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RESUMEN

La leishmaniasis es un conjunto de enfermedades zoonoéticas y antropondticas (Kato et
al.,, 2005). La leishmaniasis es causada por parésitos del género Leishmania
perteneciente a la familia Trypanosomatidae. Se transmite por la picadura de hembras
del género Phlebotomus en el viejo mundo y Lutzomiya en el nuevo mundo. En Ecuador
se ha reportado leishmaniasis de tipo cutdnea y mucocutanea, siendo la primera la mas
frecuente. Pedro Vicente Maldonado es una zona endeémica de leishmaniasis con una
poblacién de 12,924 habitantes. Las especies identificadas causantes de leishmaniasis
cuténea en la zona son Leishmania Viannia(V.) panamensis y L. (V.) guyanensis. En
1999, se reportd la presencia de hibridos de L. (V.) panamensis y L. (V.) guyanensis en
esta zona. Este estudio pretende caracterizar a nivel molecular las especies de
Leishmania sp. en 39 muestras de lesiones cutaneas de pobladores de 5 localidades. El
andlisis molecular de las secuencias del gen de la proteina shock térmico, HSP70
mostré que la especie asociada a las lesiones de leishmaniasis fue L. (V.) guyanensis.
Todas las secuencias mostraron 100% de homologia (1422 bp). L. (V.) panamensisy L.
(V.) guyanensis son especies muy emparentadas, por lo que algunos autores las
consideran una sola especie. No se pudo confirmar la presencia de hibridos,. Estos
resultados contribuyen a entender la dindmica de transmision del parasito en la
poblacién humana que se complementa con estudios en el vector y reservorios.



ABSTRACT

Leishmaniases are a group of zoonotic and and anthroponotic diseases (Kato et al.,
2005). It is caused by a parasite of the genus Leishmania. Leishmaniases is transmitted
to humans by the bite of infected female of genus Phlebotomus in the old world and
Lutzomya in the new world. In Ecuador you can find cutaneous and mucocutaneous
leishmaniasis, the first one being the most common. Seven species of Leishmania are
responsible for infections in Ecuador. According to Calvopifia et al. (2006), in Pedro
Vicente Maldonado L. (V.) guyanensis y L. (V.) panamensis. are present. Several
moelcular markers have been used in order to determine phylogeny of Leishmania. The
heat shock protein has been described as a useful marker to determine phylogeny among
species of Leishmania sp because it is among the most conserved proteins throughout
evolution (Folgueira and Requena, 2007) (Fraga et al., 2010). Pedro Vicente Maldonado
Is an endemic leishmaniasis area with a population of 12,924 inhabitants. The main
species causing cutaneous leishmaniasis in the area are son Leishmania (V.) panamensis
y Leishmania (V.) guyanensis (Bafuls et al., 1999). While vectors identified are
Lutzomyia trapidoi and Lutzomyia hartmanni (Calvopifa et al., 2004). This study aims
to characterize the species of Leishmania sp. but it will also allow understanding the
dynamics of transmission of cutaneous leishmaniasis in Pedro Vicente Maldonado
together with the analysis of vectors and reservoirs study. 39 samples of cutaneous
leishmaniasis lesions were analyzed. Genetic variability could not be found among
them. The heat shock protein was analyzed and concluded that the samples sequences
are homogeneous and apparently clones corresponding to L. guyanensis. In addition, L.
guyanensis y L. panamensis are closely related species. To determine genetic variability
in these species some authors recommend using microsatellites. The genetic diversity
among L. guyanensis y L. panamensis has been discussed and y L. panamensis has even
been described as a subspecies of L. guyanensis. In Pedro Vicente Maldonado,
confirmed L. guyanensis and L. panamensis vectors are N. trapidoi y L. hatmanni, while
the possible vectors are Psychodopygus panamensis y Psychodopygus carrerai thula.
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INTRODUCCION

La leishmaniasis es un conjunto de enfermedades zoondticas y antroponoéticas que
afectan causando dafio a nivel cutdneo, mucocutaneo o visceral (Kato et al., 2005). A
nivel mundial, se estima que cada afio se producen 1,3 millones de nuevos casos y entre
20 000 y 30 000 defunciones (OMS, 2015). Se encuentra distribuida en todos los
continentes menos en la Antartida y se han reportado ciertos casos aislados en Oceania.
En América se han reportado casos desde el norte de Argentina hasta el sur de Texas

(Jojoa, 2012) .

Esta enfermedad se presenta en 3 formas clinicas como se puede observar en la Figura
1. La leishmaniasis visceral es una enfermedad crénica y si no recibe el tratamiento
apropiado puede ser mortal al destruir todos los 6rganos internos del paciente . La
leishmaniasis mucocutanea generalmente es producida por Leishmania braziliensis, la
caracteristica principal de esta patologia es la destruccion total o parcial de los tejidos de
nariz, garganta y boca. La leishmaniasis cutanea es una de las enfermedades parasitarias
mas comunes a nivel mundial (Zerpa et al., 2002). Este tipo de lesiones se presenta
generalmente en brazos, piernas y cuello, por ser zonas mas expuestas al vector. Las
lesiones de este tipo pueden curar sin necesidad de tratamiento después de meses e

incluso afios de un gran dafio epitelial. (Calvopifia et al., 2012).
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XD
Fuente: Stanford University (web.stanford.edu)

Figura 1. Fotos de pacientes con leishmaniasis: izquierda) visceral, centro)
mucocutanea y derecha) cutanea.

La gente que habita en zonas rurales estd mas expuesta a la enfermedad debido al
contacto directo con el hébitat del vector. Actualmente la tasa de deforestacion es muy
alta con lo cual el vector se adapta a nuevos ambientes (Ampudia et al., 2014). En las
zonas rurales, la malnutricion suele presentarse especialmente en nifios, causando
debilidad del sistema inmune y por lo tanto poca resistencia hacia la infeccion del
parasito. Los cambios de temperatura, precipitaciones y humedad influyen en el vector,
al alterar su distribucion y permitir que el parésito se transmita en zonas donde la
enfermedad no era previamente reportada. Las sequias, hambrunas, inundaciones y otras
catdstrofes naturales, causan el desplazamiento masivo de personas hacia zonas de

transmision de leishmaniasis (Ampuero et al., 2005)

Ciclo de vida

El ciclo de vida del parasito se presenta en dos estados en dos hospederos diferentes.
Necesita de un hospedero invertebrado (fleb6tomo) y un vertebrado (mamifero). En el
vector el parasito se encuentra como promastigote extracelular movil; mientras que en el
hospedador mamifero estd como amastigote intracelular inmovil. La transformacion de

un estado a otro se da por cambios en la temperatura y el pH (Kato, et al., 2010).
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La picadura del vector activa el sistema inmune reclutando neutréfilos hacia el sitio de
la infeccidn, estos a su vez se encargan de fagocitar a los parasitos causantes de la
infeccion. Sin embargo, el parésito tiene como objetivo principal la infeccion a los
macrofagos, los cuales pueden infectare por varias formas: por infeccién directa, por
fagocitosis de los neutréfilos infectados y por infeccion silenciosa de los parésitos
liberados tras la muerte apoptdtica de los neutréfilos. Dentro del hospedador humano, el
parasito empieza a reproducirse por mitosis causando lisis celular y las lesiones en los

tejidos (Bras- Goncalves, et al., 2014).

El Parasito

La leishmaniasis es causada por parasitos del género Leishmania perteneciente a la
familia Trypanosomatidae. Dentro de este género se pueden distinguir a dos
subgéneros: Leishmania que incluye a las especies que se desarrollan en el intestino
anterior y medio del vector, y el segundo es Viannia que se desarrolla en el intestino
posterior y medio (Lainson & Shaw, 1987). Las especies de Leishmania determinan el

tipo de lesion que producird. Como se muestra a continuacion en la Tabla 1

Tabla 1. Formas clinicas de leishmaniasis y las especies de Leishmania spp.
relacionadas

Formas clinicas

Leishmaniasis Leishmaniasis Leishmaniasis
cutanea mucocutanea visceral
L. (Viannia) | L. (V.) braziliensis L. donovani
guyanensis,
L. (V.) panamensis L. infantum
L.(Leishmania)
mexicana
Especies de
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Leishmania L.(L.) major
spp. _
L. (V.) peruviana
L. (L.) amazonensis
L.(L.) tropica

L. (V.) braziliensis

L. (V.) panamensis

Leishmaniasis en el Ecuador

Se piensa que la leishmaniasis esta presente en el Ecuador desde hace cien y hasta mil
afios antes de la conquista espafiola. En Ecuador se puede encontrar leishmaniasis de
tipo cutdnea y mucocutéanea, siendo la primera la mas frecuente. Sin embargo, en su
forma mucocutanea, se encuentra limitada a las 6 provincias de la region amazonica. Al
ser mas grave que el tipo cutaneo, la gente tiende a rechazar a los enfermos porque los
tejidos se destruyen significativamente causando deformacion en zonas sensibles como

en 0jos, nariz u orejas (Calvopifa et al., 2004)

En la actualidad la leishmaniasis cutanea se encuentra distribuida en 23 provincias de
las 24 provincias del territorio ecuatoriano y se ha convertido en un problema muy serio
de salud (Ampudia et al.,, 2014). Segun la Direccion Nacional de Vigilancia
Epidemioldgica del Ministerio de Salud Publica del Ecuador (MSP), en el afio 2014, se
reportaron 935 casos a nivel nacional. Esta cifra representa un aumento del 22.25% con
respecto a 2013, en donde los casos reportados fueron 809. Es importante recalcar que
los casos reportados al MSP no representan la totalidad de casos presentes en Ecuador.
Esto sucede porque la mayoria de las personas que sufren de la enfermedad, se

encuentran en el campo sin acceso a un centro de salud y esperan la cura espontanea de
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las Glceras o utilizan métodos alternativos como extractos de plantas, ungientos, aceite

de auto hirviendo, gasolina, etc (Ampudia et al., 2014).

Siete especies de Leishmania son responsables de infecciones en Ecuador: Leishmania
(Viannia) braziliensis causante de leishmaniasis mucocutanea, L. (V.) naiffi,
Leishmania (Leishmania) mexicana, L. (L.) amazonensis y L.(L.) major-like, de
leishmaniasis cutadnea. Por ultimo, L. (V.) panamensis, L. (V.) guyanensis, de

leishmaniasis cutanea y mucosa (Olalla, et al., 2015).

Segun Calvopifia et al. (2006), en Pedro Vicente Maldonado se han encontrado L. (V.)
guyanensis y L. (V.) panamensis. Ademas, en otro estudio en Ecuador, Bafiuls. et al.
(1999) describi6 hibridos entre L. (V.) guyanensis y L. (V.) panamensis. provenientes

de muestras colectadas en el pais. .

Vectores

La enfermedad se produce por la picadura de un protozoario del género Leishmania de
la familia Trypanosomatidae que se transmite por hembras del género Phlebotomus en
el viejo mundo y Lutzomiya en el nuevo mundo, con un gran indice de infestacién en las

Ameéricas con mas de 20 especies (Jojoa, 2012).

En Ecuador, se han reportado 76 especies de flebotomos que pertenecen a 17
subgeneros (Galati, 2010). Se consideran como vectores comprobados a: Nyssomyia
trapidoi, Lutzomyia hartmanni, Lutzomyia gomezi y Lutzomyia ayacuchensis (Zapata, et
al., 2012). Se ha reportado a Lu. serrana como vector de L. brazilensis, L. guyanesis y
L. panamensis en la Amazonia (Calvopifia, 2004). Ademés determinaron como posibles
vectores a: Lu. tortura, Lu. olmeca bicolor, Lu. gomezi, Lu. flaviscutellata, Ps. carrerai

thula, y Lu. castanea. Por otra parte, se ha reportado que Psychodopygus panamensis es
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vector natural de L. panamensis y L. brazilensis en Panama, Ecuador, Colombia y

Guatemala (Barreto, et al., 1997; Lainson, 2002)

Reservorios

Se han reportado varios hospederos tanto domésticos como silvestres. Los hospederos
naturales de este parasito son roedores, marsupiales, 0s0s perezosos, canidos y primates
no humanos (Nieves y Pimiento, 2002). Mientras que el humano es un hospedero
accidental. Animales domeésticos como caballos y gatos han sido reportados como
reservorios. Entre las especies silvestres que pueden ser reservorios estan: ratas de agua
(Squamipes nectomys), ratas negras (Rattus rattus), ratones de hierba (Bolomys
lasiurus), ratones de pantano (Holochilus scieurus), ratones de campo (Akodon
arvieuloides), oposums lanudos (Marmosa sp.) y =zarigiieyas comunes (Didelphis
albiventris) (Chaves et al., 2007). En Ecuador se ha reportado a 0so hormiguero
(Tamandua tetradactyla), perezoso (Choloepus hoffmanni), ardilla (Sciurus vulgaris),
ardilla de cola roja (Sciurus granatensis), cusumbo (Potos flavus), gallinas (Gallus
gallus domesticus) , humanos (Homo sapiens), vacas (Bos Taurus) y perros (Canus
lupus) como reservorios de Leishmania spp. (Roque & Jansen, 2014) (Anaguano et al.,

2015).

Herramientas moleculares para deteccion de leishmaniasis

Se han utilizado varios marcadores para poder determinar filogenia de Leishmania
como son: internal transcribed spacer (ITS) 1y 2 del ribosoma , gen para el polipéptido
catalitico de la polimerasa a (polA), el gen de la subunidad larga de RNA polimerasa 11

(rpolILS), gen de la citocromo oxidasa Il, gen de glicoproteina 63 (gp63), gen de
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cisteina proteasa B (cpb), el mini-exon, 7SL RNA, el gen de citocromo b(cytB) y la heat

shock protein (hsp70) (Rougeron et al., 2010) (Zerpa et al. 2002).

La proteina de shock térmico es una proteina es de mucha utilidad para el parésito,
porque durante la transmision tiene que soportar constantes cambios de temperatura y
pH. En el insecto los promastigotes se encuentran de 22 °C a 28 C. Mientras que en el
hospedero mamifero, en lesiones cutineas la temperatura es de 31°C a 35°C y en
lesiones viscerales es de 37°C aproximadamente (Folgueira et al., 2006). Es por lo
tanto, importante que el parésito posea mecanismos de tolerancia al shock térmico
(Zilberstein y Shapira, 1994). La proteina de shock térmico ha sido descrita como un
marcador Gtil para determinar filogenia entre especies de Leishmania sp debido a que
esta entre las proteinas mas conservadas a lo largo de la evolucion (Folgueira y

Requena, 2007) (Fraga et al. , 2010).

Los genes que codifican las proteinas hsp70 también se utilizan ampliamente en
estudios filogenéticos de diferentes parasitos, como Cryptosporidium spp. (Sulaiman et
al., 2000; Langkjaer et al., 2007), Babesia spp. (Yamasaki et al., 2002; 2007), Giardia
spp. (Arisue et al., 2002a), Entamoeba spp. (Arisue et al., 2002a), Microsporidium spp.

(Arisue et al., 2002a) y Blastocystis hominis (Arisue et al., 2002).

El presente estudio pretende caracterizar a nivel molecular las especies de Leishmania
en biopsias de lesiones cutaneas en habitantes de la zona de Pedro Vicente Maldonado.
Con este estudio se demostraria cuales son las especies causantes de leishmaniasis en
Pedro Vicente Maldonado, su diversidad genética y la posible presencia de hibridos

descritos por Bariuls (1999) en la zona.
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JUSTIFICACION

Pedro Vicente Maldonado es una zona endémica de leishmaniasis con una poblacion de
12,924 habitantes. Segun el Ministerio de Salud Publica, en 2014 se reportaron 55 casos
de leishmaniasis cutanea en la zona, sin tomar en cuenta los pobladores de zonas
rurales, que no acuden a las dependencias del MSP para recibir tratamiento. La
enfermedad es fluctuante debido a la variabilidad climatoldgica en tiempo e intensidad
(Ampudia et al., 2014). Afecta principalmente a nifios y causa desfiguraciones en la
cara con un impacto social de aceptacién en la poblacion, principalmente en nifias
(Zapata et al, 2012). De acuerdo a Ampudia (2014), la época del afio en la que se
presentan més casos de lesihmaniasis en el Canton de Pedro Vicente Maldonado es en
la época de invierno. La época invernal se define como la época lluviosa y va desde
noviembre hasta abril.

Actualmente existe un aumento en el nimero de casos de leishmaniasis cutanea, debido
principalmente a la lotizacion de terrenos en la zona y la deforestacion. Por lo cual, los
vectores se estan adaptando a nuevos habitats y por lo tanto la gente tiene mas contacto

con los vectores.

Las principales especies causantes de leishmaniasis cutanea en la zona son Leishmania
(V.) panamensis y Leishmania (V.) guyanensis,. (Bafiuls et al., 1999). Mientras que los
vectores que se han identificado son Lutzomyia trapidoi y Lutzomyia hartmanni

(Calvopifia et al., 2004).

Este estudio pretende caracterizar las especies de Leishmania sp. pero también va a
permitir entender la dindmica de transmision de la leishmaniasis cutanea en esta zona

junto con el estudio del parésito en vectores y reservorios
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OBJETIVOS
a) Objetivo General

e Caracterizar a nivel molecular Leishmania sp. en 39 lesiones de habitantes
de los pueblos: Pedro Vicente Maldonado, Paraiso Escondido, El Cisne, La

Celica, Salcedo Lindo del Cantén Pedro Vicente Maldonado

b) Objetivos Especificos

e Obtener biopsias de lesiones de leishmaniasis cutanea de pacientes

e Cultivar el parasito en medio USHMARU

e Extraer ADN y amplificar una region (120bp) de los minicirculos del
kinetoplasto

e Amplificar y secuenciar un segmento del gen de la proteina de shock térmico
(hsp70) (1422 pb) para identificar la especie de Leishmania presente en la

lesion
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AREA DE ESTUDIO

Todos los individuos que fueron parte del estudio aceptaron y firmaron un formulario de
consentimiento informado aprobado por el Comité de Bioética de la Universidad San
Francisco de Quito. EIl permiso de bioética es el N° 2014-025M. Las personas mayores
de edad firmaron el consentimiento informado como aprobacion para ser parte del
estudio y en pleno conocimiento de riesgos, beneficios y objetivos del proyecto. En caso
de menores de edad, los padres firmaron el consentimiento informado y aceptaron la

participacion del menor en el estudio.

La colecta de muestras se realizo en el canton Pedro Vicente Maldonado al noroccidente
de la provincia de Pichincha y en 5 recintos aledafios como se muestra en el Anexo 1y
en el Anexo 2. Las colectas se realizaron entre el 21 de mayo de 2015 y el 31 de enero

de 2016 en las diferentes localidades.

El analisis molecular del proyecto se realizd en el Laboratorio de Microbiologia y
Laboratorio de Parasitologia de la Universidad San Francisco de Quito, Campus

Cumbaya.



MATERIALES

Coleccion de muestras

Formulario de consentimiento informado

Bisturi

Algodon

Alcohol Antiséptico

Guantes de latex

Pinzas

PBS 1X (137mM NacCl, 2.7mM KClI, 4.3mM Na2HPO4. 7TH20, 1.4mM
KH2PO4, pH7)

Tubos eppendorf 1,5 mi

Hielo seco

Extraccion de ADN

PBS 1X (137mM NaCl, 2.7mM KCI, 4.3mM Na2HPO4. 7H20, 1.4mM
KH2PO4, pH7)

CTAB (CTAB 2% plv, NaCl 1.4M, EDTA 20Mm pH 8, HCI 100Mm pH 8)
Proteinasa K (Invitrogen)

Cloroformo: Alcohol Isoamilico (24:1)

Etanol al 100%, etanol al 70%,

Buffer TE (10mM Tris-HCI, pH 8, 0.1mM EDTA)

Microcentrifugadora Eppendorf

Vortex (SMENSMAURO LAB MIXER)

Bafio Maria Shel LAB

Tubos eppendorf 1,5ml
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e Micropistilo pléastico

e Micropipetas (Labnet)

Amplificacion De ADN
e H2O para PCR [J

e Buffer 5X [J
e MgCI225mM [
e dNTPs2mM []
e Primer JW11 (50uM): 5’-CCT ATT TTA CAC CAACCCCCAGT -3° [
e Primer JW12 (50uM): 5’-GGG TAG GGG CGT TCT GCG AAA -3° T[]
e Primer HSP70sen
(50uM): 5GACGGTGCCTGCCTACTTCAA 3
e Primer HSP70ant
(50uM): 5CCGCCCATGCTCTGGTACATC 3
e Primer B-actina F (50uM)
5’CGGAACCGCTCATTGCC3’
e Primer B-actina R (50uM)
5S’ACCCACACTGTGCCCATCTA 3°
e Taq Polimerasa (GoTag ®)
e Muestras de DNA de biopsias de leishmaniasis cutanea
e Termociclador BioRad

e Tubos eppendorf de 0,2m

Electroforesis en Gel de Agarosa

e Camara de electroforesis horizontal (C.B.S Scientific CO)

e TBE1X



o 54g de TRIS Base (Promega)
o 27.5¢g de &cido borico (Acros Organics)
o 20mL de EDTA pH8 [0.5M]
o 5000mL agua destilada estéril
e Agarosa LE
e Bromuro de etidio (molecular SIGMA biology)
o 28
e Amplicones (JW11-JW12;HSP70sen-HSP70ant)
e Micropipetas (Labnet)
e Blue Juice 10X Loading Buffer (Invitrogen)
e Balanza analitica (ae ADAM AQT-600)
e Microondas (Panasonic USP 4,942,516)

e Parafilm

Secuenciamiento
e Amplicones JW11-JW12

e Amplicones HSP70sen-HSP70ant

Analisis de datos

e Software:
o PRE GAP,
o GAP,
o MEGA,

o National Center for Biotechnology Information

23
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METODOS

Colecciéon de muestras

La coleccion de muestras se realizd en pacientes de 1 a 25 afios con lesiones sugestivas
de infecciones con leishmaniasis cutanea en la poblacion de Pedro Vicente Maldonado y
recintos aledafios, como se detalla anteriormente en la seccion “Area de estudio”. Se
selecciond a pacientes Unicamente con lesiones recientes y que no hayan recibido
tratamiento anteriormente. Todos los procedimientos se realizaron junto al Dr. Pablo

Zambrano, epidemidlogo del subcentro de Pedro Vicente Maldonado.

El proceso para la obtencion de las muestras fue el siguiente. Primeramente, se observé
si los nodos o ulceras presentes en los individuos eran sugestivas de ser leishmaniasis
cutanea. Después, se evalud posibles infecciones sobreafiadidas en la Glcera; de ser este
el caso, no era una muestra recomendable para el estudio porque seria necesario tratar la

Ulcera con antibioticos antes.

En segundo lugar, eligio los extremos de las Ulceras para tomar las muestras, debido a

gue los amastigotes se encuentran principalmente en la capa de la dermis.

Como siguiente paso, realizé cortes transversales con bisturi en la lesion. Se desinfectd
la lesion con gasa o algoddn estéril con alcohol al 70% y se esper6 a que seque, debido

a que el alcohol no debe entrar en la lesion abierta

Por altimo, se hizo un corte superficial de 1mm de profundidad en el borde de la lesion
utilizando un bisturi y sosteniéndolo con firmeza con el dedo pulga e indice. Se realizd
un corte hacia arriba del borde de la lesion con el bisturi evitando el sangrado. Se aplico

una gasa estéril con alcohol y se tapo la herida. En la Figura 2. se puede observar una
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foto de la toma de muestra.

Se almacend las biopsias en PBS 1x y se las transporto en frio hasta el Laboratorio de

Parasitologia de la Universidad San Francisco de Quito.

Figura 2. Toma de muestra de biopsia de leishmaniasis cutanea en Pedro Vicente
Maldonado por el Dr. Pablo Zambrano

Cultivo del parasito

Se cultivé el parasito en medio de cultivo USHMARU que es un medio bifasico que
consta de una fase solida compuesta por Base de Agar Sangre, BBL suplementado con
sangre de conejo desfibrinada al 15% (v/v) y Pen —Strep al 1% (v/v) El medio fue

vertido en un tubo para que tome forma de pico de flauta y almacenado a 4 °C.

La toma de la muestra para el cultivo, se realizé con una jeringuilla de 5mL con aguja
calibre 21. Se pincho el borde de la lesion y se gir6 la aguja firme y repetitivamente con
el fin de poder aspirar suavemente el tejido, tirando del émbolo sin sacar la aguja. A
medida que se aspira el material de la lesion la solucion en la jeringuilla se vuelve
turbia. El material obtenido se inoculé en el medio colocando 0,5mL del aspirado. Se

mantuvo los cultivos a 22°C méaximo 25°C.
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La examinacion de rutina de los cultivos se realiz6 cada 3 dias. Si se observo
contaminacion con hongos o bacterias era necesario realizar subcultivos
inmediatamente en medios de cultivo fresco con antibiético. Con una pipeta Pasteur
estéril, se tomd 2 a 3 gotas en medio fresco cuando los parasitos incrementaron en
namero y se los transfiri6 a medio nuevo. Se afiadié aproximadamente 0,5 mL de
PBS1x fresco en los tubos de cultivo para que la fase acuosa se mantenga. Los cultivos
primarios que permanecieron sin crecimiento después de dos a tres semanas de cultivo,
de todas maneras se subcultivaron en medio fresco de cultivo, se incubaron juntos al
tubo primario y si después de dos semanas no se presentaban crecimiento ni en el

subcultivo ni en el tubo primario, se descartaban.

Extraccion de ADN

Se realiz6 la extraccion de ADN a partir de las biopsias colectadas mediante el
protocolo de CTAB descrito por Saghai-Maroof, et al., (1984) pre estandarizado en el
Laboratorio de Microbiologia de la Universidad San Francisco de Quito. Primero se
realizo tres lavados consecutivos a las muestras con 500 pl de PBS 1X (137mM NacCl,
2.7mM KCI, 4.3mM Na2HPO4. 7H20, 1.4mM KH2PO4, pH7) para lavar la sangre de
las biopsias. Luego se elimind el PBS 1X y se agreg6 700 ul de CTAB (CTAB 2% plv,
NaCl 1.4M, EDTA 20Mm pH 8, HCI 100Mm pH 8). Con un micropistilo plastico se
triturd la muestra completamente mediante maceracion mecanica del material y se
agreg6 20 ul de proteinasa K. La mezcla se homogeniz6 en un vortex y se incubd por 2
horas a 65°C, agitando cada 15 minutos para facilitar la ruptura de las membranas

celulares (Kieleczawa, 2006).
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Una vez terminada la incubacion se dejo enfriar la muestra a temperatura ambiente y se
agreg6 700 pl de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1). Se mezcld invirtiendo el tubo
vigorosamente hasta formar una emulsion. Luego se centrifugd las muestras a 12000
rpm por 5 minutos, con esto se obtuvo dos fases, la inferior u orgénica
(cloroformol/isoamilico) y la superior o acuosa que tiene el ADN en suspension y una
interfase blanca que contiene proteinas celulares. Se transfirié aproximadamente 500 ul
del sobrenadante a un tubo nuevo previamente rotulado. En este punto fue crucial no
topar la interfase para evitar la contaminaciéon con proteinas celulares. A continuacion
se agregd 1000 pl de etanol al 100% a -20°C y se invirtid delicadamente el tubo tres

veces. Esto se dejo toda la noche a -20 °C sin movimiento (Kieleczawa, 2006).

Al siguiente dia se centrifugd la muestra a 13200 rpm por 11 minutos y se descartd el
sobrenadante cuidadosamente. Luego se lavo el pellet de ADN adicionando 1000 pl de
etanol al 70% y se invirti6é delicadamente. Se centrifugé nuevamente a 13200 rpm por
10 minutos y se descartd el sobrenadante. Una vez realizados los lavados se dejo la
muestra secando por 15-20 minutos en un tubo Eppendorf boca abajo sobre un papel
absorbente. Finalmente se resuspendio la muestra en 50 pl de buffer TE (10mM Tris-

HCI, pH 8, 0.1mM EDTA) y se almacen¢ a -20°C (Kieleczawa, 2006).

Amplificacion de actina

Se amplificé una region de 330 (pb) de una region conservada del gen de la B-actina
como control interno. Los primers utilizados para la amplificacion de este segmento
fueron: Primer B-actina F (50uM) 5°CGGAACCGCTCATTGCC3’ y Primer B-actina R
(50uM) 5’ACCCACACTGTGCCCATCTA 3’. El volumen final de cada reaccion fue

10 ul. Las condiciones de PCR estan descritas en el Anexo 3 y Anexo 4.
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Amplificacion de ADN de kinetoplasto de tripanosomatidae

Se amplificé una regién de 120 (pb) de una regioén conservada de los minicirculos del
kinetoplasto de Tripanosomatidae. Los primers utilizados para la amplificacion de este
segmento fueron: JW11: 5’>-CCT ATT TTA CAC CAA CCC CCAGT -3’ yJW12: 5°-
GGG TAG GGG CGT TCT GCG AAA -3’ (Nicolas, et al., 2002). El volumen final de
cada reaccion fue 30 pl. Las condiciones de PCR estan descritas en el Anexo 5y Anexo

6.

Amplificacion de ADN de HSP70

Se amplificd una region de 1422 (pb) de una region de proteina de heat shock protein
(hsp70) del citoplasma. Los primers utilizados para la amplificacion de este segmento
fueron: HSP70sen: 5 GACGGTGCCTGCCTACTTCAA 3 y HSP70ant: 5'
CCGCCCATGCTCTGGTACATC 3' (Garcia. et al., 2014) . EI volumen final de cada
reaccion fue 30 pl, para la cual se us6é 10 ul de ADN. Las condiciones de PCR estan

descritas el Anexo 7 y Anexo 8.

Electroforesis de ADN

Para visualizar el tamafio de los amplicones se utilizo la electroforesis en gel de agarosa
al 1.5 % con bromuro de etidio (0.01%). Primeramente, se armé la cadmara de
electroforesis horizontal. Posteriormente, se pesd 1.5 g de agarosa y se los disolvid en
100 ml de buffer TBE1x en un Erlenmeyer por medio de calentamiento en microondas,
asegurandose de que no se evapore Yy que tampoco se vierta el contenido del
Erlenmeyer. Se homogeniz6 la mezcla y se dejo enfriar a temperatura ambiente hasta
que el calor del frasco sea tolerable al tacto. Luego se agreg6 2 ul de bromuro de etidio

y se vertid la mezcla sobre el molde de solidificacion de la camara de electroforesis. Se
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colocé el peine para pocillos y se dejé enfriar durante 15 minutos. Después de ese
tiempo, se retird el peine y se colocé TBE 1X sobre el gel. Para cargar las muestras en
el gel, se colocé 8 ul de cada muestra en cada pocillo. Finalmente, se coloc6 un ladder
de 100 bp y se corri6 la electroforesis a 80V durante 40 minutos (Irwin & Janssen,

2001).

Secuenciamiento

Todos los productos de PCR se enviaron a secuenciar en Functional Bioscience en
Wisconsin, Estados Unidos. En total se enviaron 6 muestras para la region del

kinetoplasto de Tripanosomatidae y 15 para Heat Shock Protein.

Analisis de datos

Se utilizaron los programas PREGAP y GAP para la alineacion y limpieza de las
secuencias enviadas por Functional Bioscience. El software MEGA se utiliz6 para
alinear secuencias, determinar polimorfismos y construir arboles filogenéticos. Con la
base de datos del NCBI se pudo comparar las secuencias para determinar las especies a

las cuales pertenecen.
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RESULTADOS

En el estudio participaron 39 personas con edades entre 4 y 25 afios. Se obtuvieron 39
muestras de biopsias de humano de lesiones frescas de leishmaniasis cutanea
localizadas en diferentes sitios del cuerpo (pie, gluteo, brazo, labio, oreja, codo, pierna,
espalda, mano, rodilla, quijada, mejilla, hombro) como se muestra a continuacion en la

Tabla 2.

Tabla 2. Localizacién de las biopsias en los paciente y nimero de muestras

Localizacion de NuUmero de

la lesion muestras
Pie 6
Glateo 1
Brazo 10
Labio 1
Oreja 1
Codo 1
Pierna 8
Espalda 1
Mano 5
Rodilla 1
Quijada 1
Mejilla 2
Hombro 1
Total 39

Las edades de las personas se muestran a continuacion en la Tabla 3., donde se puede
ver que la mayoria de los individuos del estudio tenian entre 4 y 11 afios con 82%, 15%

entre 12 y 19 y solo una persona tenia entre 20 y 27 afios que representa el 3%.

Tabla 3. Distribucién de la muestra por edad

Edad Nr::‘eirt(:a(:e Porcentaje
4-11 32 82
12-19 6 15
20-27 1 3
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| Total | 39 | 100 |

En cuanto al género, se puede observar en la Tabla 4 que el 59% de los individuos eran

hombres y el 41% eran mujeres.

Tabla 4. Distribucion de la muestra por género

Numero de
Género muestras Porcentaje
Masculino 23 59
Femenino 16 41
Total 39 100

La colecta se realiz6 en cinco localidades. En la Tabla 5 se puede ver que la mayoria de
las muestras provenian del reciento ElI Cisne (41%) seguido por Pedro Vicente
Maldonado con 36 % Yy Paraiso Escondido, La Celica y Salcedo Lindo con 8% cada
una.

Tabla 5. Distribucién de muestras por localidad

Numero de
Localidad muestras Porcentaje

Pedro Vicente Maldonado 14 36
Paraiso Escondido 3 8

El Cisne 16 41
La Celica 3 8
Salcedo Lindo 3 8

Total 39 100

Se realiz6 el cultivo de 3 pacientes con leishmaniasis cutdnea. Se obtuvo crecimiento a
las dos semanas desde la inoculacion del medio, como se muestra en el Anexo 9. Los
cultivos no pudieron proliferar por agotamiento del medio

Las 39 muestras amplificaron la actina lo que confirmé la buena calidad del ADN vy la

ausencia de inhibidores de la PCR como se muestra en el Anexo 10.

De igual manera, todas las muestras amplificaron la region conservada de los
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minicirculos de ADN del kinetoplasto de Tripanosomatida, lo cual demostrd la
presencia de ADN de Leishmania sp. en las biopsias con las condiciones de PCR
detalladas en el Anexo 5y Anexo 6. Los resultados del secuenciamiento de 6 muestras
confirmaron la presencia de Leishmania (Viannia) en las lesiones como se muestra en el
Anexo 11. Las muestras fueron elegidas de cada localidad de coleccion y de diferentes

partes corporales en donde se presento la lesion.

La amplificacién de la region de la heat shock protein fue positiva para las 39 muestras,
como se observa en el Anexo 12. Se enviaron 15 muestras a secuenciar, tomando en
cuanta diferentes edades, localizacion en el cuerpo del paciente, sitio de colecta. El
andlisis de las secuencias de las muestras de la amplificacion de la hsp70, demostré que
las muestras eran homogéneas y que correspondian a L. (V.) guyanensis, debido
principalmente a 3 Single Nucleotido Polimorfism (SNP) que diferencian a L. (V.)
guyanensis y L. (V.) panamensis.. No se identificd la presencia de hibridos (ver Anexo

14).
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DISCUSION

De acuerdo a los datos, la mayoria de los participantes (82%) se encuentra entre 4 y 11
afios. Estos datos se pueden explicar por el hecho de que los nifios no han tenido
contacto previo con el parasito y por lo tanto la sintomatologia es méas fuerte en ellos
creando. Mientras que en las personas adultas el parasito ha inducido una respuesta que
no so6lo controla la infeccion primaria, pero también da lugar a inmunidad de por vida
ante una reinfeccién, haciendo que la sintomatologia se presente de manera mas leve

(Scott et al., 2004).

En cuanto al sexo de los participantes, se encontré que la mayoria eran hombres. De
acuerdo a la bibliografia se dice que los hombres son una de las poblaciones méas
expuestas al vector por su trabajo en actividades agricolas, extraccién de madera, caza,
pesca. Sin embargo, en este caso hay que tener en cuenta que la mayoria de los
participantes son nifios y por lo tanto no trabajan. Por el contrario, juegan en las afueras
de sus hogares pasado el medio dia, cuando el vector se presenta e infecta. Se
encuentran con sus extremidades descubiertas, por lo tanto las picaduras del vector se

dan en esas zonas corporales principalmente (Ampuero et al., 2005).

Se realizaron los cultivos de 3 muestras y estos no pudieron seguir creciendo debido al
retraso en los subcultivos. Como se detalla en la metodologia, se debe hacer subcultivos
cada 15 dias conservando el tubo original. Sin embargo, se ha encontrado que después
de cierto tiempo y de una sucesion de pases, los parasitos son mas exigentes en las
condiciones necesarias para su crecimiento. Los requerimientos nutricionales de
Leishmania, indican que estos parasitos son auxotrofos de acido folico y uterina, pero

las concentraciones adecuadas de estos compuestos varian entre especies. ES por esto
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que, por ejemplo, en ciertos casos se necesitan concentraciones altas de acido félico y
en otros una concentracion alta puede ser perjudicial para el crecimiento del parésito en
el medio. Es esencial, por lo tanto, tener un medio especializado para la especie que se

desea cultivar y no utilizar un medio genérico (Steiger & Steiger,1997).

Con la reaccion de PCR de B-actina se pudo comprobar la ausencia de inhibidores en
los ADN, ya que al amplificar esta region del gen de la B-actina se observaron bandas
claras en el tamafio esperado. Los inhibidores que se podrian presentar en estos casos
son inhibidores propios de las muestras como el hierro presente en la hemoglobina y la

formacion de sales por la extraccion (Schrader et al. 2012)

La amplificacion de ADN de kinetoplasto de tripanosomatidae fue exitosa en todas las
muestras. Este marcador permitio detectar la presencia de Leishmania (Viannia) en las
biopsias. El kinetoplasto es una region de ADNm extracromosémico formando por una
red concatenada de maxicirculos y minicirculos. En este caso se amplifica una region
conservada de los minicirculos y los resultados sugieren que en este caso se esta
amplificando una regién de los minicirculos conservada entre subgéneros y por lo tanto
nos permite discriminar entre los subgéneros L. (Viannia) y L. (Leishmania) (Ceccarelli

etal., 2014).

Aparentemente, la homogeneidad de las muestras analizadas con hsp70 muestra que se
trata de clones que corresponden a L. (V.) guyanensis debido principalmente a 3 SNPs
que diferencian a L. (V.) guyanensis y L. (V.) panamensis.. De acuerdo a lo descrito por
Garcia. et al, 2014, se describe a la proteina de shock térmico como atil para poder

discriminar a las especies de Leishmania del neotropico. Fraga. et al. en 2010 realizaron
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un estudio con la proteina de shock térmico. Decidieron utilizar la hsp70 para
determinar la diversidad genética y posteriormente secuenciar los amplicones producto
de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Encontraron que la filogenia de
Leishmania, no se componia de 17 especies como se habia descrito con MLEE y RFLP
anteriormente. Por el contrario, solo se distinguen 8 especies en este estudio: L. (L.)
donovani, L. (L.) major, L. (L.) tropica, L. (L.) mexicana, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi,
L. (V.) guyanensis and L. (V.) braziliensis. Se describe a subespecies como por ejemplo:
L. (L.) donovani infantum, L. (V.) guyanensis panamensis, y L. (V.) braziliensis
peruviana. Esto explica lo encontrado en los analisis, en donde se ve que L. (V.)
guyanensis y L. (V.) panamensis son especies muy emparentadas . Bafiuls et al. y Fraga
et al. coinciden en que L. (V.) guyanensis y L. (V.) panamensis son especies muy
emparentadas que en el caso del primer autor lo describe como un hibrido y en el caso
del segundo autor describe a L. (V.) panamensis como una subespecie de L. (V.)
guyanensis. Este hallazgo concuerda con los hallazgos de Berzunza-Cruz, M. et al.

(2002) con ITS, en donde también se describe a L. (V.) guyanensis panamensis.

Actualmente, la filogenia del género se encuentra en discusion. Aungue, no se puede
modificar una clasificacion filogenética basado en un solo gen. Se debe llegar a un
consenso en el que se haya demostrado por muchas técnicas y genes target, esta
filogenia. Sin embargo, cada vez méas varios autores sugieren que la clasificacion de
Leishmania debe replantearse. Es necesario que se realicen mas estudios al respecto y
que sirvan para que se pueda llegar a una filogenia concluyente y basada en marcadores

moleculares mas exactos y dejar de utilizar MLEE y RAPDS como referencia.
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En Pedro Vicente Maldonado, Bafiuls. et al. en 1999 describié hibridos entre L.
guyanensis y L. panamensis. en el canton de Pedro Vicente Maldonado. Sin embargo,
en las muestras analizadas no se encontraron hibridos. Algunos autores sugieren y
reportan el uso de microsatélites como marcadores Utiles para estudios de variabilidad
genética con especies como L. (V.) guyanensis y L (V.) panamensis (Rougeron et al.,

2010) .

Las especies que se encontraron en el area de estudio, tanto en el presente estudio como
en la bibliografia, son L. (V.) guyanensis y L (V.) panamensis y se han descrito como
sus vectores comprobados a Ny. trapidoi y Lu. Hatmanni. Palacios (2015) confirma en
el rea de estudio a Ny. trapidoi y Lu. hatmanni como vectores y sugiere a Pintomyia
serrana, Psychodopygus panamensis y Psychodopygus carrerai thula como posibles

vectores.

Palacios hizo estos hallazgos debido a que se encontrdé que todas las especies antes
mencionadas eran antropofilicas y ademas se alimentaban de los reservorios, entre los
confirmados estan vacas, perezosos, caballos, entre otros. Encontrd que Psychodopygus
panamensis se alimenta de animales domésticos como por ejemplo perros.
Adicionalmente, segin informacion de un contacto personal de Sonia Zapata, se ha

encontrado vacas y caballos que presentan lesiones sugestivas de leishmaniasis cutanea.

Actualmente se esta analizando al parasito presente en los vectores en Pedro Vicente
Maldonado y se ha encontrado que las secuencias de Leishmania en el vector son

similares a las que encontramos en el presente estudio. De esta manera se confirman a
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los vectores, tanto a los confirmados como a los posibles, y ademas a las especies de

Leishmania asociadas a leishmaniasis cutanea en la zona de estudio.

Con la informacion obtenida en este estudios junto con la informacion de los reservorios
y el estudio del parésito en el vector, se pretende un mejor entendimiento de la dindmica
de transmision de la enfermedad en la Pedro Vicente Maldonado, que es una zona

endémica de Leishmaniasis.
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CONCLUSIONES

Se encontr6 que las secuencias de las muestras analizadas eran homogeneas y
correspondian a L. (V.) guyanensis. Ademas, se descarto la presencia de hibridos en las

mismas.

La mayoria de las muestras se colectaron de lesiones en nifios de 4 a 11 afios porque su
sistema inmunitario nunca ha estado expuesto al parasito y por lo tanto no han creado

inmunidad ante la infeccidn del parésito.

Junto con el estudio de vectores y reservorios se sugiere a Psychodopygus panamensis y
Psychodopygus carrerai thula como vectores de L. (V.) guyanensis en el canton Pedro

Vicente Maldonado.
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RECOMENDACIONES

Con el fin de lograr resultados mas representativos es necesario ampliar el tamafio de la
muestra y ademéas en la misma zona del noroccidente de Quito ampliar el area de
estudio. La colecta deberia realizarse en diferentes meses al afio. Pero es importante que
siempre se mantengan los mismos pardmetros principalmente el tipo de lesion y los

lugares del cuerpo del paciente en donde se presenta la lesion.

Ademas, es muy importante probar otros marcadores con el fin de determinar si los
resultados sobre la variabilidad genética se deben a la naturaleza del marcador, es decir
que este sea 0 no polimdrfico. Porque solo de esta manera se podra determinar si la
clasificacion actual de Leishmania spp. requiere ser actualizado. Algunos autores
recomiendan utilizar microsatelites para variabilidad genética entre L. guyanensis y L.

panamensis.

Juntar la informacion de este estudio juntos con la de los vectores y las preferencias
troficas, contribuye al entendimiento de la dindmica de transmision en Pedro Vicente
Maldonado. Y seria interesante comparar la informacién con la de otras zonas

endémicas de leishmaniasis.
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ANEXOS

Anexo 1: Informacidn geografica sobre las localidades donde se realizo
la coleccion de muestras

Pedro Vicente 612 0°5'8.40"N
Maldonado 79° 3'17.64"0O
El Cisne 518 0°11'8.10"'N
79° 2'20.40"0O
Salcedo Lindo 478 0°13'38.52"'N
79° 2'12.54"0
La Celica 521 0° 9'23.58"'N
79°4'1.02"0O
Paraiso Escondido 128 0°5'49.32"'N
79°11'9.48"0

Anexo 2: Mapa de localidades en las que se realizd recoleccion de
muestras en la zona de Pedro Vicente Maldonado
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Anexo 3: Reaccion de PCR para la amplificacion de ADN de B-actina
ajustada a una reaccion de 10 ul

Volumen

Reactivos Concentracion (ul)

H20 PCR 4.92
Buffer 1x 2

MgCI2 25 mM 0.6
Dntps 2 mM 1

Actina F 50 mM 0.2
Actina R 50 mM 0.2

Taq 5u 0.08
ADN 1

Anexo 4: Condiciones de PCR para la amplificacion de ADN de B-
actina

NuUmero
Temperatura Tiempo de ciclos
Desnaturalizacion
inicial 94°C 50 segundos 1 ciclo
Desnaturalizacion
ciclica 92T 50 segundos 35 ciclos
Primer annealing 45C 50 segundos
Extensién 72°C 50 segundos
Extension final 72°C 2 minutos 1 ciclo

Anexo 5: Reaccion de PCR para la amplificacion de ADN de
kinetoplasto de tripanosomatidae ajustada a una reaccion de 30 ul

Volumen

Reactivos Concentracion (ul)
H20 PCR 10.8

Buffer 1x 6

MgCI2 25 mM 6

Dntps 2 mM 3

Jwil 50 mM 0.45

JW12 50 mM 0.45

Taq 5u 0.3
ADN 3
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Anexo 6: Condiciones de PCR para la amplificacion de ADN de
kinetoplasto de tripanosomatidae

NUmero
Temperatura Tiempo de cilos
Desnaturalizacion 3
inicial 94C minutos 1 ciclo
Desnaturalizacion
ciclica 94C 1 minuto
30 30 ciclos
Primer annealing 59C segundos
30
Extension 72°C segundos
10
Extension final 72C minutos 1 ciclo

Anexo 7: Reaccion de PCR para la amplificacion de ADN de heat
shock protein (hsp70) ajustada a una reaccion de 30 ul

Volumen
Reactivos Concentracion (ul)
H20 PCR 10.65
Buffer 1x 6
MgCI2 25 mM 1.8
Dntps 2mM 3
Hsp70sen 10 mM 1.2
Hsp70ant 10 mM 1.2
Taq 5u 0.15
ADN 6
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Anexo 8: Condiciones de PCR para la amplificacion de ADN de heat
shock protein (hsp70)

Numero
Temperatura Tiempo de cilos
Desnaturalizacion 15
inicial 95C minutos 1 ciclo
Desnaturalizacion 30
ciclica 94°C segundos 45 ciclos
Primer annealing 60C 1 minuto
Extension 72C 1 minuto
6
Extension final 72C minutos 1 ciclo

Anexo 9: Cultivo en medio de cultivo Ushmaru de muestras tomadas
en Pedro Vicente Maldonado
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Anexo 10: Gel de agarosa con productos de PCR de ADN de B-actina

Ladder Muestra2 Muestra3 Muestra9 Control
100 pb pdsitivo

330 pb

Anexo 11: Gel de agarosa con productos de PCR de ADN de
kinetoplasto de tripanosomatidae

L.adder Muestra Muestra Muestra Muestra Con.ttx _.Ol
$100 pb# 5 7 9 6 positivo

120 pb
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Anexo 12: Gel de agarosa con productos de PCR de ADN de Heat

Shock Protein

Ladder Muestra2 Muestra3 Muestra9 Control
100 pb positivo

1422 pb
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Anexo 13: Arbol filogenético obtenido con secuencias producto de la
amplificacion de ADN de kinetoplasto de tripanosomatidae
Muestra 5
Muestra 7
Muestra 2
Muestra 18
Muestra 14
Muestra 3
Muestra &
Muestra &

MMuestra 10

Muestra 24
Muestra 27
Muestra PR
Muestra FRZ
Muestra P4
Muestra PWG

Leishmania guyanensis

Leizhmania panamensis

Leishmania_brazilensis

000k

Anexo 14: Variabilidad nucleotidica encontrada en las secuencias de
ADN alineadas de hsp70. Las bases que son idénticas se representan
con un punto. 1-15) muestras analizadas en el estudio 16-18) muestras
referenciales del GenBank de Leishmania panamensis, Leishmania
guayensis y Leishmania brazilensis para hsp70, respectivamente
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'Domain=Data;

[ 112333 3444566677 TTTTTTTTT7 BEBBBEE899 99959393]
[ 77859442236 9016801501 36778889598 0126679900 112233]
[ 2842475469 0545635151 2B23458467 TO982614757 090324])
#I‘I‘JEStIE._S CCCRAAGETGA TCICTACGTC ATTCCACALRT GGTACAGGGG GICCCG
L o= T
FHUESTTa 2 i eees smeaaaaaaa aaaaasaaaa saaaaaaaas saaaas
FHuestra 18 s i i e e iaaaae e eaaaaaaaas aaaaas
b e o= T
LT o= T
e L o o
L e o= T
FHuestra 10 0 i e eis s eeaaaaaaas aaaaasaaaa saaaaaaaas saaaas
FHuestra 24 i i e e iaaaas e saaaaaaaes aaaaas
L o= .
FHuestra PRI i eeis seeaaaaaas aaaaaeaaaa saaaaaaaas saaaas
FHuestra PRI s i ieaaas e eaaaaeaaae e
FMuestra PV4 i i ieeereeraa seeasseaas saeaaaaaas aaaaas
FHuestra FVE i st eeaiaaaas aaaaaeaaaa saaaaaaaas saaaas
#Leishmania_guyanensis ......... E ... i E ......
#Leishmania_panamensis ......... G ...iinann T @i innnrnn sannnnanns -
#]’.Eis'm‘f.ania_brazilensis GITCGCAGCG CGCTCGIAG. GCATGCAGGC CACCGICTARA. ARARTR



