satoskar & Durvasula, 2013).



b. Mucocutanea

La leishmaniasis mucocutanea o “espundia” es una de las complicaciones de ciertos casos de la forma
cutanea que se caracterizan por la infeccién de la mucosa naso-orofaringe. En efecto, 1-10% de los casos de
leishmaniasis cutanea pueden resurgir con una patologia mucosa (Torres-guerrero et al., 2017). En
consecuencia de un mecanismo inmunopatoldgico, esta forma clinica resulta en un cuadro con
desfiguracion del rostro a causa de granulacion septal y perforacion, asi como la erosion y ulceracién del
paladar, Gvula, labios, faringe y laringe. Asimismo, da lugar a gingivitis, periodontitis, linfoadenopatia
localizada y, en casos severos, se da una expansion hacia la mucosa Optica y genital (CDC, 2018; Stark,
Craig, 2018). Es mas, esta patologia tiende a ser resistente a tratamientos quimioterapéuticos y, si no se
detecta a tiempo, suele resultar en un desenlace fatal debido a infecciones secundarias y desnutricion
(Satoskar & Durvasula, 2013).

Los principales agentes etioldgicos de esta forma clinica son las especies del subgénero Leishmania
(Vianna), lo cual incluye a las especies L. braziliensis, L. guyanensis y L. panamensis, pero también se han
dado casos con L. amazonensis (CDC, 2018; Torres-guerrero et al., 2017). Por consiguiente, las lesiones
histoldgicas tienden a ser similares a las que se dan en la forma cutanea. Es por ello que la patogénesis
puede apreciarse a partir de cdmo la infeccion evoluciona de una respuesta celular inespecifica hacia una
reaccion necrética y granulomatosa. Asimismo, la mucosa nasal presenta una infiltracion celular
perivascular severa y licuefaccidn del cartilago a causa de la proliferacion de amastigotes en el endotelio
vascular. Ademads, se evidencia un perfil inmunol6gico con hipersensibilidad retardada, linfoproliferacion,

células T de fenotipo Thly Th2 y alta secrecion de interferén gamma y TNF-a (Marinkelle, 2010).
c. Cutanea

La leishmaniasis cutanea representa la forma clinica mas prevalente de esta infeccidn parasitologica.
Incluso si este término engloba a toda manifestacion patoldgica en la piel, usualmente denomina a aquellos
casos de leishmaniasis cutdnea localizada, no otras formas atipicas como la leishmaniasis cutanea
diseminada o difusa, leishmaniasis recidivans y Post-kala-azar (CDC, 2018). El cuadro clinico suele
describirse como la presencia de papulos que evolucionan a placas nodulares y posteriormente a lesiones
ulcerativas con un borde elevado y depresidn central. Incluso si no suelen ser dolorosas, son un punto de
riesgo para las infecciones bacterianas secundarias, asi provocando inflamacion y dolor (CDC, 2018; Stark,
2018). De no tratarse, la infeccion puede evolucionar hasta presentar lesiones satélite, linfoadenopatia
regional y linfangitis nodular. Ahora, incluso si esta patologia no tiende a ser letal, puede provocar
marginalizacion social, dafio psicolégico y morbilidad cosmética (Burza, Croft, & Boelaert, 2018).
Comunmente, la infeccién suele resolverse por su cuenta sin intervencion, pero en algunos casos es
necesario iniciar un tratamiento para evitar un proceso cronico. Dicha resolucion se da entre 3-9, 2-6 meses
y 6-15 meses para distintos agentes etiolégicos como L. mexicana, L. major o L. braziliensis, L. tropica y

L. panamensis, respectivamente (Torres-guerrero et al., 2017).



Ademas de los ya mencionados, otros agentes etioldgicos de la enfermedad incluyen al complejo L.
major (L. major, L. tropica, L. aethiopica), al complejo L. mexicana (L. mexicana y L. amazonensis) y el
complejo del subgénero Vianna (L. braziliensis, L. guyanensis, L. panamensis). A diferencia de la forma
visceral, dichos parasitos mantienen una infeccién local cuya evolucion depende de la especie y la
inmunologia del paciente. En la fase temprana, los parasitos son fagocitados por células dendriticas y
neutrdfilos desde los primeros 30 minutos, los cuales se ven forzados a secreter quimioatrayentes como
MIP-1B (Satoskar & Durvasula, 2013). Posteriormente, la llegada de macréfagos lleva a su infeccion por
amastigotes, los cuales son eliminados por la actividad de interferon gamma y TNF-o. Luego, la
eliminacién de la infeccion o su transicién a estado crénico depende del grado de la respuesta adaptativa T
CD4+ Thl y la actividad citotoxica mediada por células T CD8+ (Scott & Novais, 2016).

4. Diagnostico de la leishmaniasis cutanea

El diagnéstico clinico de la leishmaniasis cutanea puede subdividirse en tres categorias: i) examenes
parasitoldgicos, ii) ensayos seroldgicos y iii) ensayos moleculares. Cada grupo conlleva ventajas y
desventajas relacionadas al costo, la calidad analitica del resultado, el riesgo para el paciente, el tiempo de
espera, entre otras variables (C. A. M. Montalvo, Fraga, & Monzote, 2012). Puesto que 1) la presentacion
clinica puede confundirse con otras patologias como las Ulceras bacterianas, lepra, cancer, entre otros, y 2)
el tratamiento es costoso y conlleva varios riesgos, la confirmacion de laboratorio es imprescindible para el

diagndstico de la enfermedad (Marinkelle, 2010).
a. Parasitoldgico

Debido a su alta especificidad y la deteccién directa del pardsito, el diagnéstico parasitologico
representa el estandar de referencia para la leishmaniasis cutanea. Todos los métodos asociados parten de
técnicas comunes para la toma de muestra, entre ellas los extendidos, raspados, biopsias o aspirados
dérmicos que se toman del borde de las lesiones. Luego, dichas biopsias se someten a la denominada
tincion Giemsa, lo cual permite la observacion de amastigotes por microscopia (Montalvo et al., 2012).
Dada la ausencia de equipo sofisticado y reactivos costosos, este suele ser el método de preferencia en los
centros de salud de sitios endémicos. No obstante, los métodos parasitologicos se ven limitados por su
reducida sensibilidad, la cual puede alcanzar rangos de 15-30% en las Américas, por lo que frecuentemente
es necesario aplicar varias pruebas para corroborar un resultado negativo (Montalvo et al., 2012; Reithinger
& Dujardin, 2007).

b. Serolégico

Los métodos de diagnostico inmunologicos tienen la desventaja de no demostrar directamente la
presencia o ausencia del agente etiol6gico, por lo que la especificidad puede ser subdptima. Existen varias
modalidades de ensayos seroldgicos, tal como la inmunofluorescencia, inmunoensayo ligado e enzima

(ELISA), inmunablot, aglutinacidn directa, inmunocromatografia y la prueba de Montenegro (Montalvo et
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al., 2012). Desafortunadamente, incluso si esta categoria de diagndstico suele utilizarse en la parasitologia
para alcanzar una sensibilidad considerablemente mayor a las pruebas basadas en microscopia, este no es el
caso de la leishmaniasis, donde la respuesta humoral tiende a ser pobre (de Vries, Reedijk, & Schallig,
2015). Por lo tanto, la Gnica prueba usada para la leishmaniasis cutanea es la prueba de Montenegro, la cual
se utiliza en algunos estudios epidemiolégicos por su alta sensibilidad y especificidad. No obstante, suele
limitarse a estudios de exposicion previa, puesto que no puede diferenciar entre infecciones pasadas y
presentes (Reithinger & Dujardin, 2007).

c. Molecular

La mayoria de ensayos moleculares para el diagndstico de leishmaniasis cutinea se basan en a técnica
de reaccién en cadena de polimerasa (PCR en inglés), convencional o en tiempo real, para distintos genes
marcadores del parasito. Este enfoque suele ser el mas ventajoso, puesto que es el mas sensible y
especifico, permite la deteccion directa de Leishmania y, en algunos casos, permite identificar linajes de la
especie del agente etiol6gico, lo cual es clinicamente relevante (Vries et al., 2015). Para ello, existen
distintas dianas moleculares como: 1) espaciadores internos de transcripcion (ITS), ADN del kinetoplasto
(kDNA), subunidad de ARN ribosomal 18S, glucoproteina (gp63), cisteina proteinasa B (cpb) y hsp70
(Montalvo et al., 2017; M. Montalvo et al., 2012).

1) Kinetoplasto (kDNA)

El kDNA representa uno de las dianas moleculares mas sensibles para determinar la presencia del
parésito debido a que cada uno contiene 10 000 copias (Bensoussan, Nasereddin, Jonas, Schnur, & Jaffe,
2006; C. A. M. Montalvo et al., 2012). kDNA ha demostrado su sensibilidad en comparacion con el
diagndstico parasitologico y serolégico (prueba de Montenegro) y el cultivo in vitro (Satow et al., 2013).
Sin embargo, si no se utilizan cebadores para regiones conservadas, en algunos casos podria requerirse el
disefio de cebadores especificos para distintas especies Leishmania. De igual manera, dada la seleccién de
cebadores apropiados, el uso de este marcador puede llegar a ser de mayor utilidad en el diagndstico de la

infeccion (Bensoussan et al., 2006).
2) ITS

La amplificacion de genes que codifican para espaciadores internos de transcripcion puede utilizarse
para discriminar entre distintas especies de Leishmania utilizando técnicas de RFLP y revelado en gel. De
igual forma, se ha demostrado que este marcador es mas sensible que otros métodos tradicionales como los
parasitolégicos (Bensoussan et al., 2006). Dicho método ha sido evaluado a partir de ADN de distintas

matrices, incluyendo cortes histoldgicos (Hijjawi et al., 2016).
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3) hsp70

El gen hsp70 de Leishmania codifica para una proteina chaperona que es esencial en la prevencion de
proteinas mal plegadas durante condiciones térmicas de estrés celular, especificamente, durante la
transicion de un vector artropodo a un hospedero mamifero. Debido a su rol preponderante en la
homeostasis y en los mecanismos de diferenciacion entre distintas etapas del ciclo de vida de dicho agente
protozoario, este gen tiende a ser evolutivamente conservado (Lindquist, 1986; Verghese, Abrams, Wang,
& Morano, 2012). Inicialmente, la estructura y expresion de este gen se estudié usando a L. major y L.
infantum como modelos y se describié un conglomerado génico con al menos seis copias en tandem o
aisladas en distintos loci y con exones y regiones no traducidas (UTR por sus siglas en inglés) conservadas
(Quijada, Soto, Alonso, & Requena, 1997). Posteriormente, Akora et al. investigd la heterogeneidad de
hsp70 en muestras de L. donovani y L. tropica provenientes de distintos origenes geograficos. A partir de la
generacion de una genoteca con transgenes de 1.3 a 2.0 kb incluyendo a hsp70 se llevé a cabo un analisis
de polimorfismos por restriccién de fragmentos (RFLP) y Southern blotting que permitid discriminar entre
distintas cepas, asi como su origen geogréfico (Arora, Kapoor, & Sehgal, 1998). Fue hasta en el afio 2004
que el equipo Garcia et al. disefio un ensayo basado en el andlisis PCR-RFLP directamente de muestras
clinicas a partir del gen hsp70 con la enzima de restriccion Haelll, lo cual permitié discernir entre las
especies L. lainsoni, L. amazonensis, L. infantum, y los complejos L. braziliensis/L. peruviana y L.
guyanensis/L. panamensis (Garcia et al., 2004; A. M. Montalvo et al., 2010).

Para la genotipificacion de Leishmania, suelen utilizarse diversos ensayos, tal como el anélisis gPCR de
la curva de punto de fusién FRET, la electroforesis de enzimas multilocus (MLEE) — el estandar de
referencia establecido por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) —, el anélisis de SNPs en los genes
de dichas enzimas y el anélisis PCR-RFLP de los genes hsp70 (Reithinger & Dujardin, 2007). En efecto,
fue en el afio 2010 cuando el equipo de Montalvo et al. buscé estandarizar el uso de PCR-RFLP basado en
dicho gen para especies del Viejo Mundo y Nuevo Mundo, puesto que ya se habia utilizado con
anterioridad en Sudamérica para diferenciar ciertas especies del complejo Leishmania (Vianna). Fue por
ello que en dicho caso se realizd un andlisis in silico con 51 secuencias para generar algoritmos que

pudieran evaluarse en 139 cepas de 14 especies de interés mundial (A. M. Montalvo et al., 2010).

A pesar de la exitosa validacion que Montalvo et al. llevo a cabo, se comprob6 que el protocolo en el
cual se basd dicho proceso carecia de la especificidad y sensibilidad deseada, puesto que no permitia una
suficiente amplificacion de hsp70 a partir de distintas matrices y en algunos casos amplificaba ADN de
otros organismos como tripanosomas. Por lo tanto, en un futuro estudio se optimizd la metodologia
empleada al agregar un conjunto de nuevos cebadores (ver Cuadro2) que eventualmente llegaron a
constituir un nuevo protocolo de PCR anidado (A. M. Montalvo, Fraga, Maes, Dujardin, & Van Der

Auwera, 2012). Posteriormente, el equipo de Van der Auwera et al. logr6 estandarizar una version del
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protocolo adaptada a la secuenciacion en vez de RFLP que se compar6 con la MLEE, asi representando el
primer estudio en el que se utilizan distintos amplicones el gen hsp70 (ver Figura 2) para dilucidar
filogenias (Van der Auwera et al., 2013). Asimismo, en un siguiente estudio se compar6 al marcador hsp70
con otros tres, MLEE vy la tipificacion de secuencia multilocus (MLST), lo cual permitid demostrar que
dicho gen tiene de las mejores resoluciones para distintas especies médicamente relevantes (Gert Van Der
Auwera et al., 2014).

Cuadro 2. Conjunto de cebadores utilizados para la amplificacion de distintos fragmentos” del gen hsp70 en Leishmania a
partir de un PCR anidado.

hsp70-PCR® Primer Annealing” Primer sequence 5'-3 Amplicon size
PCR-G HSP70-sen 435-455 GACGGTGCCTGCCTACTTCAA 1422 bp
HSP70-ant 1856-1836 CCGCCCATGCTCTGGTACATC
PCR-F F25 480-498 GGACGCCGGCACGATTKCT 1286 bp
R1310 1765-1744 CCTGGTTGTTGTTCAGCCACTC
PCR-N F25 480-498 GGACGCCGGCACGATTKCT 593 bp
R617 1072-1051 CGAAGAAGTCCGATACGAGGGA
PCR-C F251 706-726 GACAACCGCCTCGTCACGTTC 741 bp
R991 1446-1425 GTCGAACGTCACCTCGATCTGC

*Posiciones de anillamiento relativas al gen XM_001684512 (L. major Friedlin) en GenBank.

(Montalvo et al., 2012)

Figura 2. Distintos fragmentos del gen hsp70 amplificados que pueden utilizarse para la genotipificacion de muestras de
Leishmania.

HSP70-F25 » HSP70-6F » <« HSP70-R617 <4 HSP70-R1310

PCR-N (593 bp) [552 bp] :
| PCR-T (766 bp) (723 bp]
PCR-F (1,286 bp) [1,245 bp]

PCR

fragments

PCR fragment from [13]

(Van der Auwera et al., 2013)

5. Tratamiento de la leishmaniasis cutanea

Para el tratamiento de la LC esta suele diversificarse entre LC simple y LC compleja, puesto que en

estos Ultimos casos suelen emplease medidas mas agresivas. En dichos casos complejos se contempla: el
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riesgo de leishmaniasis mucocutanea vinculada al subgénero Vianna, la presencia de linfoadenopatia, la
presencia de multiples lesiones o una sola lesién voluminosa, lesiones en la cara, dedos o genitales, la
inmunosupresion o la existencia de sindromes inusuales como la leishmaniasis recividans, difusa o
diseminada (Aronson et al., 2017). Sin embargo, en la mayoria de casos con leishmaniasis simple la lesion
puede resolverse espontaneamente en 2-18 meses, especialmente cuando se trata de especies como L. major
y L. mexicana. No obstante, aun asi puede incluirse un tratamiento farmacéutico cuando se requiera
acelerar la cura, reducir la cicatrizacion o cuando la identificacion de la especie permite reevaluar el riesgo
de complicaciones. De igual forma, los tratamientos sistémicos se reservan para los casos mas complicados
en donde se da inmunosupresion, lesiones extensas, falta de respuesta a tratamiento y un cuadro
mucocutaneo. En el caso de manifestaciones por L. major, el tratamiento local suele incluir crioterapia con
antimoniales intralesionales asi como un ungliento con paromomicina. En el caso de infecciones por L.

major o L. infantum, el tratamiento suele modificarse para incluir termoterapia en vez de crioterapia.

En cuanto a las manifestaciones del Nuevo Mundo, los tratamientos locales involucran paromicina,
termoterapia y antimoniales para L. mexicana, L. braziliensis y el complejo L. guyanensis, respectivamente
(Burza et al., 2018). Ahora, los tratamientos sistémicos suelen fundamentarse de preferencia en el uso de
antimoniales pentavalentes. Es mas, en el caso de especies como L. mexicana esta quimioterapia es
practicamente el Unico tratamiento efectivo. Sin embargo, en casos en los que se determina la existencia de
resistencia a estas drogas, puede administrarse miltefosina o, en casos extremos, amfotericina B, una
alternativa con mayor costo y efectos secundarios méas severos (de Vries et al., 2015; Torres-guerrero et al.,
2017). Ademas, la miltefosina es principalmente Util en el caso de infecciones L. panamensis, donde la
efectividad es mayor al 90% (Soto et al., 2004).

B.Epidemiologia de la leishmaniasis cutanea

Durante los Gltimos 25 afios se ha descrito un aumento en la prevalencia de casos de leishmaniasis a
nivel mundial, lo cual se ha atribuido a diversos factores como la globalizacion, el cambio climético y la
guerra. Dichos cambios han provocado el surgimiento de brotes en el Medio Oriente, Africa del Norte y
Siria (Steverding, 2017). La leishmaniasis es endémica en 97 paises del mundo, lo cual representa hasta mil
millones de personas en riesgo de contraer la enfermedad (WHO, 2019). Asimismo, se estima que en la
poblacién mundial, existen 12 millones de individuos que padecen de esta infeccion y que hay un
incremento anual de 0.2-0.4 millones y 0.7-1.2 millones de casos de leishmaniasis visceral y cutanea,

respectivamente (Georgiadou, Makaritsis, & Dalekos, 2015).

Puesto que los programas locales de cada pais han tenido dificultades para enfrentar la enfermedad
derivado de que tiene una epidemiologia y ecologia compleja que requiere de una significativa cooperacion
técnica, operativa y politica confirma el por qué la leishmaniasis se considera una enfermedad tropical
desatendida, (Alvar et al., 2012). Lamentablemente, la enfermedad tiende a predominar en poblaciones

vulnerables que se ven sujetas a la desnutricion, la migracion, una reducida calidad de vivienda y cierto
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grado de inmunosupresion (Torres-guerrero et al., 2017). De las distintas formas clinicas, la leishmaniasis
cutanea es la mas prevalente y dispersa, puesto que existen varias especies de Leishmania asociadas y
existen casos desde Asia central y occidental hasta en las Américas (Marinkelle, 2010). A continuacion, se

presenta el panorama de la leishmaniasis cutanea a nivel mundial, en el Nuevo Mundo y en Guatemala.

1. Mundial

De los 97 paises donde la leishmaniasis cutanea es endémica, 65 abarcan tanto la manifestacidon visceral
(LV) como la cutanea (LC) mientras 22 son Unicamente endémicos para LC. Dichos paises abarcan
distintas regiones como Asia, Africa, las Américas y el Mediterraneo (WHO, 2019). Para todos estos casos
existe una amplia diversidad de parasitos y vectores, de tal forma que 20 especies de Leishmania causan
esta patologia y 30 especies de moscas de arena de los géneros Phlebotomus y Lutozomyia la transmiten (ul
Bari, 2006). Hasta el afio 2008, un tercio de todos los casos ocurrian en América, la cuenca del
Mediterraneo, Asia occidental, Medio Oriente y Asia central. Asimismo, el 70-75% de la prevalencia se
concentraba en Afganistan, Pakistan, Siria, Arabia Saudita, Algeria, Iran, Costa Rica Brasil y Per( pero el
nimero de paises endémicos ha aumentado con el tiempo debido a la inmigracion (Alvar et al., 2012;
Burza et al., 2018).

Por otra parte, la enfermedad tiende a tener una carga considerable a nivel socioeconémico y
psicosocial. Como se menciond anteriormente, la enfermedad afecta de manera predominante a aquellas
personas afectadas por la pobreza. Ir6nicamente, el tratamiento para la enfermedad tiene un alto costo (30-
1500 USD), por lo que es un claro impedimento en el desarrollo personal y familiar. A pesar de la baja
morbilidad y mortalidad de la leishmaniasis cutanea, esta manifestacion clinica provoca lesiones que
magnifican la inequidad de género. Esto se da por las limitaciones econdémicas de las mujeres y las
cicatrices que provocan estigma social y provocan el rechazo de sus maridos (Okwor & Uzonna, 2016). En
efecto, se ha comprobado que esta forma clinica reduce la calidad de vida y provoca sufrimiento

psicoldgico (Bennis, De Brouwere, Belrhiti, Sahibi, & Boelaert, 2018).
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Figura 3. Incidencia de la leishmaniasis cutanea a nivel mundial seglin casos reportados en el 2015.
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(Rahinatu et al., 2018)

2. América

En las Américas, las infecciones humanas por dicho parasito mantienen una alta incidencia y
distribucion geogréfica amplia. EI 96% de casos de leishmaniasis visceral (LV), que presenta la
manifestacion clinica mas letal, estan focalizados en Brasil mientras que la LC se mantiene ampliamente
distribuida en la regién. Dicha forma clinica, asi como la leishmaniasis mucosa, son endémicas en 18
paises, principalmente en Brasil, Colombia, Nicaragua y Perd, donde se dan el 74.3% de los casos (Maia-
Elkhoury et al., 2018). Es maés, se estima que en Latinoamérica surgen 60 000 nuevos casos anuales
(Torres-guerrero et al., 2017).

En esta region, las especies patogénicas pertenecen a los complejos L. mexicana o L. braziliensis
(Vianna). Ahora, a pesar de que, como se habia mencionado, la forma clinica tiene una reducida
morbimortalidad en comparacion con la leishmaniasis visceral, 1-10% de los casos de infeccion con el
subgénero Vianna pueden hacer una transicion hacia la forma mucosa (Burza et al., 2018). En dichos casos,
la ausencia de tratamiento puede llevar a consecuencias letales para el paciente. El principal nicho de la
enfermedad que se da en Latinoamérica yace en sitios con altitud de entre 0 y 1500 m y 1500-3000 mm de
precipitacion. Ademas, existe un mayor riesgo de tipo ocupacional para aquellas personas que laboran al
aire libre, tal como agricultores, taladores, cazadores, ornitdlogos, entre otros. Esto sucede a causa de que

los mayores factores de riesgo para la transmision en América se dan cuando un determinado individuo:
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tiene una mala calidad de vivienda, es menor de 15 afios, se encuentra proximo a &reas rurales, descansa
frecuentemente en sitios temporales y se encuentra en proximidad de animales peridomésticos o perros

(Burza et al., 2018; Torres-guerrero et al., 2017).

Figura 4. Distribucion de casos (izquierda) e incidencia (derecha) de la leishmaniasis cutinea en Latinoamérica a partir
de datos obtenidos a partir de los Programas Nacionales de Leishmaniasis/Vigilancia.

(Maia-Elkhoury et al., 2018)

3. Guatemala

En el caso de Guatemala, uno de los paises endémicos para la enfermedad, la leishmaniasis cutanea es
la manifestacién mas comun, por lo que en el periodo 2004-2008 se lleg6 a reportar hasta 683 casos anuales
(Alvar et al., 2012). Sin embargo, la incidencia reportada en la literatura no sobrepasa el 1.0%, se estima
que podria haber una proporcién de sub-reporte de hasta 1:40 (Copeland, Arana, & Navin, 1990). Con base
en estudios epidemiolégicos previos se sabe que, hasta el afio 2008, existian 4, 262,387 personas en riesgo
de contraer la enfermedad por parte de dos principales agentes etioldgicos: L. mexicana y L. braziliensis.
Dichas especies provocan Unicamente la manifestacion cuténea, la cual es endémica en Petén, Izabal, Alta
Verapaz, Quiché y Huehuetenango. De estos casos, el 84.7% se dan en mayores de 10 afios y el 67% se dan
en hombres (Alvar et al., 2012).

Por otra parte, se sabe que las especies del vector en esta region endémica son Lutzomyia olmeca
olmeca — la especie predominante —, asi como Lutzomyia ylephiletor, Lu. panamensis y Lu. ylephiletor,
donde estas Ultimas tres son vectores de Leishmania brazilensis (Berger, 2019; Rowton, de Mata, Rizzo,
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Navin, & Porter, 1991). Por consiguiente, el Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social (MSPAS) ha
realizado las diligencias para que esta enfermedad forme parte de los protocolos nacionales de monitoreo,
para que se cuente con tratamiento (antimoniato de meglumina) de acceso gratuito. No obstante, basado en
un estudio transversal coordinado por MS-PAS y el Centro para el Control de Enfermedades de los Estados
Unidos (CDC), se ha determinado que existe un reducido acceso a los centros de salud debido a factores
como la distancia y el tiempo requerido — menos del 25% de infectados reportan haber buscado
tratamiento— (Mendizabal-Cabrera R, de Leon O, Arana B, Duran E, Ramay B, Mendez L, 2015).
Recientemente, se llevo a cabo un estudio que buscd identificar las especies de parasitos causantes de
leishmaniasis cutanea en Guatemala entre los afios 1980 y 2017 con base en la estandarizacién de la
amplificacion hsp70 como método de genotipado PCR-RFLP (Ruiz, 2018). Por lo tanto, se determind que
la especie méas prevalente es L. braziliensis (86.7%) seguido por las especies Leishmania panamensis/
Leishamania guyanensis (3.33%). Ademas, se identificaron las especies L. guyanensis, L. peruviana, L.

naiffi y una variante de L. braziliensis.

Figura 5. Casos de leishmaniasis cutanea en Guatemala entre los afios 2002-2017 como conteo absoluto y tasa de
prevalencia por cada 100 000 habitantes
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(Berger, 2019).

C.Eco-epidemiologia de la leishmaniasis cutanea

Como todo ser viviente, los organismos que provocan enfermedades en humanos, tal como la
leishmaniasis, pueden estudiarse desde el punto de vista ecologico. En dicha linea surgié el campo de la
“biogeografia de enfermedades”, una disciplina que se enfoca en describir la distribucion espacial de
patégenos, vectores, reservorios, hospederos susceptibles y otros agentes epidemioldgicamente relevantes
(Fountain-Jones et al., 2018). Como se menciond, un parasito representa a un agente biolégico en una
interaccion o simbiosis con un hospedero u otros organismos que permiten la transmision de la enfermedad

(vectores) y su permanencia en el ecosistema (reservorios). Por consiguiente, deben existir factores
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ambientales definidos que determinen la presencia o ausencia de dichos componentes en una regién
geogréfica especifica. Es por ello que los ciclos de transmision reales suelen ser complejos e incluyen
varias especies de vectores y hospederos en una misma localidad y con preferencias abioticas comunes. Por
lo tanto, también ha surgido el campo de la eco-epidemiologia, la cual busca pronosticar la presencia

espacial de enfermedades a partir de su ecologia (Escobar & Craft, 2016).

Uno de los conceptos esenciales en la eco-epidemiologia de enfermedades es el concepto de “nicho
ecologico”, el cual puede usarse para estudiar el sistema complejo de hospederos, vectores y parasitos que
forman parte de una enfermedad infecciosa (Escobar & Craft, 2016). Previamente, existian dos conceptos
contrapuestos de nicho ecoldgico: 1) el nicho Grinnelleano, cuyo enfoque estriba en los requerimientos
abidticos de una especie y 2) el nicho Eltoniano que engloba el rol de una especie en su comunidad y las
limitaciones que esto implica (Townsend Peterson, 2014). Posteriormente, a partir de una nueva definicion
que buscé unificar ambos conceptos llevé a que se redefiniera el nicho Grinnelleano como el nicho
fundamental (Ny), que describe las multiples rangos de condiciones ambientales que pueden satisfacer los
requerimientos fisiolégicos de la especie a largo plazo (Escobar & Craft, 2016; Escobar, Qiao, Lee, &
Phelps, 2017; Townsend Peterson, 2014). Consecuentemente, se definié un nuevo concepto, el nicho
realizado (Ng), que representa a la porcion del nicho fundamental que realmente puede ser ocupado por la
especie debido a que se dan las condiciones bioticas adecuadas (Escobar et al., 2017). Sin embargo, el
paradigma bidtico/abiotico descrito sufri6 un cambio reciente cuando surgié la idea de considerar a las
barreras geogréficas y las capacidades de dispersion de una especie al momento de delimitar el nicho
realizado (Townsend Peterson, 2014). Por lo tanto, se design6 a dicha variable como el factor de
movimiento o “factor M” en un nuevo marco conceptual llamado “BAM” (bidtico, abidtico y movimiento)
y se redefinié el nicho realizado tomando en cuenta la limitacidn adicional que este factor ejerce en el area
accesible de una especie (Barve et al., 2011). Por lo tanto, con base en la sintesis de los distintos conceptos
desarrollados se llegé a la siguiente definicién de nicho ecoldgico: el conjunto de condiciones ambientales
e interacciones bidticas que permiten a una especie o género ocupar un area geografica delimitada en

funcion de su respectiva capacidad de dispersién (Johnson, Escobar, & Zambrana-Torrelio, 2019).

Puesto que la informacién obtenida a partir de estos métodos puede llegar a ser de suma utilidad para
investigadores y autoridades vinculadas a salud publica, asi contribuyendo al control de enfermedades
(Escobar et al., 2017). Es por ello que, recientemente, han emergido investigaciones basadas en el modelo
eco-epidemioldgico para el pronéstico de alteraciones en la incidencia en funcion de la regién y para la
correlacion de la presencia del vector con variables biocliméticas y uso de tierra (Amro et al., 2017;
Chalghaf et al., 2018; Falcdo de Oliveira et al., 2018; Ferro et al., 2015; Moo Llanes, 2016).

1. Biodiversidad del género Leishmania

El origen evolutivo del género Leishmania tiende a ser un tema controvertido, puesto que distintos

autores han postulado hipétesis que establecen el origen de este clado en el Neotropico, Paleartico o el
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Neoartico. No obstante, partiendo de la evidencia en el registro fosil respecto al vector de la enfermedad
(Phlebotomus) y la emergencia de mamiferos placentarios, puede estimarse el origen de este parasito
alrededor de 50 millones de afios atras, durante el periodo paledgeno (Tuon, Amato Neto, & Sabbaga
Amato, 2008). Por lo tanto, los organismos que forman parte de este género se describieron por primera vez
en el afio 1903, cuando se clasificé a L. donovani.
Incluso si en un inicio se utilizaron sistemas de

clasificacion basados en Lineo, en 1964 se

descartaron los sistemas taxondmicos fundamentados JERPOTRORER |
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(Gert van der Auwera & Dujardina, 2015)
Entre toda la filogenia del parasito Leishmania,

aquellas especies clinicamente relevantes para la

patologia de la leishmaniasis cutanea pueden agruparse segin los complejos que se describieron
anteriormente: (1) L. donovani, (2) L. tropica, (3) L. mexicana, (4) L. braziliensis y (5) L. guyanensis,
donde los primeros dos forman parte del subgénero L.( Leishmania) y el resto forma parte del subgénero L.
(Vianna) (Gert van der Auwera & Dujardina, 2015). Partiendo del andlisis por MLEE se ha podido
caracterizar la filogenia de la leishmaniasis cutanea en muestras del Nuevo Mundo. Por consiguiente, en un
estudio realizado en el siglo pasado se determind que los parasitos L. chagasi forman parte de un

zimodemo estrechamente relacionado con L. major. Asimismo, se confirmd la estrecha relacion entre los

20

Figura 6. Taxonomia del género Leishmania basado en MLEE.

Old World

New World



organismos del complejo L. guyanensis — L. guyanensis, L. panamensis y L. shawi — y el alto grado de
divergencia presente en el complejo L. braziliensis y L. naiffi, donde se presentaron 15 y 11 zimodemos,
respectivamente. Posteriormente, en concordancia con los hallazgos obtenidos con MLEE, se dilucidd un
arbol filogenético similar utilizando el andlisis molecular por regiones no codificantes de genes ARNr
(ITS) (Cupolillo, Momen, & Grimaldi, 1998). Por otra parte, estudios mas recientes basados en la
tipificacion de secuencias multilocus (MLST) asi como el andlisis de marcadores moleculares individuales
ha permitido corroborar varias caracteristicas de la filogenia Leishmania que se describieron anteriormente
(Boité, Mauricio, Miles, & Cupolillo, 2012; El Baidouri et al., 2013; Gert Van der Auwera et al., 2016;
Gert Van Der Auwera et al., 2014; Zhang et al., 2013). Por ejemplo, en el 2012 Boité et al. publicé un
estudio en el que se analizaron 96 cepas pertenecientes al subgénero L. (Vianna) y se comprobd la
pertenencia de L. shawi en el complejo L. guyanensis. De igual manera, El Baidouri et al. analizé 222 cepas
de las regiones Africana y Eurasica, donde se confirma que la separacion taxonémica entre especies de VL
(L. donovani, L. infantum y L. archibaldi) podria no estar justificado y, a la vez, se describen la relacion
entre la sub-estructuracion genética y el origen geografico.

Figura 7. Evolucion de géneros Leishmania/Endotrypanum a partir
de anélisis moleculares, asi como la distribucion geografica y
patologia tipica.
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(Croan, Morrison, & Ellis, 2002)

2. Influencia de variables climéaticas y modelos de nicho ecoldgico

Como se habia mencionado anteriormente, los enfoques eco-epidemiolégicos permiten llevar a cabo
decisiones de salud publica fundamentadas en modelos que utilizan distintas variables vinculadas al
ecosistema. Entre dichos modelos se encuentran aquellos llamados modelos de nicho ecolégico (MNE) de
un agente infeccioso. Asi como otras enfermedades vinculadas a artrépodos, la distribucion puede
correlacionarse con factores bioticos y abidticos que inciden sobre la supervivencia de los organismos
involucrados en la cadena de infeccion (Morain et al., 2012). Es por ello que los MNE méas cominmente
empleados en el estudio de la leishmaniasis son los de tipo correlativo, puesto que estos permiten generar

algoritmos que permiten inferir distribuciones futuras. Bajo dicho objetivo, se ha empleado software como
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MaxEnt y GARP para modelar el nicho de la leishmaniasis y su vector utilizando variables bioclimaticas
recopiladas en bases de datos como MERRAclim, WorldClim, entre otras (Fischer, Thomas, &
Beierkuhnlein, 2011; Vega, Pertierra, & Olalla-Tarraga, 2018).

En el Viejo Mundo, varias investigaciones se han llevado a cabo desde 1998 para caracterizar la eco-
epidemiologia de la leishmaniasis. Para ello, se han evaluado variables tales como la precipitacion, las
temperaturas maximas y minimas, el tipo de suelo, la vegetacion, indices de temperatura superficial, entre
otros. Diversos estudios en Sudan, Italia, India, Nepal, Kenia, Iran, entre otros, han utilizado tecnologia tal
como sistemas de informacion geografica (GIS) y sensores remotos (RS) para correlacionarla con la
presencia geografica de ciertas especies del género Leishmania y sus respectivos vectores, tal como
Phlebotomus perniciosus, P. orientalis y P. argentipes (Araujo Carreira, Figueiredo Mafra Magalhes, & da
Silv, 2014; Gouri Sankar Bhunia, Kesari, Chatterjee, Kumar, & Das, 2013; Elnaiem et al., 1998; Rossi et
al., 2007; Salahi-Moghaddam, Mohebali, Moshfae, Habibi, & Zarei, 2010). En cambio, en el Nuevo
Mundo los estudios de esta clase comenzaron en Brasil alrededor del afio 1996, donde se busco relacionar
la leishmaniasis cutanea con datos provenientes de LANDSTAT. Posteriormente, en Brasil y Colombia, se
modelaron nichos ecoldgicos utilizando GARP y correlaciones con MaxEnt, respectivamente, en conjunto
con datos biocliméticos de WorldClim. Dichos resultados confirman estudios anteriores en Colombia
donde se confirma la correlacion de variables ambientales con el riesgo de leishmaniasis cutdnea (Araujo
Carreira et al., 2014; C. Gonzélez, Paz, & Ferro, 2013; Miranda, Massa, & Marques, 1996).

En general, los resultados de los estudios eco-epidemioldgicos mencionados reflejan las condiciones de
nicho necesarias para la presencia del vector en una determinada region (Araujo Carreira et al., 2014). Por
ello, en el Viejo Mundo, entre los hallazgos mas comunes se encuentra la existencia de altas temperaturas
minimas y méximas, asi como un mayor indice de vegetacion en &reas rurales, lo cual corresponde a un
clima tropical (Elnaiem et al., 1998; Rossi et al., 2007). Asimismo, en un estudio basado en la presencia de
seropositividad en perros determind una mayor presencia de casos en asociacion con una mayor
precipitacion anual y temperatura (Salahi-Moghaddam et al., 2010). Asi como las condiciones climaticas,
también se ha evidenciado una correlacién entre la seropositividad y factores como condiciones de vivienda
de las personas, la edad y la cercania a recintos de animales domésticos (J. R. Ryan et al., 2006). No
obstante, se han determinado resultados contrastantes en el caso de distintas especies de flebdtomos como
P. argentipes y formas clinicas, puesto que, en la India, se ha observado una mayor prevalencia de
leishmaniasis visceral en regiones de baja altitud (<150 m) y bajo indice de vegetacion, lo cual refleja la
dependencia de estos modelos en los vectores que participan en el ciclo de transmisién (Gouri S. Bhunia,
Kesari, Jeyaram, Kumar, & Das, 2010). Por otra parte, estudios mas recientes en Europa y Africa han
confirmado la alta probabilidad de que las alteraciones en temperatura y, por tanto, el cambio climatico
incida en la prevalencia de la leishmaniasis y se ha evidenciado su relacién con climas tropicales (Amro et
al., 2017; Chalghaf et al., 2018; Koch et al., 2017).
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De manera congruente con estudios en el Viejo Mundo, las investigaciones en América basadas en
imagenes satelitales han confirmado la asociacién entre casos de leishmaniasis cutanea y la presencia de
personas en bosques nativos (Miranda et al., 1996). De igual forma, el caso particular en el que la
leishmaniasis visceral es mas prevalente en climas calientes y semi-aridos que fue descrito en India por
Bhunia et al. se corroboré en Brazil, donde se describieron las mismas condiciones abitticas (Nieto,
Malone, & Bavia, 2006). Posteriormente, también se confirmé el potencial para generar modelos precisos
que describen datos epidemiol6gicos en humanos utilizando variables como la densidad demografica,
indices de vegetacion, edad, asi como la presencia de vectores y reservorios (Araujo Carreira et al., 2014).
De manera similar al Viejo Mundo, en América se han llevado a cabo estudios recientes para el
modelamiento de nicho ecolégico de similar naturaleza y se han obtenido resultados que corroboran la
mayor prevalencia de la leishmaniasis en regiones con temperaturas célidas y un alto grado de
precipitacion, asi apoyando una posible transicion altitudinal en la distribucion debido al cambio climético
(Falcédo de Oliveira et al., 2018; Ferro et al., 2015; C. Gonzalez et al., 2013, 2010; Moo Llanes, 2016).

D.Reservorios Leishmania

Una de las principales propiedades de una enfermedad zoondtica es la existencia de hospederos
animales en el ciclo de transmision. No obstante, mas que representar un simple intermediario, un
reservorio cumple dos funciones: 1) mantener a un patégeno en la comunidad ecoldgica y 2) facilitar rutas
de transmisién del patdgeno hacia la poblacién humana (Hallmaier-Wacker, Munster, & Knauf, 2017). Por
consiguiente, para demostrar que un potencial reservorio tiene la capacidad de ejercer ambas funciones,
este debe cumplir con ciertos criterios, como: a) mantener en simbiosis a patégenos con alta similitud
genética, b) mantener patdgenos con infectividad y viabilidad similar, c) asegurar el mantenimiento a largo
plazo del patdgeno, d) mantener una conectividad espacio-temporal entre el sistema del reservorio y la
poblacion objetivo, ) demostrar la participaciéon y viabilidad del patégeno en una ruta de transmision
factible y f) permanencia del patdgeno en la ruta de transmision a largo plazo. Por lo tanto, para demostrar
el cumplimiento de los criterios vinculados a la simbiosis entre los patdgenos y potenciales reservorios se
han implementado diversos métodos como la comparacién de secuencias del patégeno entre dichos
hospederos y la poblacién humana objetivo, la evaluacion de filodiversidad en hospederos y los anélisis de
seroprevalencia. Asimismo, las rutas de transmision han sido tradicionalmente demostradas a partir de
estudios de campo longitudinales que buscan aislar patdégenos viables en distintos puntos del ciclo de
transmision (Hallmaier-Wacker et al., 2017; Haydon et al., 2002; Viana et al., 2014).

En el caso de la leishmaniasis, existen la transmisién de la infeccién puede darse por dos mecanismos
distintos: 1) infecciones zoonéticas en donde los hospederos reservorios son animales salvajes, comensales
o animales domésticos; e 2) infecciones antropondticas, donde otras personas actlan como reservorio. La
naturaleza de dichos reservorios suele abarcar varias especies de mamiferos silvestres, domésticos y

sinantrépicos. Por consiguiente, diversas especies han sido identificadas como reservorios en distintas
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ocasiones tanto en el Viejo como el Nuevo Mundo, tal como: los caninos, el gran jerbo (Rhombomys
opimus), el jird gordo (Psammomys obesus), Meriones spp., hiracoideos, la zarigiieya comun (tacuazin),
zorros, puercoespines, entre otros (Alemayehu & Alemayehu, 2017; Marinkelle, 2010). Por consiguiente, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha recomendado la implementacion de medidas para el control
de reservorios en casos de leishmaniasis cutanea y visceral de origen zoon6tico (Marinkelle, 2010). Por lo

tanto, el panorama a nivel de Latinoamérica y Guatemala se presentan a continuacion.
Cuadro 3. Mamiferos reservorios de leishmaniasis en distintos paises y regiones del mundo.

Region Countries Reservoir hosts

Morth Africa, central and west Asia Dog, human, rodent

Ethiopia, Kenya human, rock hyrax
Indian subcontinent, (India, Nepal, Bangladesh) and east Africa Dog, human, rock hyrax, rodent
Mediterranean basin, central, west Asia and west Africa Daog, fox, rodent, human

0Old world Europe Dog, fox

Rodents, dog, domestic animals, bats,

New world USA, Venezuela, Paraguay, Peru, Surinam, Panama, squirrel,

(Alemayehu & Alemayehu, 2017)

1. Antecedentes

a. Latinoamérica

Entre los principales objetivos que se establecieron en el “Plan de Accion para Mejorar el Monitoreo y
Control de la Leishmaniasis en las Américas 2017-2022” por la OMS y la Organizacidon Panamericana de
la Salud (OPS) se encuentra la ejecucién de programas para el monitoreo y control de reservorios en areas
con transmision activa del parasito (PAHO/WHO, 2017). La incriminacion de reservorios en Latinoamérica
ha sido un tema de investigacion desde 1972 hasta la actualidad y ha permitido identificar numerosas
especies de las 6rdenes taxonémicas Didelphimorphia, Pilosa, Cingulata, Rodentia, Carnivora, Primata y
Chiroptera (Roque & Jansen, 2014).

En cuanto al orden de marsupiales Didelphimorpha, el género mas estudiado es Didelphis, que también
han demostrado comportamientos sinantropicos al consumir basura en el exterior de las casas. Este género
se ha vinculado con L. guyanensis, L. infantum, L. amazonensis y L. peruviana en Brasil y Colombia
(Dedet, Gay, & Chatenay, 1989; Grimaldi, Momen, Naiff, McMahon-Pratt, & Barrett, 1991; Quinnell &
Courtenay, 2009). En el caso del orden Pilosa, el principal grupo que han determinado como reservorio son
los perezosos del género Choloepus y Bradypus, en donde se ha determinado la presencia de L. shawi en
Brasil y L. colombiensis y L. panamensis en Panama. Asimismo, Choloepus didactylus es de los principales
reservorios de L. guyanensis en el bosque de Brasil y la Guyana Francesa (Dedet et al., 1989; Gentile, Le
Pont, Pajot, & Besnard, 1981; Grimaldi et al., 1991; Kreutzer et al., 1991). En cuanto a la orden Cingulata,
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conocida cologuialmente como armadillos, esta es la Gnica donde se ha aislado L. naiffi; asimismo, se ha
logrado aislar L. guyanensis. Ambos casos se dieron en las especies Dasypus novemcinctus (Lainson &
Shaw, 1989; Lainson, Shaw, Ward, Ready, & Naiff, 1979; Naiff et al., 1991). Otra orden prominente por
su participacion en el ciclo de transmisién de Leishmania es Rodentia, donde los géneros mas relevantes
son Proechimys y Trichomys. En efecto, se ha demostrado que las especies P. guyanensis y P. cuvieri son
reservorios de L. amazonensis. Dicha especie de Leishmania también se ha descrito en otros géneros como
Akodon, Dasyprocta, Oligoryzomyz, entre otros. Asimismo, en Belice y la peninsula de Yucatan se ha
identificado el género Ototylomys como potencial reservorio de L. mexicana debido a la alta prevalencia de
infeccion y asociacion con el vector L. flaviscutellata. En el caso de L. brasiliensis, los roedores infectados
descritos son de los géneros Akodon, Mus, Nectomys, Necromys, Orzomys, Rattus y Sigmodon (Ashford,
1996; Brandao-Filho et al., 2003; de Freitas et al., 2012; De Lima, De Guglielmo, Rodriguez, Convit, &
Rodriguez, 2002; Kerr et al., 2006; Oliveira, Pirmez, Pires, Brazil, & Pacheco, 2005; Rotureau, 2006).

Ahora, en el orden Carnivora se encuentran dos de los principales mamiferos domésticos, los perros y
los gatos. En Sudamérica y otras regiones de Latinoamérica, los perros son el reservorio mas relevantes de
L. infantum (Dantas-Torres, 2009; Rivero Rodriguez, Rodriguez Jiménez, Pérez-Doria, & Bejarano
Martinez, 2018). Ademés, otros caninos silvestres como el zorro Cerdocyon thous presentan una
prevalencia de la enfermedad mayor al 50% segln ensayos serolégicos (Quinnell & Courtenay, 2009). En
cuanto a los primates no humanos, estos no han sido estudiados ampliamente méas que bajo condiciones
experimentales. En el Nuevo Mundo se han descrito infecciones de L. shawi en monos capuchinos (Cebus
apella) e infecciones por L. (Vianna) en monos buho (Aotus azarai ) (Acardi, Rago, Liotta, Fernandez-
Duque, & Salomén, 2013; Lainson et al., 1989). En el caso de los murciélagos (Chiroptera), estos no se han
implicado directamente como reservorios, pero si se ha detectado la infeccién natural de higado, bazo y
lesiones cutaneas en especies Molossus molossus y Glossophaga soricina (Savani et al., 2010; Shapiro et
al., 2013). Estudios més recientes en Brasil han confirmado dichas infecciones naturales a partir de pruebas
moleculares, donde se han hallado tasas de 41.6%, 38.9% y 19.4% para L. infantum, L. amazonensis y L.
braziliensis, respectivamente (GOmez-Hernandez et al., 2017). Ademas, el efecto la capacidad de
dispersion de los quirdpteros se evidencid en un estudio transversal realizado en México que buscd
identificar murciélagos infectados con L. mexicana, puesto que hasta un 62% de las especies infectadas

tienen una amplia distribucion geogréafica (Berzunza-cruz et al., 2015).
b. Guatemala

En el presente, el Gnico estudio realizado en este pais que buscd incriminar a un mamifero como
reservorio se baso principalmente en ensayos serologicos moleculares dirigido a perros de la region
endémica de Petén (P. R. Ryan et al., 2003). Sin embargo, el alcance de dicho estudio se vio limitado a un
animal sinantrépico, mientras que numerosos mamiferos silvestres y sinantropicos han sido vinculados a
infecciones por Leishmania en otros paises (Roque & Jansen, 2014). Asimismo, la existencia de

seropositividad no es evidencia de reservorios, puesto que no necesariamente sugiere la transmision del
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parasito hacia hospederos humanos. Desde hace mas de una década, el protocolo de vigilancia
epidemioldgica establecido por MSPAS dirige a las autoridades de salud publica para el monitoreo de la
incidencia de la enfermedad en perros, un reservorio previamente identificado. Asimismo, se ha brindado la
educacion comunitaria necesaria para que las personas eliminen otras fuentes de Leishmania silvestres
(Chajén & Maza, 2009). Por lo tanto, al identificar potenciales reservorios de Leishmania y los paisajes
que mejor describen el ecosistema que alberga al paréasito, dicha informacién podria utilizarse por el

MSPAS para redirigir los esfuerzos de control de leishmaniasis en sitios endémicos.

Cuadro 4. Resumen epidemioldgico de la leishmaniasis cutanea.

Agente Parasito: Protozoa, Euglenozoa, Kinetoplastea, Flagelado: Leishmania sp.
Reservorio Personas, damanes, roedores, marsupiales, Perros, perezosos, 0sos hormigueros, armadillos,
murciélagos
Vector “Mosca de arena” (Phlebotomus en el viej(:nmrt:ggf; Lutzomyia o Psychodopygus en el nuevo
u

(adaptado de Berger, 2019)

2. Incriminacion de reservorios en la leishmaniasis

Anteriormente se menciond que para incriminar a un reservorio se requiere demostrar que dicho
hospedero se mantiene infectado por el parasito y puede llevarlo a participar en un ciclo de transmisién que
involucre a humanos. Adicionalmente, en la literatura se han mencionado requerimientos adicionales
generales y especificos para la leishmaniasis, tal como: a) el mantenimiento de parasitos en sangre y piel
con la suficiente carga como para infectar a vectores, b) el mantenimiento de una prevalencia de infeccion
mayor al 20% , ¢) un contacto intenso entre el hospedero y el fleb6tomo y d) la existencia de una infeccion
a largo plazo con reducida patogenicidad (Chaves, Hernandez, Dobson, & Pascual, 2007; Marinkelle,
2010). Por consiguiente, a continuacion se presentan diversas disciplinas que se han utilizado dichos

principios para incriminar reservorios desde varias perspectivas.
a. Seroldgica

Incluso si los criterios para incriminar un reservorio que se mencionaron anteriormente establecen la
necesidad de revisar la existencia de paréasitos vivos en el hospedero, en muchos casos la determinacion
directa no es factible. Por lo tanto, se utilizan métodos seroldgicos para demostrar la asociacién entre
parésito y potencial reservorio. Lamentablemente, a pesar de las ventajas logisticas, la informacion
obtenida tiende a ser complicada de interpretar debido a la posibilidad de reactividad cruzada, la
seroreversion, puntos de corte arbitrarios y el efecto de la infeccion sobre la inmunidad (Viana et al., 2014).
Ademés, un ensayo seroldgico Unicamente demuestra la existencia de infeccion, mas no genera
informacién respecto a la transmisibilidad del paréasito, por lo que los resultados no necesariamente son
relevantes en cuanto a la contribucion del hospedero evaluado al mantenimiento del parasito en la
naturaleza (Roque & Jansen, 2014). Por consiguiente, varios estudios que buscan incriminar reservorios de

la leishmaniasis han acoplado andlisis de deteccidn directa — citometria de flujo, analisis histoldgico y
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molecular — que también permiten estimar el potencial de transmision a partir de la carga parasitaria con el
diagndstico seroldgico de infecciones (Cardoso et al., 2015; Kent, Ramkalup, Mans, & Schallig, 2013;
Silvestre et al., 2008; B L A Vergosa et al., 2011; Barbara Laurice Aradjo Vercosa, Melo, Puerto,
Mendonga, & Vasconcelos, 2012). Por otra parte, un estudio inmunoquimico realizado por Nascimiento et
al. ha confirmado el potencial de estimar la carga parasitaria al medir la concentracion se ciertas citoquinas
pro-inflamatorias y la proteina reguladora de hierro (IRP2) en suero para la leishmaniasis visceral canina.
Por consiguiente, cabe la posibilidad de validar un procedimiento basado en la cuantificacion directa de
interferdn gamma, TNF-a, IL-10 y TRP2 que permita estimar la carga y, por tanto, la transmisibilidad del

parasito (Nascimento et al., 2013)
b. Molecular

La determinacién molecular de la leishmaniasis en un potencial reservorio representa una demostracion
definitiva de la presencia del paréasito y puede alcanzar incluso valores de especificidad y sensibilidad del
100% en algunos tejidos (Roque & Jansen, 2014). De igual manera, este tipo de analisis debe conjugarse
con la investigacion ecoldgica de la dinamica de transmision para asi diferenciar entre reservorios
primarios y hospederos incidentales (Chaves et al., 2007). Asimismo, bajo esta metodologia, los tejidos
mas relevantes a evaluar son la sangre y la piel, puesto que son puntos de acceso al vector y, por tanto, al
ciclo de transmision de la enfermedad en la comunidad. Por consiguiente, ambos tejidos han sido utilizados
para la incriminacion preliminar de reservorios con ensayos para la amplificacion y deteccion por PCR
convencional de marcadores especificos como kKDNA e ITS (Cardoso et al., 2015; Elnaiem et al., 2001).
No obstante, estudios recientes han desarrollado ensayos basados en PCR cuantitativo con el interés de
cuantificar la carga parasitaria y asi aproximar el riesgo de transmisién. En efecto, se ha demostrado una
relacion entre dicha carga y diversas variables de interés como la duracion y severidad de la infeccién y la
tasa de transmision hacia el vector (Andrade et al., 2015; Borja et al., 2016; Courtenay, Carson, Calvo-
Bado, Garcez, & Quinnell, 2014; Doehl et al., 2017).

c. Eco-filogenética

Debido a que el concepto de reservorios en un ciclo de transmision supone interacciones de la
leishmaniasis con multiples hospederos, la comprension de sinergismos y antagonismos que se dan a nivel
individual y ecoldgico pueden predecir la evolucion y diversidad de un patégeno. Es por ello que para
incriminar a un reservorio pueden acoplarse herramientas ecoldgicas y moleculares en la forma de la eco-
filogenética, una disciplina que amalgama las herramientas de la ecologia de comunidades y la filogenética,
incluyendo métodos modernos de secuenciacion y bioinformatica. Por lo tanto, tomando en cuenta que los
brotes de patdgenos desde un hospedero a otro no se dan de manera filogenéticamente aleatoria pueden
deducirse estos patrones de manera retrospectiva (Fountain-Jones et al., 2018). En efecto, la transicion de
hospederos por parte de un parésito puede ser un cambio que requiera cambios adaptativos. Es en este

campo donde patégenos especificos como los virus tienden a dominar, puesto que tienden a tener mayores
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tasas de mutacion y una mayor plasticidad de hospedero (Hassell, Begon, Ward, & Févre, 2017). Por
consiguiente, las principales maneras utilizadas para incriminar o investigar reservorios con evidencia eco-
filogenética es la siguiente: a) co-filogenética de parasitos y hospederos, b) analisis de cobertura y

especificidad de hospedero y d) indices estandarizados de filodiversidad (Fountain-Jones et al., 2018).

Los métodos filogenéticos han sido utilizados previamente para la caracterizacion de L. infantum de
potenciales reservorios caninos en Brasil (Teixeira et al., 2017). Asimismo, se han llevado a cabo estudios
filogenéticos en gerbilinos (Rhombomys opimus), reservorios locales, que han confirmado el alto grado de
filodiversidad de Leishmania en dicho hospedero (Hajjaran et al., 2013; Parvizi et al., 2008). No obstante,
la metodologia antes descrita no ha sido utilizada extensamente en comparacién con métodos moleculares y

serolégicos.
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V. METODOLOGIA
A. Sitio de estudio

Este estudio se llevé a cabo a dos diferentes escalas, escala fina y escala gruesa, para el analisis
filogenético y para el desarrollo de modelos de nicho ecolégico, respectivamente: a nivel de Guatemala y a
nivel de Centroamérica. Para la escala fina se delimit6 a Guatemala como sitio de estudio y se desarroll6
con base en muestras recolectadas en los departamentos de lzabal, Santa Rosa, Jutiapa, Petén, Alta
Verapaz, Baja Verapaz, Izabal y Quiché. En cambio, el desarrollo del modelo de nicho ecolégico se llevd a
cabo en el area delimitada por el istmo de Tehuantepec y el istmo panamefio (-94.59°W, 78.68°W y 6.91°N,
21.82°N).

B. Sujetos de estudio

En este estudio se utilizaron datos y muestras obtenidas de humanos y mamiferos, respectivamente,
recolectados durante actividades de investigacion y asistencia técnica realizadas por el CES-UVG. En el
caso de las muestras de mamiferos, se utilizaron remanentes de sangre o tejido que se recolectaron en
estudios previos del Programa de Arbovirus y otras Enfermedades Zoonéticas del CES-UVG. También se
utilizé informacién epidemioldgica y secuencias de ADN de datos generados por un estudio
epidemioldgico del CES-UVG, realizado con muestras de de los departamentos de Petén, Alta Verapaz,
Baja Verapaz, Izabal y Quiché (Ruiz, 2018).

C. Disefio, enfoque y tipo de investigacion

Este estudio tiene un enfoque cuantitativo, puesto que se basa en el calculo numérico de divergencia
molecular, asi como la correlacion entre datos geograficos y los valores de variables continuas
bioclimaticas. El alcance del estudio es descriptivo y correlacional, puesto que busca hallar la relacién entre
la filodiversidad de Leishmania en humanos y hospederos mamiferos y, a la vez, se correlacionaran
variables bioclimaticas con la distribucién de vectores y hospederos, lo cual permite generar modelos

predictivos.

Debido a que no hay manipulacién de las variables experimentales y Gnicamente se describieron y
modelaron patrones ecologicos y filogenéticos ya existentes, el disefio de esta investigacion fue de tipo no

experimental, de corte transversal.
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D. Tipo y tamafio de muestra

Puesto que este estudio se llevo a cabo a dos diferentes escalas para el analisis filogenético y para el
desarrollo de modelos de nicho ecolégico, respectivamente, se incorporaron dos diferentes tamafios de
muestra. En ambos casos, la seleccion de la muestra fue por conveniencia. Para el analisis filogenético
realizado a nivel nacional se utilizaron 309 muestras de tejido de mamiferos — recolectado en los afios
2009, 2010, 2017 y 2018 — y 36 secuencias de casos positivos de LC en humanos de dicho centro —

recolectados de manera no uniforme entre 1980 y 2017.

Para el modelo de nicho ecoldgico a escala de Centroamérica se utilizaron 251 ocurrencias geograficas
para leishmaniasis cutanea en Centroamérica provenientes de una base de datos externa (Pigott, Golding, et
al., 2014). Asimismo, se incluyeron 121 casos positivos de LC en humanos y los 19 casos positivos que se
determinaron para mamiferos en la etapa previa del estudio. EI tamafio de muestra disponible para los casos

en mamiferos se determind con base en la cantidad de casos positivos para LC.
E. Criterios de inclusion

En general, en este analisis Unicamente se incluyeron muestras confirmadas como positivas para LC a
partir de métodos diagndsticos basados en microscopia o andlisis molecular del gen hsp70. En el caso del
analisis eco-epidemioldgico, Unicamente se incluyeron muestras cuya localizacién de origen pueda

determinarse al menos a nivel administrativo 1 (departamento o estado) o 2 (municipio).

F. Variables
Cuadro 5. Variables del estudio.
Variable Definicion Clasificacion (Por Unidades de medicion
naturaleza y escala
de medicidn)

Diagnéstico Indica la presencia o ausencia de Cualitativa, nominal ~ Puede asumir dos
molecular de ADN de Leishmania en una valores: “positivo” o
leishmaniasis muestra y, por tanto, es “negativo”

representativo de la existencia o no

existencia de leishmaniasis en una

muestra determinada. Se determina

segun la ausencia o presencia de

bandas de ~593 pb separadas por

gel de electroforesis.
Secuencia de Indica la secuencia de bases Cualitativa, nominal  Se define por una

hsp70 nitrogenadas en orden 5°-> 3’ para secuencia de
el fragmento N del gen hsp70. aproximadamente 593
letras (A, C, T 0 G)
Distancia Se refiere a la aproximacion de Cuantitativa, Adimensional

filogenética distancia evolutiva entre dos continua

unidades taxonémicas operativas a
partir de la proporcion de
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Variable

Definicion

Clasificacion (Por
naturaleza y escala
de medicidn)

Unidades de medicion

incongruencias entre dos
secuencias alineadas y un modelo
filogenético especifico.

Distancia Promedio aritmético de la distancia Cuantitativa, Adimensional
filogenética filogenética entre pares de continua
promedio individuos, incluyendo pares de la
misma especies.
BIO1: Valor promedio anual de Cuantitativa, Grados Celsius
Temperatura temperatura medida cada horaa2  continua
media anual m sobre el nivel del mar en una
localizacion geografica especifica
a una resolucion espacial de 10
minutos de arco.
B102: Rango Se refiere al promedio de la Cuantitativa, Grados Celsius
diurno medio diferencia entre la temperatura continua
maxima y minima diaria.
BI1O4: Cantidad de variacion en la Cuantitativa, Grados Celsius
Estacionalidad de  temperatura en un afio dado la continua
la temperatura desviacién estdndar mensual en la
temperatura.
B108: Temperatura promedio en el Cuantitativa, Grados Celsius
Temperatura trimestre anual con mayor indice continua
media del de humedad.
trimestre mas
hdmedo
BI109: Temperatura promedio en el Cuantitativa, Grados Celsius
Temperatura trimestre anual con menor indice continua
promedio del de humedad.
trimestre mas seco
BI1010: Temperatura promedio en el Cuantitativa, Grados Celsius
Temperatura trimestre anual con mayor indice continua
promedio del de calidez.
trimestre mas
calido
BIO11: Temperatura promedio en el Cuantitativa, Grados Celsius
Temperatura trimestre anual con menor indice continua
promedio del de calidez.
trimestre menos
calido
B10O12: Humedad  Se refiere a la medicion absoluta Cuantitativa, Kilogramos de agua
especifica de la humedad; es decir, la continua por kilogramo de aire

promedio anual.

cantidad real de agua presente en
la atmosfera. En contrario con la
humedad relativa, no se ve
afectado por cambios en la presion
y la temperatura.

(adimensional)

BIO15:
Estacionalidad de
la humedad
especifica

Razon entre la desviacion estandar
de la humedad especifica mensual
y la humedad especifica promedio
mensual.

Cuantitativa,
continua

Kilogramos de agua
por kilogramo de aire
(adimensional)

B1016: Humedad
especifica del

Humedad especifica promedio del
trimestre con mayor indice de

Cuantitativa,
continua

Kilogramos de agua
por kilogramo de aire
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Variable

Definicion

Clasificacion (Por
naturaleza y escala
de medicidn)

Unidades de medicion

trimestre mas
himedo

humedad.

(adimensional)

B1017: Humedad
especifica del
trimestre mas seco

Humedad especifica promedio del
trimestre con menor indice de
humedad.

Cuantitativa,
continua

Kilogramos de agua
por kilogramo de aire
(adimensional)

B1018: Humedad
especifica del
trimestre mas

calido

Humedad especifica promedio del
trimestre con mayor indice de
calidez.

Cuantitativa,
continua

Kilogramos de agua
por kilogramo de aire
(adimensional)

B1019: Humedad
especifica del
trimestre menos

Humedad especifica promedio del
trimestre con menor indice de
calidez.

Cuantitativa,
continua

Kilogramos de agua
por kilogramo de aire
(adimensional)

calido
Geolocalizacién de  Coordenadas geograficas Cuantitativa, Grados
muestra especificas de una muestra. continua
Riesgo de Indica el grado de idoneidad Cuantitativa, discreta  Indice de idoneidad
leishmaniasis climética de ciertas areas climatica (CSl en
cutanea geograficas para la presencia de inglés)

leishmaniasis cutanea humana.

G. Hipotesis

1. Componente eco-epidemiologico:

En Centroamérica, la leishmaniasis cutdnea esta presente en condiciones climéticas estadisticamente

consistentes, por lo que sus caracteristicas ecoldgicas y distribucion son predecibles.

2. Componente filogenético:

a. Hipotesis 1

No existe diferencia entre los géneros de mamiferos con infecciones por Leishmania sp. identificados en

Guatemala y los reportados en América.

b. Hipdtesis 2

Existe relacion filogenética entre los pardsitos de Leishmania spp. aislados de infecciones humanas e

infecciones en mamiferos silvestres de Guatemala.
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H. Procedimiento

1. Consideraciones éticas

Las muestras utilizadas en este estudio fueron recolectadas por el Programa de Arbovirus y Zoonosis
del CES-UVG vy la informacion pertinente se recolecté en estudios previos bajo el aval del Comité de Etica,
Uso y Cuidado de Animales de Laboratorio (CEUCA) de la Universidad del Valle de Guatemala. En este
estudio no se realizaron capturas o procesos de recoleccién de muestras adicionales. En el caso de las
secuencias del parasito, las mismas fueron obtenidas de estudios previos realizados también en el CES-
UVG aprobados por los comités de ética del CES-UVG vy la Facultad de Ciencias y Humanidades. En esta
investigacion no se manejaran muestras humanas ni informacion ligada a las identidades de las personas de

donde provienen las secuencias del parasito.

2. Andlisis molecular de muestras de mamifero silvestre
a. Extraccién de ADN

Se extrajo ADN del parésito a partir de muestras de sangre, higado, bazo y piel de mamiferos. Para la
extraccién se usé el kit comercial DNA Extract All Reagents Kit (Biosystems 4402616) de acuerdo a las
indicaciones del fabricante. Brevemente, se tomaron 2 pl de sangre y se mezclaron con 20 ul de la
“solucion de lisis”. Luego, esta se incubd a temperatura ambiente durante 3 minutos y, posteriormente, se
agregaron 20 pl de la “solucion estabilizante de ADN”. Por otra parte, en el caso de las muestras de higado,
bazo y piel se tomaron aproximadamente 1-2 mm3 vy la incubacion se llevara a cabo a 95 °C durante 3

minutos. En todos los casos, el extracto se almacené a -20 °C al final de la extraccion.
b. PCR anidado para gen hsp70

Se llevo a cabo la amplificacién del fragmento de hsp70. Debido a que es una amplificacion anidada, tal
como fue validado por Fraga et al. y Van der Auwera et al (2012), primero se amplifica el fragmento G de
1422 pares de bases. Para la amplificacion de dicho fragmento se utilizaron los cebadores HSP70-sen y
HSP70-ant con 5 pl de plantilla ADN con concentraciones finales de 0.8 uM para cada cebador, “Solucion
Q” o Betaina a 1 M y Buffer Tonbo 1x. En la primera y segunda reaccion se afiadié 1U y 2U de Tonbo
Classic ++™ Hot Start Taq Polymerase, respectivamente. Las condiciones para la amplificacion fueron las

siguientes:
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Cuadro 6. Programa para la amplificacion del fragmento PCR-G del gen hsp70.

Etapa Tiempo  Temperatura (°C)  Ciclos
Desnaturalizacion inicial 5 min 95 1
Desnaturalizacion 40s 94
Hibridacion 1 min 61 35
Elongacion 80s 72
Elongacion final 8 min 72 1

(Montalvo et al., 2010)

Luego, el producto de la primera amplificacion (PCR-G) se usé como plantilla para amplificar el
fragmento PCR-N de 593 pares de bases. Aparte de utilizar 2U en vez de 1U Tonbo Classic ++™ Hot Start
Taq Polymerase, las condiciones para la preparacion de la mezcla de reactivos y adicién de plantilla fueron

las mismas y la configuracién para el termociclador se describe en el cuadro 7.

Cuadro 7: Programa para la amplificacion del fragmento PCR-N del gen hsp70.

Etapa Tiempo  Temperatura (°C)  Ciclos
Desnaturalizacion inicial 5 min 95 1
Desnaturalizacion 40s 94
Hibridacion 1 min 61 35
Elongacion 1 min 72
Elongacion final 10 min 72 1

(Montalvo et al., 2012)

c. Electroforesis en gel

Los amplicones PCR-N de 593 pb obtenidos en la amplificacion se visualizaron en un gel de agarosa
1.5% tefiido con “SYBR Safe DNA Gel stain” (3 ul por cada 100 ml de gel). Se carg6 5 pl del producto
PCR con 1 pl de tinte de carga 6x. La banda obtenida de las muestras se comparé con la banda del
marcador de 500 bp (Sigma 100 bp) y con el control positivo incluido en la amplificacion. Si se obtiene una
banda claramente diferenciada que coincide en desplazamiento con el control positivo, se determina que la

muestra es positiva para leishmaniasis.
d. Purificacion de productos

Para la purificacién de productos se utilizo el kit comercial SpinPrep™ PCR Clean Up Kit de Novagen

® (Merck 70976). Los amplicones purificados se almacenaron a -20 °C. hasta su secuenciacion.
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e. Secuenciacion Sanger

Se realizd la secuenciacion automética de los amplicones purificados (Macrogen ®, Corea), tanto la
hebra sentido como la antisentido. A partir de las secuencias sentido y contrasentido se generé una

secuencia consenso usando la funcion “contig” del programa bioinformatico UGENE (version 1.32.0.0).

H. Analisis de datos

1. Generacion de arbol filogenético y andlisis de diversidad

Se utiliz6 el programa UGENE (version 1.32.0.0) y MEGA (version 1.01) (S. Kumar, Stecher, Li,
Knyaz, & Tamura, 2018; Tamura et al., 2011) para generar secuencias consenso con la herramienta contig.
Dicho proceso se verificO manualmente usando los electroferogramas de la secuenciacion. Estas se subiran
a la base de datos GenBank para acceso publico. Se llevé a cabo el analisis de secuencias hsp70 (fragmento
N) de parésitos aislados de humanos y mamiferos utilizando el algoritmo de alineamiento mdltiple
CLUSTALW y métodos de inferencia filogenética de maxima verosimilitud con 500 pseudoréplicas
(Maximum Likehood) y nearest neighbor joining para las secuencias de mamiferos. Para el andlisis de
diversidad de secuencias se utilizé el programa DnaSP version 6, con el cual se calculd la diversidad de
nucledtidos y la diversidad de haplotipos (Rozas et al., 2017).

2. Analisis eco-epidemiologico

a. Generacion de base de datos y mapa de casos

Primero, se construy6 una base de datos con todos los casos de leishmaniasis cutanea disponibles en el
pais que se habian delimitado en la seccidn de tipo y tamafio de muestra. Aqui se incluyeron ocurrencias de
parésitos en mamiferos de este estudio y las confirmadas por Ruiz (2018). Para cada una de las muestras se
anotd la siguiente informacion en un cuadro descriptivo: a) departamento, b) municipalidad, c¢) localidad, d)
longitud, e) latitud, f) fecha de toma de muestra, g) fuente, h) especie de hospedero (humanos o reservorios)
y i) especie de parésito (en donde aplique cada categoria). Las coordenadas geogréaficas se determinaron
usando los sitios de donde se obtuvieron las muestras en conjunto con sitios como Google Earth, Falling
Rain y IGAC (Ferro et al., 2015). Luego, estas base de datos se concatenaron con las ocurrencias reportadas

en una investigacion previa (Pigott, Golding, et al., 2014).
b. Analisis espacio-temporal y prediccion de casos

Se llevd a cabo un analisis de envoltura climatica con MaxEnt basado en el paquete kuenm ejecutado en
R version 3.5.0 (Cobos, Peterson, Barve, & Osorio-Olvera, 2019). Brevemente, se descargaron y
recopilaron valores de la base de datos MERRAclim (Vega et al., 2018) y se incluyeron las variables mas

relevantes a los vectores de leishmaniasis cutanea del nuevo mundo (Ferro et al., 2015) y otro conjunto
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predictivo de utilidad (David A. Moo-Llanes, 2016). Se generaron mapas de riesgo para la leishmaniasis

cutanea utilizando Unicamente las ocurrencias del parasito en modalidad de caja negra.
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VI. RESULTADOS

A. Componente filogenético

1. Muestras de mamiferos sujetas a analisis molecular

Se analizaron 268 muestras de biopsia de piel provenientes de mamiferos recolectados entre febrero del
afio 2009 y febrero del afio 2015. Entre las especies que formaron parte del analisis se incluye a Artibeus
jamaicensis, A. lituratus, Didelphis marsupialis, D. virginiana, Dacypus novemcinctus, Heteromys
desmarestianus, Heteromys sp., Oligoryzomys fluvescens, O. fulvia, entre otros (ver Cuadro 8 y Anexo 1).
También se utilizaron 41 muestras restantes de higado y bazo recolectadas entre agosto y septiembre del
2017 donde 39 (95%) son de sangre mientras una es de bazo (2.4%) y una es de higado (2.4%). En total se

evaluaron 309 muestras.
2. Diagnéstico molecular (PCR anidado hsp70)

Se detect6 19/309 casos positivos (6.1%) para el gen hsp70 en las muestras evaluadas en mamiferos de
las especies Artibeus jamaicensis (13.64%), A. lituratus (6.25%), Didelphis marsupialis (9.52%), D.
virginiana (3.92%), Oryzomys couesi (33.33%), Philander oposum (7.69%), Urocyon cinereoargentus
(33.33%) y cuatro especimenes no identificados (14.81%), como se muestra en el Cuadro 8. Los resultados

en tiempo y espacio se resumen en el Cuadro 9.

Cuadro 8. Prevalencia de leishmaniasis en analisis retrospectivo de tejido proveniente de mamiferos segun el marcador

molecular hsp70.

Especie Positivos Total posi t?\//oi dad®
No identificada 4 27 14.81
Artibeus jamaicensis 3 22 13.64
Artibeus lituratus 1 16 6.25
Artibeus watsoni 3 0
Carollia perspicillata 8 0
Centurio senex 1 0
Chiroderma villosum 1 0
Choeronycteris auritus 1 0
Desmodus rotundus 7 0
Didelphis marsupialis 4 42 9.52
Didelphis virginiana 2 51 3.92
Glossophaga soricina 2 0
Heteromys desmarestianus 0
Heteromys sp. 0
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%
positividad®
Leptonycteris sp 1 0
Lonchorhina aurita
Mimon sp
Mus musculus
Neacomys sp.
Oligoryzomys fulvescens
Oligoryzomys fulvia
Oligoryzomys sp.
Oryzomys couesi 1
Oryzomys sp.
Peromyscus gymnotis
Peromyscus sp.
Philander opossum 3
Pteronotus davyi
Pteronotus parnellii
Rattus rattus
Scotinomys sp.
Chaetodipus spinatus
Sturnira lilium
Urocyon cinereoargenteus 1
Zygodontomys sp.
Sigmodon hispidus
Total 19 309
a Calculado respecto al total de la especie en cuestion.
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Cuadro 9. Distribucion en tiempo y espacio de las muestras de mamiferos con diagnostico positivo para leishmaniasis.

Afo
Departamento 2009 2010 2015 2017 Total por
departamento

Jutiapa 1 3 0 0 3
Petén 0 0 4 1 5
Izabal 4 0 0 0 4
Santa Rosa 4 2 0 0 6
Total por afio 9 5 4 1 19
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A continuacidn se presenta un ejemplo del diagndstico molecular que se llevé a cabo a partir del PCR

anidado del gen hsp70. Se evallan 42 muestras con dos escaleras de 100 bp y cuatro controles en gel de
agarosa 1.5% (Figura 8).

Figura 8. Diagnéstico molecular (PCR anidado) de leishmaniasis para muestras de mamiferos basado en la
amplificacion del fragmento N del gen hsp70 (593 bp).
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Leyenda: Escalera= marcador molecular de 100 bp, C_neg(ext)= control negativo de PCR anidado, C_neg(int)= control
negativo para segundo PCR, C_post(ext)= control positivo (L. brasiliensis) de PCR anidado, C_post(int)= control

positivo (L. braziliensis) para segundo PCR. Las muestras se representan con un codigo M# (ver Anexo 1) y aquellas
que presentaron banda se estan subrayadas.

Como puede verse en la Figura 8, se observan bandas ligeramente mayores a 500 pares de bases en
cuatro de las 42 muestras representadas en esta figura, cuyo valor es similar al valor esperado de 593 bp.
Los amplicones obtenidos para cada una de las 19 muestras positivas fueron purificados y enviados a

secuenciar. Los resultados de la secuenciacién y analisis bioinformatico se describe en la siguiente seccion.
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3. Secuenciacion e identificacion de especie Leishmania sp.

A partir de las secuencias del fragmento N (hsp70) que se obtuvieron previamente se prepararon 13
(68% de las muestras positivas) secuencias consenso con el software UGENE. Se usé la herramienta
incluida para desarrollo de “contigs” y se depuraron los resultados con la verificacion manual de
electroferogramas para corroborar que no hay una discordancia mayor al 1% entre secuencias sentido y
antisentido y que la lectura ambas hebras es inteligible. Al final, se obtuvieron secuencias consenso de al
menos 480 pares de bases (80.9% del valor esperado). Luego, dichas secuencias se utilizaron como base
para identificar las especies de Leishmania sp. con el apoyo de la herramienta BLASTn

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Los resultados se presentan en el cuadro 10.

Cuadro 10. Resultados del andlisis de identidad utilizando la herramienta BLASTn de NCBI para las secuencias de
hsp70 (fragmento N) amplificadas en las muestras.

Largo de

Id. Muestra Especie de Especie secuencia (pares Identidad
' mamifero (homologia) (%)
de bases)

MO04-02 Didelphis L. naiffi/L. 491 99.80
virginiana braziliensis

MO04-04 Didelphis L. guyanensis/ 490 100.00
virginiana panamensis

MO05-03 Philander opossum L. naiffi/L. 490 99.80
braziliensis

MO06-01 Oryzomys couesi L. naiffi/L. 491 99.80
braziliensis

MO07-02 Philander opossum L. naiffi/L. 491 99.80
braziliensis

MO07-08 Didelphis L. naiffi/L. 490 99.80
marsupialis braziliensis

MO07-010 Didelphis L. naiffi/L. 495 99.80
marsupialis braziliensis

M11-01 Urocyon L. naiffi/L. 514 99.81
cinereoargenteus braziliensis

M19-01 Philander opossum L. naiffi/L. 491 99.80
braziliensis

M20-10 No identificado L. naiffi/L. 490 100.00
braziliensis

M20-13 No identificado L. naiffi/L. 482 99.79
braziliensis

M21-02 No identificado L. naiffi/L. 494 99.80
braziliensis

UTO07SV-09 Didelphis L. naiffi/L. 480 99.58
virginiana braziliensis

Como se presenta en el Cuadro 10, todos los casos menos 1 (93.3% de secuencias) corresponden a dos
posibles especies: L. naiffi/L. braziliensis. Dichas aciertos se dan con un porcentaje de identidad de entre

99.58% y 99.80%. La Unica excepcion es un caso de L. guyanensis/ L.panamensis obtenido con 100.00%
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de identidad a partir de un aislado de tacuacin (Didelphis virginiana). Los resultados obtenidos en esta

etapa se usardn como base en la seleccion de controles para el arbol filogenético y su interpretacion.

4. Anélisis filogenético

Se generaron arboles filogenéticos a partir de trece secuencias consenso depuradas y cinco secuencias
de referencia adicionales obtenidas de la base de datos de GenBank para las especies L. guyanensis, L.
panamensis, L. naiffi, L. braziliensis y L. mexicana. Tanto en el analisis bajo un modelo de unién o uno de
inferencia Bayesiana se notan los mismos patrones. En congruencia con el analisis de homologia que se
llevd a cabo previamente con BLASTR, 13 de 15 secuencias (anteriormente clasificadas como L.naiffi/L.
braziliensis) se encuentran aglomeradas en principal cercania de la referencia L.naiffi. En efecto, dicho
resultado se explica con base en el alineamiento (ver Anexo 2), donde se observa que dichas 13 secuencias
comparten siete polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs), de los cuales cuatro son idénticos a la
referencia de L. naiffi. Ahora, a pesar de que la muestra M19-01(12) se identificdé como parte de la misma
especie que las otras 13, esta solo comparte uno de los siete polimorfismos con el resto, lo cual sugiere una
mayor homologia con los genotipos de L. panamensis/L. guyanensis. De igual forma, Unicamente la

muestra M04-04(2) comparte todos los polimorfismos con la referencia de L. guyanensis.
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Figura 9. Arbol filogenético de las 15 secuencias consenso obtenidas para hospederos mamiferos (ver cuadro 1)
utilizando los modelos filogenéticos de (A) “Nearest Neighbor Joining” e (B) inferencia Bayesiana.

1M04-04(2)
EUS599094.1_Leishmania_panamensis_strain_MHOM/PA/71/1594_heat_shock_protein_70_gene,_partial_cds
: M19-01(12)
FR715987.1_Leishmania_braziliensis_partial thsp70_gene_for_heat-shock_protein_70,_strain_MHOM/PE/01/PERDO6/1
EU599091.1_Leishmania_mexicana_strain_MNYC/BZ/62/M379_heat_shock_protein_70_gene,_partial_als

GU071178.1_Leishmania_guyanensis_strain_MHOM/BR /2002 /RB0O01_70_kDa_heat_shock_protein_(hsp70)_gene,_partial_cds I ngyanen.sz's/’L
PaTImensis

M21-02(15) =
' M20-13(14)
M20-10(13)
M07-08(7)
1M04-02(1)
1107-02(5) — | L. naiffi/L.braziliensis
M11-01(10)
M07-010(8) A
UT075V-09(6)
M05-03(3)
' M06-01(4) —
L— GUD71183.1_Le shmania_naifgiﬁitraill_MDthBRI 1979/M5533_70_kDa_heat_shock_protein-like_(hsp70)_gene, _partial_sequence
0.002

GUO71178.1_Leishmania_guyanensis_strain_MHOM/BR/2002/ RBOD1_70_kDa_heat_shodk_protein_(hsp70)_gene, _partial_cds L. guyanensis/L.
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Para cada muestra se utilizan los identificadores y correlativos correspondientes (ver Anexo 1) y para secuencias de
referencia se muestra el cddigo de accesion a GenBank. El largo de las ramificaciones se muestra a escala.

Ademas de la relacidn filogenética, también se buscé comparar las trece secuencias ya mencionadas con
19 secuencias que se obtuvieron de muestras clinicas en un estudio previo (Ruiz, 2018). En este caso las
secuencias de mamiferos se muestran con la codificacion “Consenso #” (ver Anexo 1) y las muestras de
humanos con la codificacion “GE -# 0 GA-#” de la investigacion de Ruiz (2018). En la Figura 10 se
muestra el arbol filogenético méas plausible bajo el algoritmo de méaxima verosimilitud (“Maximum
Likelihood™) que se infirié a partir de 500 réplicas (con “bootstraping”). En primer lugar, puede notarse que
no se da una segregacion de secuencias segun el hospedero, sino que se dan las principales ramificaciones a
nivel de especie seguido de divergencias intraespecificas. Por lo tanto, al igual que en la Figura 9, el arbol
distingue a las secuencias en dos linajes correspondientes a los grupos L. naiffi/ L. braziliensis y L.
panamensis/ L. guyanensis del subgénero L. (Vianna). Asimismo, dicha estructura evolutiva se ve
confirmada por el arbol filogenético construido con inferencia Bayesiana (ver Anexo 7). No obstante,
incluso si las muestras de referencia para L. naiffi y L. braziliensis (GU071183.1 y FR715987.1,
respectivamente) se agrupan con su respectivo linaje, estas divergen del resto de secuencias en mas del

70% de las réplicas.
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En el caso de las muestras provenientes de mamiferos, Unicamente el consenso 12 (M19-01) diverge en
mas del 85% de las topologias respecto al patrdn general relativamente conservado del linaje L. naiffi/ L.
braziliensis. Dicha ramificacion concuerda con la estructura de la filogenia de ambos arboles en la figura 9
y probablemente se infiere a partir de la presencia de seis polimorfismos de sustitucion en seis bases (71,
77,98, 249, 263 y 272) y una insercién en la posicion 485 (ver Anexo 4 y 8). Es mas, en esta topologia se
muestra una ramificacion entre el consenso 12 (M19-01) y la secuencia de referencia de L. braziliensis
(FR715987.1), asi sugiriendo una relacion evolutiva mas estrecha con dicha especie en vez de L. naiffi. En
cambio, en el caso de las secuencias obtenidas de hospederos humanos existen solo tres cepas que divergen

en entre 49-51% de las réplicas.

Por otro lado, en congruencia con lo anteriormente mencionado, el analisis de diversidad intraespecifica
calculado por el programa DNAsp (L. naiffi/ L. braziliensis) confirmé los patrones de variacion observados
a partir del arbol filogenético, puesto que para las cepas aisladas de humanos y de mamiferos los indices de
diversidad de haplotipos fueron de 0.9216 +0.0026 y 0.6818+0.0104, respectivamente. Asimismo, los
indices m de diversidad de nucledtidos fueron de 5.37 *10° y 3.48*10° para aislados de humanos y
mamiferos, respectivamente (ver Anexo 3). En efecto, las secuencias de hospederos humanos presentan un
150% de sitios polimérficos respecto a las secuencias aisladas de mamiferos (ver Anexo 9). En total existen
20 sitios Unicos, Yy de estos, solamente 1 es compartido (ver Anexo 10). Ademas, siete sitios son exclusivos
de secuencias aisladas de mamiferos. Por consiguiente, los resultados de este analisis confirman el hallazgo
de que la diversidad de secuencias fue mayor para las cepas aisladas de humanos respecto a las de

mamiferos.
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Figura 10. Arbol filogenético mas plausible de las 15 secuencias consenso obtenidas para hospederos mamiferos
y 36 secuencias de hospederos humanos (Ruiz, 2018) (ver Cuadro 12) construido con el método “Maximum
Likehood” y clasificado por hospedero de origen.
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Para cada muestra se utilizan los identificadores y correlativos (Ruiz, 2018) correspondientes (ver
Anexo 1) y para secuencias de referencia se muestra el cddigo de accesion a GenBank. La inferencia
evolutiva utilizada para la construccion del arbol filogenético se Ilevd a cabo con el método de maxima
verosimilitud y el modelo de sustitucién “General Time Reversible” con una distribucién gamma discreta
de cinco categorias. Este Gltimo modelo de sustitucion se seleccion6 debido a su buen ajuste y reducida
complejidad que se determind a partir del Criterio de Informacion de Akaike (AIC en inglés) calculado por
MEGA para 24 distintos modelos (Anexo 8). A partir de un muestreo interno “bootstrap” de 500 arboles

candidatos se seleccion6 la topologia mas probable y, como referencia, se muestra el porcentaje de réplicas
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internas que confirman las ramificaciones (solo se muestran valores mayores a 40%). El largo de las
ramificaciones se muestra a escala en proporcion a la cantidad de sustituciones por sitio. Se excluyen las
posiciones con agujeros y se muestran secuencias referencia de GenBank para las especies L. naiffi, L.
braziliensis, L. mexicana, L. guyanensis, L. panamensis y Trypanosoma rangeli. Las regiones
administrativas se definen de la siguiente forma. Region Nororiental: Chiquimula, El Progreso, lzabal y
Zacapa; region Suroriental: Jutiapa, Jalapa y Santa Rosa; region Petén: Petén; region Norte: Alta Verapaz y

Baja Verapaz; regién Noroccidental: Huehuetenango y Quiché.
B. Componente eco-epidemioldgico

La ausencia de una mayor diversidad de coordenadas disponibles para mamiferos infectados con LC a
lo largo del pais (ver Anexos 1 y 11) impidié desarrollar modelos de nicho ecoldgico dirigidos a cada
especie de reservorio individual. En cambio, dada la disponibilidad de datos geograficos para ocurrencias
de leishmaniasis cutdnea en humanos (Ruiz, 2018), se busco investigar la biogeografia de esta enfermedad
con base en la construccion de modelos de riesgo para el parasito en si mismo. Por lo tanto, se emulé la
modalidad de tipo “caja negra” que se ha empleado en diversos estudios donde se carece de informacion
respecto al resto de actores en el ciclo de transmisién (Chavy et al., 2019; Escobar & Craft, 2016; Pigott,
Bhatt, et al., 2014). Se combinaron las ocurrencias de parasitos en mamiferos de este estudio y las
confirmadas por Ruiz (2018) en conjunto con las ocurrencias descritas en una base de datos global de

leishmaniasis cutanea en el rango temporal de 1960 a 2012 (Pigott, Golding, et al., 2014).
1. Area de estudio y preparacion de variables climaticas

Tomando en consideracion que la calibracién de modelos de nicho ecoldgico tiende a mejorar cuando
se delimita un area de estudio con base en factores relevantes a la capacidad de dispersion del organismo de
estudio (Barve et al., 2011; Merow, Smith, & Silander, 2013), la extension establecida previamente se
expandié para cubrir toda la regién centroamericana. Por consiguiente, las barreras geograficas utilizadas se
definen en los istmos de Tehuantepec y Panama (Guevara & Sanchez-Cordero, 2018; Valderrama et al.,

2014) para las barreras occidental y oriental, respectivamente.
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Figura 11. Area de estudio para la calibracion de modelos de nicho ecolégico.
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En la Figura 11 se presenta el &rea de estudio que se utilizd en la calibracion de modelos segun el
programa MaxEnt. Se muestran las divisiones administrativas sobrepuestas con la capa bioclimatica 1 de
Merraclim (estilo mapa de calor) recortada. Asimismo, se incluyen los puntos de las ocurrencias de
leishmaniasis cutanea (LC) posterior al proceso de filtracion aplicado, el cual involucraba: 1) eliminar
duplicados con base en coordenadas, 2) verificar que no haya mas de una ocurrencia por pixel. Esto resulto

en un recorte secuencial de datos desde las 383 muestras originales a 134 ocurrencias.

Se designaron a dos conjuntos de variables predictivas, las cuales incluyen capas climaticas (Vega et
al., 2018) y topograficas (Danielson & Gesch, 2011), en concordancia con su relevancia bioldgica para la
transmision de la LC (Ferro et al., 2015; C. Gonzalez et al., 2013; David A. Moo-Llanes, 2016). Las capas
designadas se recortaron utilizando el area de estudio como mascara y se “remuestrearon” a una resolucion
de 5 minutos de arco (pixeles de aproximadamente 10 km x10 km) usando ArcMap 10.3. Por ultimo, se
Ilevé a cabo un anélisis de componentes principales para ambos conjuntos de variables y se seleccionaron a

los primeros nueve componentes, cuya variacion acumulada sumaba 99.9%. Estos formaron el tercer y
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altimo conjunto de variables predictivas a utilizar durante la calibracion. Todos los conjuntos de muestran a

continuacion:

Cuadro 11. Conjuntos de variables predictivas climaticas y topogréaficas seleccionadas para la calibracion del modelo.

Conjunto Variables Base de datos Fuenjce/z
(seleccion)
BIO1, B102, BI04, BIOS8, BIO9, BI0O10, BIO11, BIO12, MERRA
Climay BIO15, BIO16, BIO17, BIO18, BIO19 (Ferro et al.,
topografia ~ Aspecto G 20,1|5; Ct' |
1) : USGS:GMTED20 >onzaez etal,
Pendiente 10 2013)
Elevacién
L'miccizliim:nte BIO5, BIO7, BI04, BIO13, BIO15, BIO1 MERRA (Moo-Llanes,
@) BIO6, BIO14, BIO12 2016)
PCA (3) PC1, PC2, PC3, PC4, PC5, PC6, PC7, PC8 y PC9 Setly?2 N/A

2. Generacion de base de datos

Para los subsiguientes analisis eco-epidemiolégicos se incorporaron dos bases de datos a los casos ya
descritos en el Cuadro 9 y la seccién anterior (componente filogenético). Una de ellas proviene del estudio
de Ruiz, 2018 e incluye casos de leishmaniasis cutdnea (LC) diagnosticados por PCR anidado en CES-
UVG. Asimismo, también se incluye la base de datos de Pigott et al. para casos en humanos filtrados para
el area de estudio.

Cuadro 12. Distribucion de datos de infecciones en humanos en Guatemala Leishmania spp recopilados por el CES-

UVG.
Décadas
Departamento Total por
1980-1989  1990-1999  2000-2009 2010-2017
departamento
Alta Verapaz 4 5 1 15 25
Baja Verapaz 2 4 1 0 7
Petén 7 37 34 0 78
Izabal 2 3 4 1 10
Quiché 0 1 0 1 2
Total por
15 50 40 17 122
década

(adaptado de Ruiz, 2018)
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Cuadro 13. Distribucion de casos para la base de datos global de leishmaniasis cutanea utilizada en el modelo de nicho
ecoldgico.

(Pigott, Golding, et al., 2014)

Pais
Total por pais

México 10

Guatemala 5

Belice 4

El Salvador 4
Honduras 11
Costa Rica 20
Nicaragua 27
Panamé 22
Total por década 103

3. Calibracién, evaluacion y seleccion de modelos de nicho ecoldgico

Utilizando el paquete kuenm en R versién 3.5.0 (Cobos et al., 2019) se generaron 270 modelos, de los

cuales 117 son significativos y 4 fueron seleccionados con base en criterios de significancia (valor-p de

ROC parcial), tasa de omision, asi como ajuste y complejidad (AlICc) (ver anexo 19). Para la calibracién se

utilizaron todas las combinaciones de “features” o transformaciones de variables predictivas que incluyen a

la transformacién cuadratica (q) y cada uno se evalla bajo los siguientes multiplicadores de regularizacion:

0.1,0.5,1, 1.5, 2, 5. Para la particion de datos de ocurrencias se utilizé el método de bloques (Muscarella et

al., 2014), el cual permitio la division sistematica y equitativa de todos los casos de LC en dos grupos: 1)

datos para entrenamiento y 2) datos para evaluacion. Dicha particion se muestra en el anexo 12. Los

resultados de los modelos finales se muestran a continuacion:

Cuadro 14. Seleccidn final de modelos a partir de criterios de significancia, tasa de omisién y complejidad (AlCc)
usando kuenm.

Cociente Valor- Tasa de Cantidad de
Modelo Reg® Feat.” Conjunto AUC P omision AlCc AAICc .
. (pROC) parametros
promedio (%)
1 15 q 3 1.050673 (O 1471  2421.548 0 8
2 0.1 q 3 1.049419 0™ 1471  2423.023  1.475291 9
3 0.5 q 3 1.047224 0™ 1471 2423168  1.620078 9
4 1 q 3 1.049686 0™ 1471 2423473  1.925699 9

a= Multiplicador de regularizacion

b= “Features” o transformaciones de variables predictivas

Como se muestra en el Cuadro 14, los cuatro modelos seleccionados comparten dos caracteristicas en

comun:; 1) todos se calibraron con el conjunto 3 de variables predictivas (capas de componentes
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principales) y 2) la clase de transformacién de dichas variables es la misma (cuadratica). No obstante, cada
modelo difiere en su respectivo multiplicador de regularizacién, por lo que dicha configuracion repercute
en la cantidad de parametros incluidos y en la complejidad. Sin embargo, a pesar de que la metodologia de
seleccion originalmente se fundamenté en la significancia, tasa de omision y complejidad de cada modelo
en dicho orden de prioridad, ningiin modelo cumplio con el criterio de omisién (5%). Por consiguiente, se
escogieron los modelos que mostraron la mayor sensibilidad (omision de 14.71%) y una baja complejidad y

pérdida de informacion (AlCc < 2).
4. Mapas de riesgo continuos y binarios

La configuracion correspondiente al modelo de nicho ecoldgico que demostré un mejor rendimiento
con base en los criterios de seleccidn establecidos en la etapa de evaluacion (modelo 1) se utilizd para
generar una nueva calibracion y un mapa de riesgo segun en el 100% de las ocurrencias de LC en el area de
estudio. Dicho modelo demostrd un area bajo la curva (AUC) del ROC con un valor de 0.645 y un cociente
promedio de AUC parcial — suponiendo una omisién del 5%, usando pseudoréplicas de un 50% y 500
iteraciones— con un valor de 1.26 +0.06 y un valor-p menor de 0.001 respecto a una prediccion aleatoria
(ver Anexos 13 y 14). Asimismo, la contribucion mayoritaria de las variables predictivas a la calibracion
del modelo se dio por parte de los componentes principales PC2 (34.3%), PC5 (28.7%) y PC3 (14.7%) y
PC9 (14.4%) (ver Anexo 15). Por lo tanto, seguin en los factores de carga para cada componente principal
se determiné que las variables climéaticas que méas explican la variacién de ocurrencias en el espacio
geogréfico y climético son la temperatura promedio del trimestre més calido (bio10), la estacionalidad de la
humedad especifica (biol5), la humedad especifica del mes menos himedo (biol4), el rango de

temperatura anual (bio7) y la humedad especifica promedio anual (bio12) (ver Anexo 16).

Por otro lado, a partir de las relaciones descritas entre las curvas de respuesta cuadraticas para los
distintos componentes principales y los factores de carga se puede deducir la existencia de ciertos valores
intermedios de las variables originales dan lugar a valores de riesgo méximo o minimo. Por ejemplo, el
riesgo tiende a maximizarse bajo condiciones “intermedias” de las variables biol4 (humedad especifica del
mes menos himedo) y biol5 (estacionalidad de la humedad especifica). En cambio, el riesgo tiende a
minimizarse a valores intermedios de otras variables como bio4 (estacionalidad de la temperatura) y biol6
(humedad especifica del trimestre mas himedo). Por lo tanto, con base en dichas curvas de respuesta se
genera el mapa de riesgo (ver Figural2) correspondiente al modelo de mejor rendimiento (modelol). Se
muestra dicho riesgo en funcion de la idoneidad determinada por el modelo de nicho ecoldgico y la capa
respectiva este se sobrepone con el mapa politico de la region. Por lo tanto, dicho mapa presenta el riesgo
en un rango logistico de 0 a 1 (indice de idoneidad de habitat) representado como mapa de calor. A grandes
rasgos, las areas de mayor riesgo corresponden principalmente al 1) extremo Atlantico de Costa Rica y
Panama4, asi como 2) el suroccidente de Nicaragua (sobre el Lago de Nicaragua), 3) la frontera occidental

de Honduras, 4) Petén y la franja transversal norte de Guatemala y 5) ciertas areas de Yucatan, Campeche y
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Chiapas (México). Asimismo, los patrones mencionados concuerdan con los mapas de riesgo generados

para el resto de modelos (ver Anexo 17).

Figura 12. Riesgo pronosticado de leishmaniasis cutanea en el érea de estudio con base en el modelo de nicho
ecoldgico de mejor rendimiento.
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Por dltimo, el modelo de nicho ecoldgico logistico (ver Figura 12) se transforma en un modelo binario
que permite discriminar entre sitios pronosticados de presencia y ausencia segun en distintos umbrales
preestablecidos (ver Anexo 18). Por consiguiente, los valores de cada uno de los cuatro modelos binarios
(ver Cuadro 14) se suman para generar un mapa en escala de grises que indica las areas pronosticadas de
presencia en una escala de 0 a 4 segun la cantidad de modelos que concuerdan. Por lo tanto, un valor de 4
indica un pronostico de presencia por parte de los cuatros modelos; un valor de 0 indica un pronéstico de
ausencia por parte de todos y un resultado intermedio indica un prondstico mixto entre modelos. Asimismo,
también se muestran todos los puntos de ocurrencias que se utilizaron para la calibracion y evaluacion de
los modelos.
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Figura 13. Mapas de riesgo en modalidad presencia/ausencia (binarios) utilizando los umbrales logisticos
preestablecidos por MaxEnt A) Presencia Minima de los puntos del entrenamiento (MTP en inglés), B) Presencia de
entrenamiento percentil 5y C) Presencia de entrenamiento percentil 10.
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Como se muestra en la Figura 13, el umbral logistico de Presencia Minima de los puntos del
entrenamiento (MTP en inglés) resulta en un prondstico que establece la presencia de leishmaniasis cutanea
en mas de 95% del &rea total del area de estudio. Por lo tanto, solo excluye ciertas regiones en el sur de
Guatemala, asi como parte de los estados de Soconusco, Chiapas y Tabasco adyacentes al istmo de
Tehuantepec. En cambio, a partir de los umbrales de “Presencia de entrenamiento percentil 5 y percentil

10 el area pronosticada de ausencia aumenta y llega a incluir a partes los estados mexicanos de Yucatan,
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Campeche y Quintana Roo, asi como al suroccidente guatemalteco, la costa salvadorefia y ciertas regiones
delimitadas en el occidente hondurefio y la costa pacifica nicaragiiense y costarricense. Bajo estos umbrales
que toleran mayores porcentajes de omision, el area pronosticada como positiva se reduce a porcentajes
menores de 90% y 80% con los umbrales de percentil 5 y 10, respectivamente. De igual forma, puede
notarse que las regiones donde se pronostican ausencias coinciden con las areas de bajo riesgo que se

muestran (colores frios) en la Figura 12.
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VII. DISCUSION

El objetivo principal de esta investigacion fue identificar las caracteristicas ecolédgicas de la
leishmaniasis cutanea en Guatemala. Por lo tanto, se buscaba identificar el porcentaje de positividad de
Leishmania spp. para mamiferos silvestres, evaluar la filogenia de parasitos aislados de mamiferos
silvestres y humanos, y usar el modelamiento de nicho ecoldgico para caracterizar la biogeografia de la
enfermedad. En presente estudio se confirmaron 19 casos positivos (6.1%) de 309 utilizando la
amplificacion del gen hsp70 como marcador molecular de Leishmania sp. De estos casos, siete especies de
mamiferos fueron vinculadas y las siguientes fueron las mas frecuentes: Oryzomys couesi (33.33%),
Urocyon cinereoargentus (33.33%) y Artibeus jamaicensis (13.64%). Ademas, de las siete especies
identificadas, tres no se habian confirmado previamente como hospederos del parasito en Centroamérica
(Da Costa et al., 2015; Roque & Jansen, 2014; Rosypal et al., 2013; Rosypal, Tidwell, & Lindsay, 2007;
Rosypal et al., 2010; Ruiz-Pifia & Cruz-Reyes, 2002; Zamora-Ledesma et al., 2016). Asimismo, la
reconstruccion filogenética de estas 12 secuencias en conjunto con las 35 generadas en un estudio
epidemioldgico previo las distingue en dos linajes correspondientes a los grupos L. naiffi/ L. braziliensis y
L. panamensis/ L. guyanensis del subgénero L.(Vianna) de manera congruente con la filogenia establecida
del parasito y las limitaciones resolutivas del fragmento N (Fraga, Montalvo, De Doncker, Dujardin, &
Van der Auwera, 2010b; Gert van der Auwera & Dujardina, 2015), pero no se observan divergencias
plausibles a nivel de hospedero. Sin embargo, se observé una reducida diversidad de secuencias en
parésitos provenientes de mamiferos en comparacién con los aislados provenientes de humanos, lo cual no
es congruente con lo que se ha observado en distintos reservorios de enfermedades (Fountain-Jones et al.,
2018). Por lo tanto, la evidencia es parcialmente consistente con la hipotesis de la participacion de dichos
mamiferos en el ciclo de transmisiéon. Por lo tanto, se discuten dichos aspectos en el contexto de la
literatura disponible respecto al tema, las limitaciones del estudio y recomendaciones para futuras

investigaciones.

Bajo la hipdtesis de que una especie de mamifero en particular actia como reservorio de LC pueden
plantearse varias predicciones filogenéticas. Por ejemplo, se esperaria una mayor historia evolutiva entre el
verdadero reservorio y el parasito respecto a los parasitos que infectan humanos (hospedero incidental), lo
cual se reflejaria en la homologia y diversidad genética del parasito (Fountain-Jones et al., 2018; Hajjaran
et al., 2013; Viana et al., 2014). Por lo tanto, como se menciond anteriormente, uno de los principales
hallazgos de este estudio fue la estrecha relacidn filogenética entre especies de Leishmania spp. que
infectan a mamiferos silvestres y aquellos que infectan a personas. Dicho grado de homologia se ha
observado previamente en estudios en los que se ha comparado las secuencias de hsp70 aisladas de
parasitos que han infectado humanos con aquellas secuencias aisladas de potenciales reservorios, animales
domeésticos reservorios y animales expuestos a un posible evento de antropozoonosis. Por lo tanto, incluso
si no se pudiera afirmar que las especies de mamiferos, cuya infeccién por Leishmania sp. fue confirmada

en este estudio, son un reservorio de la leishmaniasis cutanea, si seria plausible sospechar que dicha
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relacion estrecha podria deberse a la existencia de flujo génico entre los aislados de humanos y mamiferos
(Chen et al., 2019; Rivero Rodriguez et al., 2018; Zhang et al., 2013). No obstante, debe tomarse en cuenta
que los estudios mencionados se llevaron a cabo amplificando secuencias de entre 738 y 1460 pb para el
gen hsp70, mientras que en esta investigacion se utilizo el fragmento N, el cual tiene una mayor
sensibilidad para la deteccion de infecciones, pero carece de la suficiente variabilidad para permitir
diferenciar a las especies L. panemensis y L. guyanensis (Montalvo et al., 2017). En efecto, previamente se
ha reportado una reducida variabilidad y utilidad del gen hsp70 para resolver variantes intraespecificas en
comparacion con otros marcadores de genotipificacion y, ademas, dicho grado de conservacién se ha
atribuido a la presion selectiva contra mutaciones no sinénimas (Nemati et al., 2017; Zhang et al., 2013).
Es mas, el gen hsp70 pertenece a cuatro subfamilias de genes y ha evolucionado a raiz de duplicaciones,
conversiones génicas, transposiciones, entre otros procesos, por lo que es susceptible a generar inferencias
erradas debido a paralogias (Krenek, Schlegel, & Berendonk, 2013; Martin & Burg, 2002). Por lo tanto,
para futuros estudios se sugiere utilizar un fragmento més amplio de hsp70 como el fragmento G o
secuenciar marcadores moleculares distintos como citocromo c el cual es de mayor utilidad para resolver
variantes intraespecificas debido a que no sufre recombinaciones y su polimorfismo es neutral al ser de
origen mitocondrial (Lee et al., 2011; Ramirez et al., 2016). Por otra parte, también se sugiere llevar a
cabo un andlisis de estructuracion genética para infrapoblaciones con el propdsito de evaluar si la existencia
de flujo génico entre las poblaciones correspondientes a aislados de humanos y mamiferos podria explicar
la estrecha relacion filogenética entre dichos grupos, tal como se ha llevado a cabo con otros parasitos
(Agola et al., 2009; Korsunenko et al., 2012; Lee et al., 2011). Dicha metodologia podria adaptarse a
Leishmania utilizando el analisis de secuencias multi-locus (MLSA), como se ha realizado previamente (El
Baidouri et al., 2013).

Como se menciond, la diversidad genética de la leishmaniasis puede ser un parametro importante para
identificar el rol, si este existiera, de los mamiferos infectados que se identificaron en el estudio y los ciclos
de transmision de la LC. Esto se debe a que dicha variacion genética tiende a favorecer un patrén
generalista en especies de parasitos, puesto que se requiere de distintos fenotipos de virulencia y fisiologia
para mantener la competencia en un amplio rango de hospederos (Fountain-Jones et al., 2018; Woolhouse,
Taylor, & Haydon, 2001). En congruencia con esto, estudios basados en MLEE, amplificacion aleatoria
(RAPD) y patrones de restriccion (RFLP) han evidenciado que la presencia de una mayor diversidad de
vectores y reservorios coincide con una mayor diversidad de genotipos para Leishmania spp. (Cupolillo et
al., 2003; Ishikawa et al., 2002). Por lo tanto, si se consideran a los mamiferos como reservorios y a los
humanos como hospederos incidentales, se esperaria ver una mayor diversidad de nucle6tidos en las
secuencias de hsp70 correspondientes al primero. Contrario a lo esperado, se observd una reducida
diversidad de secuencias — a nivel intraespecifico— en parasitos provenientes de mamiferos en comparacién
con los aislados provenientes de humanos. Ahora, incluso si este patron no es consistente con un rol de
reservorio y, en cambio, sugiere que los mamiferos mencionados se tratan de hospederos incidentales con

reducida participacion en el ciclo de transmision, deben tomarse en cuenta las caracteristicas de las
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muestras que se estan comparando. En primer lugar, la cantidad de mamiferos infectados para los cuales se
lograron obtener secuencias fueron menores (n=12) en comparacién con las secuencias obtenidas de
muestras clinicas (n=19). Ademas, debe considerarse que estos mamiferos no se recolectaron para la
identificacion de los reservorios de leishmaniasis y algunos incluso son de areas no endémicas para la
enfermedad. Por lo tanto, existe un sesgo geografico impuesto por el hecho de que las muestras de
mamiferos se recolectaron en sitios de reducida extension en Unicamente cuatro departamentos, mientras
las muestras de humanos provienen de una gran extensidén de comunidades y municipios distribuidos en
siete departamentos. Asimismo, las doce secuencias aisladas de mamiferos se obtuvieron de al menos cinco
especies distintas de hospederos, por lo que la muestra es muy pequefia para ser representativa y puede
influir considerablemente en la diversidad intraespecifica observada (Garamszegi & Mgller, 2010). No
obstante, este estudio es de tipo exploratorio, por lo que las limitaciones mencionadas pueden remediarse
en el futuro. Por lo tanto, se sugiere que para futuros estudios se lleve a cabo un muestreo mas sistémico y
dirigido a hospederos mamiferos con habitat peridomicilar y en sitios con transformacion ecoldgica a causa
de presencia humana, puesto que se esperaria una mayor abundancia de vectores y potenciales reservorios

en dichos sectores (Ferro et al., 2015).

Otro hallazgo pertinente que se observé en la topologia filogenética propuesta para las secuencias
analizadas fue una posible estructura filogeografica, puesto que en el caso de los aislados correspondientes
a L. naiffi/ L. braziliensis, se observé una divergencia con un alto porcentaje de sustento (70% de
pseudoréplicas) entre las cepas provenientes de muestras locales y la secuencia de referencia (GU071183.1)
correspondiente a un aislado brasilefio. Dichas observaciones son consistentes con estudios previos, donde
se ha demostrado que el gen hsp70 si tiene la capacidad para diferenciar cepas del parasito con distintos
origenes geograficos — especialmente cuando se trata de cepas con alta variabilidad como L. braziliensis —
desde nivel continental (Nuevo o Viejo Mundo) a nivel regional (Fraga, Montalvo, De Doncker, Dujardin,
& Van der Auwera, 2010a; Ana M. Montalvo et al., 2016). Por lo tanto, dicha agrupacion podria sugerir un
origen en comun para los aislados guatemaltecos independientemente de su hospedero, pero se requeriria
de comparaciones con cepas provenientes de otros paises centroamericanos para corroborar dicha hipotesis.
Por consiguiente, para dilucidar la historia evolutiva y filogeografia de la LC, en futuros estudios podrian
analizarse genes con tasas de mutaciones predecibles (Hallmaier-Wacker et al., 2017) y una mayor
variabilidad que permitan construir redes de union de medianas y andlisis con filodinamica Bayesiana que
permita caracterizar la transmision y dispersion del patégeno en funcién del origen de los aislados. Dicho
enfoque se ha llevado a cabo con parasitos del género Leishmania spp. y Plasmodium spp (Lee et al., 2011;
Ramirez et al., 2016; Singh et al., 2004).

De las especies de mamiferos que fueron determinadas como positivas para LC, algunas no se habia
descrito previamente como potenciales reservorios de especies nativas de Guatemala o la region de
Centroamérica. Este es el caso de Didelphis virginiana, Artibeus jamaicensis y Urocyon cinereoargenteus.

En cuanto a D. virginiana este Unicamente se habia asociado a infecciones por Chagas, mientras A.
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jamaicensis solo se ha asociado a L. mexicana y, en cuanto a U. cinereoargentus, solo se ha diagnosticado
la infeccion de forma indirecta usando anticuerpos en Norteamérica (Da Costa et al., 2015; Oliveira et al.,
2005; Roque & Jansen, 2014; Rosypal et al., 2013, 2007, 2010; Ruiz-Pifia & Cruz-Reyes, 2002; Stephens
et al., 2016; Zamora-Ledesma et al., 2016). En efecto, estas tres especies se habian pronosticado como
potenciales reservorios de leishmaniasis a partir de la relacién ecologica entre la distribucion de estos
mamiferos y los vectores del género Lutzomyia spp. (Gonzalez-Salazar & Stephens, 2012; Stephens et al.,
2009). Esto implica que aun si la evidencia filogenética por si sola es insuficiente para incriminar a estas
especies como reservorios, la evidencia establecida por la literatura y la contribucion de estudio en
conjunto sugieren que si es plausible que dichos mamiferos participen en el ciclo de transmision de la
leishmaniasis cutanea en esta regién. Por consiguiente, estos hallazgos tienen aplicabilidad en medidas de

vigilancia y control dirigidas a dicha enfermedad.

Sin embargo, se necesita mas investigacion, puesto que no se conoce la relacién que estos mamiferos
puedan tener con poblaciones humanas en el pais o si puedan actuar como intermediarios con especies
sinantropicas, por lo que dicha dinamica debe estudiarse mas a fondo. Asimismo, no se conoce la capacidad
de estas especies para interactuar con flebdtomos y propiciar ciclos zoonéticos, selvaticos o ambos.
Ademaés, ciertas especies que se han descrito previamente como potenciales reservorios no presentaron una
infeccion por Leishmania sp., como aquellas del género Heteromys sp., Peromyscus sp. y la especie
Sigmodon hispidus (Lara, Wynsbherghe, Gonzalez, Farfan, & Narvaez, 1999; Reyes & Arrivillaga, 2009;
Van Wynsberghe, Canto-Lara, Sosa-Bibiano, Rivero-Cardenas, & Andrade-Narvéez, 2009). Por ejemplo,
en Guatemala se ha diagnosticado al menos un espécimen de S. hispidus con LC con base en una
apreciacion visual por profesionales veterinarios, mientras que no se alcanzé el mismo diagndstico para D.
marsupialis ni U. cinereoargentus (Guzman-De la Cruz, 1994). No obstante, en dicho estudio no se realizé
una confirmacién parasitolégica o molecular. En el caso de las demas especies, puede ser que no se haya
logrado detectar la enfermedad debido a la reducida sensibilidad del método utilizado (falsos negativos).
Por otra parte, debe tomarse en cuenta que el esfuerzo de muestreo utilizado en la recoleccion de estas
muestras no estaba dirigido a potenciales mamiferos reservorios, por lo que probablemente refleja la
abundancia de cada especie Yy la susceptibilidad al método de trampeo, dado que dichos taxones y otros que
tampoco resultaron positivos para leishmaniasis representaban una menor proporcién de la muestra.
Asimismo, las prevalencias de leishmaniasis pueden variar drasticamente en ciertos mamiferos reservorios
(Rodriguez-Rojas et al., 2017), por lo que no se sabe si los resultados representan variaciones reales entre
Guatemala y otras regiones, o falsos negativos. Por lo tanto, seria recomendable corroborar las especies
identificadas en este estudio como potenciales reservorios a partir de una investigacion dirigida a vectores.
Una forma de llevar esto a cabo seria con base en un estudio entomoldgico que busque aislar ADN
gendmico de la ingesta sanguinea de flebétomos y posteriormente identifique el hospedero de origen, como

se ha realizado previamente (Baum et al., 2015; Sales et al., 2015; Sosa-Ochoa et al., 2015).
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Por otra parte, el perfil genotipico de las especies de Leishmania aisladas si coincide con la los patrones
epidemioldgicos que se han observado en humanos desde la década de 1980, puesto que los valores
obtenidos de prevalencia para L. braziliensis y L. guyanensis/panamiensis en este estudio (93.3% y 6.7%)
son similares a los esperados (86.7% y 3.33%) (Ruiz, 2018) tomando en cuenta el valor reducido de n (15)
para esta investigacion. No obstante, a pesar de contener las proporciones adecuadas, a lo largo del
desarrollo experimental se tuvieron dificultades para obtener bandas claras, lo cual podria deberse al
método de extraccion, puesto que no cuenta con pasos de lavado o hidrolisis proteica. Por lo tanto, previo a
la amplificacidn, se recomienda cuantificar el la concentracién de ADN extraido, verificar con gel de
integridad y de preferencia utilizar controles de amplificacién, puesto que esta limitacion pudo haber
comprometido la exactitud de la prevalencia calculada. Ademas, otro hallazgo importante de este estudio
que se refleja en el andlisis filogenético es la sospecha de la presencia de especies L. naiffi/L. braziliensis
con genotipos claramente distintos, puesto que algunas secuencias (M19-01) tenian mayor identidad con
las referencias de L. braziliensis que con las de L. naiffi. Este fendmeno podria deberse a que el gen hsp70
del parésito contiene un alelo distinto (B2) que lo identifica inequivocamente como L. braziliensis a pesar
de la usual ambigiiedad inherente a dicho marcador molecular, tal como se ha descrito en analisis RFLP
(Montalvo et al., 2016; Ruiz, 2018). Por lo tanto, se sugiere que, para futuros estudios, se corrobore la
especie con la que se ha identificado a cada una de las muestras L. naiffi/ L.braziliensis por RFLP usando el
algoritmo enzimatico BsaJl - Rsal - Bsp12861 sugerido recientemente (Ruiz, 2018) y se corrobore el

resultado con otro marcador molecular.

El estudio generd resultados que contribuyen significativamente al conocimiento de diversas
dimensiones del campo epidemioldgico de la LC y la informacion obtenida asiste a responder las siguientes
incognitas: (1) ;Qué especies de mamiferos actlan como potenciales reservorios de la leishmaniasis
cutanea en el pais? (2) (Como se compara la taxonomia, la filogenia, y diversidad de la leishmaniasis entre
hospederos mamiferos y humanos del pais? No obstante, debe tomarse en cuenta que el alcance de este
estudio fue exploratorio y se desarrollé en un pais donde los reservorios de la leishmaniasis cutanea no se
han investigado previamente (Roque & Jansen, 2014; P. R. Ryan et al., 2003). En efecto, una de las
limitaciones mas importantes para este estudio en términos de sus repercusiones en la profundidad del
andlisis bioinformatico que pudo realizarse fue la reducida prevalencia de LC en mamiferos (6.1%), la cual
es considerablemente baja tomando en cuenta que se esperan valores promedio del 20% (Chaves et al.,
2007). Dicha limitacion estd vinculada con el enfoque exploratorio de este estudio, puesto que el esfuerzo
de muestreo de los tejidos analizados de manera retrospectiva no iba dirigido a la leishmaniasis cutanea.
Por consiguiente, esta investigacion deberia propiciar futuros estudios eco-epidemioldgicas sobre la LC que
amplien el alcance de la investigacion, principalmente a partir de esfuerzo de muestreo enfocado en LC que
abarque los sitios con mayor probabilidad de presencia de mamiferos infectados con leishmaniasis y, a la
vez, sea representativo para el pais. Asimismo, se recomendaria incluir métodos que evallen directamente
el traslape espacio-temporal entre mamiferos y personas en riesgo o corroboren la viabilidad del paréasito

para su transmisién hacia el vector (Andrade et al., 2015; Borja et al., 2016).
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A partir del desarrollo de los modelos de nicho ecol6gico utilizando una metodologia basada en el
paquete de kuenm, se lograron seleccionar cuatro modelos significativos para generar mapas de riesgo
continuo y binario. Estos cuatro se calibraron usando los nueve componentes principales de 15 variables
climaticas y dos topogréaficas que permitieron alcanzar un cociente promedio de AUC parcial de 1.26 +0.06
y un porcentaje de omisién menor a 15% durante la validacion cruzada de datos. Las variables climaticas
que mayormente contribuyeron a los componentes principales mas relevantes para explicar la variacion del
modelo involucran la temperatura promedio, el rango de temperatura, asi como la estacionalidad y valor
promedio de la humedad especifica. Por consiguiente, los hallazgos mas importantes que se alcanzaron en
este estudio estriban en tres distintos resultados. Primero, la identificacion de areas de mayor riesgo para la
presencia de LC en regiones que coinciden con la epidemiologia y ecologia conocida de la enfermedad.
Segundo, la confirmacion de que, a nivel las variables climéticas y topograficas no permiten alcanzar la
suficiente especificidad en el modelo de nicho ecolégico como para caracterizar la biogeografia de la LC a
nivel nacional o de las regiones internas de cada pais. Por ultimo, se encontrd que las variables climéticas
que contribuyeron mayoritariamente a los componentes principales més explicativos involucran la
temperatura promedio, el rango y promedio de temperatura, asi como la estacionalidad y valor promedio de
la humedad especifica. Por lo tanto, a continuacién se discuten las implicaciones de dichos hallazgos, los
enfoques mas adecuados para futuras investigaciones y las posibles aplicaciones en departamentos de salud

publica de la region.

A grandes rasgos, el consenso entre los pronosticos de los cuatro modelos continuos generados es que
las areas de mayor riesgo corresponden principalmente al 1) extremo Atlantico de Costa Rica y Panama, asi
como 2) el suroccidente de Nicaragua (adyacente al Lago de Nicaragua), 3) la frontera occidental de
Honduras, 4) Petén y la franja transversal norte de Guatemala y 5) ciertas areas de Yucatan, Campeche y
Chiapas (México). Asimismo, suponiendo un error permisible del 5%, se pronostico la presencia de LC en
aproximadamente 90% del area de estudio en la regién de Centroamérica. Dichas predicciones, a pesar de
que son poco conservadoras, son congruentes con la distribucidon espacial de la enfermedad a nivel
administrativo en la mayoria de la regidon centroamericana segun datos del periodo entre 2001 y 2011,
exceptuando a Guatemala (Maia-Elkhoury et al., 2016). No obstante, datos de vigilancia méas recientes para
el pais han generado sospecha sobre la presencia de LC en departamentos mas hacia el sur, como
Guatemala y Quetzaltenango, lo cual es congruente con las predicciones de los modelos en este estudio
(Chévez, 2019).

Asimismo, los resultados también concuerdan con los pronésticos generados a partir de la misma base
de datos de casos clinicos (David A. Moo-Llanes, 2016; Pigott, Bhatt, et al., 2014; Purse et al., 2017). Sin
embargo, a diferencia de dichos estudios, esta investigacion contribuye a una mejor comprension del riesgo
de LC en la regién centroamericana, puesto que en este caso se delimita el area de estudio a una extension
menor con base en barreras geograficas de importancia biologica (Guevara & Sanchez-Cordero, 2018;

Valderrama et al., 2014), se optimizan los parametros de calibracién de los modelos para mejorar su
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rendimiento y se incorporan ocurrencias del parasito en Guatemala obtenidas de este estudio y una
investigacion previa (Ruiz, 2018). Por consiguiente, en este estudio se logré obtener una omision reducida
para dicha region en comparacion con Pigott y colaboradores, asi como un pronéstico mas detallado en
comparacion con el 100% de presencia pronosticado por Moo-Llanes para Centroamérica. Ademas, incluso
si el prondstico de Purse y colaboradores es mas consistente con la distribucion espacial de la LC, siempre
demuestra un claro sesgo debido a la ausencia de ocurrencias en la region de Norte América y la alta
abundancia de casos en Sudamérica, lo cual, a diferencia de esta investigacion, resulta en una

subestimacion de la idoneidad climética en Guatemala y el sur de México.

Por otra parte, dichas areas de mayor riesgo también coinciden con la distribucién y nicho fundamental
de actores importantes en el ciclo de transmisién, tal como ciertas especies de vectores del género
Lutzomyia que pueden transmitir LC. Incluso si no se tienen datos para toda la region, se ha establecido la
probable presencia de Lu. olmeca, Lu. ovallesi, Lu. ylephiletor y Lu. panamensis en la peninsula de
Yucatan y Petén. Asimismo se pronosticé la compatibilidad climética del extremo occidental de nuestra
area de estudio (peninsula de Yucatan, istmo de Tehuantepec y Guatemala) con el nicho de Lu. cruciata y
Lu. shannoni (Ibafez-Bernal et al., 2011; D. A. Moo-Llanes et al., 2019). Es mas, las areas de mayor riesgo
se traslapan con el nicho pronosticado para reservorios roedores del género Neotoma sp. (C. Gonzélez et
al., 2010). Sin embargo, incluso si algunos de estos estudios, como el de Ibafiez y colaboradores, buscan
comparar la ecologia de los flebdtomos con la incidencia de leishmaniasis a nivel administrativo, en ningin
caso se busca modelar la idoneidad climatica del parasito, como se llevé a cabo en este estudio. Por otra
parte, en las tres investigaciones se limita el area de fondo a la regién norteamericana, por lo que no se
conoce cudl podria ser el nicho de las especies de vectores en el resto de Centroamérica, mientras que esta
investigacion se enfoca en toda la regién. Por lo tanto, la consistencia entre las areas de alto riesgo
pronosticadas por el modelo con la distribucion epidemiolégica y ecologica de la enfermedad en el espacio
geogréfico sugiere que los mapas de riesgo generados podrian utilizarse para complementar deficiencias o
sesgos en la vigilancia de la LC de la regién (Escobar & Craft, 2016; Townsend Peterson, 2014). Ademas,
puesto que la presencia de LC en humanos supone la presencia de vectores y reservorios (Marinkelle,

2010), los mapas de riesgo podrian usarse para guiar el estudio, como control de estos mismos 0 ambos.

A pesar de las potenciales aplicaciones de los mapas de riesgo, otro hallazgo importante en este estudio
fue que la calibracién usando variables climaticas y topograficas no permite alcanzar la suficiente exactitud
en el modelo de nicho ecoldgico como para caracterizar la biogeografia de la LC a nivel de paisajes o
regiones internas de cada pais. Esto se refleja en el alto porcentaje de presencia (~90%) pronosticado para
toda el &rea de estudio, incluso suponiendo un 5% de error. Ahora, dicho prondstico es consistente con los
que se han realizado previamente para esta region (David A. Moo-Llanes, 2016), exceptuando que en este
caso se obtuvo un mayor grado de detalle para la regién centroamericana y se utilizaron capas climaticas de
sensores remotos y mediciones terrestres (Vega et al., 2018). Por otro lado, este resultado es consistente

con la ubicuidad de leishmaniasis en Centroamérica y los patrones observados en la generacién de modelos
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para especies de amplia distribucién (generalistas) (Evangelista et al., 2008). Por consiguiente, este
resultado probablemente implica que, de manera congruente con investigaciones en otras regiones (Chavy
et al., 2019; Falcdo de Oliveira et al., 2018; Ferro et al., 2015; Samy, Annajar, Dokhan, Boussaa, &
Peterson, 2016), es necesario incluir variables que tomen en cuenta a la diversidad de mamiferos, la
modificacion de cobertura de tierra y otros factores antropogénicos para lograr hacer predicciones a escalas
mas finas. De igual manera, este estudio podra actuar de base para propiciar la divulgacién de informacion
vinculada a la variacién geografica de dichas variables, lo cual facilitaria la generacion de modelos mas

informativos para guiar politicas de salud publica a nivel nacional o distrital.

Por otra parte, el Gltimo de los hallazgos mas importantes se dio a nivel de la relacién entre la presencia
de LC y el espacio climatico. Como se ha realizado en otros estudios (Cruz-Cardenas, Ldépez-Mata,
Villasefior, & Ortiz, 2014), los factores de carga para los componentes principales que mas explican la
variacion en el modelo permitieron determinar las contribuciones de distintas variables climaticas
originales. Por lo tanto, se determind que el rango y promedio de temperatura, asi como la estacionalidad y
valor promedio de la humedad especifica son las variables mas relevantes para la idoneidad climatica de la
LC. En efecto, la relevancia de ciertos rangos de tolerancia para temperatura y humedad (o precipitacion)
se ha demostrado en estudios de escala gruesa que incluyen a Centroamérica o se desarrollaron en otras
regiones para generar modelos de nicho sobre el parésito o ciertas especies del vector de la LC (Chavy et
al., 2019; Falcdo de Oliveira et al., 2018; Ferro et al., 2015; David A. Moo-Llanes, 2016; Pigott, Bhatt, et
al., 2014). Asimismo, a escalas reducidas de tiempo y espacio se ha demostrado que ciertas etapas del ciclo
de vida del fleb6tomo requieren de suelos con alta humedad relativa (Vivero et al., 2015). Por lo tanto, los
patrones en el espacio climatico que se hallaron en este estudio son compatibles con la literatura. Ahora, a
diferencia del resto de estudios, en esta investigacion se desarrollaron los modelos utilizando componentes
principales, lo cual impide hallar relaciones directas entre las curvas de respuesta con las variables
originales. No obstante, como se mostr6 en la seccién de resultados, dicha reduccion de multicolinealidad
permitié generar modelos con una menor omision, lo cual mejora el rendimiento del modelo, asi como la
calidad de las predicciones que podrian generarse a partir de este (Cobos et al., 2019). Asimismo, a
diferencia de la distribucion aleatoria usada en la mayoria de estudios, en esta investigacion se empled el
método de bloques para la particion de datos en grupos de entrenamiento y prueba, lo cual reduce la
autocorrelacion y es preferible al extrapolar o transferir los modelos a distintas condiciones climaticas
(Muscarella et al., 2014; Roberts et al., 2017). Adicionalmente, en este estudio se utilizaron las capas
climaticas de MERRAcIlim en vez de las capas de WorldClim que se han aplicado mas habitualmente en
investigaciones como la de Moo-Llanes. Esto representa una ventaja para la investigacion, puesto que
dichas capas se construyeron a partir de datos de sensores remotos y de estaciones terrestres (Vega et al.,
2018; Waltari, Schroeder, Mcdonald, Anderson, & Carnaval, 2014). El conocimiento generado por esta
investigacion respecto a la contribucion de las distintas variables climaticas podria ser Gtil para modificar y
mejorar el rendimiento de los modelos generados a partir de las variables originales. Esto permitiria que,

segln las curvas de respuesta, se infieran rangos y valores 6ptimos de temperatura y humedad especifica.
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Posteriormente, estos Ultimos datos podrian ser utilizados por departamentos de salud publica para predecir
en qué regiones y en qué épocas del afio hay un mayor riesgo de transmision de LC y, por tanto, hay
vectores y reservorios presentes. Ademas, conforme los modelos se optimicen al compensar por el sesgo,
reducir el rango temporal, afiadir variables vinculadas al paisaje y utilizar validaciones cruzadas robustas
con datos epidemioldgicos se lograra alcanzar una mayor exactitud y precision en las predicciones. De esta
manera los modelos llegaran a ser de mayor utilidad para autoridades de salud publica y se justificara la
realizacién de proyecciones a escenarios climaticos futuros (Escobar & Craft, 2016; Morain & Budge,
2012; Muscarella et al., 2014). Esta Gltima aplicacion seria de suma utilidad, dado que se ha comprobado
que el cambio climético tiene el potencial de impactar significativamente en la biogeografia de la LC
(Gonzalez et al., 2013, 2010; Purse et al., 2017).

A pesar de las contribuciones de los modelos y mapas de riesgo generados al conocimiento sobre la
biogeografia de la LC, existen varios factores de mejora y supuestos del modelo que deben delinearse para
el beneficio de futuras investigaciones. En primer lugar debe mencionarse gue, al usar una base de datos de
ocurrencias que consiste en su mayoria en casos clinicos de la enfermedad (Pigott, Golding, et al., 2014), el
complejo sistema de transmisidn de la leishmaniasis se esta simplificando usando un enfoque de tipo caja
negra (Escobar et al., 2017; Peterson, 2007; Townsend Peterson, 2014). Ahora, incluso si este enfoque
puede ser vélido y util cuando no se cuenta con la deteccion directa del parasito u ocurrencias de vectores o
reservorios, esta metodologia puede introducir sesgos debido a su dependencia en el esfuerzo de vigilancia
epidemioldgica (una forma de esfuerzo de muestreo), los métodos de diagnostico empleados, la variacion
estacional en la incidencia de infecciones, la presencia de infecciones subclinicas y la distancia entre los
centros de salud y el sitio de infeccion original (Escobar & Craft, 2016). Asimismo, la incorporacion de
casos de infecciones que se diagnosticaron de manera independiente y se limitan a solo uno de los paises
del area de estudio también introduce un sesgo que podria influir en la exactitud del modelo. Es maés, el uso
de datos provenientes de un amplio rango temporal, como en este caso (1960-2012) incrementa la
incertidumbre asociada a cada presencia, principalmente debido a los cambios constantes en la cobertura y
uso de tierra que influyen en el nicho de los vectores (Ferro et al., 2015; Ibafiez-Bernal et al., 2011). Por lo
tanto, bajo circunstancias ideales se deberia determinar el nicho de vectores y , si es posible, hallar el
traslape de este con el nicho de reservorios y con personas susceptibles, tal como se ha llevado a cabo en
otros estudios (C. Gonzalez et al., 2010; Samy et al., 2016). Esto se debe a que al incorporar a dichos
componentes del sistema de transmision se puede llegar a conocer con mayor certeza respecto a donde
ocurre la transmision (debido a vectores) y donde se mantiene la LC (debido a reservorios) (Chaves et al.,
2007).

Sin embargo, en este caso, la compilacion de ocurrencias se llevé a cabo considerando la ausencia de
datos para vectores y/o reservorios que abarcaran toda la region Centroamericana. Ademas, se busco
enriquecer la base de datos de Pigott y colaboradores con ocurrencias que se determinaron usando pruebas

diagndsticas moleculares de alta sensibilidad y especificidad (Montalvo et al., 2010; Ana M. Montalvo et
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al., 2016; Gert Van Der Auwera et al., 2014). Asimismo, se procurd eliminar datos duplicados y reducir las
ocurrencias a un valor por pixel para reducir la autocorrelacién. De igual manera, para futuras
investigaciones se recomienda, en primer lugar, buscar compensar por el sesgo de diversas formas: 1)
ajustando el area de estudio para tomar en cuenta otras barreras biogeograficas y la capacidad de
movimiento de las especies involucradas, 2) validando los modelos con datos epidemioldgicos
independientes, 3) eliminando pseudoréplicas y datos atipicos en el espacio climatico con un algoritmo que
corrige este sesgo (ej. NicheA), 4) submuestreando, o 5) dividiendo la lista de ocurrencias en
conglomerados segun el esfuerzo de muestreo (Escobar & Craft, 2016; Escobar et al., 2017; Fourcade,
Engler, Rédder, & Secondi, 2014; Merow et al., 2013). Por otra parte, también pueden emplearse métodos
mas estrictos para la filtracion de datos, tal como la exclusién de sitios urbanos del area de estudio y la
correccion de datos georreferenciados errdneamente con base en dicha zona de exclusién (Chavy et al.,
2019).

Por otro lado, otro aspecto que es necesario para mejorar el detalle y la aplicabilidad de los modelos en
departamentos de salud publica es la escala y variabilidad. Como se habia discutido previamente, las
variables bioclimaticas y topograficas utilizadas para la calibracién no fueron suficientes para explicar
variaciones en la presencia de LC a nivel de paisajes o regiones internas de cada pais. En parte esto podria
deberse a la exclusion de variables vinculadas al paisaje y actividades antropogénicas, tal como la cobertura
y el uso de suelo, los indices de vegetacidn, la huella ecoldgica humana, la urbanizacién, entre otras
variables predictivas que se han usado en distintos estudios (Chavy et al., 2019; Pigott, Bhatt, et al., 2014).
Sin embargo, una modificacion que podria mejorar considerablemente la calidad de los pronésticos
realizados por el modelo seria la inclusién de datos provenientes de sensores remotos. En efecto, dichas
variables conllevan un mayor detalle, exactitud y menor autocorrelacion simplemente porque se generan a
partir de mediciones satelitales y locales de alta resolucién (Garni et al., 2014; Townsend Peterson, 2014).
Sin embargo, en este estudio se decidié mantener una escala de menor resolucién, principalmente porque
varias de las ocurrencias conllevan una alta incertidumbre al haberse obtenido de coordenadas a escala de
divisiones administrativas, por lo que el uso de variables predictivas a una escala fina no necesariamente
seria informativo (Pigott, Golding, et al., 2014). Asimismo, la limitada cobertura espacio-temporal de la
mayoria de estas capas, a excepcién de algunas como “WorldGrids” (Hengl, Reuter, & J, 2013) impide que
estas puedan generalizarse al amplio rango temporal de las ocurrencias y en toda el area de estudio,
especialmente cuando se trata de variables vinculadas a factores antropogénicos. Ademas, el uso de
variables de alta resolucion posiblemente habria limitado la viabilidad de llevar a cabo la calibracion y
evaluacion de los 270 modelos que se generaron en esta investigacién, puesto que incrementarian

considerablemente el tiempo de corrida.

Otro de los aspectos novedosos de la metodologia de este estudio fue la evaluacién de una alta
diversidad de modelos (270) con distintas configuraciones y conjuntos de variables predictivas para la

seleccion de las més adecuadas para los datos. Este proceso se llevd a cabo utilizando el paquete kuenm
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para R (3.5.0), el cual recientemente se ha descrito en la literatura como una herramienta disefiada para
facilitar la calibracion y evaluacion de modelos usando una amplia gama de configuraciones de MaxEnt
(Cobos et al., 2019). Asimismo, este paquete se ha logreado emplear con éxito en investigaciones
vinculadas a la biogeografia de artrépodos como garrapatas Haemaphysalis longicornis, Amblyomma
americanum y otras especies (R. K. Raghavan et al., 2019; Ram K Raghavan, Peterson, Cobos, Ganta, &
Foley, 2019). Dicho paquete se utilizé para calibrar y evaluar hasta 1479 modelos para distintas bases de
datos de ocurrencias. En efecto, en el caso de esta investigacion se utilizé dicho paquete para seleccionar a
las variables reducidas en componentes principales como el mejor conjunto de predictores. Asimismo, se
simplificaron los modelos para limitarse a transformaciones cuadraticas y cuatro multiplicadores de

regularizacién. Por lo tanto, el paquete kuenm permitié una mejorada optimizacion de los modelos.

En conclusién, el desarrollo de modelos de nicho ecolégico para la LC contribuyen a la biogeografia de
esta enfermedad en términos de tres distintos aspectos: la identificacion de areas de mayor riesgo, la
confirmacion de que las variables bioclimaticas y topograficas no son suficientes para pronosticar detalles a
nivel de paisajes o regiones internas de cada pais y, la determinacion de que el rango y promedio de
temperatura, asi como la estacionalidad y valor promedio de la humedad especifica son las variables mas
relevantes para la idoneidad climatica de la LC en la region centroamericana. Por consiguiente, los pasos a
seguir en futuras investigaciones serian los siguientes: 1) optimizar el modelo compensando el sesgo
presente en las ocurrencias, agregando mas variables predictivas y comparando el modelo con bases de
datos independientes, 2) seleccionar las variables que més contribuyen al modelo utilizando los resultados
de MaxEnt y la retroalimentacion de kuenm para que puedan determinarse rangos éptimos y de tolerancia
para las variables mas importantes que influyen en el riesgo de LC, y 3) obtener modelos de nicho
ecologico para las especies de vectores y reservorios mas importantes de la regién centroamericana y
calcular el traslape de nichos con la presencia de personas susceptibles para identificar cuantas personas en

riesgo existen en esta region y donde se encuentran.
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VIIl. CONCLUSIONES

1. Se comprobé la infeccion de mamiferos pertenecientes a las especies Artibeus jamaicensis (13.64%),
A. lituratus (6.25%), Didelphis marsupialis (9.52%), D. virginiana (3.92%), Oryzomys couesi
(33.33%), Philander oposum (7.69%) y Urocyon cinereoargentus (33.33%) con parasitos causantes de
leishmaniasis cutanea (Leishmania naiffi/ L. braziliensis y L. guyanensis/panamensis) y con una
prevalencia de 6.1%.

2. Segin la topologia filogenética de méaxima verosimilitud construida para secuencias hsp70, se
determiné la ausencia de divergencias significativas entre las variantes de Leishmania spp. que
infectan a personas y mamiferos silvestres, lo cual sugiere una estrecha relacion de linajes consistente
con la participacion de estos dltimos en el ciclo de transmisién de la leishmaniasis cutdnea. No
obstante, se observé una reducida diversidad de secuencias hsp70 — a nivel intraespecifico- en
parasitos provenientes de mamiferos en comparacion con los aislados provenientes de humanos, lo

cual no es congruente con un rol de reservorio.

3. Se seleccionaron cuatro modelos de nicho ecoldgico para la leishmaniasis cutnea con sus respectivos
mapas de riesgo y se determiné una zona habitable pronosticada de 90% para la enfermedad
(suponiendo 5% de omision). Ademas, se determind que el rango y promedio de temperatura, asi como
la estacionalidad y valor promedio de la humedad especifica son las variables més relevantes para la
idoneidad climatica de esta enfermedad.
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IX. RECOMENDACIONES

Se sugiere enfocar el esfuerzo de muestreo a hospederos mamiferos con habitat peridomicilar y en
sitios con transformacion ecoldgica a causa de la presencia o actividad humana, puesto que se esperaria
una mayor abundancia de vectores y potenciales reservorios en dichos sectores, y acoplar dichas
actividades con un estudio entomolégico para determinar la ingesta alimenticia e infectividad de dichos

hospederos.

Para futuros estudios se sugiere utilizar un fragmento mas amplio de hsp70 como el fragmento G o
secuenciar marcadores moleculares distintos como citocromo c, el cual es de mayor utilidad para
resolver variantes intraespecificas debido a que, al ser de origen mitocondrial, no sufre
recombinaciones y sus mutaciones tienden a ser homogéneas. Asimismo, se sugiere llevar a cabo un
andlisis de estructuracion genética para infrapoblaciones correspondientes a aislados de humanos y
mamiferos para determinar el grado de flujo génico entre ambos grupos.

Para profundizar en los resultados ya generados y asi llegar a concluir respecto a la presencia de
reservorios en el pais, se recomendaria incluir métodos que evalGen la dispersién del parasito en
tiempo y espacio, como podria darse con un enfoque filodindmico, o corroboren la viabilidad del

parasito para su transmision hacia el vector.

Para futuras investigaciones que involucren modelos de nicho ecoldgico de la leishmaniasis cutanea en
Centroamérica, se sugiere optimizar el modelo compensando el sesgo presente en las ocurrencias,
agregando mas variables predictivas y comparando el modelo con bases de datos independientes.
Ademas, se debe determinar rangos 6ptimos y de tolerancia para las variables mas importantes que
influyen en el riesgo de esta enfermedad y obtener modelos de nicho ecolégico para las especies de
vectores y reservorios mas importantes de la region centroamericana para asi identificar el nicho y las
zonas habitables de las especies que conforman el sistema de transmision.
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ANEXO 2
CLUSTAL W 2.0 multiple sequence alignment

Visualizacion gréfica generada por: http://sourceforge.net/projects/boxshade/

Consenso 1 1
[AACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
Consenso 10 1
AACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
Consenso 12 1 -

I ACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
Consenso 13 1 -

I ACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
Consenso 14 1 -
[ACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
Consenso 15 1 —————-
GCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
Consenso 2 1
[AACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
Consenso 3 1
AACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
Consenso 4 1
AACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
Consenso 5 1
[AACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
Consenso 6 1
AACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
Consenso 7 1
[AACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
Consenso 8 1

AACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT

EF108422.1 Tryp 1
8o CRGCCATHGCG 1A CC BT GGACAAG MG HBGABGECARGCACCGRACGT
EU599091.1 Leis 1
ﬂi GCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
EU599094.1 Leis 1
ACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACG
FR715987.1 Leis 1
AACAGCGGCGGCCATCGCHATACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GA-1174 1
ACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACG
GA-973 1
ACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACG
GE-1166 1
GE-118 1
ACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACG
GE-1273 1
AACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GE-162 1

—

>
=

>
=

>
=


http://sourceforge.net/projects/boxshade/

IAACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GE-189 1
AACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACG
GE-2447 1
IAACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACG
GE-258 1
IAACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GE-2706 1
[AACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GE-2732 1
IAACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GE-280 1
AACAGCGGCGGCCATCHICGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT)
GE-290 1
IAACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GE-295 1
IAACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GE-306 1
[AACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GE-367 1
AACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GE-422 1
[AACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GE-454 1
AACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GE-649 1
AACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT

3

—

GU071178.1 Leis 1
AACAGCGECGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GU071183.1 Leis -

GACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT



Consenso 1 61
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG

Consenso 10 61
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
Consenso 12 60

GCT@ATCTT®GACCTTGGCGGCGGCACGTTMGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
60

Consenso 13
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
Consenso 14 60

GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG

Consenso 15 54
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
Consenso 2 6

1
GCT@ATCTT@GACCTTGGCGGCGGCACGT TMGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGT]
61

Consenso 3
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG

Consenso 4 61
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
Consenso 5 6l

GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG

Consenso 6 61
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
Consenso 7 0

1
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG

Consenso 8 61
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG

EF108422.1 Tryp 6

1
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGT TTGASGT@ACMCTGCTGACGATCGACGGCGT
1

EU599091.1 Leis 6

GCTGATCTTE®GACCTTGGCGGCGGCACGTTE®GATGTGACGCTGCTGACI®MATCGACGGCGG

EU599094.1 Leis 61

ATCTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
FR715987.1 Leis

61
GCT@ATCTT®GACCTTGGCGGCGGCACGTTMGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
61

GA-1174
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCG]
GA-973 61
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
GE-1166 61
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
GE-118 61
GIT®ATC TT®GACCTTGGCGGCGGCACGT T@GATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
GE-1273 61
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
GE-162 61
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
GE-189 61
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
GE-2447 61

GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
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GE-258 61
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG

GE-2706 61
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
GE-2732 61
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
GE-280 61
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
GE-290 61

GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG

GE-295 61
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
GE-306 61
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
GE-367 61
GCTGATCTTTGACCTTGGEGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
GE-422 61
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
GE-454 61

GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
GE-649 61

GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
GU071178.1 Leis 61

ATCTTGACCTTGGC GGCGGCACGTTEGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG

GU071183.1 Leis 33 GCTGATCTTEGACCTTGGCGGCGGCACGTTCGATGTGACGCT—

CTGACGATCGACGGCGG

88



Consenso 1 121

CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAR

Consenso 10 121

CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAR

Consenso 12 120

CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAR

Consenso 13 120

Consenso 14 120
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA

Consenso 15 114

CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA

Consenso 2 121

CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA

Consenso 3 121

CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA
Consenso 4 121

CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA

Consenso 5 121

CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA
Consenso 6 121
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA

Consenso 7 121

CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA

Consenso 8 121
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA

EF108422.1 Tryp 121

CATCT TIGAGGTGAAGGCGACGAACGGEGACACGCACC T®GGCGGCGAGGACT T@GACAA

EU599091.1 Leis 121

CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGEGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTT®GACAA

EU599094.1 Leis 121

CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA]

FR715987.1 Leis 121

CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA

GA-1174 121

CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA]

GA-973 121

GE-1166 121
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA

GE-118 121
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA

GE-1273 121

GE-162 121
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA

GE-189 121

GE-2447 121
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA
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GE-258 121

CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAR

GE-2706 121

CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAR

GE-2732 121

CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACBCGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAR

GE-280 121
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA
GE-290 121
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAR
GE-295 121

CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA
GE-306 121
GE-367 121
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA
GE-422 121

CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA

GE-454 121

CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA
GE-649 121

CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA
GU071178.1 Leis 121
GU071183.1 Leis 92
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA]
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Consenso 1 181
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
Consenso 10 181
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTT
Consenso 12 180
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTT
Consenso 13 180
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
Consenso 14 180
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
Consenso 15 174
CCGCCTCGTCACGTTCTTCASCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTT]
Consenso 2 181
CCGCCTCGTCACGTTCTTCABCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
Consenso 3 181
Consenso 4 181
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
Consenso 5 181

CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC

Consenso 6 181

Consenso 7 181
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC

Consenso 8 181

CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC

EF108422.1 Tryp 181

CCGCCTCGTIERCCIRNCT TC ARG AMGAGTTCAAGCGEAAGAACRBGGCRAAGGACHTIEN]

EU599091.1 Leis 181

CCGCCTCGTCACGTTCTTCACGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGG ACCT

EU599094.1 Leis 181

FR715987.1 Leis 181
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC

GA-1174 181

(@]

(@]

CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC

GA-973 181
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GE-1166 181

CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC

GE-118 181
CCGCCTCGTCACGTTCTTCA®CGAGGAGT TCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GE-1273 181
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GE-162 181
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GE-189 181
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GE-2447 181
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
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GE-258 181
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC

GE-2706 181
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GE-2732 181
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGEACAAGGGTAAGGACCTTTC
GE-280 181
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTT(
GE-290 181

CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC

GE-295 181
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GE-306 181
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GE-367 181
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GE-422 181
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GE-454 181

CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GE-649 181
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC

GU071178.1 Leis 181
CCGCCTCGTCACGTTCTTCA®CGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GU071183.1 Leis 152
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
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Consenso 1 241

GACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT]

Consenso 10 241

Consenso 12 240
GICGAGCCACCGCGCECTGCGCCGCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT

Consenso 13 240

GACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT]

Consenso 14 240

GACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT

Consenso 15 234

Consenso 2 241
Gi¥CGAGCCACCGCGCBCTGCGCCCECTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT

Consenso 3 241

GACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT

Consenso 4 241

GACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT]

Consenso 5 241

GACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT

Consenso 6 241

GACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT

Consenso 7 241

GACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT]

Consenso 8 241

GACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT

EF108422.1 Tryp 241

GACGAGCCAECCEGCECTECGCCGECT®CGCACEGCGTGCGAGCGCGC@AAGCGEACGCT

EU599091.1 Leis 241

GTCGAGCCACCGCTE CTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCI®MAAGCGINACGCT

EU599094.1 Leis 241
GRCGAGCCACCGCGCCTGCGCC OB T GCaCACGGCaTGCGAGCGCGCGAAGCGCACECT
FR715987.1 Leis 241
GICGAGCCACCGCGCHCTGCGCCGCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT
GA-1174 241
GACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT
GA-973 241

GACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT]

GE-1166 241

GE-118 241
GlNCGAGCCACCGCGCHCTGCGCCCECTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT

GE-1273 241

GE-162 241
GACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT

GE-189 241
GACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT

GE-2447 241
GACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT
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GE-258 241
GACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGC
GE-2706 241
ACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGC
GE-2732 241
ACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGC
GE-280 241
ACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGC
GE-290 241
ACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGC
GE-295 241
ACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT
GE-306 241
ACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT
GE-367 241
ACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT
GE-422 241
ACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT
GE-454 241
GACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT
GE-649 241
GACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT
GU071178.1 Leis 241
GICGAGCCACCGCGCHCTGCGCCGCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT
GU071183.1 Leis 212

ICGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT

@) @) [®) @) [®)
— 3 — 3 —

‘

@)

‘

[ () ]
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Consenso 1 301
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA
Consenso 10 301
TCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA
Consenso 12 300
TCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCRA
Consenso 13 300
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA
Consenso 14 300
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA
Consenso 15 294

GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA
Consenso 2 301
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA
Consenso 3 301
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA
Consenso 4 301
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA
Consenso 5 301

GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA
Consenso 6 301
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA

Consenso 7 301

GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA

Consenso 8 301
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA

EF108422.1 Tryp 301

GTCGTCCGCGECGCAGGCGACGATINGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGT®GACTTCCA

EU599091.1 Leis 301

GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGANAACGTINGACTTCCA

EU599094.1 Leis 301

GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA)

FR715987.1 Leis 301

GA-1174 301
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTC@ACTTCCA

GA-973 301

GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA

GE-1166 301

GTCGTCCGCGACGCAGGCHACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA
GE-118 301
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA
GE-1273 301

GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA

GE-162 301
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA
GE-189 301
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTC@ACTTCCA
GE-2447 301

GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA
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GE-258 301

GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA

GE-2706 301

GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA

GE-2732 301

GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGIGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA

GE-280 301
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA
GE-290 301
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA
GE-295 301

GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA

GE-306 301
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTC@ACTTCCA
GE-367 301
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCMACTTCCA
GE-422 301
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTC@ACTTCCA)
GE-454 301

GTCGTCCGCGACGC‘CEE ACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTC®ACTTCCA

GE-649 301

GTCGTCCGCGACGCAGGCHACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTC®ACTTCCA

GU071178.1 Leis 301

GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA

GU071183.1 Leis 272

GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA

96



Consenso 1 361
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT
Consenso 10 3601
GCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT
Consenso 12 360
GCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT
Consenso 13 360
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT
Consenso 14 360
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT
Consenso 15 354
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT,

Consenso 2 361
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT
Consenso 3 361
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT
Consenso 4 361
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT
Consenso 5 361
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT,

Consenso 6 361
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT)

Consenso 7 301

GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT,

Consenso 8 361
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT,

EF108422.1 Tryp 361

GRICEn8C A TCACRICCHGCRCGCTTCGAGGAGC TTGCGGCGACCTRTTCCGC H

EU599091.1 Leis 361

GGCCA@CATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCAC Hﬁ

EU599094.1 Leis 361

GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT

FR715987.1 Leis 361

GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT,

GA-1174 361

GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT

GA-973 361

GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT,

GE-1166 361

GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT,

GE-118 361

GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT,

GE-1273 361
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCARCACAAT]
GE-162 361
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT
GE-189 361
GE-2447 361
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT
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GE-258 361

GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT,

GE-2706 361

GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT,

GE-2732 361

GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT,

GE-280 361
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGEGACCTGTTCCGCAGCACAAT,
GE-290 361
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT,
GE-295 361

GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT

GE-306 361

GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT,

GE-367 361

GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT
GE-422 361

GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT,

GE-454 361

GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT
GE-649 361

GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT

GU071178.1 Leis 361

GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT,

GU071183.1 Leis 332

GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTINCGCAGCACAAT
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Consenso 1 421

GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT]

Consenso 10 421

GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT]

Consenso 12 420

GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT]

Consenso 13 420

GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT]

Consenso 14 420

GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT

Consenso 15 414
GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGALCGT

Consenso 2 421

GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT]

Consenso 3 421
GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGALCGT]

Consenso 4 421

GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT]

Consenso 5 421

GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT

Consenso 6 421
GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGALCGT
Consenso 7 421

GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT]

Consenso 8 421

GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT

EF108422.1 Tryp 421

GCAGCCGGTGGAGCGIGTGCTGCAGGACGCI®MAAGATGGACAAGCGCIECCGTGCACGACGT]

EU599091.1 Leis 421

IICAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCHAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT

EU599094.1 Leis 421

GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT

FR715987.1 Leis 421

GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT]

GA-1174 421

GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT

GA-973 421
CABCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT]
GE-1166 421
GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT,
GE-118 421
GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT,
GE-1273 421
GE-162 421
GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGECGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT!
GE-189 421
GE-2447 421
GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT,

[
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GE-258 R G C .G CC GG T GG A G it

GE-2706 421
GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT]
GE-2732 421
GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT]
GE-280 421
GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT]
GE-290 421

GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT

GE-295 421
GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT

GE-306 421

GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT]

GE-367 421
GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT

GE-422 421

GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT]

GE-454 421

GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT

GE-649 421
GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT

GU071178.1 Leis 421

GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT]

GU071183.1 Leis 392
GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT
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Consenso_ 1
Consenso 10
Consenso 12
Consenso_13
Consenso_ 14
Consenso 15
Consenso_2
Consenso_ 3
Consenso 4
Consenso_ 5
Consenso_6
Consenso_7
Consenso_ 8

EF108422.1 Tryp
EU599091.1 Leis
EU599094.1 Leis
FR715987.1 Leis

GA-1174
GA-973
GE-1166
GE-118
GE-1273
GE-162
GE-189
GE-2447
GE-258
GE-2706
GE-2732
GE-280
GE-290
GE-295
GE-306
GE-367
GE-422
GE-454
GE-649

GU071178.1 Leis
GU071183.1 Leis

481
481
480
480
480
474
481
481
481
481
481
481
481
481
481
481
481
481
481
481
481
481
481
481
481

481
481
481
481
481
481
481
481
481
452
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GGTGCTGGT GG gkt
GGTGCTGGT GG gkt
GGTGCTGGT GG gk

GGTGCTGGT GG gt
GGTGCTGGT GGt

GGTGCTGGT GG gkt



ANEXO 3: Analisis de diversidad genética para secuencias de L. naiffi/ L. braziliensis y L. guyanensis/ L. panamensis
de hospederos humanos y mamiferos generado con el programa DnaSP (6.12.03).

Secuencias

- — n|S |Hap Hd+sd n
Especies de parasito | Hospedero

L. naiffi/ L. braziliensis | Humano |18|12| 12 |0.921569 | 0.002602 | 0.005374
L. naiffi/ L. braziliensis | Mamifero [12| 8 | 4 |0.681818 | 0.01039 | 0.003484

n=nlmero de secuencias, S=sitios polimorficos, Hap= NUmero de haplotipos, Hd+sd= diversidad de
haplotipos, t=diversidad de nucledtidos

ANEXO 4. Lista de secuencias utilizadas para generar arboles filogenéticos (cada consenso corresponde a una muestra
de acuerdo a los cddigos en la tabla del Anexo 1).

#Consenso 14
-ACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT
GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT
GGTGCTGGTGGGCGG

#Consenso 13
-ACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT
GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT

#Consenso 12
-ACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GCTCATCTTCGACCTTGGCGGCGGCACGTTCGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GTCGAGCCACCGCGCGCTGCGCCGCCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT
GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT
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GGTGCTGGTGG----

#Consenso_10
AACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCCGCACGCCT
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT
GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT
GGTGCTGGTGG----

#Consenso_15

------- GCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA
CCGCCTCGTCACGTTCTTCACCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT
GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT
GGTGCTG--------

#Consenso_2
AACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GCTCATCTTCGACCTTGGCGGCGGCACGTTCGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA
CCGCCTCGTCACGTTCTTCACCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GTCGAGCCACCGCGCGCTGCGCCGCCTGCGCACGGCGTGCGAGCGLCGLCGAAGCGLCACGCET
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT
GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT
GGTGCTGGTG-----

#Consenso_6
AACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGET
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT
GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT
GGTGCTGGTG-----

#Consenso_5
AACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA

103



CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT
GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT
GGTGCTGGTGG----

#Consenso 4
AACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT
GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT
GGTGCTGGTGG----

#Consenso_3
AACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT
GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT
GGTGCTGGTG-----

#Consenso 7
AACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT
GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT
GGTGCTGGTGGGCGG

#Consenso_8
AACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT
GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT
GGTGCTGGTGG----
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#GUO071178.1 Leishmania_guyanensis_strain MHOM/BR/2002/RBO01_70_kDa_heat_shock_protein_(hs
p70)_gene_partial_cds
AACAGCGTCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GCTCATCTTCGACCTTGGCGGCGGCACGTTCGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA
CCGCCTCGTCACGTTCTTCACCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GTCGAGCCACCGCGCGCTGCGCCGCCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT
GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT
GGTGCTGGTG-----

#FR715987.1 Leishmania_braziliensis_partial _hsp70_gene_for_heat-

shock_protein_70_strain_ MHOM/PE/01/PER006/1
AACAGCGGCGGCCATCGCATACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GCTCATCTTCGACCTTGGCGGCGGCACGTTCGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GTCGAGCCACCGCGCGCTGCGCCGCCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT
GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT
GGTGCTGGTGG----

#EU599094.1 Leishmania_panamensis_strain_ MHOM/PA/71/LS94 _heat_shock_protein_70_gene_partial

cds
GACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GCTCATCTTCGACCTTGGCGGCGGCACGTTCGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA
CCGCCTCGTCACGTTCTTCACCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GTCGAGCCACCGCGCGCTGCGCCGCCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT
GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT
GGTGCTGGTGG----

#GUO071183.1_Leishmania_naiffi_strain_ MDAS/BR/1979/M5533_70_kDa_heat_shock_protein-
like_(hsp70)_gene_partial_sequence

GACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GCTGATCTTCGACCTTGGCGGCGGCACGTTCGATGTGACGCT-CTGACGATCGACGGCGG
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GTCGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTTCGCAGCACAAT
GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT
GGTGCTGGTGG----
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#EU599091.1 Leishmania_mexicana_strain_ MNYC/BZ/62/M379_heat_shock_protein_70_gene_partial ¢
ds
GACGGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GCTGATCTTCGACCTTGGCGGCGGCACGTTCGATGTGACGCTGCTGACCATCGACGGCGG
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGCGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTCGACAA
CCGCCTCGTCACGTTCTTCACCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGCAAGAACCTGGC
GTCGAGCCACCGCTCGCTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCCAAGCGTACGCT
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGATAACGTTGACTTCCA
GGCCACCATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACGAT
TCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCAAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT
GGTGCTGGTGGG---

Secuencias de la tesis de Ruiz (2018).

#GA-973
AACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT
GCAACCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT
GGTGCTGGTGG----

#GE-189
AACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCCACTTCCA
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT
GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT
GGTGCTGGTGG----

#GE-1166
AACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT
GTCGTCCGCGACGCAGGCAACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT
GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT
GGTGCTGGTGG----

#GE-118_
AACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
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GTTCATCTTCGACCTTGGCGGCGGCACGTTCGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA
CCGCCTCGTCACGTTCTTCACCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GTCGAGCCACCGCGCGCTGCGCCGCCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT
GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT
GGTGCTGGTGG----

#GE-162
AACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCLT
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT
GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGGCGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT

#GA-1174
AACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCCACTTCCA
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT
GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT

#GE-422
AACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCLT
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCCACTTCCA
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT
GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT

#GE-649
AACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT
GTCGTCCGCGACGCAGGCAACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCCACTTCCA
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT
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GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT
GGTGCTGGTGG----

#GE-295
AACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT
GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT
GGTGCTGGTGG----

#GE-306
AACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCCACTTCCA
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT
GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT
GGTGCTGGTGG----

#GE-367
AACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GCTGATCTTTGACCTTGGGGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCCACTTCCA
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT
GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT
GGTGCTGGT------

#GE-290
AACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT
GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT
GGTGCTGGTGG----

#GE-2706

AACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
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CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT
GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT
GGTGCTGGTGG----

#GE-280
AACAGCGGCGGCCATCTCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGGGACCTGTTCCGCAGCACAAT
GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT

#GE-258
AACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT
GCAGCCGGTGGAGC

#GE-2732
AACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACGCGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGGACAAGGGTAAGGACCTTTC
GACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCLT
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGTGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT
GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT

#GE-1273
AACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGLT
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCACCACAAT
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GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT
GGTGCTGGTGG----

#GE-454
AACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT
GTCGTCCGCGACGCACGCAACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCCACTTCCA
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT
GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT
GGTGCTGGTGG----

#GE-2447
AACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCGCAACGT
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGCT
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT
GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT
GGTGCTGGTG-----

#Consenso_1
AACAGCGGCGGCCATCGCGTACGGCCTGGACAAGGGCGACGACGGCAAGGAGCCGCAACGT
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGATGTGACGCTGCTGACGATCGACGGCGG
CATCTTCGAGGTGAAGGCGACGAACGGTGACACGCACCTTGGCGGCGAGGACTTTGACAA
CCGCCTCGTCACGTTCTTCAGCGAGGAGTTCAAGCGCAAGAACAAGGGTAAGGACCTTTC
GACGAGCCACCGCGCACTGCGCCGTCTGCGCACGGCGTGCGAGCGCGCGAAGCGCACGET
GTCGTCCGCGACGCAGGCGACGATCGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTCGACTTCCA
GGCCAACATCACGCGCGCGCGCTTCGAGGAGCTGTGCGGCGACCTGTTCCGCAGCACAAT
GCAGCCGGTGGAGCGCGTGCTGCAGGACGCGAAGATGGACAAGCGCTCCGTGCACGACGT
GGTGCTGGTGG----

#EF108422.1 Trypanosoma_rangeli_isolate_ H14 70_kDa_heat_shock_protein_(hsp70)_gene_complete_c
ds
GACGGCCGCCGCCATTGCGTACGGGCTGGACAAGGTGGAGGAAGGCAGGGAGCGCCACGT
GCTGATCTTTGACCTTGGCGGCGGCACGTTTGACGTCACCCTGCTGACGATCGACGGCGG
CATCTTTGAGGTGAAGGCGACGAACGGCGACACGCACCTGGGCGGCGAGGACTTCGACAA
CCGCCTCGTGGCGCACTTCACGGACGAGTTCAAGCGGAAGAACCGGGGCAAGGACATGAC
GACGAGCCAGCGGGCGCTCCGCCGCCTCCGCACCGCGTGCGAGCGCGCCAAGCGGACGCT
GTCGTCCGCGGCGCAGGCGACGATTGAGATCGACGCGCTGTTCGACAACGTGGACTTCCA
GTCGACCATCACCCGTGCCCGCTTCGAGGAGCTCTGCGGCGACCTCTTCCGCGGCACGCT
GCAGCCGGTGGAGCGTGTGCTGCAGGACGCCAAGATGGACAAGCGCGCCGTGCACGACGT
GGTGCTCGTTG----

110



Anexo 5 Controles positivos de Leishmania spp. utilizados para las pruebas moleculares
Concentracion de los controles de Leishmania

(Obtenidas de cultivos de parasitos de Leishmania proporcionados por el Centro Internacional de
Entrenamiento e Investigaciones Médicas,

CIDEIM - Cali, Colombia — (Agosto 2017)

Especie ng/ul

L. mexicana Bel21 38,43
L. panamensis LS94 136,44
L. guyanensis M4147 65,08
L. braziliensis M2903 71,91
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Anexo 6: Principales sitios polimorficos de las secuencias de hsp70 obtenidas a partir de aislados provenientes de hospederos mamiferos.

Id. Id. DEL-8y INS-  Sust- DEL- Sust- Sust-  Sust- Sust- Sust- Sust- Sust- INS-
Secuenciaci  Muestr 9 14 16 17 71 77 98 208 249 263 272 485
on a
1 M04-02 N Y A Y G T C G A A T N
2 MO04-04 N N C N C C T C T G C Y
3 MO05-03 N N C N G T T G A A T N
4 M06-01 N N C N G T T G A A T N
5 MO7-02 N Y A Y G T T G A A T N
7 MO07-08 N N C N G T T G A A T N
MO7- N N C N G T T G A A T N
010
9 M08-03
10 M11-01 N Y A Y G T T G A A T N
11 M18-05
12 M19-01 N N C N C C C G T G Cc Y
13 M20-10 N N C N G T T G A A T N
14 M20-13 N N C N G T T G A A T N
15 M21-02 Y N C N G T T C A A T N
uTOo7S N Y A Y G T T G A A T N
6 V-09

Del: Delecién, Ins: Insercién, Sust: Sustitucion
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Anexo 7: Arbol filogenético basado en inferencia Bayesiana construido para las secuencias de hsp70 obtenidas de aislados de Leishmania sp. que provienen de
36 muestras humanas y 12 de mamiferos.

W EU599001.1_Leishmania_mexicana_strain_MNYG/BZ/62/M379_heat_shock_protein_70_gene_partial_cds
0024

0.057

EF108422.1_Trypanosoma_rangeli_isolate_H14_70_kDa_heat_shock_protein_(nsp70)_gene_complete_cds

Consenso_12

FR715987.1_Leishmania_braziliensis_partial_hsp70_gens_for_heat-shock_protein_70_strain_MHOM/PE/D1/PERO0S!1
Consenso_2
GUOTT178.1_Leishmania_guyanensis_strain_MHOMBRI2002/RBO01_70_kDa_heat_shock_protein_(hsp70)_gene_partial_cds
EUS99094.1_Leishmania_panamensis_strain. MHOM/PA/T1/LS94_heat_shock_prolein_70_gene_partial_cds

GE-118
GUOT1183.1_Leishmania_naifii_strain_MDAS/BRI1878/M5533_70_kDa_heat_shock_protein-like_(hsp70)_gene_pariial_sequence

Consenso_14

o.po1

0.008 [— Consenso_13
0.go1

|~ Consenso_10
ojooz
b oos~ Consense_15

|~ Consenso_s
|5, Consensa_s

Consanso_4

|~ Consensa_3
0.401 —
|~ Consense_7
o401 —

|- Consense_8
X: -

— Ga-ara
o0z

= -1

o1 GE189
|I— GE-1188
02

b, cE-162

0004 | eat1174
[~ GE-422
1

|- GE-za5
0.1
|~ cE308

o

—— GEas7
003

ofo; GE-2%0

|- GE-2706
pa1

[—— GE-zs0
0.004

— GE-258
01

F——— GE-27.
o008 GE-2732

— GE-1273
opoz

— GE-2447
0.pa1

I— Cansensa_1
0.po1

o GEe4e
0.004

GE-454
0.004

0.003



Anexo 8: Evaluacion de 24 distintos modelos (se muestran los primeros 10 segin AICc) de sustitucion de nucledtidos
para el método de reconstruccion de arboles filogenéticos “Maximum Likelihood” con base en el Criterio Bayesiano de
Informacion (BIC), el Criterio de Informacion de Akaike corregido (AlCc) y la probabilidad méaxima (InL) para las 55
secuencias de nucledtidos para hsp70 provenientes de Leishmania spp. correspondiente a referencias, hospederos
humanos y hospederos mamiferos.

Model #Param BIC AlCc InL Gamma R
GTR+G 82 2720.955787  2095.244249  -965.177 n/a 0.368672157
GTR+G+l 83 2730.62179 2097.290527  -965.190 0.215107519 0.6220351
T92+G 76 2679.240291  2099.252643  -973.244 n/a 0.37606402
GTR+I 79 2702.368378  2099.517597  -970.346 n/a 0.351214996
TN93+G 77 2687.763248  2100.154292  -972.685 0.608464965 200
T92+G+l 76 2680.191117  2100.20347 -973.720 0.412345679 nla
HKY+G 79 2703.502637  2100.651857  -970.913 0.412345679 nla
T92+I 80 2711.155277  2100.68398 -969.919 7.53626E-06 0.351485936
TN93+G+l 82 2727.050618  2101.33908 -968.225 0.412345679 nla

Abreviaciones(inglés): GTR: General Time Reversible; HKY: Hasegawa-Kishino-Yano; TN93: Tamura-Nei; T92:
Tamura 3-parameter; K2: Kimura 2-parameter; JC: Jukes-Cantor./div>, R: transversion/transition bias,
Se excluyen agujeros en las secuencias.

Anexo 9: Sitios polimérficos que definen la variacion intraspecifica del gen hsp70 de Leishmania sp. segin su
respectiva especie y hospedero para las 54 secuencias de nucle6tidos obtenido de aislados a partir de muestras humanas
(Ruiz, 2018) y muestras de mamiferos.

Sitios polimérficos

I_Espeme_de Clase de (# sitios/nucledtidos Posiciones de sitios polimdrficos®
Leishmania sp. hospedero
totales)
. . 20, 86, 159, 228, 323, 343, 410,
Mamifero 8/512 16, 71, 77, 98, 208, 249, 263 y 272
Leishmania Humano NA® NA®
guyanensis/panamensis Mamifero NA® NA°

a= Definida con base en alineamiento de secuencias (ver Anexo 4).
b= Unicamente hay una secuencia asignada a este grupo.
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Anexo 10: Diagrama de Venn para la cantidad de posiciones de sitios polimérficos en comln para distintos conjuntos
(ver Anexo 9) de 54 secuencias hsp70 obtenidas de aislados a partir de muestras humanas (Ruiz, 2018) y muestras de
mamiferos.

M

H= Leishmania naiffi/braziliensis en hospedero humano
M= Leishmania naiffi/braziliensis en hospedero mamifero

Anexo 11: Coordenadas geogréficas para las ocurrencias de mamiferos infectados con parasitos Leishmania sp. para
Guatemala segun andlisis moleculares descritos previamente.
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Anexo 12: Particién de ocurrencias de leishmaniasis cutanea para Centroamérica usando el método de bloques.
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Bloque 1 -> Negro; Bloque 2: Rojo; Blogue 3: Verde; Bloque 4: Azul

Nota: Los bloques 2 y 4 se seleccionaron como entrenamiento, mientras los 1 y 3 se utilizaron para evaluar
a los modelos.

Anexo 13: Curvas Operador-Receptor (ROC) para los cuatro modelos de nicho ecolégico para leishmaniasis cutanea en
la region Centroamericana finales seleccionados.
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Anexo 14: Resultados de anélisis AUC ROC parcial para modelos de nicho ecoldgico para leishmaniasis cutanea en la
region Centroamericana finales utilizando nichetoolbox (http://shiny.conabio.gob.mx:3838/nichetoolb2/) con 500
iteraciones y un muestreo del 50% de las ocurrencias.

AUC Cociente
Modelo promepdio (E=0.05) | pAUC promedio Valor-p
1 0.629 1.26 +0.06 <0.001
2 0.633 1.27 £0.06 <0.001
3 0.628 1.26 +0.06 <0.001
4 0.628 1.26 +0.06 <0.001

Anexo 15: Contribucion de los distintos componentes principales al modelo de nicho ecoldgico para leishmaniasis
cutdnea en la regién Centroamericana’(modelo 1) y curvas de respuesta para los cuatro componentes principales de
mayor contribucion.
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http://shiny.conabio.gob.mx:3838/nichetoolb2/

Variable Contribucién
predictiva

PC2 34.3
PC5 28.7
PC3 14.7
PC9 14.4
PC8 35
PC7 2.6
PC1 1.6
PC6 2

PC4 0

Anexo 16: Factores de carga para los cuatro componentes principales de mayor contribucion a la calibracion del
modelo nicho ecoldgico numero 1 final.

Variable
original

biol -0.19998 | -0.05942| -0.34102| -0.19752
biol0 -0.39039 | -0.53082| 0.164076 | 0.026991
bioll -0.13737| -0.15311| 0.250005| 0.217895
biol2 0.238842 | 0.371911| 0.098404 | -0.05256
biol3 -0.25705| 0.220666 | -0.15839| 0.437129
biol4 -0.37488 | 0.317278| 0.190521| 0.111468
biol5 -0.38051 | 0.323147| -0.25435| 0.105395
biol6 0.081278 | -0.05601| -0.28608 | 0.541935
biol7 -0.34728 | 0.284613| 0.033286| -0.3422

bio2 -0.28079| 0.087023| -0.28776| -0.11343

bio4 -0.07593 | -0.11444| -0.40789| -0.21804

bio5 0.078971| 0.129781| 0.151838| -0.39965

bio6 -0.15361| -0.1657| 0.241114| 0.136814

bio7 0.250758 | 0.359166 | 0.090518 | 0.212003

elev 0.1787| -0.04552| -0.31025| -0.02811

slope 0.209361| -0.13776| -0.37517| 0.004396
Variables originales con mayor contribucion relativa resaltadas.

PC2 PC5 PC3 PC9
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Anexo 17: Mapas de riesgo de leishmaniasis cutanea continuos para los modelos de nicho ecolégico 2, 3y 4 en la
region de Centroamérica (de izquierda a derecha).
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Anexo 18: Umbrales logisticos para los cuatro

seleccionados.

modelos de nicho ecol6gico para la region de

Centroamérica

Presencia Minima Presencia de Presencia de
Modelo | de los puntos del entrenamiento entrenamiento
entrenamiento percentil 5 percentil 10
1 0.216 0.381 0.397
2 0.196 0.374 0.379
3 0.202 0.376 0.388
4 0.209 0.379 0.393

Anexo 19: Modelos de nicho ecol6gico para Leishmania spp. calibrados segun su tasa de omision y valor de AlCc.
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