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RESUMEN

La anaplasmosis ha sido por décadas una de las infecciones bacterianas desatendidas en caninos
y no diagnosticada en humanos. Esta enfermedad es transmitida por garrapatas y se presenta
usualmente de forma asintomatica o leve en perros y otros mamiferos. La anaplasmosis cronica
causa dafio organico y una alta mortalidad cuando se dan coinfecciones con otros patdgenos.
Las infecciones humanas por Anaplasma spp. han incrementado por la invasion urbana de zonas
endémicas de este patdgeno. Los reportes de infecciones humanas en sur América han sido muy
escasos, al igual que estudios epidemioldgicos de vectores, portadores, reservorios y
hospedadores de la enfermedad. Las evidencias seroldgicas sugieren un incremento en la
exposicion a microorganismos de la familia Anaplasmataceae, demostrando la presencia de la
bacteria, asi como un ciclo de contagio no controlado en el Ecuador y posiblemente regiones
aledafias. Por este motivo se utilizaron técnicas moleculares para determinar la presencia de
Anaplasma spp. en diferentes zonas rurales tropicales del Ecuador. Los resultados muestran la
presencia de Anaplasma platys en un 3.79% (n=6) de los perros analizados (n=158). Los datos
obtenidos evidencian que la informacion disponible sobre esta bacteria todavia es limitada.
También sugieren que las infecciones humanas y caninas podrian estar sucediendo de manera
silenciosa, mostrando la necesidad de realizar mas investigacion en enfermedades desatendidas
provocadas por estos patdégenos que podrian causar grandes perdidas econdémicas y una alta
morbilidad.

Palabras clave: Anaplasma platys, perros



ABSTRACT

Anaplasmosis has been for decades one of the neglected bacterial infections in canines and
undiagnosed in humans. This disease is transmitted by ticks and usually presents
asymptomatically or mildly in dogs and other mammals. Chronic anaplasmosis causes organ
damage and high mortality when coinfections with other pathogens occur. Human infections
by Anaplasma spp. have increased due to the urban invasion of endemic areas of this pathogen.
Reports of human infections in South America have been very scarce, as have epidemiological
studies of vectors, carriers, reservoirs and hosts of the disease. Serological evidence suggests
an increase in exposure to microorganisms of the Anaplasmataceae family, demonstrating the
presence of the bacteria, as well as an uncontrolled contagion cycle in Ecuador and possibly
surrounding regions. For this reason, molecular techniques were used to determine the presence
of Anaplasma spp. in different tropical rural areas of Ecuador. The results show the presence
of Anaplasma platys in 3.79% (n=6) of the dogs analyzed (n=158). The data obtained show that
the information available about this bacterium is still limited. They also suggest that human and
canine infections could be happening silently, showing the need for more research into
neglected diseases caused by these pathogens that could cause large economic losses and high

morbidity.

Keywords: Anaplasma platys, dogs
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PARTE 1: REVISION DE LA LITERATURA

Rickettsiales es un orden del phylum o-Proteobacteria, estas bacterias son bacilos Gram
negativos considerados los mas cercanos a las mitocondrias, se caracterizan por ser
intracelulares obligatorios, con un genoma <1.5Mb y poseen un amplio rango de hospedadores
desde protistas, mamiferos, artrépodos, entre otros. Al ser intracelulares y seguir un proceso de
evolucion reductiva, estas bacterias no poseen muchos de los genes para biosintesis de
metabolitos y otros procesos esenciales, por lo que depende en gran cantidad de la maquinaria
de la célula a la que infecta para poder replicarse (Brown, 2012; Guccione et al., 2021; Londofio
et al., 2023; Patterson et al., 2021; Thomas, 2016). Las principales familias de Rickettsiales
(Anaplasmataceae, Rickettsiaceae, Midichloriaceae y Deianiraeaceae). Estas bacterias han
evolucionado sus ciclos de vida, para ser intracelulares. De la misma manera han evolucionado
en vectores especificos para su desarrollo y transmision (Guccione et al., 2021; Murray et al.,
2020; Schon et al., 2022; Thomas, 2016). Las pruebas mas comunes para su correcto
diagnostico son la micro inmunofluorescencia y amplificacion de acidos nucleicos, debido a
que los cultivos tradicionales no sirven en estas bacterias, debido a sus exigencias nutricionales,
como presencia de aminodacidos, incapacidad de usar la glucosa como nutriente, perdida de
genes para la biosintesis y transporte de nutrientes (Murray et al., 2020; Schon et al., 2022;

Tille, n.d.).

Anaplasmataceae

La familia Anaplasmataceae consiste principalmente en los géneros Anaplasma y
Ehrlichia. En humanos los patégenos mas comunes son: Ehrlichia chaffeensis , E. ewingii ,
Anaplasma phagocytophilum (anaplasmosis granulocitica humana) y A. platys (Anaplasmosis

trombocitica)(Londofio et al., 2023; Murray et al., 2020; Pesapane et al., 2019; Thomas, 2016;
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Walker & Dumler, 2015). En perros los patdgenos mas comunes son: Anaplasma
phagocytophilum (anaplasmosis granulocitica canina), A. platys (anaplasmosis trombocitica
canina), E. canis , E. chaffeensis , E. ewingii (EI Hamiani Khatat et al., 2021; Pesapane et al.,
2019; Vargas-Hernandez et al., 2012).

Anaplasma

Las especies patdgenas més relevantes tanto para humanos como mamiferos y
transmitidas por artropodos son: A. phagocytophilum, A. ovis, A. marginale, A. centrale, A.
platys, A. bovis. Basado en estudios filogenéticos ha se sugerido una clasificacion en 2 clados:
1) Eritrocitica (A.marginale, A. ovis, A. centrale) y 2) leucocitica (A.bovis, A. phagocytophilum,
A. platys), esta clasificacion es sugerida en base al tropismo bacteriano, donde cabe destacar
que A. platys usa a las plaquetas en su ciclo de vida (Oneal et al., 2021; Ybafiez & Inokuma,
2016).

En A. phagocytophylum una infeccidn exitosa dependera de la dosis infectiva que el
hospedador reciba en la inoculacion (Fourie et al., 2019). La incubacién de la enfermedad sera
de 4-7 dias. En las primeros 72 a 96 horas no se detecta bacteriemia en sangre periférica; pero
hay evidencia que sugiere replicacion en células pulmonares o del bazo (Woldehiwet, 2010),
se ha visto que posiblemente las células endoteliales vasculares estén involucradas en la
infeccion inicial y en infecciones persistentes (Wang et al., 2015). Por lo general la bacteria
ingresa a neutréfilos en humanos y mamiferos a través de un fagosoma, mediado por una
proteina de invasién A(AipA), proteina de superficie (Aspl4) y una proteina de membrana
externa (OmpA) que guian a una entrada optima, siendo AipA y Aspl4 los antigenos que se
busca crear anticuerpos. La adhesion se dara con la selectina PSGL-1 que tendra a2,3-acido
sidlico y a1,3-fucosa del sLex (tetrasacarido de Lewis). El sistema de secrecion tipo 4 con la

proteina ankyrin A (AnkA) se unira al interactor-Abl-1 (Abi-1) que resultara en la fosforilacion
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de AnkA vy activacion del complejo regulador WAVE, que resultara en la formacion del
endosoma, que sera una de los primeros mecanismos de evasion del sistema inmune innato,
junto con la ausencia de lipopolisacarido y peptidoglicano. Se van a replicar dentro de los
fagosomas hasta crear masas llamadas morulas (se consideran especificas como diagnostico
microscopico). La infeccion producira el bloqueo de funciones clave del neutréfilo como:
actividad antimicrobiana, estallido oxidativo, apoptosis, marginacion vascular, emigracién y
fagocitosis. La liberacion de bacterias se da por lisis celular(Londofio et al., 2023; Murray et
al., 2020; Patterson et al., 2021). Estas bacterias al igual que Rickettsia dependen de la
maquinaria celular para ayudar en su replicacion, ya que carecen de muchos genes claves para
producir elementos estructurales(El Hamiani Khatat et al., 2021; Martinez Diaz et al., 2023;

Murray et al., 2020; Pesapane et al., 2019).

Los sintomas no suelen ser especificos, lo que confunde su diagndstico diferencial, pero
se incluyen fiebre, malestar, mialgia y anorexia dentro de los mas comunes(MacQueen &
Centellas, 2022; Murray et al., 2020). En los caninos los sintomas mas usuales seran fiebre alta,
malestar, mialgia, leucopenia, trombocitopenia, elevadas transaminasas hepaticas y anorexia.
No todos los sintomas suelen presentarse y puede haber una cronicidad que puede llegar a afios
(El Hamiani Khatat et al., 2021; Kohn et al., 2008; Murray et al., 2020; Pesapane et al., 2019;
Poitout et al., 2005). Sin embargo hay reportes donde se menciona que la infeccion es muy
corta para que sirva de reservorio o al vector en su ciclo (A. phagocytophilum), pero esto ha
sido considerando infecciones sintomatica, por cuanto hay una discrepancia grande entre el
porcentaje de seroprevalentes, perros enfermos y perros positivos por PCR pero
asintomaticos(Beall et al., 2008; Bowman et al., 2009; Foley et al., 2001; Kohn et al., 2008),

hay una variacion en la severidad desde formas subclinicas hasta formas severas, con
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infecciones agudas que usualmente estan asociadas a coinfecciones y diferencias en la
patogenicidad de la cepa(Beall et al., 2008; Mazepa et al., 2010; Poitout et al., 2005; Ravnik
et al., 2011; Silaghi et al., 2011); otros estudios mencionan que depende del &rea donde reside
el animal y el cuidado veterinario que se tenga para el control de garrapatas. Hay reportes que
muestran que los perros y garrapatas en el animal sirven de reservorio de mas de una especie

de Anaplasma(El Hamiani Khatat et al., 2021; Lu et al., 2019; Zhao et al., 2021).

La gravedad de las infecciones humanas varia en funcion de la especie, siendo leves en
caso de A. platys, pero en A. phagocytophilum la evidencia sugiere que alrededor de 36% de las
infecciones requieren hospitalizacion, 17% de hospitalizados requiere cuidados intensivos y
una mortalidad menor al 1%, un correcto diagnostico sera clave para la mejora rapida del
paciente(Breitschwerdt et al., 2014; MacQueen & Centellas, 2022). Los vectores caninos de
estas bacterias son usualmente garrapatas de los géneros Ixodes, Rhipicepahlus y
Amblyomma(El Hamiani Khatat et al., 2021; Miranda & Mattar, 2015; Pesapane et al., 2019;

Vargas-Hernandez et al., 2012).

La prevalencia de Anaplasma.spp en caninos en Ecuador se ha dado de forma muy breve
en proyectos de tesis realizados zonas urbanas como Guayaquil o Manabi, pero usando técnicas
de Micro ELISA, las cuales no diferencian entre A.platys y A. phagocytophilum, o en otros
casos solo se diagnosticé la enfermedad por medio de la observacién de frotis sanguineos de
perros con o sin sintomatologia presuntiva(Davalos & Melchiade, 2018; Letamendi, 2020;
Zambrano, 2019). Otros estudios detectaron la presencia de Anaplasma en animales salvajes,
pero de igual forma por medio de métodos dpticos(Diaz et al., 2021). El Gnico estudio en perros

donde se detectd un caso de Anaplasma por medio de PCR fue en las islas Galapagos, y
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previamente se detect6 por medio de ELISA en el mismo lugar (Jimenez et al., 2020; Levy et
al., 2008). Existen estudios en Colombia en zonas de climas tropicales donde la seropositividad
de Anaplasma es alrededor de 16%, pero se encontré que todos los animales de igual forma
eran seropositivos para Ehrlichia, La cantidad de positivos entre areas rurales y urbanas no fue
diferente, pero no se pudo saber las especies predominantes en los animales infectados(Bonilla-
Aldana et al., 2022). En estudios de areas urbanas se pudo ver una positividad del 13% por
medio de PCR y 3.5% por medio de microcopia, siendo A. platys y A. phagocytophilum las
principales especies detectadas por secuenciacion. (Bonilla-Aldana et al., 2022; Katterine

Bonilla-Aldana et al., 2020).

A. platys usualmente transmitida por la garrapata Rhipicephalus sanguineus
(Breitschwerdt et al., 2014), es una bacteria que parasita plaquetas de forma obligatoria en
animales, siendo descrita en Florida, USA por primera vez y después siendo descrita la
enfermedad en humanos(Katterine Bonilla-Aldana et al., 2020), Infecciones por A. platys han
sido detectadas en contadas ocasiones en humanos, pero se cree que las mismas suelen ser de
sintomatologia moderada, por lo que en coinfeccion los sintomas suelen ser mas evidentes,
pero se puede distinguir que sintomatologia pertenece a que patdgeno. Se ha confirmado
infecciones en Venezuela, donde 2 pacientes desarrollaron sintomas como: poco apetito,
debilidad general, dolor muscular cronico, fatiga, y dolores de cabeza ocasionales. Sintomas
gue duraron desde meses hasta afios. Ambos casos poseian perros domésticos a los cuales se
encontré infestados con garrapatas de R. sanguineus, uno de ellos encontrd garrapatas y sus
mordidas en su cuerpo, y otro caso en Estados Unidos donde una paciente y su hija desarrollaron
sintomas similares a los descritos anteriormente, incluidos edema y elevadas enzimas hepaticas.

Se demostrd que habia una coinfeccion, con una similaridad de secuencias del 99.9%, 99.7% y
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99.7% respectivamente con A. platys, E. chaffeensis y E. ewingii, entre las pacientes y el canino
doméstico . Los patdgenos habrian sido contagiados desde garrapatas (R.sanguineus o
Amblyomma americanum) del perro doméstico a las pacientes, basado en la evidencia. (Arraga-

Alvarado et al., 2014; Breitschwerdt et al., 2014).

Secuenciamiento

La secuenciacién de genes a través de la plataforma Oxoford Nanopore Technologies es de
gran utilidad debido a su compacto tamafo y la capacidad de leer pequefias y grandes
secuencias de genes bacterianos (Johnson et al., 2019)(Johnson et al., 2019) El gen 16s rRNA
debido a su alta conservacion en una especie y alta variabilidad entre especies es una gran
herramienta para el diagndstico y deteccidn de diferentes especies bacterianas. Mientras mas
largo sea el fragmento analizado, mas informativa seré la secuencia para el analisis filogenético
o prediccion familiar de nuevas especies bacterianas.(Huggins, Colella, Koehler, et al., 2022;
Vasconcelos et al., 2021)La secuenciacion por medio de esta plataforma brinda muchos
beneficios debido a la secuenciacion de grandes secuencias, siendo una ventaja frente a otras
plataformas. Una de las desventajas es la profundidad de la secuenciacion debido al numero de
lecturas por muestra que pueden dar otras plataformas como Illumina que pueden brindar una
informacién de mayor profundidad, pero con limitaciones al momento del procesamiento de
secuencias muy largas (Ben Khedher et al., 2022; Ciuffreda et al., 2021; Huggins, Colella,

Atapattu, et al., 2022; Kai et al., 2019; Karst et al., 2021; Rozas et al., 2022a, 2022b).

Rickettsiaceae

La familia Rickettsiaceae consiste en los géneros Rickettsia y Orientia. EI género Rickettsia

esta compuesto por 2 grupos: spotted fever group dentro del cual podemos encontrar Rickettsia
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ricketssii en America del Norte, R. africae en Africa subsahariana, R. conorii Europay Norte
de Africa. El typhus group con R. prowazekki en Africa, Asia, Centro y Sur América y R. typhi
(Guccione et al., 2021; Murray et al., 2020; Thomas, 2016; Tille, n.d.). En perros R. rickettsii
es la especie mas comunmente encontrada(Martinez Diaz et al., 2023), a pesar de que la
enfermedad no es tan comun en los caninos, como lo es en humanos, teniendo en cuenta que
ambos suelen ser hospedadores accidentales(Murray et al., 2020; Tille, n.d.). Los vectores del
grupo spotted fever son garrapatas duras comdnmente encontradas en perros 0 madera y acaros,
mientras que para el grupo typhus los vectores y reservorios mas comunes son piojos y pulgas.
Ambos grupos de vectores han sido reportados como presentes en sur América, posiblemente
siendo vectores de méas de una enfermedad del orden Rickettsiales, pero sin reportar detalles de
la presencia de las bacterias (Guccione et al., 2021; Murray et al., 2020; Pesquera et al., 2015;

Thomas, 2016; Tille, n.d.).
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PARTE 2: ARTICULO CIENTIFICO

En el phylum Pseudomonadota (antes conocido como Proteobacteria), en la clase
Alphaproteobacteria esta el orden Rickettsiales (Figura 1), tiene 2 familias importantes: 1)
Anaplasmataceae, donde estan los géneros Anaplasma y Ehrlichia, y 2) Rickettsiaceae con
Rickettsia y Orientia que son importantes causantes de enfermedades febriles transmitidas por
vectores tanto en humanos como en animales (Diaz et al., 2021; Guccione et al., 2021; Londofio
et al., 2023; Thomas, 2016). Estas bacterias son hemoparasitos intracelulares que suelen causar
co-infecciones entre ellas o con otros patdgenos como bacterias, parasitos o virus, (Bakken &
Dumler, 2015; Londofio et al., 2023). Los principales vectores son garrapatas y en menor
proporcion piojos, pulgas, y acaros, siendo los perros los reservorios mas comunes (Murray et

al., 2020; Thomas, 2016).

Las especies patdgenas mas reconocidas en humanos son Rickettsia rickettsii, R. conorii, R.
africae, Ehrlichia chaffeensis, E. ewingii y Anaplasma phagocytophilum. La mayor parte de la
informacién disponible hace referencia a América del Norte, Europa y en menor cantidad a
América del sur, Asia y Africa (Guccione et al., 2021; Murray et al., 2020; Snowden et al.,
2023; Thomas, 2016). La distribucion es global, pero las especies causantes de enfermedad y
sus vectores varian dependiendo del pais y continente, siendo usualmente verano y primavera
las épocas mas comunes (Murray et al., 2020; Pesapane et al., 2019; Thomas, 2016) Hay
contadas evidencias de infecciones humanas por A. platys, una de ellas demostré el hallazgo

de la misma bacteria en un perro domestico y el duefio del animal como una dolencia cronica,
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ademés mostro coinfeccidn con E. chaffeensis (Arraga-Alvarado et al., 2014; Breitschwerdt et
al., 2014). Los patdgenos caninos de esta familia de bacterias cominmente detectados son:
Anaplasma phagocytophilum, A. platys, Ehrlichia canis, E. chaffeensis, E. ewingii y R.
rickettsii (Atif, 2015; Guccione et al., 2021; Jimenez et al., 2020; Katterine Bonilla-Aldana et
al., 2020; McCown et al., 2014; Otalora et al., 2022; Pesapane et al., 2019). La investigacion
acerca de estas enfermedades en perros ha sido muy limitada en el Ecuador, hay pocos estudios
que muestran evidencia de la presencia de estos patdgenos usando principalmente métodos
como ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) y en pocas ocasiones PCR (polymerase
chain reaction) (Jimenez et al., 2020; Levy et al., 2008). El uso de ELISA y técnicas de
observacion en placa genera pérdidas de informacion debido a que las pruebas agrupan varias
especies en su diagndstico y tienen reaccion cruzada con otros patdégenos, mientras que el uso
de PCR se ha visto limitado muchas veces a especies especificas o en otras especies lo que ha
limitado la informacion en caninos(Diaz et al., 2021; Guarnizo et al., 2020; Jimenez et al., 2020;

Levy et al., 2008; Pesquera et al., 2015).

La limitada informacion disponible en caninos, de los patégenos de la familia Anaplasmataceae
en areas rurales tropicales, ha sido generada por métodos seroldgicos y por PCR en las islas
Galapagos (Jimenez et al., 2020; Levy et al., 2008). En Ecuador continental los métodos
diagnosticos muchas de las veces fueron realizados en proyectos de tesis u otros proyectos
donde la informacidn obtenida no puede ser verificada mas alla de pruebas inmunoldgicas o
pruebas clasicas usando microscopia, que tienen menor sensibilidad (Davalos & Melchiade,
2018; Letamendi, 2020; Zambrano, 2019). En el Ecuador no se ha encontrado evidencia

bibliografica de proyectos de investigacion que apliquen PCR o posterior secuenciacion para
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verificar la presencia, género y posibles especies que estan circulando en perros en las zonas

del presente estudio.

Debido al clima, estatus socio-econémico y evidencia de estudios en Colombia se cree que los
perros actian como reservorio de los patdgenos del género Anaplasma (Bonilla-Aldana et al.,
2022; Katterine Bonilla-Aldana et al., 2020; Martinez Diaz et al., 2023; Miranda & Mattar,
2015; Otalora et al., 2022; Pesapane et al., 2019; Vargas-Hernandez et al., 2016). Por lo que es
importante investigar la presencia de este género, asi como su ciclo de transmision en la
naturaleza, y los riesgos en salud y pérdidas econémicas que generan en los animales afectados.
En el Ecuador no se dispone de métodos de diagndstico de enfermedades causadas por estas
bacterias en humanos o la infeccion suele ser confundida por otras patologias con
sintomatologia febril similar, aumentando el riesgo que generan las infecciones no
diagnosticadas de Anaplasma spp. en humanos y caninos y su posible cronicidad. La salud
animal es afectada en diferentes niveles cuando los perros padecen estas enfermedades. La
infeccion por una sola especie usualmente causa enfermedad asintomatica y después cronica
que puede durar afos, con alteraciones en los conteos hematol6gicos y altas transaminasas
hepéticas; pero en animales donde se ha encontrado Anaplasma spp. en coinfecciones con
Ehrlichia, Bebesia, Trypanosoma, Leishmania y otros patogenos han mostrado causar sintomas
como: falla renal, pneumonia, vomito, sangrado, alteraciones neuroldgicas(Breitschwerdt et al.,
2014; El Hamiani Khatat et al., 2021; Pesapane et al., 2019; Rueda-Conchaet al., 2022; Vargas-
Hernandez et al., 2016)

Por lo tanto, determinar la presencia o ausencia de Anaplasma spp. en perros ayudara al
diagnostico, comprensién de la epidemiologia, ciclo de transmision y generard una base para

futuras investigaciones. Por lo que, el objetivo de este estudio fue detectar, con técnicas
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moleculares, la presencia de Anaplasma spp. en sangre de perros de zonas rurales tropicales del

Ecuador.
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Figura 1.- a) Relacion filogenética de las familias bacterianas pertenecientes al orden
Rickettsiales, donde se puede ver con puntos de color: rojos intracelulares, amarillo

ectosimbionte, azul ambiente marino y gris agua dulce.
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METODOLOGIA Y DISENO DE LA INVESTIGACION

Este estudio es parte de un proyecto de investigacion mas amplio que busca maltiples
hemoparasitos que afectan animales domésticos en zonas rurales tropicales del Ecuador.
Liderado por los profesores de la USFQ de Veronica Barragan, Eduardo Diaz. y Patricio Rojas

Silva quienes supervisan a multiples estudiantes que colaboran en el desarrollo el proyecto.

Sitios de Estudio

Muestras de sangre de 158 perros se colectaron de 2019 a 2022 en 5 provincias del
Ecuador. En agosto 2019 en Napo se colectaron 52 muestras de las comunidades: Pompeya
(n=11), San Roque (n=12), Sani Isla(n=12), Nueva Providencia(n=12) e Indillama (n=5), en
noviembre 2021 en Orellana 44 muestras del Parque Nacional Yasuni. En mayo y noviembre
de 2022 en Manabi 15 y 16 muestras respectivamente del cantén Rocafuerte, en junio 2022 en
Esmeraldas 7 muestras de la parroquia Las Pefias, en diciembre 2022 en Pichincha 22 muestras
de la parroquia Mindo y 2 de la ciudad de Quito. Las muestras fueron tomadas con el
consentimiento del duefio del animal.

Se utilizo tubos con EDTA para tomar y conservar las componentes celulares debido a
la naturaleza intracelular de la bacteria, posteriormente colocadas en frio y transportadas al
Instituto de Microbiologia de la Universidad San Francisco de Quito, donde se almaceno a -

20°C para su posterior procesamiento.

Extraccion de ADN
La extraccién de ADN de las muestras de sangre se realiz6 con el Kit PureLink®

Genomic DNA Kit (Invitrogen, Ca, USA), se usé 200uL de muestra y se siguid el protocolo de
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acuerdo con las especificaciones del fabricante para muestras de sangre, el ADN obtenido se
almacenoa -20°C para posteriores pruebas moleculares.
Deteccion molecular de Anaplasma spp.

La presencia de ADN de bacterias patdgenas de la familia Anaplasmataceae fue probada
en todas las muestras. Para verificar la ausencia de inhibidores de PCR, verificar la calidad de
la extraccion y descartar la probabilidad de falsos negativos se realiz6 PCR de R-actina(du
Breuil et al., 1993) en 25 muestras (15.8%). La deteccion de Anaplasma spp., se realizd por
medio de una PCR que amplifica un fragmento(1178pb) del gen 16S rRNA de la familia
Anaplasmataceae (ANA-16S-F2: TGGCAGACGGGTGAGTAATG y ANA-16S-R2:
AGAGRACAATCCGAACTGAG) (Gajadhar et al., 2010). Como control positivo se utilizd
ADN de Anaplasma confirmado por PCR y secuenciacion perteneciente a una investigacion
previa y como control negativo se us6 agua ultrapura. Las reacciones de PCR se hicieron a un
volumen final de 10uL, usando 0.37u/rxn de DreamTaq Green DNA Polymerase (Thermo
Fisher Scientific, Vilinus, Lithuania), 1x de DreamTaq Green Buffer (Thermo Fisher Scientific,
Vilinus, Lithuania), 0.15uM de primers ANA-16S-F2 y ANA-16S-R2, 0.20mM de dNTPs
(Thermo Fisher Scientific, Vilinus, Lithuania) y 20ng de ADN. Con las siguientes condiciones
de termociclado: 1 ciclo inicial a 95°C por 3 minutos, 35 ciclos de (94°C por 30 segundos, 61°C
por 30 segundos, 72°C por 1:15 minutos) y una extension final de 72°C por 5 minutos usando
el termociclador Bio-Rad T100. Los amplicones fueron verificados por electroforesis en gel de
agarosa al 1.5% por 40 minutos y su posteriormente visualizados usando el transiluminador UV
Bio-Rad. Las muestras que generaron un amplicon de 1178pb (pares de bases) fueron

consideradas positivas.
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Identificacion de especies de Anaplasma

Secuenciamiento

Por medio de la PCR mencionada anteriormente, 44 muestras fueron positivas, de las
cuales 20 poseian la calidad requerida para secuenciacion. Se realizo una limpieza inicial con
AMPure XP beads (Beckman Coulter, CA, USA). Los amplicones fueron normalizados a una
concentracion de 20 ng/uL, se mezcl6 12.5uL de libreria de ADN, 25.5uL de Loading Beads
(LB) 25.5 de buffer de secuenciaciéon (SBQ). Se coloc6 75uL de la libreria preparada en la
Celda de Flujo para secuenciar. Se secuenciaron utilizando la tecnologia de Oxford Nanopore
con el kit “Ligation Native Barcoding”, que fue usado para secuenciacion multiplex de varias
muestras en una celda, con identidicadores genémicos diferentes para cada muestra. Se cargd
un total de 18 ng/uL de la biblioteca en una MinlON 25mpl cell (FLO-MIN 106). La mayor
cantidad de lecturas (reads) se obtuvo después de 24 horas de secuenciacion. Las lecturas se

demultiplexaron utilizando el software Guppy (version 3.4.5) y Porechop (version 0.2.4).

Andlisis bioinformatico de secuencias

Se empled el protocolo “Amplicon sorter” en la linea de comandos para crear una
secuencia consenso basado en la similaridad y tamafio de los amplicones(Vierstraete &
Braeckman, 2022). En este caso, no se utilizé una referencia, sino que esta herramienta generé
una secuencia consenso basada en la similitud y la longitud de la secuencia. Posteriormente,
esta secuencia consenso se compard con genomas representativos disponibles en la base de

datos GenBank (Benson et al., 2012).
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Analisis Filogenético de las secuencias de Anaplasma spp. obtenidas.

Las secuencias de Anaplasma spp. recuperadas de muestras positivas del gen 16s rRNA,
se compararon Yy alinearon con secuencias de referencia tomadas GenBank usando MAFFT
(version 7 Online) (parametros por defecto). El arbol filogenético y el andlisis previo para
determinar el mejor modelo de sustitucion de nucleotidos a usar se realizd en Mega version
11.0, se utiliz6 Maximum Likelihood (ML) y GTR + G +I como modelo de sustitucion de
nucleotidos. Para elaborar el arbol filogenético uso 100 réplicas como Bootstrap para evidenciar

el soporte de cada nodo generado.

RESULTADOS

La amplificacion del fragmento del gen 16s rRNA de la familia Anaplasmataceae
muestran que, de las 158 muestras, 27.84% (44 muestras) resultaron positivas para el fragmento
de 1178pb. El detalle de los resultados se muestran en la Tabla 2. De estas 44 muestras, se
lograron secuenciar los amplicones de 20. De estas, 6 muestras fueron identificadas como
Anaplasma spp. con una pofundidad 292 a 1000 secuencias. La media y la mediana comparten
valores similares en las muestras 07-13-17-18, mientras que en el resto de las muestras se ve
una diferencia, no relevante. Los valores de N50 de todas muestras estan cerca del tamafio del
amplicén, y muestran la longitud apropiada de las secuencias que apoya la identificacionén de
las secuencias. ElI Phred score oscil6 entre 19 y 20 en todas las muestras siendo un claro

indicador de la buena calidad de las secuencias analizadas
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Barcode06 |BarcodeO7 |BarcodelO |Barcodel3 |Barcodel7 |Barcodel8

(G67) (G68) (G47) (G52) (G61) (G70)
Profundidad 292,00 1000,00 997,00 347,00 1001,00 998,00
N50 1162,00 1164,00 1158,00 1165,00 1168,00 1163,00
PHRED score 20,00 20,00 19,00 19,00 20,00 20,00

Tabla 1: Informacion de Secuenciacion.
Las muestras G047, G052, G061, G067, G068 y G070 (6 muestras), provenientes de
Rocafuerte, provincia de Manabi obtuvieron una similitud del 100% con Anaplasma platys.
Esta identificacion fue confirmada al realizar un arbol filogenético del fragmento (Bootstrap

de 98) obtenido en el que se incluyeron otras especies del género (Figura 2).

CP046391.1:925824-926998 Anaplasma platys strain S3 chromosome

R MK814421.1:61-1235 Anaplasma platys isolate D33 4 genotype Aplat 165 ribosomal RNA gene partial sequence
R MK814418.1:94-1268 Anaplasma platys isolate D25 9 genotype Aplat 165 ribosomal RNA gene partial sequence
R KX792089.2:87-1261 Anaplasma platys isolate D35 16S ribosomal RMA gene partial sequence

) consensus barcode08 all 0 0 GOST

O consensus barcode07.all 0 0(818) G068
O R consensus barcode10 all 0 0(565) G047
(O consensus barcode13.all 0 0(176) G052
O consensus barcode17.all 0 0(1186) G061

O consensus barcode18 all 0 0(1301) GO70

~ R MN401148.1:5-1179 Anaplasma sp. strain Angola 7f 165 ribosomal RNA gene partial sequence
R CP035303.1:949618-951009 Anaplasma phagocytophilum strain KZ-A1 chromosome complete genome

R JN558811.1:20-1408 Anaplasma phagocytophilum isolate YOHE clone 6 165 ribosomal RNA gene partial sequence
4[({ AB196721.1:1-1389 Anaplasma phagocytophilum gene for 165 rRNA partial sequence strain: SS33P-L
99

°8

R KF569915.1:1-1336 Anaplasma phagocytophilum strain HB-C3 16S ribosomal RNA gene partial sequence
* L R KRO02115.1:1-1336 Anaplasma phagocytophilum isolate HB-G7-goat-China 165 ribosomal RNA gene partial sequence
88 | R CP023730.1:244836-246330 Anaplasma marginale strain Palmeira chromosome
+ R CP001079.1:246300-247794 Anaplasma marginale str. Florida complete genome
R AF414877 1:1-1494 Anaplasma marginale from Uruguay 18S ribosomal RNA gene partial sequence
R CP006847.1:247858-249352 Anaplasma marginale str. Dawn genome
R AF414874.1:1-1494 Anaplasma marginale strain F12 from Australia 165 ribosomal RNA gene partial sequence
R M60313.1:1-1494 Anaplasma marginale 16S ribosomal RNA
R EF520690.1:1-1374 Anaplasma centrale strain 16 165 ribosomal RNA gene partial sequence
R AF318944.1:31-1404 Anaplasma centrale 16S ribosomal RNA gene partial sequence
CP001759.1:1002005-1003378 Anaplasma centrale str. Israel complete genome
R KUE86784.1:30-1403 Anaplasma centrale strain Uganda KT5 165 ribosomal RNA gene partial sequence
90 R CP015994 2:208011-209384 Anaplasma ovis str. Haibei chromosome complete genome
R LC194133.1:42-1415 Anaplasma ovis gene for 185 ribosomal RNA partial sequence
97 [ R AJ633050.1:31-1404 Anaplasma ovis partial 165 rRNA gene isolate Yuzhong
R AJG33049.1:31-1404 Anaplasma ovis partial 165 rRNA gene isolate Jingtai
R EU106856.1 Ehrlichia canis strain TWN1 16S ribosomal RNA gene complete sequence

w0

94 35

Figura 2: Arbol filogenético que muestra en rojo las secuencias aisladas de A. platys en la
localidad de Rocafuerte en la provincia de Manabi. Se uso Ehrlichia canis como outgroup

para realizar el arbol.
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Resumen de resultados

Deteccién Molecular de Anaplasma en perros de Ecuador

Yasuni Orellana 44 17 38,64% 0,00%
Rocafuerte Manabi 31 17 54,84% 19,35%
Las Pefias | Esmeraldas 7 4 57,14% 0,00%

Mindo Pichincha 24 2 8,33% 0,00%
Rio-Napo Napo 52 4 7,69% 0,00%
Total 158 44 27,85%

Tabla 2: Tabla resumen de resultados obtenidos

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Las infecciones por bacterias del género Anaplasma en humanos son cominmente causadas
por A. phagocytophilum, estas producen anaplasmosis granulocitica humana y la mayor parte
de casos reportados se dan en paises desarrollados (Guccione et al., 2021; MacQueen &
Centellas, 2022; Thomas, 2016; Uminski et al., 2018), mientras que en paises en vias de
desarrollo como Ecuador el diagndstico es nulo y los estudios epidemioldgicos en animales se
han limitado a bovinos y caninos domésticos y especies con poco contacto humano (Davalos
& Melchiade, 2018; Diaz et al., 2021; Guarnizo et al., 2020; Letamendi, 2020; Zambrano,
2019). Investigaciones en paises vecinos han detectado molecularmente la presencia de A.
platys, de forma regular en varias zonas del territorio Colombiano, méas frecuentemente en
zonas tropicales urbanas y rurales, con una mayor prevalencia en zonas socio econdmicas bajas
o condiciones de hacinamiento con animales, pero cominmente se ha reportado que tanto A.
platys como A. phagocytophilum estan causando coinfecciones con otras bacterias o parasitos
como Babesia spp., Rickettsia spp., Ehrlichia spp. y otras; que cuando la infeccion se presenta

solo Anaplasma puede llegar a ser cronica con sintomatologia leve, pero en casos de
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coinfeccion la enfermedad suele ser invasiva y hasta mortal (Bonilla-Aldana et al., 2022; Eraso-
Cadena et al., 2018; Faccini-Martinez et al., 2017; Katterine Bonilla-Aldana et al., 2020;
Martinez Diaz et al., 2023; McCown et al., 2014; Otalora et al., 2022; Pesapane et al., 2019;
Vargas-Hernandez et al., 2016).

En recientes afios se ha reportado la infeccion humana por A. platys, en ocasiones la bacteria
por si sola y en otras ocasiones en coinfeccion con otros miembros del orden Ricketssiales, pero
mas importante atn es que se ha confirmado que los pacientes infectados poseian genéticamente
la misma bacteria que el animal doméstico. En los casos detectados tanto en Venezuela como
en Estados Unidos se ha visto que perros infectados por A.platys por si solo o co-infectados por
otros Rickettsiales han sido capaces de causar enfermedad sintomatolégica, que ha tenido como
consecuencia hospitalizaciones y perdida de vidas, es relevante mencionar que los pacientes
estaban sanos y no tenian patologias alternas que causen sensibilidad, por lo que existe una
razonable posibilidad que casos de anaplasmosis estén dandose mas regular de lo reportado en
las zonas rurales del pais tanto en humanos, caninos y otros mamiferos que sirven de hospederos
del patogeno (Arraga-Alvarado et al., 2014; Breitschwerdt et al., 2014), por lo que los
resultados de este estudio dan luces, de que es necesaria mas investigacion de posibles
infecciones humanas, caninas y de mamiferos portadores que podrian estar causando
infecciones febriles de sintomatologia inespecifica. Hay un reporte en la ciudad de Machala en
la provincia del Oro, de (Farovitch et al., 2019) que menciona la presencia de anticuerpos IgG
e IgM de Rickettsiales (Anaplasma, Rickettsia y Ehrlichia) en humanos, con un 25% de
pacientes mostrando anticuerpos y un 8% mostrando IgM, de igual forma se vio la presencia
de arbovirus coinfectando pacientes; por lo que al demostrar la presencia de A. platys en zonas

rurales tropicales, junto que el reporte mencionado, muestran que infecciones por Anaplasma
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platys y otros patdgenos que co-infecten pacientes podrian ser comunes y mas riesgosos de

lo pensado en zonas donde los vectores tienen gran presencia en el Ecuador.

Los primers usados amplifican bacterias de los géneros Anaplasma y Ehrlichia por lo que las
muestras positivas que no son del género Anaplasma, dan importante informacion acerca de la
presencia de los otros géneros que estan circulando e infectando a caninos de las zonas de
estudio. El hallazgo de secuencias de Anaplasma platys en caninos de la provincia de Manabi
reportadas en este estudio, es el primer reporte especie bacteriana en perros del pais mediante
deteccion molecular. Estos resultados dan luces sobre la distribucion del patégeno que ha sido
previamente encontrado en vacas y muestran la falta de informacion de la epidemiologia,
diagndstico, prevencion, ciclo de vida de las bacterias, vectores biol6gicos, transmision de la
bacteria en mamiferos, reservorios y sus respectivos vectores biolégicos o mecanicos. El
analisis filogenético (Figura 2) del gen 16s rRNA, muestra con una similaridad del 100%, que
las secuencias encontradas ya han sido reportadas previamente en paises como Cuba, San
Cristébal y Nieves, Portugal, Turquia y muchos otros en Europa, Asia y Africa (Hofmann-
Lehmann et al., 2016; Llanes & Rajeev, 2020; Silva et al., 2016; Vlahakis et al., 2018),

mostrando a nivel de 16s rRNA que hay una distribucion global del patégeno.

Los resultados del estudio denotan una positividad de 27.85% (n=44), siendo solamente
positivos para Anaplasma el 3.79% (n=6) de un total de 158 muestras. La presencia de animales
positivos en Rocafuerte, siendo una zona rural donde el contacto de los caninos, con otros
animales de produccion evidencia un riesgo socioecondémico, debido a la posibilidad de
contagio de A. platys y otros patdgenos transmitidos por garrapatas cominmente encontrados

en caninos. Nuevas infecciones de Anaplsma spp. en otras especies de animales genera posibles
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riesgos de salud debido a que los mismos se crian para el consumo humano. La infeccion
canina por A. platys suele ser considerada la infeccion cronica o subclinica m&s comdn en
perros, la evidencia en Colombia sugiere que la presencia de otras especies de Anaplasma es
muy posible (Bonilla-Aldana et al., 2022; Otalora et al., 2022; Pesapane et al., 2019). Los
resultados de la secuenciacion dan evidencia de una prevalencia un tanto baja. Es importante
investigar caninos y mamiferos domésticos que pueden ser portadores, asi como las garrapatas
que portan, contrastando la informacion y ayudando a esclarecer las posibles infecciones que

pudieren estar siendo confundidas enfermedades febriles en el Ecuador.
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TTACCACTGGCAGTCTCCTTAAAGTGCCCGGCTTAACCCGCTGGCAACTAAGGATGAGGGTTACGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGCGAGATCCAGCCGA
ACTGCGCCCTTCCGTTAAGAAGGATCTAATCTCCATGTCAAGAAGTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGTCTTGCGACCGTAGTCC
CCAGGCGGAGTGCTTAACGCGTTAGCTACAACACAGAGACAAAACGTCCCCACATTCAGCACTCATCGTTTACAGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGCGTCAGTACCGGACC
AGATAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCTAATATCTACGAATTTCACCTCTACACTAGGAATTCCGCTATCCTCTCCCGGACTCGAGTCTGGCAGTATTAAAAGCAGCTCCAGGGTTAAGCCCTGGCATTTCACCTTTAACTT
ACCGAACCGCCTACATGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGAACAACGCTTGCCCCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTTGCCGGGACTTCTTCTGTGGGTACCGTCATTATCTTCCCCACTGAAAGAGTTTTACAAC
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TTACCACTGGCAGTCTCCTTAAAGTGCCCGGCTTAACCCGCTGGCAACTAAGGATGAGGGTTACGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGCGAGATCCAGCCGA
ACTGCGCCCTTCCGTTAAGAAGGATCTAATCTCCATGTCAAGAAGTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGTCTTGCGACCGTAGTCC
CCAGGCGGAGTGCTTAACGCGTTAGCTACAACACAGAGACAAAACGTCCCCACATTCAGCACTCATCGTTTACAGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGCGTCAGTACCGGACC
AGATAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCTAATATCTACGAATTTCACCTCTACACTAGGAATTCCGCTATCCTCTCCCGGACTCGAGTCTGGCAGTATTAAAAGCAGCTCCAGGGTTAAGCCCTGGCATTTCACCTTTAACTT
ACCGAACCGCCTACATGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGAACAACGCTTGCCCCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTTGCCGGGACTTCTTCTGTGGGTACCGTCATTATCTTCCCCACTGAAAGAGTTTTACAAC
CCTAAGGCCTTCCTCACTCACGCGGCATAGCTGGATCAGGCTTGCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTATCTCAGTTCCAGTGTGGCTGATCATCCTCTCAGACCAGCTATAGATCA
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GGTAAAGGCCTACCAAGGCAGTGATCTATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCTAT
GCCGCGTGAGTGAGGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAACTCTTTCAGTGGGGAAGATAATGACGGTACCCACAGAAGAAGTCCCGGCAAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCAAGCGTTGTTCGGAATTA
TTGGGCGTAAAGGGCATGTAGGCGGTTCGGTAAGTTAAAGGTGAAATGCCAGGGCTTAACCCTGGAGCTGCTTTTAATACTGCCAGACTCGAGTCCGGGAGAGGATAGCGGAATTCCTAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGA
TATTAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTATCTGGTCCGGTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGAGTGCTGAATGTGGGGACGTTTT
GTCTCTGTGTTGTAGCTAACGCGTTAAGCACTCCGCCTGGGGACTACGGTCGCAAGACTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACG CGAAGAACCTTACCACT
TCTTGACATGGAGATTAGATCCTTCTTAACGGAAGGGCGCAGTTCGGCTGGATCTCGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGTAACCCTCATCCTTAGTTGC
CAGCGGGTTAAGCCGGGCACTTTAAGGAGACTGCCAGTGGTAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGATGTCAAGTCAGCACGGCCCTTATGGGGTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGACTACAATAGGTTGCAATGTCGC
AAGGCTGAGCTAATCCGTAAAAGTCATCTCAGTTCGGATTGTCCTCT
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>consensus_barcode13.all_0_0(176)
AGAGGACAATCCGAACTGAGATGACTTTTACGGATTAGCTCAGCCTTGCGACATTGCAACCTATTGTAGTCACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCACCCCATAAGGGCCGTGCTGACTTGACATCATCCCCACCTTCCTCCAGT
TTACCACTGGCAGTCTCCTTAAAGTGCCCGGCTTAACCCGCTGGCAACTAAGGATGAGGGTTACGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGCGAGATCCAGCCGA
ACTGCGCCCTTCCGTTAAGAAGGATCTAATCTCCATGTCAAGAAGTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGTCTTGCGACCGTAGTCC
CCAGGCGGAGTGCTTAACGCGTTAGCTACAACACAGAGACAAAACGTCCCCACATTCAGCACTCATCGTTTACAGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGCGTCAGTACCGGACC
AGATAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCTAATATCTACGAATTTCACCTCTACACTAGGAATTCCGCTATCCTCTCCCGGACTCGAGTCTGGCAGTATTAAAAGCAGCTCCAGGGTTAAGCCCTGGCATTTCACCTTTAACTT
ACCGAACCGCCTACATGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGAACAACGCTTGCCCCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTTGCCGGGACTTCTTCTGTGGGTACCGTCATTATCTTCCCCACTGAAAGAGTTTTACAAC
CCTAAGGCCTTCCTCACTCACGCGGCATAGCTGGATCAGGCTTGCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTATCTCAGTTCCAGTGTGGCTGATCATCCTCTCAGACCAGCTATAGATCA
CTGCCTTGGTAGGCCTTTACCCTACCAACTAGCTAATCTAACATAGGCTCATCTAATAGCGATAAATCTTTCCCCCGCAGGGATTATACAGTATTACCCACCATTTCTAGTGGCTATCCCATACTACTAGGTAGATTCCTATGCAT
TACTCACCCGTCTGCCA
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AGAGGACAATCCGAACTGAGATGACTTTTACGGATTAGCTCAGCCTTGCGACATTGCAACCTATTGTAGTCACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCACCCCATAAGGGCCGTGCTGACTTGACATCATCCCCACCTTCCTCCAGT
TTACCACTGGCAGTCTCCTTAAAGTGCCCGGCTTAACCCGCTGGCAACTAAGGATGAGGGTTACGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGCGAGATCCAGCCGA
ACTGCGCCCTTCCGTTAAGAAGGATCTAATCTCCATGTCAAGAAGTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGTCTTGCGACCGTAGTCC
CCAGGCGGAGTGCTTAACGCGTTAGCTACAACACAGAGACAAAACGTCCCCACATTCAGCACTCATCGTTTACAGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGCGTCAGTACCGGACC
AGATAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCTAATATCTACGAATTTCACCTCTACACTAGGAATTCCGCTATCCTCTCCCGGACTCGAGTCTGGCAGTATTAAAAGCAGCTCCAGGGTTAAGCCCTGGCATTTCACCTTTAACTT
ACCGAACCGCCTACATGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGAACAACGCTTGCCCCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTTGCCGGGACTTCTTCTGTGGGTACCGTCATTATCTTCCCCACTGAAAGAGTTTTACAAC
CCTAAGGCCTTCCTCACTCACGCGGCATAGCTGGATCAGGCTTGCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTATCTCAGTTCCAGTGTGGCTGATCATCCTCTCAGACCAGCTATAGATCA
CTGCCTTGGTAGGCCTTTACCCTACCAACTAGCTAATCTAACATAGGCTCATCTAATAGCGATAAATCTTTCCCCCGCAGGGATTATACAGTATTACCCACCATTTCTAGTGGCTATCCCATACTACTAGGTAGATTCCTATGCAT
TACTCACCCGTCTGCCA
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AGAGGACAATCCGAACTGAGATGACTTTTACGGATTAGCTCAGCCTTGCGACATTGCAACCTATTGTAGTCACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCACCCCATAAGGGCCGTGCTGACTTGACATCATCCCCACCTTCCTCCAGT
TTACCACTGGCAGTCTCCTTAAAGTGCCCGGCTTAACCCGCTGGCAACTAAGGATGAGGGTTACGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGCGAGATCCAGCCGA
ACTGCGCCCTTCCGTTAAGAAGGATCTAATCTCCATGTCAAGAAGTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGTCTTGCGACCGTAGTCC
CCAGGCGGAGTGCTTAACGCGTTAGCTACAACACAGAGACAAAACGTCCCCACATTCAGCACTCATCGTTTACAGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGCGTCAGTACCGGACC
AGATAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCTAATATCTACGAATTTCACCTCTACACTAGGAATTCCGCTATCCTCTCCCGGACTCGAGTCTGGCAGTATTAAAAGCAGCTCCAGGGTTAAGCCCTGGCATTTCACCTTTAACTT
ACCGAACCGCCTACATGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGAACAACGCTTGCCCCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTTGCCGGGACTTCTTCTGTGGGTACCGTCATTATCTTCCCCACTGAAAGAGTTTTACAAC
CCTAAGGCCTTCCTCACTCACGCGGCATAGCTGGATCAGGCTTGCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTATCTCAGTTCCAGTGTGGCTGATCATCCTCTCAGACCAGCTATAGATCA
CTGCCTTGGTAGGCCTTTACCCTACCAACTAGCTAATCTAACATAGGCTCATCTAATAGCGATAAATCTTTCCCCCGCAGGGATTATACAGTATTACCCACCATTTCTAGTGGCTATCCCATACTACTAGGTAGATTCCTATGCAT
TACTCACCCGTCTGCCA
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