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RESUMEN

La babesiosis bovina es una enfermedad transmitida por garrapatas causada por
protozoarios parasitos del género Babesia. Esta enfermedad se caracteriza por
ocasionar alta morbilidad y mortalidad a nivel mundial. De las especies de Babesia
que afectan a los bovinos, B. bovis y B. bigemina son las especies con mayor
prevalencia e importancia econdémica en el mundo debido al impacto ocasionado en
la industria de produccion de carne y leche. Las estrategias efectivas de control de la
enfermedad deben incluir la deteccibn de animales reservorios y la deteccion
temprana y especifica de la enfermedad utilizando técnicas de diagndstico rapidas,
econdémicas, sensibles y especificas. La técnica de amplificacion isotérmica basada
en horquillas (LAMP) es una reaccion molecular de un paso que amplifica una
secuencia de DNA blanco con alta sensibilidad y especificidad bajo condiciones
isotérmicas en el lapso de una hora, no requiere de equipos especiales y los
resultados pueden ser observados por viraje colorimétrico. El objetivo del presente
trabajo fue desarrollar y estandarizar la técnica de LAMP para la deteccién de Babesia
bigemina y su visualizacion utilizando azul de hidroxinaftol. La investigacion se llevo a
cabo en el laboratorio de Inmunologia y Vacunas de la Facultad de Ciencias Naturales
de la Universidad Autonoma de Querétaro y la metodologia empleada incluyé: 1) el
disefio y sintesis de cebadorescomo punto critico del desarrollo de la técnica; 2) la
estandarizacion de las condiciones de amplificacion y visualizacion; 3) la evaluacion
de la sensibilidad y especificidad diagnoéstica y, 4) la deteccion de distintas cepas de
B. bigemina del mundo. Se disefiaron cebadores a partir de las secuencias
conservadas del gen ama-1 de Babesia bigemina. Los resultados mostraron que, a
63°C en una hora y en condiciones estandarizadas, la técnica amplifica DNA de B.
bigemina logrando el viraje colorimétrico caracteristico. La evaluacion de la
sensibilidad indicé que se logra amplificar DNA a un 0.00000001% de parasitemia y
se demostré que esta técnica amplifica DNA de B. bigemina de manera especifica.
Adicionalmente, la técnica fue capaz de amplificar DNA de 10 cepas de B. bigemina
de tres paises distintos. Se concluye que la técnica de LAMP desarrollada aqui es

capaz de amplificar de manera especifica y sensible DNA de B. bigemina, no presenta



reaccion cruzada con organismos relacionados y el producto es observado al término
de 60 minutos de reaccion por viraje colorimétrico. El presente es el primer reporte de
LAMP que utiliza secuencias conservadas entre cepas del gen ama-1, demuestra los
resultados por cambios de coloracion utilizando azul de hidroxinaftol y prueba la
capacidad de diagnostico de cepas de otras partes del mundo. La técnica es una
alternativa rapida y econdmica para el diagnoéstico de la enfermedad causada por B.

bigemina.

Palabras clave: Babesia bigemina, diagndstico molecular, LAMP, azul de

hidroxinaftol.



SUMMARY

Bovine babesiosis is a tick-borne disease caused by protozoan parasites of the
genus Babesia. This disease is characterized by high morbidity and mortality
worldwide. Of the Babesia species that affect cattle, B. bovis and B. bigemina are the
most prevalent and economically important species in the world due to the impact on
the meat and milk production industry. Effective disease control strategies should
include detection of reservoir animals and early and specific disease detection using
rapid, economical, sensitive and specific diagnostic techniques. The Loop-Mediated
Isothermal Amplification technique (LAMP) is a one-step molecular reaction that
amplifies DNA sequence with high sensitivity and specificity under isothermal
conditions within one hour, requires no special equipment and the results can be
observed through the naked eye by colorimetric turning. The objective of the present
work was to develop and standardize the LAMP technique for the detection of Babesia
bigemina and its visualization using hydroxynaphtol blue. The research was carried
out in the Laboratory of Immunology and Vaccines of the Faculty of Natural Sciences
of the Universidad Auténoma de Querétaro and the methodology used included: 1) the
design and synthesis of primers as a critical point in the development of the technique;
2) standardization of amplification and visualization conditions; 3) the evaluation of
diagnostic sensitivity and specificity and, 4) the detection of different strains of B.
bigemina in the world. Primers were designed from the conserved sequences of the
babesia bigemina ama-1 gene. The results showed that, at 63 °C in one hour and
under standardized conditions, the technique amplifies B. bigemina DNA achieving the
characteristic colorimetric change. Sensitivity evaluation indicated that DNA was
amplified at a 0.00000001% parasitemia and it was demonstrated that this technique
amplifies DNA of B. bigemina in a specific way. Additionally, the technique was able to
amplify DNA from 10 strains of B. bigemina from three different countries. It is
concluded that the LAMP technigue developed here is able to amplify B. bigemina DNA
specifically and has high sensitivity, does not cross-react with related organisms and
the product is observed at the end of 60 minutes of reaction per colorimetric turn. The
present report is the first LAMP report that uses conserved sequences between strains

of the ama-1 gene, demonstrates the results by changes of coloration using



hydroxynaphtol blue and has the diagnostic capacity of strains from other parts of the
world. The technique is a fast and economical alternative for the diagnosis of B.

bigemina disease.

Key words: Babesia bigemina, molecular diagnosis, LAMP, hydroxynaphtol blue.
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INTRODUCCION

La técnica de LAMP fue desarrollada en el afio 2000 por Notomi et al. y es una
reaccion de amplificacion de un paso que amplifica una secuencia de DNA blanco
con alta sensibilidad y especificidad bajo condiciones isotérmicas. Esta prueba
amplifica el DNA blanco a 10° copias en menos de una hora. LAMP emplea una
DNA polimerasa (Bst) que es una enzima con actividad de desplazamiento de la
cadena. También utiliza dos cebadores internos (FIP, BIP) y dos cebadores
externos (F3, B3) que reconocen seis regiones separadas dentro de una secuencia
del DNA blanco. La técnica tiene alta especificidad porque la reaccion de
amplificacion ocurre Unicamente cuando las seis regiones del DNA blanco son

correctamente reconocidas por los cebadores.

Cuando los éacidos nucleicos son amplificados por el método de LAMP, se
produce una turbidez derivada del precipitado de pirofosfato de magnesio conforme
la reaccion va progresando (Mori et al., 2001). En la polimerizacion del DNA por la
DNA polimerasa, el ion de pirofosfato es liberado de los desoxirribonucleétidos
trifosfato (dANTPs) como un subproducto. Cuando se producen grandes cantidades
de este ion, este reacciona con el ion de magnesio contenido en el buffer de reaccién
formando un precipitado. En el 2009, Goto, Honda, Ogura, Nomoto y Hanaki,
reportaron un ensayo colorimétrico simple para la deteccién de la reaccién de LAMP
usando un metal indicador llamado azul de hidroxinaftol (HNB). El HNB es un
indicador que se agrega al tubo antes de la reaccion y demuestra los cambios en
las concentraciones del ion Mg?. La técnica de LAMP puede detectar DNA a
diluciones de <1:108 (160 copias/tubo) usando HNB a 120 puM sin que este interfiera
con la sintesis de DNA. Los cambios de color van del violeta, en una reaccion
negativa, al azul cielo en una positiva. La ventaja de utilizar HNB es porque: 1) no
se requiere abrir el tubo de la reaccién para determinar si ésta es positiva o negativa;
2) el resultado puede ser diferenciado facilmente a simple vista, y 3) no es necesario
realizar técnicas como electroforesis para confirmar la amplificacion (Goto et al.,
2009).



La babesiosis bovina es una de las enfermedades infecciosas con mayor
importancia econ6mica en el mundo. Esta enfermedad es causada por un
protozoario parasito intraeritrocitico del género Babesia (Babes, 1888; Bock et al.,
2004). La babesiosis es transmitida por garrapatas del género Boophilus,
recientemente clasificadas como Rhipicephalus (Smith et al., 1893; Yu et al., 2013).
Existen muchas especies de Babesia que infectan animales domésticos, silvestres
y al hombre. Sin embargo, de las especies de Babesia que afectan a los bovinos,
B. bovis y B. bigemina son las que presentan mayor prevalencia e importancia
econdmica en el mundo debido al impacto ocasionado en la industria de produccién
de carne y leche. Las pérdidas econdmicas son atribuidas no solo a las pérdidas de
produccion y el costo de tratamientos, sino también a las restricciones comerciales

y los costos relacionados con el control del vector (Schnittger et al., 2012).

El impacto negativo de la babesiosis bovina tiene lugar en zonas endémicas; la
ocurrencia de brotes graves ocurre cuando se rompe la estabilidad enzodtica
resultando en consecuencias catastréficas para los rebafios. El diagndstico
oportuno y adecuado de animales infectados o enfermos es esencial para el control
de la enfermedad. La importancia del diagnéstico radica en el uso de pruebas
sensibles y especificas que permitan detectar infecciones de manera temprana para
establecer medidas de tratamiento o control (Bock et al., 2004; Smith et al., 2000;
Suarez y Noh, 2011; Zintl, Gray, Skerrett, y Mulcahy, 2005). La mayoria de las
técnicas utilizadas actualmente para el diagnéstico de B. bigemina poseen
limitantes; la formacién y la pericia del laboratorista, el momento de la toma de
muestra después de la infeccion, la baja sensibilidad y especificidad y finalmente, el
costo y duracion del diagnostico (Criado-Fornelio, Martinez-Marcos, Buling-Sarafa,
y Barba-Carretero, 2003; Iseki et al., 2007). Por estas razones, el desarrollo de la

técnica para el diagndstico de B. bigemina que supere estas limitantes es necesario.

Por todo lo anterior, el objetivo del presente proyecto de investigacion es
desarrollar y estandarizar la técnica de LAMP para el diagnéstico de Babesia

bigemina.



REVISION DE LITERATURA

2.1 Babesiosis bovina

2.1.1 Definicién

La babesiosis bovina es una de las enfermedades infecciosas con mayor
importancia econémica en el mundo. Es una enfermedad causada principalmente
por un protozoario parasito intraeritrocitico del género Babesia (Smith et al., 1893;
Starcovici, 1893) y es transmitida por garrapatas del género Rhipicephalus,
anteriormente clasificadas como Boophilus (Smith et al., 1893; Murrell y Barker,
2003). Existen muchas especies de Babesia que infectan a animales domésticos,
silvestres y al hombre. Sin embargo, las especies de mayor importancia en los

bovinos son Babesia bovis, B. bigemina y B. divergens (Bock et al., 2004).

La enfermedad ha sido llamada popularmente como fiebre del agua roja, fiebre
de la garrapata, fiebre espafiola, fiebre de Texas, ranilla roja, piroplasmosis, entre
otros (Benavides, 2002; Florin-Christensen, Suarez, Rodriguez, Flores, y Schnittger,
2014).

2.1.2 Historia

Esta enfermedad fue introducida al nuevo mundo por colonizadores que traian
consigo ganado bovino. Los primeros reportes datan desde 1860, durante el periodo
de la guerra civil norteamericana. Para la época, el estado de Oklahoma era uno de
los principales productores de ganado en el pais y los brotes de Babesiosis o fiebre
de Texas como era llamada ocurrieron principalmente en Kansas ocasionando
grandes pérdidas econdmicas e incluso, a causa de esto, en 1861 se dictaminé la
primera legislatura estatal que prohibia la entrada de ganado al estado (Clark,
1951). En 1870, los archivos de Australia mostraron como la fiebre de garrapata fue
endémica en el area de Darwin; su introduccion se atribuye a la entrada de ganado
bovino salvaje o “Banteng” desde Timor y posiblemente Bali entre 1829 y 1849
donde la fiebre de garrapata y la garrapata Rhipicephalus microplus eran enzodticas
(Angus, 1996).



Los estudios sobre la babesiosis se remontan a 1888 cuando Victor Babes
descubrié microorganismos al interior de eritrocitos de bovinos de Rumania y
asociado a esto, hemoglobinuria bovina y fiebre del agua roja (Babes, 1888).
Posteriormente, encontré algo similar en eritrocitos de ovinos (Babes, 1892). La
figura 1 corresponde a reimpresiones de la primera publicacion hecha por Babes

describiendo en dibujos las fases eritrociticas del protozoario.

En 1893, el agente de la fiebre de Texas de los bovinos en Estados Unidos fue
llamado Pyrosoma por Smith y colaboradores, quienes también fueron los primeros
en demostrar la transmision de la enfermedad de un artropodo a un huésped
mamifero, al descubrir que la fiebre de Texas era ocasionada por un protozoario y
transmitida por la garrapata Boophilus annulatus a los bovinos. EI mismo afio,

Starcovici, le asigno a este parasito el nombre de Babesia bigemina.

Figura 1. Primer dibujo de Babesia publicado por Babes. Tomado de Mihalca et al.
(2010).

Posteriormente, y luego de haberse reportado babesiosis en otra partes del
mundo, la nomenclatura confusa de las Babesias bovinas fue resuelta y hoy se
reconocen cuatro especies principales: Babesia bovis (sinénimos: B. argentina, B
berbera, B colchica), Babesia bigemina, Babesia divergens (sinénimos: B.

caucasica, B occidentalis, B karelica) y B. major (Angus, 1996).

Desde entonces han sido propuestos otros nombres, pero el mas conocido es
Piroplasma. El nombre “Piroplasma” viene originalmente del hecho de que los

parasitos después de la multiplicacion son a menudo en forma de pera. El antiguo



nombre de Piroplasma aun sobrevive asi como el hecho de que la babesiosis es

llamada comunmente como piroplasmosis (Uilenberg, 2006).

Las especies que se encuentran principalmente involucradas en las pérdidas
econdémicas en las explotaciones bovinas son B bigemina y B bovis (Bock et al.,
2004).

2.1.3 Taxonomia

El género Babesia pertenece al phylum Apicomplexa, un linaje eucariético
caracterizado por la presencia de un complejo apical y un citoesqueleto Unico
distinto del de otros eucariotas. Aunque ya se ha reportado el genoma completo de
diferentes especies pertenecientes a este phylum (Plasmodium, Theileria, Babesia),
la relacion filogenética entre los grupos apicomplexos transmitidos por vectores esta

poco documentada (Chauvin et al., 2009).

Desde el descubrimiento del género a finales del siglo XIX, se han descrito
muchas especies asociadas con varios animales salvajes y domésticos y las
especies de garrapatas que actlan como vectores, principalmente las de animales
domésticos. La descripcion y clasificacion de Babesia spp. (y su diferenciacion con
Theileria, un organismo estrechamente relacionado) se realizé inicialmente basado
en las caracteristicas morfolégicas y el ciclo bioldgico, notablemente el patron de

montaje o ensamblaje de los merozoitos en los eritrocitos (Chauvin et al., 2009).

La subclase piroplasmida fue bautizada asi debido a la particular forma de pera
de los estadios que se encuentran en sangre del huésped vertebrado. Babesia se
puede diferenciar de otros piroplasmidos como Plasmodium spp. y Haemoproteus
spp. debido a que éste no genera ningun tipo de pigmentacion en la célula infectada
(Uilenberg, 2006). El género fue definido de acuerdo a los sitios de multiplicacion en
el huésped vertebrado y la forma de transmision dentro de la garrapata. Babesiae
solamente se multiplica en los eritrocitos del huésped vertebrado y ocurre
transmision transovarica en el vector. Esta restriccion ha sido confirmada con
técnicas moleculares y se incluy6 a Babesia spp. como un grupo monofilético el cual

se desarrolla en una amplia variedad de huéspedes vertebrados (principalmente



mamiferos, pero también aves) y garrapatas (principalmente duras pero también en

garrapatas blandas) (Criado-Fornelio et al., 2003; Chauvin et al., 2009).

Antes de la aplicacion de metodologias moleculares, no menos de 111 especies
de Babesia habian sido descritas y hasta ahora, la clasificacion taxonémica de
piroplasma se ha basado casi exclusivamente en las caracteristicas morfolégicas y
biolégicas (Schnittger et al., 2012). Particularmente, la forma de transmision y la
existencia o ausencia de esquizontes son caracteristicas fenotipicas valiosas para
distinguir stricto sensu (s.s) la Babesia. Por lo tanto, el género Babesia (s.s) se
define por la ausencia de esquizontes y la presencia de transmision transovarica
(Uilenberg, 2006).

Las caracteristicas fenotipicas que a menudo ayudan en la identificacion y
diferenciacion de las especies durante la inspeccion microscopica y que han
demostrado ser de valor taxondmico restringido son el tamafio del piroplasmido y el
namero de células hijas que se forman por la division de merozoitos. Es asi que los
piroplasmas se pueden dividir en theilerias, babesias pequefias (trofozoitos de <1-
2,5 um) y babesias grandes (2,5-5um). Sin embargo, la identificacion de especies
puede verse obstaculizada debido a cambios en la forma y el tamafio de estadios
parasitarios en el eritrocito y debido a la observacion de algunas especies de
piroplasmidos que difieren en forma y tamafio cuando infectan diversos huéspedes
vertebrados (pleoformismo). Esa caracterizacion morfoldgica es consistente con la
clasificacion filogenética basada en secuencias del gen 18S de la subunidad
pequefia del ribosoma, el cual muestra que las babesias pequefias y grandes
pertenecen a dos clusteres diferentes y las pequefias babesias estan muy

relacionadas con Theileria spp. (excepto para B. divergens) (Homer et al., 2000).

Es asi como, segun las investigaciones de Criado-Fornelio et al, en el 2003, se
incluye a B. bovis y B. bigemina dentro del grupo de Babesia s.p. (s.s) compuesto

por especies que afectan principalmente a ungulados.

La clasificacion taxondmica de Babesia propuesta por Levine y actualmente
disponible en la base de datos “Taxonomy” (Levine, 1971; Centro Nacional para la
Informacién Biotecnoldgica. NCBI, 2017) es:
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Reino: Protista
Subreino: Protozoa
Phylum: Apicomplexa
Clase: Aconoidasida
Subclase: Piroplasmida
Familia: Babesiidae
Género: Babesia

2.1.4 Estructura de los parasitos apicomplexos

Al ser un parasito apicomplexo, Babesia posee los organelos caracteristicos de
los microorganismos pertenecientes a dicho filo. La figura 2 muestra la estructura
de un merozoito donde se puede visualizar el complejo apical, que se ha descrito
como una prominencia conoide situada en un extremo de los parasitos
apicomplexos (Mitchell et al., 2004). En dicho complejo se sitdan las roptrias, los
granulos densos (Plasmodium) o cuerpos esféricos (Babesia spp.), las micronemas,
los anillos polares y el conoide. Las roptrias son las vesiculas mas grandes del
complejo apical y descargan sus secreciones mediante ductos estrechos. Las
micronemas son producidas y translocadas de la cisterna de Golgi hacia el complejo
apical mediante los microtubulos. Una vez en el complejo apical, se sitian cerca de
la punta de las roptrias. Los granulos densos se sintetizan cerca de la Cisterna de
Golgi, pero a diferencia de las micronemas, no son transportados al complejo apical.
Durante la invasion de la célula blanco tanto las roptrias como las micronemas
descargan su contenido en la region donde el parasito esta penetrando (Blackman
y Bannister, 2001).

Otra caracteristica adicional de estos parasitos apicomplexos es que poseen un
plastido que es un organelo semiautbnomo cuyo origen se supone a partir de un
evento endosimbidtico secundario ocurrido durante su evolucién. Este plastido ha
sido denominado apicoplasto y posee un genoma que codifica para diversas

proteinas (Brayton et al., 2007).
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Figura 2. Estructura de los parasitos apicomplexos basada en Plasmodium spp.
Adaptada de: Mitchell et al. (2004).

La morfologia de la Babesia varia segun el estadio evolutivo dentro del eritrocito
y de la garrapata. En el eritrocito existe una forma tipica a la observacion
microscopica: un corpusculo Unico o en pares, con forma redondeada u ovalada. B.
bigemina es clasificada como una especie grande ya que puede llegar a ocupar
gran parte del eritrocito, sus dimensiones son 4-5 x 2 um aproximadamente,
generalmente se visualiza en sus formas pareadas con una apariencia piriforme y

unidas formando un angulo agudo (Barré y Uilenberg, 2010).

En la garrapata, el protozoario tiene morfologia diferente. Durante la fase sexual
de su ciclo biolégico, en el lumen intestinal de la garrapata los parasitos salen de
los eritrocitos para formar los gametocitos, que adquieren una forma esférica o
polimorfica que se caracteriza por tener protuberancias en forma de flagelos,
conocidos como Strahlenkorper o cuerpos radiados. Los gametocitos tienen un
diametro de aproximadamente 4-7 um. Posteriormente se forma el cigoto, que es el
resultado de la unién de los gametocitos, el cual tiene una forma esférica con un
tamafo inicial aproximado de 3 pym de diametro y que posee ademas en su
morfologia algo que asemeja a una punta de una flecha o de espina. El quineto, una
fase movil que migra por la hemolinfa presenta una forma alargada en forma de
baston, tiene una medida inicial aproximada de 7-8 ym, alcanzando 12-15 x 3 ym
en su estado maduro. Finalmente el esporozoito, que es la ultima fase del parasito
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en la garrapata se encuentra en las glandulas salivales y tiene una morfologia
piriforme con extremo apical amplio y un polo posterior estrecho (Young y Morzaria,
1986; Hodgson, 1992).

2.1.5 Patogenia

Los mecanismos de patogenicidad del protozoario varian dependiendo del
agente causal. En la babesiosis se pueden desarrollar diferentes tipos de acciones
patégenas, tales como: accion mecanica (rotura de glébulos rojos); accién toxica
por la liberacion y excrecion de productos toxicos tras el metabolismo de los zoitos,
demostrada a nivel de SNC y accidon expoliadora en cuanto compite por
determinadas sustancias del organismo hospedador (hemoglobina) (Navarrete et
al., 1999).

En general, las citocinas y otros agentes farmacoldgicamente activos tienen una
funcién importante en la respuesta inmune contra Babesia (Ahmed, 2002). B. bovis
es mas patogénica que B. bigemina. En las infecciones ocasionadas por Babesia
bovis, las consecuencias estan relacionadas con el tiempo y la cantidad producida,
pero su sobreproduccion contribuye al progreso de la enfermedad causando
vasodilatacion, hipotensién, aumento en la permeabilidad capilar, edema, colapso
vascular, desérdenes de coagulacion, dafio endotelial y éstasis circulatorio (Wright
et al., 1989; Ahmed, 2002). Aunque la éstasis es inducida en la microcirculacién por
agregacion de eritrocitos a los capilares, probablemente el dafio mas perjudicial
ocurre en el cerebro y los pulmones ocasionando un sindrome de distrés respiratorio
asociado a la infiltracion de neutréfilos, aumento de la permeabilidad vascular y
edema (Brown y Palmer, 1999). La anemia hemolitica es progresiva durante todo el

curso de la enfermedad.

La patogénesis ocasionada por B. bigemina se relaciona con una hemolisis
intravascular rapida y masiva producida por la infeccién de los eritrocitos por parte
de los esporozoitos. Es por esto que la presencia de hemoglobinuria es mas

consistente comparada con la ocasionada por B. bovis (Demessie y Derso, 2015).



Los animales que se recuperan contintan siendo infectivos para las garrapatas

por hasta un afio para B. bovis y por 4 a 7 semanas para B. bigemina.

Los animales que se recuperan de una infeccion aguda naturalmente o después
de un tratamiento, lo cual toma varias semanas, y contindan en un ambiente con
presencia del vector, se mantienen persistentemente infectados (portadores) y
resistentes al desarrollo de la enfermedad tras la infeccion con la misma cepa por
afos (Brown y Palmer, 1999). Los animales jovenes que se recuperan y se
mantienen en ambientes libres de garrapatas presentan parasitemias recurrentes
por 1 a 2 afios con B. bovis y por periodos mas cortos y menos recurrentes con B.

bigemina (Mahoney, 1969).

Los casos que no son fatales toman varias semanas en recuperarse, pero
generalmente lo logran en su totalidad. los animales que se tornan portadores
asintoméaticos contindan siéndolo por afios; no obstante, la duracion depende de la

raza del animal (Mahoney, 1969; Johnston et al., 1978).

2.1.6 Signos clinicos

En general, las infecciones con Babesia cursan con grados variables de
severidad que pueden estar asociados a la edad del huésped (los animales menores
de 9 meses usualmente son asintomaticos), estado inmunoldgico, infecciones
concurrentes con otros patdégenos, factores genéticos, especie (B. bovis es mas
virulenta) y cepa. Las manifestaciones mas comunes en la babesiosis aguda son
fiebre, anemia, hemoglobinuria, letargia, anorexia e ictericia. Sin embargo, en el
estado cronico, la enfermedad generalmente es asintomatica (The Center for Food
Security and Public Health, 2008; Schnittger et al., 2012).

Los casos clinicos ocurren cuando animales jovenes virgenes (que nunca han
estado en contacto con el parasito) lo adquieren durante la alimentacion de la
garrapata. No obstante, los terneros pueden infectarse pero no desarrollan la
enfermedad (Bock et al., 2004). Los signos clinicos de la enfermedad también varian
ampliamente de acuerdo a la especie; aunque estos parasitos estan

filogenéticamente relacionados y transmitidos por el mismo vector, los casos
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ocasionados por B. bovis se caracterizan por hipotension, sindrome de estrés
respiratorio y signos neurolégicos como movimientos involuntarios de los miembros
posteriores debido a la acumulacion de eritrocitos infectados en las capilaridades
del pulmén y del cerebro. Ademas, los niveles de parasitemia son bajos (menos del
1%) (Brown y Palmer, 1999).

La enfermedad causada por B. bigemina no es tan grave, las parasitemias son
altas (10% e incluso 30%) y debido a que el principal mecanismo de patogenicidad
se asocia a la destruccion masiva de eritrocitos, la signologia mas evidente es
anemia severa, las mucosas palidas, la fiebre y la hemoglobinuria. Y contrario a las
infecciones por B. bovis, generalmente no se presenta afeccion cerebral, la fase
aguda no es tan severa y la recuperacion es mas rapida (Brown y Palmer, 1999;
Manual terrestre: OIE - World Organisation for Animal Health, 2014).

La enfermedad aguda generalmente cursa con 3 a 7 dias de fiebre (>40°C) que
generalmente se presenta varios dias previos a la deteccion de signos clinicos mas
obvios. Inapetencia, depresion, taquipnea y debilidad son algunos de estos signos.
Se presenta hemoglobinuria y hemoglobinemia (menos comun en infecciones por
B. bovis), anemia e ictericia principalmente en casos prolongados. En casos
avanzados, se observa debilidad muscular, tremores, recumbencia, disnea y
finalmente el animal entra en un estado de coma. La fiebre que se presenta durante
la infeccion puede causar abortos y los toros reducen su fertilidad por 6 a 8
semanas. En infecciones subagudas, los signos clinicos son menos pronunciados
y con frecuencia dificiles de detectar (Bock et al., 2004; The Center for Food Security
and Public Health, 2008).

2.1.7 Epidemiologia

El concepto de estabilidad enzodtica (endémica o epizodtica) fue descrito por
Mahoney en 1969 como una condicion que implica una alta incidencia del organismo
patdgeno en el bovino, pero raramente se presenta una enfermedad. Actualmente
se conoce como la situacion epidemioldgica de una poblacién en la cual la
presentacion clinica de la enfermedad es escasa, a pesar de la alta velocidad de

transmision de la infeccion o como el estado donde la relacién entre el huésped, el
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agente, el vector y el medio ambiente es tal que no se genera una enfermedad
clinica o rara vez ocurre (Perry, 1996). Con respecto a la Babesiosis, esto ocurre
cuando el numero de garrapatas es alto y los bovinos son expuestos a la infeccidon
durante los primeros 9 meses de vida. Este evento ocasiona que los animales sean
resistentes a desarrollar una enfermedad clinica al generar inmunidad (Jonsson et
al., 2008).

Cuando el ambiente no favorece la infestacion continua con un numero
suficiente de garrapatas necesarias para mantener el estado inmunitario en el hato,
ya sea, debido al uso de acaricidas o cuando los animales inmunolégicamente
resistentes son reemplazados por animales adultos que no han tenido contacto
previo con el parasito, de genotipos susceptibles o que se introducen a zonas
endémicas desde zonas libres, e incluso cuando animales resistentes se someten
a condiciones de estrés, la estabilidad enzodtica se pierde o se genera un estado
de inestabilidad enzodtica, definida como la situacion donde existe un desbalance
huésped-parasito que resulta en poca frecuencia de transmision de los
hemoparasitos entre la poblacion, afectando la inmunidad del huésped y por lo
tanto, la presentaciéon clinica de la enfermedad. En situaciones de inestabilidad
enzodtica la presencia de los parasitos es variable y dificil de predecir (Benavides,
2002; Jonsson et al., 2008; Benavides et al., 2016).

Poblacionalmente, se encuentran diversas situaciones que contrastan la
presencia del parasito con la presentacion o no de la enfermedad en los animales.
Lo anterior es influenciado por cuatro principales situaciones epidemiologicas: 1)
estabilidad enzodtica, 2) inestabilidad enzooética, 3) casos esporadicos (situacion
epidemioldgica en la cual el habitat no es favorable para la supervivencia de la
garrapata, pero se pueden dar introducciones accidentales de manera esporadica)
y 4) ausencia del problema. En el cuadro 1 se puede observar como, a medida que
disminuye la cantidad de garrapatas, desciende la velocidad de transmision de los
organismos que ellas transmiten y, de esta forma, aumenta la proporcion de
animales que se infectaran después de los nueve meses de edad; estos animales

sufriran de enfermedad clinica aguda, con riesgo de morir. Cuando solo el 29% de
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los animales ha recibido la infeccion por el hemoparasito a los nueve meses de
edad, se observa una velocidad de transmision baja, que resultara en que el 49%
de los animales se infectara entre los 9-48 meses de edad, estando en riesgo de
enfermar o morir. A esa misma velocidad de transmision, el 22 % de esa poblacion
no recibira ninguna infeccion hasta los cuatro afios de edad (Mahoney, 1977;
Benavides et al., 2016).

Cuadro 1. Velocidad de transmision y el fenomeno de la estabilidad enzodtica para

los hemoparasitos de ganado en un escenario de terneros entre el nacimiento y los
cuatro afios de edad.

Porcentaje de | Condicion Promedio Proporcion de Sin infeccion
infeccién a los aproximado de | enfermos o muertes | hasta los 4 afios
nueve meses garrapatas/dia por infeccion de edad
100% ili
0 Estabjl|_ciad 50 0 0
enzootica
o -~
92% Inesta'ul:\'llldad 20 8% 0
enzootica
74% Inestabilidad
’ . 10 26% 0
enzootica
o .
29% Inesta’\b‘llldad 5 49% 29%
enzootica
12% Inestabilidad
’ L 1 39% 49%
enzootica
0
1% Casos 0.2% 11% 88%

esporadicos

Tomado de: Benavides, et al. (2016). Adaptado de: Mahoney (1977).

La anterior situacion explica lo que ocurre en regiones donde las garrapatas son
relativamente permanentes sobre el ganado, como por ejemplo la mayoria de
regiones del tropico americano, donde existen diversos grados de infestacion de los
animales con la garrapata, pero la ocurrencia de brotes es escasa. En regiones
donde el clima es favorable para la garrapata, la intensidad de infestacién del
ganado es determinada por diversos factores que incluyen desde componentes de
climay localidad geogréfica, hasta aspectos de manejo del ganado en los potreros,
la raza e inmunidad del ganado, entre otros. Muchos de estos factores estan bajo el

manejo del hombre y otros dependen de la localidad y el clima, lo que afecta la
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calidad nutricional del forraje, el microclima de la pradera y la densidad y

comportamiento de los animales en la pradera (Benavides et al., 2016).

El genotipo del huésped también es un factor importante en la situacion
epidemioldgica de la enfermedad. Las razas Bos indicus tienden a presentar menor
porcentaje de infeccidn y los signos clinicos son mas leves comparados con las
razas Bos taurus. Este fendmeno es debido a la relacion evolutiva entre los bovinos
Bos indicus, el sector y Babesia spp. (Callow, 1979; Bock et al., 2004). En el centro
y sur de América se reporta que los animales “criollos” ( cruces de Bos indicus con
Bos Taurus son altamente resistentes a las garrapatas comparados con otras razas

europeas (Guglielmone, 1995).

2.1.8 Distribucion

La distribucion geografica de la babesiosis causada por B. bigemina y B. bovis
se centra en areas que proveen condiciones ecoldgicas favorables para la
multiplicacion de garrapatas principalmente en areas tropicales y subtropicales
(Benavides, 2012). Aunque la babesiosis bovina es transmitida por varias especies
de garrapata (Cuadro 2), Rhipicephalus microplus es la garrapata mas ampliamente
distribuida. En la figura 3 se sefala la distribucion de la enfermedad en el 2015y en
la figura 4 la distribucion del vector a nivel mundial. La presencia original de la
garrapata incluye el sur y sureste de Asia, este y sureste de Africa, Islas Comores,
Madagascar y Mascarefias, parte del norte, centro y sur de América, norte y este de
Australia, Nueva Calcedonia y Polinesia Francesa (Barré y Uilenberg, 2010). Por lo
tanto, se asume que ésta coincide con la distribucion de Babesia bigemina. Babesia
bovis presenta una distribucion similar, pero se encuentra menos distribuida en
Africa debido a la presencia de la garrapata Rhipicephalus decoloratus la cual no
estd implicada en la transmisién de B. bovis e interfiere con la distribucion de R.
microplus en zonas mas secas y frias (Bock et al., 2004).

En cuanto a la situacion en el continente Americano y de acuerdo con el Sistema
Mundial de Informacion Sanitaria de la OIE, la babesiosis bovina no se encuentra
en Chile, y ha estado ausente en Belice desde el 2013 (Organizacién Mundial de

Sanidad Animal. OIE, 2015). En Canadad no estan presentes las garrapatas
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consideradas como vectores de este organismo; en Estados Unidos, desde 1943
se instituyd una campafia de erradicacion de garrapatas (Graham y Hourrigan,
1977), por lo que este pais se considera libre de babesiosis, sin embargo,
actualmente se sabe que existen o han existido reintroducciones accidentales para
las cuales existe un programa de vigilancia (Lohmeyer et al., 2011). Asimismo, se
encuentra restringida a ciertas areas subtropicales y tropicales de México.
Infortunadamente, en otros paises y regiones de América tropical y subtropical, la
garrapata R. microplus es endémica y constituye, como se ha sefialado, el principal
vector de B. bigemina y B. bovis (Benavides et al., 2016).

Cuadro 2. Vectores de Babesia bigemina y Babesia bovis.

Especie de Principales vectores
Babesia
Babesia bigemina Rhipicephalus microplus, Rhipicephalus decoloratus, Rhipicephalus

annulatus, Rhipicephalus geigyi y Rhipicephalus evertsi

Babesia bovis Rhipicephalus microplus, Rhipicephalus annulatus y Rhipicephalus
geigyi

Modificado de: Bock et al. (2004).

El cambio climatico puede llegar a modificar la distribucion geografica de las
garrapatas, como resultado de los cambios en las condiciones de temperatura y
humedad haciendo que, regiones que previamente no eran favorables para la
supervivencia de las fases no parasiticas en el suelo, ahora se encuentren dentro
del preferendum requerido para cada especie de garrapata. La cobertura vegetal de
los territorios y el historial acumulado de temperatura y humedad, ademas de otros
factores climaticos, contribuyen a la determinacion de esa condicion (Estrada-Pefia
etal., 2006). En el caso de incrementarse la distribucion de la garrapata R. microplus
a nuevas areas, es posible que la ocurrencia de brotes esporadicos o frecuentes de
Babesiosis aumente con un grado diverso de mortalidad y morbilidad, dependiendo
de la edad y la inmunidad previa de la poblacion animal (Benavides et al., 2016).

En virtud del cambio climatico, las garrapatas a través de sus hospederos estan
alcanzando zonas en las que antes no estaban presentes y, debido a las
modificaciones del ecosistema, se estdn estableciendo y sobreviviendo. La
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evidencia en el ambito mundial permite sefialar que diferentes especies de
garrapatas se han movido desde los trépicos hacia el norte y a zonas mas altas.
Esto indica que las garrapatas estan ampliando su espectro geografico de
distribucion. Por ende la presentacion de enfermedades como la babesiosis
constituye un riesgo creciente (Suss et al., 2008; Benavides et al., 2016).

VAHDOIEO 20 ITI

No existe informacién
Nunca reportada
Enfermedadausente
Enfermedadsospechada
Infeccion/infestacion
Enfermedad presente )

Enfermedadlimitada a una o maszonas b
Enfermedadactual
Enfermedadsospechadapero no confirmaday limitadaa una o méas zonas

Figura 3. Distribucion mundial de la Babesiosis bovina en el 2015 (Organizacién
Mundial de Sanidad Animal, 2015).

F.IIIEIIEIII'D.

La expansidon de la ganaderia, la creciente demanda de productos de origen
animal, asi como la intensificacién de los sistemas productivos y la dinamica del
comercio de animales vivos, estan favoreciendo las posibilidades de la introduccion
de las garrapatas en territorios donde normalmente no estaban. Pero aun mas, las
modificaciones ecosistémicas estan haciendo que la garrapata del bovino en el
hemisferio se establezca en zonas de altura en paises ecuatoriales y se mueva mas
al sur y al norte en paises subtropicales, donde las razas de origen europeas mas
susceptibles son la base genética para la produccion de carne y leche (Benavides
et al., 2016).

2.1.9 Impacto econdmico

Desde el punto de vista econdmico, la babesiosis bovina es considerada como

la enfermedad transmitida por vectores mas importante en la produccion bovina
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(Bock et al., 2004). El costo de la babesiosis bovina est4 relacionado con
mortalidades, abortos, disminucion de la produccion de carne y leche, medidas de
control (tratamiento de la enfermedad, acaricidas y vacunas), asi como pérdida del
potencial de produccion y restricciones comerciales. Ademas, es también un
obstaculo para el mejoramiento genético del ganado bovino presente en zonas
endémicas de la enfermedad, ya que Ilimita la introduccion de ganado

genéticamente superior que es susceptible a la misma (Schnittger et al., 2012).

Figura 4. Distribucién mundial de la garrapata Rhipicephalus microplus.
(Barré y Uilenberg, 2010).

Benavides et al, (2016) proponen que, el impacto econémico esta fuertemente
ligado a la epidemiologia de la enfermedad y se puede distribuir en pérdidas directas
e indirectas (Figura 5). Las pérdidas directas son proporcionales a la ocurrencia de
enfermedad, que esté asociada con la introduccion o incremento de la poblacién de
garrapatas y con la proporcibn de animales parasitados que desarrollen
enfermedad; es decir, con el escenario epidemiologico en el cual se ubique la
poblacidén animal. Sin embargo, el problemay el efecto negativo ocurren cuando las

poblaciones de garrapatas aumentan y cuando corresponde al primer contacto con
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el hemoparasito. Asi pues, en situaciones de primera introduccién o de inestabilidad
enzootica (ver en la seccidon de epidemiologia) y en animales susceptibles es mayor
la pérdida directa, debido a que los casos clinicos pueden terminar en mortalidad
dramatica, pero también se producen pérdidas directas como consecuencia del
retraso en el crecimiento de los animales, abortos en el dltimo tercio de la gestacion,
efectos reproductivos en machos y hembras, y otros efectos por causa de la
presencia de garrapatas como dafio en piel y molestia permanente que afecta el

comportamiento y bienestar del animal, entre otros.

Figura 5. Esquema de pérdidas asociadas a las enfermedades transmitidas por
garrapatas. Modificada de: Benavides et al. (2016).

Por otro lado, el impacto econémico indirecto proviene, en parte, del costo del
tratamiento para casos clinicos, pero principalmente por los gastos incurridos en el
control de las garrapatas y otros vectores, haciendo especial énfasis en los

acaricidas. Complementariamente, el impacto econdmico indirecto puede estar

Impacto econémico de las
enfermedades transmitidas

por garrapatas

Directo Indirecto

= ReF e dlEE T Readid g matastos Ingresos no percibidos
Pérdidas visibles Pérdidas invisibles cdfidamalles 8! P
Animales muertos Problemas de fertilidad e ey ———
Animales con pérdida de la condicién Cambios en la estructura del hato T 7 G 2 2 i

corporal Seleccién de animales de baja WEEITES Rechazo de productos por residualidad
Disminucicén en la produccién de leche productividad Acaricidas Bajo re"d":;i“é: gg{;gg‘sac'on enel

Aborto Reduccidn en el consumo alimentario Vigilancia y diagndstico - .
Limitaciones geograficas

Efecto en pieles Efectos sobre el bienestar animal Servicios veterinarios

asociado con limitaciones para emplear razas de mayor productividad en zonas
endémicas, restricciones comerciales de animales entre zonas y paises, residuos
de acaricidas en productos de origen animal (leche y carne), entre otros. Las
pérdidas se concentran inicialmente a nivel de individuos y granja, pero se agregan
a nivel regional segun sea la epidemiologia de la enfermedad, generando las

pérdidas directas en cadena, tanto en la economia sectorial como en la regional. En
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esa misma linea, dado el endemismo de la garrapata en regiones tropicales y
subtropicales, las pérdidas indirectas son cuantiosas, debido a actividades de
gestion de riesgos basadas en el uso de acaricidas; en zonas donde no estan las
garrapatas, los costos de control se incrementan por la necesidad de vigilancia y
medidas preventivas para el ingreso. Aunque raramente se cuantifican, se deben
destacar las pérdidas indirectas por ingresos no percibidos o por las ineficiencias en
el sistema de produccion primaria o a lo largo de la cadena que estan vinculadas a
las medidas de gestion de riesgos, las cuales ademas de los costos de control,
incluyen ineficiencias, como la necesidad de emplear animales de menor seleccién
en los sistemas productivos por ser genéticamente mas resistentes a la garrapata,
0 consecuencias diversas debido al riesgo de ocurrencia de residuos de acaricidas

en carne o leche, entre otros (Benavides et al., 2016).

A pesar de que la enfermedad es importante en areas tropicales y subtropicales
del mundo, desde los anos 90’s, existen pocas cifras confiables que estimen las
pérdidas econdémicas globales (Uilenberg, 1995). Pensando en esto, es posible que
sea poco Util o se subestime el hecho de nombrar algunas cifras, sobre todo porque
dependen de factores inciertos como las variaciones climaticas anuales, las
fluctuaciones en los tipos de cambio y la inflacion. Sin embargo, los estimativos
globales méas recientes datan asi: USD 3,24 billones en Brasil (Grisi et al., 2014), en
Tanzania USD 47,32 millones (Kivaria, 2006), AUD170 millones en Australia
(Playford, 2005), USD 499 millones en India (Minjauw y McLeod, 2003). Lo que se
sabe es que actualmente, las garrapatas y las enfermedades que transmiten estan
presentes en mas del 80% de los bovinos a nivel mundial (Manjunathachar et al.,
2014).

Finalmente, existen otros factores que afectan las pérdidas econémicas. A) La
distribucion geogréfica: B. bigemina es moderadamente patégena para el animal
adulto, pero esta ampliamente distribuida en regiones tropicales y subtropicales de
todos los continentes y B. bovis, que es altamente patdgena, especialmente para
razas europeas, estd casi tan ampliamente distribuida como B. bigemina excepto

por amplias areas de Africa; B) Tipo de ganado: debido a la presion de la seleccion
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natural y al hecho de que aquellos animales que han vivido durante mucho tiempo
con garrapatas locales y enfermedades transmitidas por garrapatas, han
desarrollado una resistencia innata 0 una capacidad innata para desarrollar una
buena respuesta inmune a la garrapata y/o a las enfermedades que estas
transmiten, la mayoria de las enfermedades transmitidas por garrapatas son
particularmente importantes para el ganado exotico; C) Métodos de control
disponibles y su costo: esto también esta estrechamente relacionado con el tipo y
el valor del ganado involucrado y el tipo de sociedad. ¢ El productor puede pagar
gastos de tratamiento y control? ¢La susceptibilidad y el valor del ganado
involucrado justifican costosos métodos de control? (si estan disponibles) y, D)
virulencia de la cepa: puede haber diferencias pronunciadas de virulencia entre
aislados o cepas de un hemoparasito transmitido por garrapatas, pero las cepas de
baja y alta virulencia generalmente ocurren en una misma region. B. bigemina puede
ser una excepcidn; Se considera de poca importancia en Australia, pero los casos
fatales son frecuentes en Africa del este, por ejemplo. Sin embargo, también puede
ser en parte una cuestion de comparacién con la mas patégena B. bovis (al menos
mas patdgena para el ganado europeo), que es dominante en Australia, y ausente
en gran parte de Africa, lo cual puede deberse a que la especie mas comun de
Boophilus en Africa no es vector de Babesia bovis, sélo de Babesia bigemina
(Uilenberg, 1995).

2.1.10 Tratamiento y control

En &reas donde existe una inoculacién continua de Babesia spp. por garrapatas
infectadas, los animales probablemente estaran en contacto con el parasito durante
los primeros 10 a 12 meses de vida, etapa en la cual ellos tipicamente no presentan
ninguna manifestacién clinica. Estos parasitos son capaces de establecer
infecciones persistentes en esos animales convirtiéndolos en portadores con una
fuerte inmunidad adquirida y resistencia a la enfermedad (Mahoney, 1969; Florin-
Christensen et al., 2014). Aungque la estabilidad enzoodtica es la condicion ideal
para evitar aplicar medidas de control, esta situacion es rara; y si existiera, podria
ser alterada facilmente por factores como las variaciones del clima, el genotipo de

los huéspedes y las estrategias de manejo (Florin-Christensen et al., 2014). En

20



regiones de inestabilidad enzootica, o cuando los animales son trasladados de una
region libre de garrapatas a una region endémica, la inmunizacion profilactica es un

meétodo efectivo para prevenir los brotes de babesiosis (Bock et al., 2004).

Teniendo esto en consideracion, el control de la babesiosis bovina debe ir
acompafnado de: manejo y control de las garrapatas, inmunizaciones, drogas anti-
Babesia, y un monitoreo del estatus inmunoldgico y de la presencia del patégeno
en el hato (Suarez y Noh, 2011).

Profilaxis Sanitaria

El control de la babesiosis bovina se realiza principalmente a través de terapias
quimioterapéuticas intensivas y debe ir acompafado con la eliminacion de la
garrapata. En areas donde la erradicacion de la garrapata no es factible o deseable,
se implementa el uso de repelentes o acaricidas y esto puede reducir la incidencia
de la enfermedad (World Organisation for Animal Health, 2013). No obstante, el
desarrollo de resistencia a los acaricidas es un problema que debe tenerse en
cuenta. Las modificaciones a nivel ambiental también pueden destruir el habitat de
las garrapatas, pero en algunos casos se torna dificil y/o ecolégicamente
indeseable. En areas endémicas, los animales enfermos pueden ser tratados con
drogas anti-Babesia y el tratamiento generalmente tiene éxito si los animales son
diagnosticados de forma temprana. Hay una gran variedad de drogas reportadas
gue son usadas para tratar la babesiosis (Cuadro 3), pero el uso de varias de estas
ha sido restringido debido a problemas de residualidad y de efectos secundarios
(The Center for Food Security and Public Health, 2008).

Cuadro 3. Farmacos usados para el control de la Babesiosis bovina

Farmaco Nombres comerciales Usos y ventajas

Derivados de las Diamidinas

Diaceturato Berenil, Ganaseg, Trypazen, Veriban, Babezene. Rapida actividad contra B.
de Dimisol, Baxin, Diminazen, Ganaplus, Hemoparasin, bovis, B. bigemina; es bien
diaminazeno Ranibest T.P.B, Vivazene tolerado

Rapida actividad contra B.
Amicarbalida Diampron, Pirodia bovis, B. bigemina; es bien
tolerado
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) ) ) ) ) Réapida actividad contra B.
) Imizol, Hemoxin, Imicar, Imicol, Imidocarb LH, ) ) ) ]
Imidocarb ) ) ) o ) bovis, B. bigemina; es bien
Imidogan, Imidopar, Isomix MK, Tikpirem, Imidox.
tolerado

Mayor actividad contra B.

Fenamidina Phenamidine . .
bigemina
Derivados de las Quinolinas
Sulfato de - Mayor actividad contra B.
. Babesan, Ludobal, Acaprin, Pirevan i )
Quinorium bigemina

Derivados de Acridina
Rapida actividad contra B.
Euflavina Gonacrinem, Euflavine bovis, B. bigemina, pero es
irritante
Actividad contra B. bigemina,

Azul de pero es irritante y genera
) Trypan Blue . y
tripano cambios en la coloracién de la

leche y la canal.
Antibioticos
Terramicina LA, Oxitetraciclina (50,100 o 200),

. . ) . Mitiga las reacciones de la
Oxitetraciclina = Oxitetraciclina L.A. (MK, Calox), Tetrabac, Tetradur.

. L vacuna contra la Babesia
Emicina, Lapimicina.

Modificado de: Penzhorn, (2013).

El Imidocarb y el Diminazene son las Unicas drogas con propiedades
profilacticas a corto plazo. El tratamiento con Imidocarb (1,2-3mg/Kg) podria
prevenir las infecciones por B. bovis por al menos 4 semanas e infecciones por B.
bigemina por al menos 8 semanas. El diaceturato de diminazeno (3,5mg/kg) podria
proteger al animal contra los dos patdégenos por una y dos semanas
respectivamente. Desafortunadamente, el uso profilactico de Imidocarb podria
interferir con el desarrollo de la inmunidad después de una inmunizacion debido a
gue el efecto residual de la droga podria eliminar o suprimir la infeccion (Penzhorn,
2013). También se afirma que, la quimioprofilaxia con Imidocarb ayuda a proteger
al animal de la enfermedad clinica mientras éste desarrolla una respuesta inmune.
Cuando se desarrolla la enfermedad, es posible que sea necesaria la
implementacion de terapias de soporte y de transfusion sanguinea (The Center for
Food Security and Public Health, 2008).
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Finalmente, el control biolégico del vector, el uso de razas genéticamente
resistentes de Bos Indicus, el control en el movimiento de los animales y el manejo
de praderas también podrian disminuir la incidencia de la enfermedad (Benavides
et al., 2016).

Vacunacion
Actualmente, existe un gran numero de investigadores trabajando en el
desarrollo de vacunas efectivas contra la Babesiosis bovina. En un documento de
la organizacion mundial para la salud animal (OIE) (World Organisation for Animal

Health, 2013), enlista las vacunas que estan siendo objetivo de investigacion asi:

¢ Vacunas vivas: la mayoria de vacunas vivas son elaboradas a base de cepas
atenuadas especialmente seleccionadas y son producidas en terneros o in vitro.
Sin embargo, estas deben ser usadas con precaucién ya que pueden ser
virulentas en animales adultos, estar contaminadas con otros agentes patégenos
o dar lugar a reacciones de hipersensibilidad.

e Vacuna muerta: preparada a partir de sangre de terneros infectados por B.
divergens; Poca informacion disponible sobre el nivel y la duracién de la
inmunidad conferida.

e Vacunas recombinantes: a pesar de los esfuerzos a nivel mundial, su desarrollo
sigue siendo un desafio.

e Vacuna de subunidades: hasta la fecha no hay ninguna disponible.

e Otras vacunas: se han desarrollado vacunas experimentales que contienen
antigenos producidos in vitro, pero el nivel y la duracion de la proteccion contra

el desafio heterdlogo no estan claros.

En el documento de Florin-Christensen y colaboradores. (2014), se resaltan las
principales metodologias para el desarrollo y el uso de cada una de las vacunas
disponibles. En el cuadro 4 se resumen las vacunas que estan o han estado
comercialmente disponibles para el control de la Babesiosis bovina y la
Anaplasmosis causada por Anaplasma marginale (incluida en los agentes causales

de la fiebre de la garrapata).
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2.2 Babesia bigemina

2.2.1 Ciclo de vida

El ciclo de vida de B. bigemina es un ciclo tipico de los apicomplexos
caracterizado por merogonia, gametogonia y esporogonia y los eritrocitos son su
Gnica célula blanco en el huésped vertebrado. En la figura 6 se resumen las etapas

del ciclo que se describen a continuacion.

Desarrollo en el huésped vertebrado
Los esporozoitos son inyectados junto con la saliva de la ninfa de R. microplus
al interior del huésped, (A) infectan directamente las células rojas de la sangre, con
ayuda de un complejo apical especializado y todas las fases parasiticas se
desarrollan en estas células. (C) El parasito produce dos merozoitos o células hijas
por fisidn binaria las cuales abandonan la célula huésped causando lisis celular vy,
(F) cada una entra en otra célula roja para continuar con la merogonia (donde se

observan trofozoitos previo a la formacién de merozoitos) (B).
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Cuadro 4. Vacunas desarrolladas de uso comercial contra la babesiosis bovina.

Argentina

Australia

Brasil

Colombia

Israel

Malaui

México

VACUNA CONTRA LA
BABESIOSIS Y LA
ANAPLASMOSIS/INTA-Rafaela

BIOJAJA/Laboratorio Litoral
Biolégico

VACUNA CONTRA LA
BABESIOSIS Y LA
ANAPLASMOSIS / INTA-Mercedes
COMBAVAC 3IN 1
CONCENTRATE/Queensland
Department of Agriculture Fisheries
and Forestry

TRIVALENT TICK FEVER
VACCINE/

DAFF-TFC, Wacol

EMBRAVAC®HEMOPAR/ Hemopar

ERITROVAC N2®/Hemopar

ANABASAN®/ Limor de Colombia
SA

Kimron Veterinary Institute
Central Veterinary Laboratory,
Lilongwe

VACUNA CONTRA LA
BABESIOSIS
BOVINA/Cenid-Pavet- INIFAP

Bbo, Bbi, Acent

Bbo, Bbi, Acent

Bbo, Bbi, Acent

Bbo, Bbi, Acent

Bbo, Bbi, Acent

Bbo, Bbi, Acent

Bbo, Bbi, Acent

Bbo, Bbi, Acent

Bbo, Bhi, Acent
Bbo, Bbi, Acent

Bbo, Bbi

Echaide et al. (1993a, b)

Mangold et al. (1996)

http://www.veterinariargentina.com/revista/2013/08/tristeza-bovina-vacunaproducida-

en-el-chaco-argentina/
http://www.senasa.gov.ar/contenido.php?to=nyin=1454yio=12690

http://inta.gob.ar/documentos/vacunas-para-la-babesiosis-y-anaplasmosis-tristeza-.-
noticias-y-comentarios-503/at_multi_download/file/INTA_Vacuna%20Babesiosis%

20y%?20Anaplasmosis%20_Not%20y%20com%20504.pdf

Bock y de Vos (2001), Dalgliesh et al. (1990)
http://lwww.daff.qld.gov.au/__data/assets/pdf_file/0003/53868/Tick-Fever-
BCombavac-

3-in-1-Live-Tick-Fever-Vaccine-Specifications.pdf

Standfast et al. (2003), Bock et al. (2004)
http://www.daff.qld.gov.au/__data/assets/pdf_file/0008/61388/Tick-Fever-A2-
Trivalent-Tick-Fever-Vaccine-Specifications.pdf

Kessler et al. (1987)
http://www.catalogosnt.cnptia.embrapa.br/catalogo20/
catalogue_of_products_and_services/arvore/
CONTO000fmtObvzi02wyiv8003d0p31bvkgpl.html
http://www.hemopar.com.br/index.php/produtos.html

Benavides et al. (2000)
http://corpomail.corpoica.org.co/BACFILES/BACDIGITAL/45107/
s2dF1DFA3755B2E7DB298E703DD8F72FAFO0_1.pdf
http://www.limorcolombia.com/biotecnologia.htm

Dalgliesh et al. (1981), Pipano (1981, 1995, 1997), Pipano et al. (2002)

Tjornehoj et al. (1997) http://www.fao.org/docrep/015/an381e/an381e01.pdf

Cant6 Alarcon et al. (2003)
http://utep.inifap.gob.mx/tecnologias/1.%20Bovinos%20Leche/4.%20Sanidad/
VACUNA%20CONTRA%20LA%20BABESIOSIS%20BOVINA.pdf
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FROZEN AFRICAN REDWATER

VACCINE FOR CATTLE (BABESIA de Waal (1996)
BIGEMINA)/ Bbi http://www.obpvaccines.co.za/Cms_Data/Contents/OBPDB/Folders/Product/
. Onderstepoort Veterinary Institute ~contents/JBY2362URFG26QT6/RedwaterAfrican.pdf
Sudéfrica
(ovl)
FROZEN ASIATIC REDWATER de Waal (1996)
VACCINE FOR CATTLE (BABESIA | Bbo http://www.obpvaccines.co.za/Cms_Data/Contents/OBPDB/Folders/Product/
BOVIS/ OVI) ~contents/PR22ENFFGZ9V7NZA/RedwaterAsian.pdf

Solari et al. (1992)
http://www.cibeles.com.uy/es/?pg=vet_productos
http://www.mgap.gub.uy/dgsg/dilave/Parasitolog%C3%ADa/Publicaciones/

Bbo, Bbi, Acent 8_Epidemiolog%C3%ADa%20y%20perspectivas%20en%20el%20control%20de%
20hemopar%C3%Alsitos.pdf

*Bbo: Babesia bovis, Bbi: Babesia bigemina, Acent: Anaplasma centrale.

HEMOVAC C/ Cibeles Bbo, Bbi, Acent

Uruguay HEMOVACUNA/ DILAVE Miguel C
Rubino

Todas las vacunas usan eritrocitos infectados de terneros esplenectomizados con excepcién de la vacuna de INTA-Rafaela (Argentina) cuya

produccion es in vitro.

Modificado de: Florin-Christensen et al. (2014).
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La multiplicacion del parasito es asincronica y, por tanto, en un extendido
sanguineo puede observarse diferentes estadios del parasito. Los merozoitos de B.
bigemina se observan como estructuras grandes, tanto como el radio de la célula
infectada. La multiplicacion continta hasta la muerte del huésped o usualmente
hasta que el sistema inmune del huésped pone fin a la multiplicacion del parasito
(Uilenberg, 2006; Chauvin et al., 2009).

Desarrollo en el huésped invertebrado

La garrapata se infecta cuando ingiere glébulos rojos infectados con B.
bigemina. (G) El estadio infectivo para la garrapata son considerados como pre-
gametocitos los cuales comienzan a desarrollarse una vez son ingeridos
(Mackenstedt et al., 1995). Pocas horas después de la ingestion, aparecen cuerpos
alargados o alongados con forma de flecha. Estas estructuras, que al parecer son
gametocitos, son llamadas cuerpos radiados o “strahlenkorper” (Chauvin et al.,
2009). (H) En el lumen del tracto digestivo de las garrapatas, estos gametocitos se
desarrollan en gametos masculinos y femeninos. Los microgametos se fusionan con
los macrogametos para formar cigotos moéviles (Mehlhorn y Shein, 1984). Los
cigotos, estructuras elongadas de 8 a 10um de longitud, poseen un organelo con

forma de punta flecha que les facilita la penetracién celular.

Una vez esta punta toca la célula del intestino medio de la garrapata, la célula se
invagina alrededor del punto de contacto del organelo y el cigoto es internalizado
(. (J) Dentro de la célula del intestino medio, el organelo con forma de punta de
flecha se desintegra y el cigoto es transformado en un estadio motil llamado
ooquineto. La meiosis, la cual indica el inicio de la esporogonia en los organismos
apicomplexos, probablemente ocurre en este estadio porque el ooquineto es
haploide. (K) El ooquineto escapa del epitelio del intestino medio e invade a través
de la hemolinfa, a diferentes 6rganos de la garrapata, incluyendo los ovarios. (L) La
invasion de los ovarios en las garrapatas resulta en muchos huevos infectados con
Babesia (transmision transovarica) y la infeccion pasa a través del ovario y el huevo

a la siguiente generacién (M). (N) El subsecuente desarrollo de Babesia incluye
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multiplicacion asexual, esporogonia y el desarrollo de numerosos quinetos

(esporoquinetos) (Uilenberg, 2006; Chauvin et al., 2009).
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Figura 6. Ciclo de vida de Babesia bigemina. Adaptada de: Mosqueda et al. (2012).

Por lo general, es la garrapata hembra que se infecta y la esporogonia se lleva
a cabo ninfas y adultos de la siguiente generacion. (O) Algunos quinetos también
invaden las glandulas salivales de la garrapata donde se producen esporozoitos
como final del ciclo en el huésped invertebrado. (P) Debido a que los esporozoitos
representan el estadio o fase infecciosa para el bovino, cuando la garrapata se
adhiere a un nuevo huésped, la maduracion de los esporozoitos se da en el huésped
infectado con la saliva de la garrapata. No obstante, el desarrollo de los esporozoitos
se puede dar en las fases larvarias de la garrapata y aparecer con capacidad
infectiva 9 dias después del inicio de la alimentacion de la larva. Finalmente, la
transmision ocurre a través del estadio de ninfa e incluso por garrapatas machos y
hembras adultas (Mackenstedt et al., 1995; Uilenberg, 2006; Chauvin et al., 2009).
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2.2.2 Transmisién

La transmision de Babesia spp. es un proceso complejo conformado por tres
elementos: el vector, el parasito y el huésped (Figura 7). Existe una serie de factores
que pueden modificar las interacciones del ciclo de vida, por ejemplo, la infeccion
del vector, la edad de la garrapata, edad del huésped y las condiciones
meteoroldgicas. La garrapata se infecta durante las Ultimas 16 a 24 horas de su
alimentacion sobre el huésped, cuando las teleoginas (garrapatas ingurgitadas)
estan muy proximas a terminar su ciclo de vida para caer al suelo e iniciar la fase

de oviposicion (Benavides, 1985).

En el caso de B. bigemina las fases transmisoras son las ninfas y los adultos,
con un periodo de incubacion que oscila entre 12 a 18 dias (Bishop y Adams, 1973).
Los machos de R. microplus transmiten B. bigemina y este mecanismo de
trasmision es altamente favorecido por la longevidad de este estadio y por la

facilidad que tienen de pasar de un bovino a otro (Benavides, 1985).

Una caracteristica comun de los parasitos apicomplexos transmitidos por
vectores es la existencia de estadios celulares especificos involucrados en su
transmision entre el huésped vertebrado y el vector. Lldmense gatemocitos
(vertebrados a vector) o esporozoitos (vector a vertebrados), este mecanismo esta
poco caracterizado en las especies de Babesia y los estudios de transmision que
involucre la eficiencia, tasa, condiciones que inducen a fases transmisibles,
expresion génica diferencial, etc., son necesarios para el conocimiento del

desarrollo del parasito (Chauvin et al., 2009).
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Figura 7. Formas de transmision de Babesia bigemina en la garrapata y el
bovino (Walker, s.f).

Las especies de Babesia también pueden transmitirse entre animales por
inoculacion directa de sangre, moscas picadoras y fémites contaminados con
sangre infectada podrian actuar como vectores mecanicos, aungue se piensa que
este método de transmision tiene poca importancia. Como se menciond en
epidemiologia, B. bigemina se mantiene en poblaciones de ganado que se han
recuperado de una enfermedad aguda durante unos meses. La recrudescencia de
la parasitemia puede ocurrir a intervalos irregulares. Los terneros pueden infectarse
in Gtero; Sin embargo, esto parece requerir cambios patolégicos en la placenta, y la
infeccion transplacentaria parece ser accidental y rara (The Center for Food Security
and Public Health, 2008).

2.2.3 Genomay caracteristicas del gen ama-1

El genoma completo de Babesia bigemina aun no ha sido reportado en una
revista indexada. Sin embargo, el Instituto Sanger, entidad que esta secuenciando
el genoma, tiene publicado en su sitio web datos que han permitido la
caracterizacion, comparacion del genoma e identificacion de genes y prediccion de
secuencias codificantes y proteinas. Se estima que el genoma nuclear de B.

bigemina tiene un tamafio de 10 Mb (un millon de pares de bases) distribuido en 4
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cromosomas (Ray et al., 1992; Babesia bigemina - Wellcome Trust Sanger Institute,
2016).

Tomando como base la informacion mencionada y la de organismos relacionados
como Plasmodium y B. bovis, Torina et al. (2010) compararon genes de organismos
relacionados con el genoma de B. bigemina, e identificaron secuencias conservadas
correspondientes al gen ama-1. Toda la region codificante del gen ama-1 se
amplificé y secuencié a partir de tres cepas italianas. El gen tiene una longitud
completa de 1788 pb y codifica un producto de 595 aminoacidos. La proteina de la

cepa italiana tiene un peso de 65.9 kDa.

Las cepas evaluadas por el grupo de investigadores demostraron un alto grado
de similitud a nivel de secuencias nucleotidicas entre la cepa australiana, que es la
cepa de referencia, con cepas de lItalia, México y Argentina. El porcentaje de
homologia a nivel de nuclettidos es del 99.98% y a nivel de aminoacidos del
99.99%. La variacion a nivel nucleotidica muestra 54 mutaciones puntuales a lo
largo del gen de las cuales 36 son mutaciones sinbnimas y 18 cambios no sinébnimos
(Torina et al., 2010).

El Antigeno 1 de la membrana Membrana Apical (AMA-1) es una proteina
producida en el complejo aplical de varios organismos apicomplexos y tiene un
papel en el proceso de invasion de los glébulos rojos del huésped. A pesar de que
la funcién de AMA-1 aun no es bien entendida, su localizacién celular, su expresion
especifica de fase, y la secrecion durante la invasion de las células del huésped
indican que esta proteina tiene un papel clave en la penetracion de glébulos rojos

por el parasito (Torina et al., 2016).

2.2.4 Diagnostico

El diagnostico de la babesiosis bovina es una importante herramienta para
controlar y prevenir la diseminacion de la enfermedad. Durante la fase aguda de la
enfermedad, el nimero de parasitos en el interior de los eritrocitos incrementa y

pueden ser detectados microscopicamente. Sin embargo, en animales infectados
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cronicamente donde ocurre la forma subclinica de la enfermedad, este método es

poco util y se debera utilizar métodos mas sofisticados (Mosqueda et al., 2012).

El uso de técnicas efectivas esta dirigido a cubrir 5 propdsitos generales: 1)
identificacion de especies de hemoparasitos y cepas involucradas en la
enfermedad; 2) determinacion de la distribucion y evaluacion del riesgo de
enfermedad en un hato, a nivel regional o nacional; 3) certificacion del estado de
infeccion de los animales por requerimientos comerciales o en programas de
erradicacion; 4) identificacion o confirmacién de la causa de brotes y muertes y, 5)
identificacion de artropodos especificos como vectores o de los estadios

transmitidos por éstos (Bose et al., 1995).

Técnicas sensibles y especificas para la deteccion del patégeno proveen
herramientas para la identificacion de animales enfermos que requieren una terapia
rapida y apropiada y para la prevencién de la enfermedad mediante la regulacion
del movimiento de animales. Ademas, para el entendimiento de la epidemiologia de
la enfermedad incluyendo los factores que influyen sobre la inmunidad de los
animales es necesario el desarrollo de técnicas definidas. Durante casi todo el siglo
XIX, el diagndstico de la enfermedad aguda se basé en la sinologia clinica y la
identificacion de los organismos intraeritrociticos, sin embargo, investigadores ya
reportaban que las investigaciones epidemioldgicas se veian limitadas por la falta
de pruebas de diagndstico adecuadas para un gran numero de bovinos portadores
y vectores artropodos y, expresaban la necesidad del desarrollo de técnicas
mejoradas que ofrecieran mayores oportunidades en la investigacion de la
enfermedad (Palmer, 1991).

Debido a las similitudes clinicas y epidemiolégicas de la babesiosis bovina con
otras enfermedades causadas por hemoparasitos, es imprescindible el diagndstico
etiologico y especifico en aras de tomar decisiones adecuadas para el tratamiento
y establecimiento de medidas correctivas y de control en el mediano y largo plazo
(Benavides et al., 2012). Las técnicas de diagnostico son usadas, principalmente,
para identificar el parasito causal de la enfermedad aguda y para detectar infeccion

en portadores sanos con fines de control regulatorio de la enfermedad (Bock et al.,
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2004). Adicionalmente, todas las estrategias de control requieren de informacién

epidemioldgica de la prevalencia e incidencia de la enfermedad en zonas afectadas.

Para el diagnéstico certero de la babesiosis causada por B bigemina, necesita
considerarse las cuatro fases de la infeccion: la primera fase es la baja parasitemia
durante la fase de incubacion de la enfermedad haciendo que la infeccion no sea
detectable y el diagndstico temprano es crucial para el tratamiento exitoso de la
enfermedad. La segunda fase es la infeccibn aguda donde los parasitos son
facilmente detectables en extendidos de sangre. El diagnéstico certero es
importante, especialmente cuando existen infecciones mixtas con otros
hemoprotozoarios. La tercera fase es la recuperaciéon, cuando el monitoreo de la
disminucion de la parasitemia permite evaluar la efectividad del tratamiento. La
cuarta fase es el periodo variable que ocurre varios meses después de la infeccion
cuando el animal se vuelve portador y ha desarrollado anticuerpos contra B.
bigemina. En esta fase la parasitemia es extremadamente baja y por esto la
infeccion es dificil de detectar. El reconocimiento y la diferenciacion entre la fase de
portador y una infeccién temprana es importante. Esta es también la fase donde los
anticuerpos  especificos proveen informacion importante en estudios

epidemioldgicos (Morzaria et al., 1992).

El método tradicional de diagnéstico de la enfermedad esta basado en la
identificacion del parasito en frotis sanguineos. Las técnicas de deteccidn de acido
desoxirribonucleico (DNA) son mas sensibles que los frotis sanguineos, pero no son
Utiles para la deteccion de la enfermedad en la fase aguda. Ademas, no es
adecuada para la aplicacion en campo debido a que requiere equipamiento de

laboratorio especializado (Castellano, 1994).

El test ideal que la industria pretende es uno que sea especifico en la busqueda
de ciertos patdgenos, facil de realizar, bajo en costos y que no requiera equipos
especializados (Castellano, 1994). Sin embargo, el método de deteccion apropiado
dependera del propodsito del diagndstico, si la deteccidon del antigeno o el anticuerpo

es relevante para una investigacion particular, deteccion de parasitos, diagnostico
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de infecciones activas, estudios de prevalencia o evidencia de exposicion al parasito

(Lew y Jorgensen, 2005).

Las ventajas y desventajas de las técnicas mayormente utilizadas se explican a

continuacion y se encuentran resumidas en el cuadro 5.

Cuadro 5. Comparacion de las principales técnicas de diagndstico de babesiosis.

Técnica Caracteristicas Ventajas Desventajas

Examen Extendidos sanguineos, rifion, Rapido, practico, portable, Aplicacion en etapas agudas de la

microscopico  cerebro, higado, bazo, identificacion morfologica, enfermedad, experiencia del
hemolinfa de garrapata, etc y confirmacion de casos clinicos microscopista, no detecta portadores
tincion.

PCR Amplificacién de una secuencia Alta sensibilidad, deteccién de Equipos sofisticados y  costosos,
especifica de DNA en el animales portadores, confirmacion personal especializado, mayor tiempo
genoma del organismo de casos clinicos, diferenciacion empleado.

entre cepas, deteccion multiple

IFAT Deteccion de anticuerpos e Determina estado inmunitario tras Reacciones serolégicas cruzadas (B.
interpretacion por fluorescencia  vacunacién, bajo costo por Bigemina), bajo rendimiento de las

muestra, sensible y sencilla muestras y subjetividad, depende de la

calidad del antigeno, personal entrenado
y microscopio especial

ELISA Deteccidn de Determina estado inmunitario tras No existe validacién para B. Bigemina,
anticuerpos. Antigeno inmoviliz vacunacién, alta sensibilidad y no es portable
ado se detecta mediante especificidad, alto numero de
un anticuerpo enlazado a muestras por dia
una enzima capaz de generar
un producto detectable

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa; IFAT: Inmunofluerescencia indirecta;

ELISA: Enzimoinmunoensayo

Adaptado de: Bose et al., 1995; Mosqueda et al., 2012; Manual terrestre: OIE -
World Organisation for Animal Health, 2014.

Examen microscoépico directo

El parasito puede ser visto en extendidos delgados de sangre, cerebro, rifion,
higado y bazo de animales muertos recientemente y en garrapatas (Bock et al.,
2004). El examen microscopico de extendidos sanguineos es el método tradicional
de identificacién de Babesia. Consiste en la tinciéon de extendidos finos o de gotas
gruesas de sangre con la coloracion Giemsa, Romanowsky (tincibn de Giemsa al
10% con solucion salina tamponada con fosfato (PBS) o tampdn de Sérenson a un
pH de 7,4). La sensibilidad de la gota fina es tal que permite detectar parasitemias
de incluso 1 parasito en 10° eritrocitos (Manual terrestre: OIE - World Organisation
for Animal Health, 2014).
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Mediante esta técnica, B bigemina se caracteriza por ser grande, de forma
irregular, igualando a veces el diametro del eritrocito. La forma pareada se une en
un angulo agudo dentro de los eritrocitos maduros, en forma de pera, pero con un
extremo distal puntiagudo. Cada par es de aproximadamente 3a 5 um de largoy 1
1,5 um de ancho y, generalmente aparecen con dos puntos tefiidos de rojo que

corresponde al material nuclear de cada parasito (Bock et al., 2004).

La diferenciacion entre especies es buena en extendidos delgados y pobre en
gruesos. Sin embargo, los extendidos delgados son adecuados en infecciones
agudas y no para la deteccion de animales portadores donde las parasitemias son
relativamente bajas. La distincion entre B. bovis y B. bigemina es dificil cuando se
producen cambios morfoldgicos en el parasito. Ademas, los parasitos degenerados
de ambas especies pueden parecerse a Anaplasma marginale. Esto es probable
que ocurra cuando se toman muestras después del tratamiento farmacoldgico

contra la fiebre de garrapata (Bock et al., 2004).

El diagndstico normalmente no es confirmado en el laboratorio debido a
especimenes mal preparados o enviados. En otras ocasiones, las muestras son
buenas pero la confirmacion no es posible debido a factores propios de la
enfermedad. Babesia puede ser dificil de detectar durante la etapa de recuperacion
cuando la parasitemia cae rapidamente, y cuando las muestras se toman uno o dos

dias después de un tratamiento especifico (Bock et al., 2004).

La interpretacion de los resultados en B bigemina a menudo es dificil debido a
gue este parasito se puede encontrar en animales clinicamente sanos. Una
infeccion es significativa cuando el 1% o mas células rojas estan infectadas. Una
parasitemia menor al 1% se considera significativa si hay evidencia de cambios

anémicos o existe historia sugestiva de fiebre de garrapata (Bock et al., 2004).

La identificaciobn directa en una infeccibn aguda de los organismos
intraeritrociticos contribuye a la identificacion de animales que presentan una
infeccion activa y elimina variables que hacen confuso los resultados de las pruebas
seroldgicas como la deteccion de anticuerpos calostrales, anticuerpos vacunales o

anticuerpos de animales que se recuperan de la enfermedad aguda
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espontaneamente o por un tratamiento farmacoldgico. La deteccion directa de
bovinos portadores infectados de forma persistente es limitada y, por tal motivo, la
técnica no es la adecuada cuando se quiere evaluar la significancia epidemiologica

de animales portadores. (Palmer, 1991).

Aunque el examen microscopico es hasta ahora el método mas econémico y
rapido usado para el diagnostico del parasito, requiere de habilidad para la
identificacion de las diferentes formas del parasito, posee baja sensibilidad, necesita
de un buen microscopio con objetivos y oculares que den una ampliacion de mas
de 500 diametros y de personal entrenado que sea capaz de diferenciar entre

especies de Babesia (Smith et al., 1893; Demessie y Derso, 2015).

Métodos inmunoldgicos
Los métodos seroldgicos o inmunolégicos son Uutiles para estudios
epidemiolodgicos, para el diagnéstico de infecciones subclinicas y para evaluar la
necesidad de vacunacion, pero raramente detectan animales portadores. Ademas,
con frecuencia se presentan reacciones cruzadas entre diferentes especies de
Babesia o respuestas inmunes especificas débiles que generan falsos negativos o

falsos positivos (Aradjo et al., 1998).

Estos métodos consisten en la deteccion de anticuerpos e incluyen
principalmente la inmunofluorescencia indirecta (IFAT) y el ensayo por
inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA). Aunque la IFAT ha sido ha sido
catalogada como la técnica estandar para el diagnéstico, su uso es limitado debido
a la sensibilidad, especificidad (baja para el caso de B. bigemina, presenta
reacciones cruzadas contra anticuerpos frente a B. bovis cuando se presenta
infecciones mixtas), interpretacion subjetiva y el bajo rendimiento (World

Organisation for Animal Health, 2014).

El ELISA ha sustituido en gran parte a la IFAT debido a que ofrece mayor
sensibilidad, objetividad en la interpretacion de resultados y mayor capacidad en
cuanto a numero de muestras procesadas. La mayoria de pruebas usan proteinas
recombinantes del merozoito de B bigemina. Los ELISA para la deteccién de
anticuerpos contra el antigeno crudo de B. bigemina suelen tener poca especificidad
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(Terkawi et al., 2011; Manual terrestre: OIE - World Organisation for Animal Health,
2014). Los ELISA competitivos desarrollados y validados en Australia y EE. UU.
parecen ser los Unicos que se utilizan sistematicamente. A diferencia de B. bovis,
en cuya infeccion se considera que los animales quedan como portadores de por
vida tras la infeccion, en el caso de B. bigemina la infeccion podria desaparecer y
los anticuerpos podrian disminuir por debajo del umbral de negatividad en cuestion
de meses tras la infeccion (Goff et al., 2008). Pueden obtenerse resultados
inconcluyentes situados alrededor del umbral de negatividad, y este fendmeno
supone un reto diagndstico en animales en los que los titulos estan disminuyendo
al desaparecer la infeccién. (Manual terrestre: OIE - World Organisation for Animal
Health, 2014).

La técnica ha sido adaptada con el uso de proteinas de las roptrias (RAP-1)
(Terkawi et al., 2011) y de la proteina AMA-1 la cual no presenta reaccion cruzada
y resulta ser una adaptacion prometedora para el uso del ELISA (Torina et al., 2016).
A pesar de esto segun el manual de la Organizacién Mundial de Sanidad Animal,
todavia no se dispone de un ELISA bien validado para B. bigemina.

También se ha utilizado la fijacibn del complemento, tests
inmunocromatograficos y se han descrito ensayos de aglutinacién (latex y pruebas
de aglutinaciéon con tarjeta) como otros métodos de diagndstico serolégicos pero
estas pruebas no son muy recomendadas (Mahoney, 1962; Goodger y Mahoney,
1974; Kim et al., 2008; Manual terrestre: OIE - World Organisation for Animal Health,
2014).

Resumiendo, estos ensayos han sido poco aceptados por el alto nUmero de
falsos positivos que puede arrojar particularmente en regiones con infecciones

multiples o mixtas y por los falsos negativos especialmente en animales portadores.

Métodos moleculares
Los métodos moleculares son considerados métodos indirectos debido a que
detectan acidos nucleicos del parasito. Sin embargo, la sensibilidad y especificidad
de estos métodos es muy alta, permite la diferenciacién entre especies y
actualmente existen diferentes técnicas para detectar el parasito en el huésped
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vertebrado y en sus vectores (Mosqueda et al., 2012). EIl cuadro 6 resume los

principales métodos moleculares reportados para el diagnostico de B. bigemina.

Sondas de DNA

Las sondas de acido desoxirribonucleico fueron el primer método desarrollado
para detectar DNA en sangre parasitada con Babesia. La técnica consiste en el
aislamiento, la purificacion y la clonacion de DNA al cual se le agrega un marcador
que inicialmente era radiactivo. La cadena unica de DNA marcada es usada para
hibridar con el DNA presente en un tejido o0 una membrana, el alineamiento del DNA
permite la hibridacion con DNA complementario. Asi, el reconocimiento de la
secuencia deseada se realiza de manera especifica. La deteccion se lleva a cabo
mediante autoradiografia, quimioluminiscencia 0 un sustrato colorimétrico
(Mosqueda et al., 2012).

El primer reporte del uso de sondas de DNA para el diagndstico de B. bigemina
fue en 1990 por (Buening et al., 1990); también han sido usadas para detectar
Babesia en tejidos de garrapata (Hodgson, 1992). Sin embargo, este método pierde
ventajas al tomar varios dias para ser completada, requerir técnicos especializados

y etiquetado continuo de las sondas (Mosqueda et al., 2012).

Reaccion en cadena de la polimerasa

La primera descripcion de la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) para
detectar Babesia bigemina fue reportada por Figueroa et al. en 1992. Las técnicas
de PCR han demostrado ser muy sensibles en la deteccion del parasito en animales
portadores o persistentemente infectados. Los niveles de deteccion son tan bajos
como tres eritrocitos parasitados en 20ul de células empaquetadas (o0 1 por cada
109 células). Una gran ventaja que ofrece el PCR es que permite la identificacion del
parasito en etapas tempranas de la enfermedad ofreciendo la oportunidad de
implementar de manera oportuna una terapia correctiva (Demessie y Derso, 2015).
La cuantificacion de la infeccion mediante estas técnicas permite definir

adecuadamente la infeccion persistente en animales portadores (Palmer, 1991).

Se han descrito varias técnicas de PCR que pueden detectar y diferenciar
especies de Babesia. A pesar de que tiene bajo niumero de copias en el genoma, la
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mayoria de reportes utilizan como gen blanco la subunidad pequefia del ribosoma
o el gen 18s. El numero de copias de los genes que se emplean para la amplificacion
de DNA tiene un impacto especial en la sensibilidad de la técnica, pues la capacidad
de deteccion es directamente proporcional al nimero de repeticiones de una
secuencia. Sin embargo, esto se limita debido a la cantidad de secuencias génicas
disponibles en las bases de datos. No obstante, los datos obtenidos de muchas
publicaciones demuestran que la PCR es mucho mas sensible que el diagnostico
por microscopia y los niveles de parasitemia detectados oscilan entre 0,001-
0,0000001% (Criado-Fornelio, 2007).

A pesar de las ventajas de estas técnicas, la mayoria tienen un alto costo, toman
tiempo para emitir el resultado, necesitan un procesamiento posterior para la
interpretacion de resultados y no estan al alcance de todos los laboratorios (Lew y

Jorgensen, 2005)

Transferencia de linea inversa (RLB)

Es una técnica en la cual se hibridan productos de PCR a sondas de
oligonucledtidos especificas de especie unidas a una membrana. La principal
ventaja de la técnica es que permite la deteccion simultanea de varias especies
parasitos, cepas, muestras, etc. y que la membrana puede ser reusada hasta 20
veces. Sin embargo es un procedimiento que toma mucho tiempo y es relativamente
costoso (Criado-Fornelio, 2007; Mosqueda et al., 2012). El primer reporte del uso
de la técnica RLB demostr6 que este es un método versatil que permite, en su caso,
la deteccion simultanea de parasitos transmitidos por garrapatas en sangre de
bovino (Gubbels et al., 1999).

PCR en tiempo real
La PCR tiempo real o gPCR consiste en la amplificacion de DNA como lo hace
la PCR tiempo final con la diferencia de que detecta la fluorescencia producida por
una molécula reportera que aumenta a medida que la reaccion avanza y cuantifica
la amplificacion ya que determina el nUmero de copias de la reaccion. Esto ocurre
debido a la acumulacion del producto de PCR de cada ciclo de amplificacion. Estas

moléculas reporteras fluorescentes (por ejemplo, el colorante SyBR Green que se
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intercala en la doble cadena de DNA) facilitan el monitoreo de la reaccién y evitan
un proceso posterior para la interpretacion de resultados, lo cual ahorra tiempo y
recursos. A pesar de esto, es una técnica costosa (dos o tres veces mas que una
PCR tiempo final) que requiere de equipos y reactivos especiales (Criado-Fornelio,
2007). El primer reporte de gPCR para el diagnéstico de B.bigemina demostré una
mayor sensibilidad de la prueba comparada con PCR punto final (Buling et al.,
2007).

PCR anidada
La PCR anidada es una adaptacion de la técnica de PCR punto final o convencional
que utiliza un par de cebadores adicionales y consiste en dos reacciones de
amplificacion donde el segundo par de cebadores es usado en el segundo paso de
amplificacion. La técnica es Util para la identificacion de animales portadores y es
mas sensible que una PCR tiempo final pero es mas costosa, toma mayor tiempo y

el riesgo de contaminacién es mayor (Mosqueda et al., 2012).

Otras técnicas moleculares usadas para el diagnoéstico de B. bigemina incluyen
el diagndstico multiple (Figueroa et al., 1993), la amplificaciébn aleatoria de ADN
polimorfico RADP (Carson et al., 1994), la composicion de PCR con la técnica
Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de Restriccion (RFLP) (Caccio et al.,
2000), el uso de PCR “hot start” (Martins et al., 2008), el uso de PCR tiempo real
junto con sondas de Transferencia de Energia de Resonancia Fluorescente (FRET)
(Criado-Fornelio et al., 2009), la combinacion de PCR con microarreglos de DNA
(El-Ashker et al., 2015), el uso de genes mitocondriales como blanco diagnostico
gue ha mejorado lagPCR (Qurollo et al., 2017), entre otras. A pesar de las ventajas
gue ofrece los métodos de PCR, en la actualidad no se prestan bien para pruebas
a gran escala y son poco prometedoras para sustituir a las pruebas serologicas
como método de eleccion para los estudios epidemiologicos. Las PCR son utiles
como pruebas confirmativas, y en algunos casos como pruebas reguladoras

(Manual terrestre: OIE - World Organisation for Animal Health, 2014).

La disponibilidad de nuevas técnicas para la identificacion de Babesia bigemina

proporciona nuevas oportunidades de investigacion, especialmente en
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epidemiologia. La capacidad de identificar y cuantificar la infeccion en portadores y
vectores artropodos permitira determinar las variables, incluyendo el uso de
acaricidas y la vacunacion, que afectan el desarrollo de la inmunidad individual de
los animales y los rebafios. Una mejor comprension de la inmunidad de los rebafios
deberia conducir a un mejor control de la babesiosis en las areas enzodéticas de todo
el mundo (Palmer, 1991).

La deteccion temprana del estado inmunoldgico de los animales en é&reas
endémicas es un elemento esencial en el control de la babesiosis. Para detectar
estos casos de riesgo, se requieren métodos mejorados de diagnostico que
permitan evaluar la estabilidad enzodética de forma eficiente, y asi determinar si la

vacunacion es necesaria (Mosqueda et al., 2012).

Ademas de la importancia diagnostica descrita, la aplicacion de métodos
efectivos de diagndstico es particularmente importante en las siguientes
circunstancias: a) introduccién de animales de zonas libres a zonas endémicas; b)
emigracion de animales desde areas libres de garrapatas dentro de una region
endémica; c) Difusion de garrapatas fuera de su limite geografico normal en
temporadas anormalmente favorables; d) introduccién accidental de garrapatas a
zonas no endémicas a través de los animales; e) reduccién local de la infestacion
de garrapatas en un area endémica mediante control artificial seguido de relajacién
de las medidas de control y, f) ocurrencia ocasional en bovinos infectados debido a

la ruptura de la inmunidad y la re-exposicion (Mahoney, 1977).

Cuadro 6. Principales genes y métodos moleculares usados para el diagndstico de
Babesia bigemina

Reaccion en cadena de la : - :
polimerasa (PCR) Secuencia genomica Figueroa et al. (1992)

Reaccidn en cadena de la
polimerasa (PCR)

Reaccién en cadena de la ama-1 (antigeno 1 de la

Citocromo b Salem et al. (1999)

Sivakamur et al. (2012)

polimerasa (PCR) membrana apical)
PCR multiple y PCR . L :
anidada (NPCR) Secuencia genomica Figueroa et al. (1993)
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PCR anidada (nPCR)

PCR y nPCR

PCR anidada (nPCR) y
PCR semianidada
(snPCR)

PCR duplex (punto final y
anidada)

PCR duaplex

PCR anidado (nPCR)-
Polimorfismo de Longitud
de Fragmentos de
Restriccién (RFLP)

PCR en tiempo real
(QPCR)

PCR en tiempo real
(gPCR)

Transferencia de linea
inversa (RLB)
PCR "hot start"

PCR- Polimorfismo de
Longitud de Fragmentos
de Restriccion (RFLP)

18s (gen de la subunidad
pequefia del ribosoma)

rap la (proteina la asociada a
las roptrias) / ITS (Espacio de

transcripcion interna)

rap-1c (proteina 1c asociada

a las roptrias)

18s (gen de la subunidad
pequefia del ribosoma)

ITS (Espacio de transcripcion

interna)

B tubulina

Citocromo b

genoma mitocondrial/
subunidad grande del
ribosoma (Isu)

18s (gen de la subunidad
pequefia del ribosoma)
Babesipsina ( "putative
aspartic

proteinase babesipsin")

Citocromo b

Guerrero et al. (2006)

Cao et al. (2012)

Mahmoud et al. (2015)

Costa-Junior et al.
(2006)

Liu et al. (2014)

Caccio et al. (2000)

Buling et al (2007)

Qurollo et al. (2017)

Gubels et al. (1999)

Martins et al. (2008)

Criado-Fornelio et al.
(2009)

Finalmente, la identificacion de secuencias conservadas entre cepas, como las

reportadas del gen ama-1, y su uso como blanco para el desarrollo de nuevos

métodos de diagndstico, ofrece nuevas alternativas para el control mejorado de la

enfermedad (Mosqueda et al., 2012).

2.3 Técnica de Amplificacion Isotérmica basada en Horquillas (LAMP)

La técnica de LAMP consiste en realizar una reaccion de amplificacién de acidos

nucleicos en un solo paso bajo condiciones isotérmicas con alta sensibilidad y

especificidad. La metodologia fue desarrollada en el afio 2000 por Notomi et al. y el

mecanismo esta fundamentado en tres pasos principales: un paso inicial en donde
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se forma una estructura tallo-horquilla en el que las secuencias de ambos extremos
de DNA se derivan del iniciador interno y que servird como material de partida de la
reaccion; un subsecuente paso de ciclado donde un iniciador interno hibrida con la
horquilla e inicia la sintesis de DNA por desplazamiento de la cadena produciendo
una estructura tallo-horquilla y una nueva estructura tallo-horquilla donde el tallo es
del doble de largo; y, un paso final de elongacion donde se forman varias
repeticiones invertidas del DNA blanco y una estructura en forma de coliflor con
multiples horquillas, ampliando la cantidad de DNA blanco a 10° copias en menos
de una hora. LAMP emplea la enzima DNA polimerasa con actividad de
desplazamiento de la cadena junto con dos cebadores internos (FIP, BIP) y
cebadores externos (F3, B3) que reconocen seis regiones separadas dentro de una
secuencia de DNA blanco (Figura 8). La técnica tiene alta especificidad porque la
reaccion de amplificacion ocurre Unicamente cuando las seis regiones del DNA
blanco son correctamente reconocidas por los cebadores. Adicionalmente, la
técnica ha sido optimizada incluyendo los llamados cebadores Loop (LF, LB) los
cuales reconocen las estructura de horquilla en los amplicones y aumentan la
sensibilidad de LAMP (Nagamine et al., 2002).

La eficiencia de amplificacion del método de LAMP es extremadamente alta
debido a que no hay pérdida de tiempo en cambios térmicos al ser una reaccion
isotérmica y es poco probable que ocurra la inhibicién de la reaccién en la Ultima

etapa de amplificacion (Mori, Nagamine, Tomita, y Notomi, 2001).
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Figura 8. Regiones del DNA blanco y cebadores empleados en la técnica de
LAMP.
(Mori y Notomi, 2009).
Este método sintetiza de 10 a 20 ug de DNA especifico para una mezcla de
reaccion de 25 pl en 30 a 60 minutos (Mori et al., 2001).

2.11.1 Fundamento

Los cebadores internos son llamados por sus siglas en ingles “Forward Inner
Primer” (FIP) y “Backward Inner Primer” (BIP) respectivamente y cada uno contiene
dos secuencias distintas correspondientes a las secuencias sentido y antisentido
del DNA blanco, uno para el cebado en la primera etapa y el otro para el auto-
cebado en etapas posteriores. Para facilitar la explicacion, y como se muestra en la
Figura 9 las secuencias (tipicamente de 23-24 nucledtidos) dentro de ambos
extremos de la regién blanco para la amplificacion del DNA son llamadas F2c y B2,
respectivamente. Dos secuencias internas (tipicamente de 23-24 nucledétidos),
ubicadas a 40 nucleotidos del extremo de F2c y B2 son llamados Flc y B1 y dos
secuencias (de 17 a 21 nucledtidos) fuera de los extremos de F2c y B2 son
designados como F3c y B3. Dada esta estructura, las secuencias FIP y BIP son
disefiadas de la siguiente manera: FIP contiene Flc, un espaciador de TTTT y la
secuencia F2 complementaria a F2c. BIP contiene la secuencia B1c (o B1 segun la

literatura), un espaciador de TTTT y la secuencia complementaria a B2 (B2c¢ segun
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otras fuentes de literatura) [1]. Los dos cebadores externos son B3y F3, esta Ultima
es complementaria a F3c. La reaccion de LAMP es iniciada con la adicion de la
polimerasa de DNA de Bacillus stearothermophilus (en adelante Bst polimerasa) y

llevada a cabo en un rango de 60-65°C durante 1 hora ( Notomi et al., 2000).

El mecanismo y las etapas de reaccion esperadas son ilustradas en la Figura 9.
El cebador interno FIB hibrida con F2c en el DNA blanco e inicia la sintesis de la
cadena complementaria. El cebador externo F3, el cual tiene menor concentracién
y numero de bases comparado con FIP, hibrida lentamente con F3c en el DNA
blanco e inicia el desplazamiento de la cadena de DNA, liberando la cadena
complementaria ligada a FIP, lo cual forma una estructura en forma de horquilla en
uno de los extremos [4]. Este DNA monocatenario sirve como templado o plantilla
para que se inicie la sintesis de DNA a partir de BIP y el subsecuente
desplazamiento de la cadena desde donde B3 esta hibridado, llevando a la
produccion de una estructura en forma de campana [6], que es convertida
rapidamente en DNA tallo-horquilla por la sintesis de DNA por autocebado [7]. Este
DNA tallo-horquilla servira como material de inicio para los ciclos de la reaccion de

LAMP, la segunda etapa de la técnica (Notomi et al., 2000).

Para iniciar los ciclos de LAMP, FIP hibrida con la horquilla en la estructura tallo-
horquilla [7] generando un DNA tallo-horquilla intermediado por un agujero con una
copia invertida adicional de la secuencia blanco en el tallo y una horquilla formada
en el extremo opuesto a través de la secuencia BIP [8]. La sintesis y el
desplazamiento de la cadena de DNA auto-cebada da una estructura
complementaria al DNA tallo-horquilla original [10], un DNA tallo-horquilla con un
tallo doblemente alargado (copias dobles de la secuencia blanco) y una horquilla en
el extremo opuesto [9]. Ambos productos serviran posteriormente como plantilla
para la reaccion de desplazamiento desde donde BIP esta hibridado en los ciclos
subsecuentes, parte que corresponde a la etapa de elongacion. Por tanto, en LAMP

la secuencia blanco es amplificada 3 veces cada medio ciclo (Notomi et al., 2000).

Los productos finales son una combinacién de DNA tallo-horquilla con tallos de

varias longitudes y estructuras en forma de coliflor con multiples horquillas formadas
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por la unién entre invertidos repetidos alternativamente en la misma cadena de la
secuencia blanco [16-18] (Notomi et al., 2000).

El uso de cuatro cebadores (reconocimiento de seis secuencias distintas) en
los pasos iniciales y dos cebadores (reconocimiento de cuatro secuencias distintas)
durante los pasos subsecuentes asegura alta especificidad en la amplificacion. Por
otra parte, los cuatro cebadores iniciales son usados simultdneamente para iniciar
la sintesis de DNA desde el DNA original no amplificado para generar DNA tallo-
horquilla para los siguientes ciclos de la técnica durante los cuales la secuencia

blanco es reconocida por cuatro secuencias (Notomi et al., 2000).

2.11.2 Factores criticos para la amplificacién

Caracteristicas de los cebadores:

Temperatura de fusién (Tm): la temperatura de fusion debe conservarse en

ciertos rangos. Las secuencias F2 y B2 en FIP y BIP se eligen de manera que sus
valores Tm caigan entre 60 y 65°C, temperatura éptima para la Bst polimerasa. Los
valores de Tm de F1c y B1C son ligeramente superiores a los de F2 y B2 con el fin
de que se forme la estructura en forma de horquilla inmediatamente después de la
liberacion del DNA de cadena sencilla del molde, esto es de 64°C a 66°C. El valor
de Tm de los p cebadores externos (F3 y B3) es menor que la de F2 y B2 para
asegurar que la sintesis ocurra primero a partir de los cebadores internos que de
los externos. Para los cebadores loops la temperatura ideal es de 64-66°C (65°C)
(Notomi et al., 2000; Eiken Chemical Co., Ltd).

Estabilidad en el extremo de los cebadores: el extremo de los cebadores sirve

como punto de inicio de la sintesis de DNA y por lo tanto debe tener cierto grado de
estabilidad. El extremo 3’ de F2/B2, F3/B3 y LF/LB y el extremo 5°de F1c/B1c son
disefiados de tal manera que la energia libre es igual o menor a -4 Kcal/mol. El
extremo 5 de F1c después de la amplificacion corresponde al extremo 3’ DE FA1,
asi gue la estabilidad es importante. La reaccién ocurre hacia un cambio negativo
de energia libre (AG). El alineamiento entre el cebador y el gen diana es una

reaccion equilibrada, y la reaccion de alineamiento procede con un AG menor.
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Contenido de GC: los cebadores son disefiados con un contenido de GC de 40
a 65% (idealmente 50-60%).

Distancia entre los cebadores (Eiken Chemical Co., Ltd):

e Distancia entre el extremo de F2 y el extremo de B2 (la region
amplificada por el método de LAMP): 120 a 160 bases.

e Distancia entre el extremo 5’ de F2 y el extremo 5” de F1 (la porcion que
forma la horquilla): 40 a 60 bases.

e Distancia entre F2 y F3: 0 a 60 bases

Tamafo del DNA blanco: debido a la actividad de desplazamiento de la
cadena, el tamafio ideal del fragmento de DNA blanco es de 130 a 200pb.

Incluyendo los cebadores externos, el tamafio debera ser menor a 300pb.

Concentracion de cebadores: la concentracion de los cebadores externos con

respecto a los internos varia de 1/4 a 1/10.

Desestabilizantes de la hélice: la adicion de productos quimicos que
desestabilizan la doble hélice eleva notablemente la eficiencia de amplificacion. La
adicién de 0.5 a 1.5 M de betaina o L-prolina reduce el apilamiento de las bases,
reduce la tasa de reaccion y aumenta la selectividad reduciendo la amplificacion de

secuencias irrelevantes.

La reaccion de LAMP es acelerada con el uso de los cebadores loop, estos
hibridan con las estructuras tallo-horquilla excepto en las horquillas que han sido
hibridadas con los cebadores internos. Estos cebadores loop actuan en la fase de
elongacién. El cebador loop llamado loop B, (Figura 9), hibrida con una regién
horquilla (12) antes del inicio de la sintesis de la cadena. Luego, el DNA sintetizado
de este cebadorloop es desplazado desde el extremo 3’ del DNA blanco generando
la estructura (15), la cual no esta presente en el LAMP original. Otra estructura tallo-
horquilla es hibridada por el cebador interno FIP desde donde se comienza la
sintesis de la cadena. La estructura 10 y la estructura 8 y 11 son también reusadas

en la reaccion. El cebador loop hibrida en estructuras libres de cebadores internos
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generadas en la reaccion resultando en una drastica amplificacion (Notomi et al.,
2000) .

2.11.4 Interpretacién visual con azul de hidroxinaftol

Mori et al. (2001) afirmaron que cuando los acidos nucleicos son amplificados
por el método de LAMP, se produce una turbidez derivada del precipitado de
pirofosfato de magnesio conforme la reaccion va progresando. En la polimerizacién
del DNA por la DNA polimerasa, el ion de pirofosfato es liberado de los
desoxirribonucleotidos trifosfato (ANTPs) como un subproducto. Cuando se
producen grandes cantidades de este ion, este reacciona con el ion de magnesio
contenido en el buffer de reaccion formando un precipitado. Este proceso es

esquematizado en la siguiente ecuacion:
(DNA),,_; + dNTP —» (DNA)n + P,0%~
P,03~ + 2Mg? —» Mg,P,0,

Si el precipitado se genera de acuerdo a la ecuacion, la turbidez aumenta en
correlacion con el DNA producido. La turbidez de la reaccibn comienza a
incrementar después de 15 minutos de haberse iniciado la prueba y continua un
incremento gradual hasta los 30 minutos de reaccién. El resultado de la reaccion,
una turbidez detectable visualmente, coloca a la técnica como un método simple

para detectar la amplificacién de acidos nucleicos (Mori et al., 2001).
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Figura 9. Representacion esquematica del método de LAMP.
(Notomi et al., 2000)

Con base en este fendmeno, se han desarrollado multiples formas de deteccién
visual de la positividad de la reaccién. En el 2009, Goto et al. reportaron un ensayo
colorimétrico simple para la deteccion de la reaccion de LAMP usando un metal
indicador llamado azul de hidroxinaftol (HNB). EI HNB es un indicador que se agrega

al tubo previo a la reacciéon y demuestra los cambios en las concentraciones del ion
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Mg? ya que la Bst polimerasa sintetiza DNA bajo condiciones alcalinas (pH 8.8 a
75°C). Los cambios de color del HNB dependen del pH de la solucion; cuando la
solucién contiene 8 mM de Mg?y no tiene dNTPs, su color es magenta. Al interactuar
los iones de pirofosfato con los iones de Mg?, la concentracién de este Ultimo
disminuye a medida que avanza la reaccion de LAMP. Cuando se afiaden dNTPs a
la solucién, el color cambia de magenta a violeta. Este cambio de color es producido

por la quelacién de los iones Mg? ocasionada por los dNTPs.

La técnica de LAMP usando HNB a 120 puM puede detectar DNA a diluciones
de <1:108 (160 copias/tubo) y no interfiere con la sintesis de DNA. Los cambios de
color del violeta en una reaccion negativa a azul cielo en una positiva se visualizan
en la figura 10. La superioridad del HNB con respecto a otros métodos de
visualizacion como el SYBR Green es porque 1) no se requiere abrir el tubo de la
reaccion para determinar si ésta es positiva 0 negativa lo que reduce el riesgo de
contaminacion cruzada; 2) la sensibilidad es igual a la de SYBR Green y 3) el

resultado puede ser diferenciado facilmente a simple vista (Goto et al., 2009).

1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 10. Comparacién de la sensibilidad usando diluciones seriadas de DNA.
(Adaptada de (Goto et al., 2009).
Tubo 1: dilucién 1:10%(1.58 x 107 copias/tubo); tubo 2: dilucién 1:10%; tubo 3: dilucién 1:10°;
tubo 4: dilucién 1:108; tubo 5: dilucién 1:107; tubo 6: diluciéon 1:108; tubo 7 dilucién 1:10°y
tubo 8: control negativo.

2.11.5 Avances y técnicas integradas

La técnica convencional para observar el producto amplificado es la
electroforesis. Esta muestra un patrén tipico en forma de barrido que se asemeja a
una escalera de fragmentos de DNA. Esto es debido a lo siguiente: el fragmento

mas pequefio (mondmero) se extiende desde el extremo 5’ de la parte F1c de FIP
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hasta el extremo 5 de B1c. Se producen multimetros y polimeros a partir de esa
estructura monomeérica con tamafos de unos pocos cientos hasta la formacion de
un frotis de DNA de alto peso molecular de varias kilobases de tamafio, como lo

ejemplifica Notomi et al. (2000).

Desde que LAMP fue inventado en el afio 2000, se han desarrollado diferentes
métodos que han afiadido varias mejoras a la metodologia y aplicabilidad de la
técnica. Notomi y colaboradores, también en el afio 2000, lograron amplificar acido
ribonucleico (RNA) y producir DNA complementario (cDNA). En este método, el
material genético utilizado es RNA en lugar de DNA. Se incluye una transcriptasa
inversa (RTasa) para sintetizar cDNA a partir de RNA y éste es finalmente utilizado
en la reaccion de LAMP. En el mismo tubo de reaccion, se afiade RTasa, RNA, Bst
polimerasa, cebadores y buffer y se incuba la mezcla en condiciones isotérmicas

similares al método LAMP convencional.

Dos afios después, con el objetivo de acelerar la reaccion, (Nagamine et al.,
2002) agregaron a la técnica dos cebadores llamados cebadores Loop que hibridan
con la estructura tallo-horquilla excepto en las horquillas donde han hibridado los
cebadores internos, el mecanismo fue explicado anteriormente pero el uso de éstos

oligonucledtidos disminuye el tiempo de la reaccion.

En el 2004, Mori et al. que previamente reportaron como la técnica genera
turbidez por las reacciones quimicas ocasionadas al mezclar los reactivos,
disefiaron un aparato capaz de medir la turbidez en tiempo real ocasionada por el
pirofosfato de magnesio en multiples muestras simultdneamente arrojando
resultados cuantitativos de la cantidad de acidos nucleicos presentes en la muestra.
Este método es mas sensible (102 copias de templado de DNA) y especifico
comparado con el LAMP normal.

Posteriormente, (Iseki et al., 2007) introdujeron el concepto de LAMP mdltiple
en donde la prueba es capaz de detectar simultaneamente dos o mas patdégenos
amplificando sus respectivos templados o fragmentos de DNA en el mismo tubo de
reaccion. En este método dos o mas sets de cebadores son usados en la misma

reaccion. Los cebadores especie especificos del gen blanco se disefian de la forma
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habitual excepto por los FIPs y BIPs que se modifican insertando un sitio de
restriccion de la endonucleasa en lugar de TTTT entre Flcy F2 y Blc y B2. Como
resultado, se generaran amplicones especificos de especie de diferente tamafio
debido a la digestion posterior de la enzima de restricciébn después de la reaccion
de LAMP.

Con el objetivo de solventar las desventajas que se han reportado para LAMP
(falsos positivos, uso de bromuro de etidio para la visualizacion en gel de
electroforesis, entre otras), Kiatpathomchai et al., (2008) y Jaroenram et al. (2009)
fueron los primeros en reportar una variacion de la técnica que utiliza tiras de flujo
lateral (LFD). Después de realizar la técnica de LAMP sin inactivacion de la enzima,
se agrega una sonda de isotiocianato de fluoresceina (FITC) a la reaccion y se
incuba a 63°C por 5 minutos. Posteriormente, se introduce la tira LFD dentro del
tubo de reaccion para detectar la hibridacion amplicén-sonda. Esta tira detecta el
producto de LAMP marcado con biotina (los cebadores internos) que ha hibridado
con la sonda de FITC acoplado con un anticuerpo anti FITC marcado con oro
coloidal. El resultado de este triple complejo es atrapado en la linea del test mientras
gue un resultado negativo es atrapado en la linea de control. Este método no
requiere de instrumentacién especial, la duracion total del experimento es de 65
minutos y la sensibilidad de deteccion es similar a otros métodos moleculares

comUnmente usados.

En lo que respecta a Babesia bigemina, se reportd6 un estudio en el que
combinaron LAMP con LFD para la deteccion del gen citocromo b. La técnica resultd
altamente especifica y sensible, detecta 0,85 fg de DNA de B. bigemina, 100 veces

mas sensible que un PCR convencional (Yang et al., 2016).

Cuando la cantidad de pirofosfato de magnesio no puede ser controlada
adecuadamente, puede tornarse dificil la deteccién de los amplicones visualmente.
Dirigido a la deteccion de los amplicones efectivamente y a evadir procesos que
consumen tiempo como la electroforesis en gel de agarosay la tincion con bromuro
de etidio, (Chou et al., 2011) integraron la técnica de LAMP con la Transferencia de

Energia por Resonancia de Fluorescencia (FRET). La sonda de FRET esta
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disefiada para reconocer la region del Loop de los amplicones y es afiadida al
reagente convencional para LAMP e incubada a 90°C por 60 a 120 minutos. Al
finalizar la reaccion, el producto puede ser detectado a simple vista o por
fluoroespectofotometro.  Sin  embargo, esta técnica integrada es
de dificil disefio y el proceso es mas largo que un LAMP normal.

Cuando se realizan técnicas de diagnostico molecular, el primer paso es realizar
la extraccion del DNA blanco. Este proceso, ademas de que consume tiempo, puede
contribuir a la contaminacion por moléculas como proteinas o RNA. La técnica de
LAMP, integrada con perlas magnéticas (Wang et al., 2011) emplea sondas
especificas conjugadas con perlas magnéticas y el DNA blanco es reconocido de
manera especifica e hibridado a la superficie de las perlas, las cuales
posteriormente son purificadas, concentradas y amplificadas mediante LAMP. Este
ensayo no requiere de electroforesis en gel de agarosa y los amplicones pueden
ser detectados usando un espectofétometro arrojando un resultado
semicuantitativo. No obstante, el limite de deteccibn es menor al del PCR

convencional.

Otra tecnologia integrada implementada es el ensayo electroquimico combinado
con un potenciostato portable (Nagatani et al.,, 2011). Esta técnica permite y
mediante este, la amplificacion es monitoreada usando un software. En el proceso
se requiere un reagente electro activo como azul de metileno, este es combinado

con el DNA amplificado.
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OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

v" Desarrollar y estandarizar la técnica de Amplificacion Isotérmica Basada en

Horquillas (LAMP) para el diagnéstico de Babesia bigemina.

3.2 Objetivos especificos

v' Diseflar cebadores especificos que amplifiquen secuencias conservadas

entre diferentes cepas de B. bigemina mediante LAMP.

v Optimizar las condiciones de amplificacién del DNA de B. bigemina mediante

la técnica de LAMP y su visualizacion.
v Determinar la sensibilidad y especificidad de LAMP.

v' Evaluar la prueba de LAMP en muestras de DNA de diferentes cepas.
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METODOLOGIA

4.1 DNA genomico

El DNA gendmico fue extraido de sangre de bovinos infectados de manera
experimental con B. bigemina, cepa Chiapas. La sangre se mantuvo a -20°C en el
laboratorio. La extraccion se realiz6 con el kit lllustra Blood Genomic Prep Mini Spin
Ultra de GE Healthcare® y el kit Wizard® Genomic DNA Purification de Promega
segun las indicaciones de los fabricantes.

4.2 Disefio de cebadores

De acuerdo a las indicaciones del manual del programa de disefio de cebadores
para LAMP (PrimerExplorer, 2016) y a las especificaciones reportadas por Notomi
y colaboradores (2000), se diseflaron cebadores especie-especificos sobre
secuencias conservadas entre cepas del gen ama-1 de B. bigemina. El
procedimiento requirié de diferentes pasos descritos a continuacion:

1. Selecciéon del gen candidato: Con base en la revision de literatura, se
selecciond un gen ya caracterizado y con las propiedades ideales para el uso
en técnicas diagnosticas como lo es poseer secuencias especificas de B.
bigemina y conservadas en todas las cepas secuenciadas a la fecha. Para
ampliar sobre las caracteristicas del gen, ver en la seccion 2.2.1.

2. Busqueda de secuencias de distintas cepas: se obtuvieron las secuencias
para este gen de tres formas: 1) de las cepas reportadas en la base de datos
de secuencias genéticas GenBank (Centro Nacional para la Informacion
Biotecnoldgica. NCBI, 2016) disponible en linea en

www.nchi.nlm.nih.gov/genbank/; 2) de las reportadas en la investigacion de

(Valdez Espinosa, 2015) y 3) de una cepa de Australia la cual esta disponible
en el sitio web Wellcome Trust Sanger Institute

(http://www.sanger.ac.uk/resources/downloads/protozoa/babesia-

bigemina.html).
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Alineamiento multiple: Una vez obtenidas las secuencias de todas las cepas
reportadas, se realiz6 un alineamiento multiple con el programa Clustal
Omega) (2016) disponible en linea en

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) del Instituto Europeo de

Bioinformatica. En el Anexo 1 se encuentra el alineamiento de las secuencias
completas y parciales encontradas.

Seleccion de la region conservada en las secuencias: sobre el alineamiento
multiple. Se identificé una region de la secuencia del gen que esta altamente
conservada (99%) entre todas las cepas y aislados. A esta se le considerd
COMOo secuencia consenso.

Disefilo de cebadores: los cebadores fueron disefiados usando dos
metodologias: en la primera, las secuencias fueron ubicadas manualmente
sobre la secuencia consenso y sus parametros fueron verificados con el
programa OligoAnalyzer version 3.1 del IDT (Integrated DNA Technologies);
por esta via, se seleccionaron las que cumplieron con la mayoria de las
especificaciones mencionadas en el numeral 2.11.2 del presente texto. En la
segunda, se utilizé el programa PrimerExplorer versiéon 5.0 (PrimerExplorer,
2016) desarrollado especialmente para LAMP a partir de la secuencia
consenso y se seleccionod uno de los juegos arrojados por el software.
Verificacion de Identidad: Una vez disefiados los cebadores, cada uno fue
analizado con la herramienta bioinformatica “Basic Local Alignment Tool”
version 2.6.0 (BLAST, 2016) con el fin de verificar que las secuencias no
hibridaran o facilitaran la amplificacién de otras especies u otros organismos
relacionados.

Sintesis de cebadores: los cebadores fueron sintetizados por la Unidad de
Sintesis y Secuenciacion de DNA del Instituto de Biotecnologia de la
Universidad Nacional Autonoma de México y por la empresa T40ligos.
Amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa: los cebadores fueron
evaluados primero por la técnica de PCR para verificar la correcta
hibridacion, tanto de los cebadores externos como de los internos. La PCR

fue llevada a cabo en una mezcla de 25 pl que contenia: 1 pl de DNA, 9.5 ul
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de agua libre de nucleasas, 1 pl de cebador forward (F3 o FIP) a una
concentracion final de 20 pM, 1 pl de cebador backward (B3 o BIP) a una
concentracion final de 20 pM y 12.5 pl de Master Mix 2X (Promega, Madison,
Wi, USA). La reaccién se realizé en 34 ciclos bajo las siguientes condiciones:
2 minutos a 94°C como paso inicial, 1 minuto de desnaturalizacion a 94°C,
30 segundos de alineamiento a 61°C, 40 segundos de extension a 72°C,y 7
minutos de extension final a 72°C en un termociclador marca Bio-Rad. El
producto amplificado fue sometido a electroforesis en gel de agarosa al 2%
corrido a 50 voltios por 40 minutos, tefiido con GelRed® y visualizado en un

foto-documentador (Bio-Rad®).

4.3 Estandarizacion y optimizacién de la reaccion de LAMP

La prueba fue estandarizada utilizando DNA extraido de sangre de un animal
infectado experimentalmente con B. bigemina cepa Chiapas. El volumen inicial de
la reaccion de LAMP fue de 25ul y las cantidades en concentraciones usadas fueron
tomadas de los procedimientos estandarizados previamente en el laboratorio y de
las instrucciones del fabricante de la enzima. Incluyé una concentracion final de: 0.4
UM de cebadores internos (FIP y BIP), 0.2 uM de cebadores externos (F3 y B3), 10
mM de desoxiribonucleétidos trifosfato (ANTPs), 0.8 M de betaina, 1x de buffer,
6mM de MgSOa4, 8U de Bst polimerasa, 250 uM de azul de hidroxinaftol (HNB) y 1
pl del DNA blanco. La enzima, el buffer y el MgSOa4 fueron de la marca New Engly
Biolabs®.

Inicialmente, los productos de LAMP fueron evaluados por electroforesis en gel
de agarosa al 1.5% a un voltaje de 50v por 26 minutos. Para esto, se mezclaron 10
pl del producto de LAMP con 2 pl de Buffer de carga 6x que contenia 0.5% de

GelRed®. El gel fue visualizado con ayuda de un foto-documentador (Bio-Rad®).

El primer paso en el desarrollo de la técnica, posterior a la realizacion de la PCR
para comprobar la hibridacién de los cebadores individuales, fue la preparacion de
los reactivos. En los intentos iniciales, cada reactivo era agregado por separado en

el momento de hacer la prueba. Posteriormente se prepard, como lo sugieren
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(Tanner y Evans, 2014) dos mix de reactivos: el primero contiene todos los juegos
de cebadores y, el segundo, abarca la mayoria de los reactivos. En el cuadro 7 se

aprecia en corchetes los reactivos que se incluyeron en cada mix.

Para la estandarizacion de cada juego de cebadores, se realizaron varios
procedimientos con el fin lograr una hibridacion y amplificacion de la prueba. Estos
pasos, resumidos en la figura 11, fueron aplicados en orden independiente o en

combinacion de algunos.

\
\4

Figura 11. Esquema de procedimientos realizados en la estandarizacion de la

técnica.

La reaccion fue evaluada a 6 distintas temperaturas de alineamiento (60 a
65°C). Para confirmar la reaccion se utilizé un control positivo de una prueba de
LAMP para B. bovis previamente desarrollada en el laboratorio y como control
negativo una muestra sin DNA de Babesia bigemina.

Una vez obtenida una reaccion positiva, se procedio a la estandarizacion de la
técnica y a la evaluacion de los siguientes factores:

1. Concentracion de los cebadores: este aspecto se determin6 con base en los
reportes de literatura e investigaciones previas del laboratorio. Se hizo una
prueba de LAMP para evaluar la relacion de los cebadores internos con
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respecto a los externos a una relacion externos: internos de 1:2, 1:3, 1:4, 1.5
y 1:6.

2. Tiempo de incubacion: La reaccion fue probada a diferentes tiempos de
incubacion estableciendo, de acuerdo a la observacion visual y a los
resultados de la electroforesis del producto amplificado, el tiempo minimo
necesario para interpretar un resultado positivo. Los tiempos evaluados
fueron 15, 30, 45 y 60 minutos. Se utilizé un solo equipo para la reaccion y
en otro equipo, configurado a 80°C, se introdujeron las muestras una vez
terminado su tiempo de incubacion para inactivar la enzima.

3. Temperatura de incubacion: este aspecto fue evaluado con el fin de
establecer la temperatura adecuada para la reaccién. Asi pues, se realizo la
técnicaa 60, 61, 62, 63, 64 y 65°C. Para efectuarlo, se utilizé el termociclador
con un gradiente de temperatura.

4. Visualizacion por colorimetria: utilizando azul de hidroxinaftol, se realizdé una
comparacion de la visualizacion del producto amplificado a diferente
temperatura, concentraciéon y tiempo de incubacion y se estandarizaron las

condiciones necesarias para obtener la coloracion ideal.

En el cuadro 7, se presentan las concentraciones iniciales y finales utilizadas
una vez estandarizada la técnica, las cantidades usadas fueron seguidas de
acuerdo a investigaciones publicadas con anterioridad (Tanner y Evans, 2014;
Trangoni et al., 2015).

4.3 Determinacion de la especificidad y sensibilidad

La sensibilidad diagnostica de la técnica se determind realizando 12
reacciones a diferente concentracion de DNA blanco. Para evaluar esto, se partio
de una muestra de DNA extraida de un bovino infectado experimentalmente que
tenia el 2% de parasitemia y a partir de este, se realizaron diluciones seriadas en

agua libre de nucleasas hasta alcanzar una parasitemia aproximada de 10-°.

Para comparar la sensibilidad de la técnica con la sensibilidad de la PCR
anidada, que es la técnica de oro molecular para el diagnostico de Babesiosis por

B. bigemina, se tomaron como referencia los cebadores, procedimientos y
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programas reportados por la OIE (World Organisation for Animal Health, 2014) y por
Figueroa et al. (1993). Los cebadores utilizados se muestran en el cuadro 8. El
programa usado fue el siguiente: desnaturalizacion de DNA a 95°C por un minuto,
un minuto de alineamiento de cebadores a 65°C, 1.5 minutos de extension a 73°C

por un total de 35 ciclos, con una extension final de 15 minutos a 72°C.

Cuadro 7. Concentracion y volumen necesarios para la reaccion de LAMP.

Reactivo Concentracion Concentracion final
inicial

Primer F3 100 uM 02uM —
Primer B3 100 uM 0,2 uM
Primer FIP 100 pM 1,6 UM
Primer BIP 100 uM 1,6 uM
Primer FLP 100 uM 0,8 uM
Primer BLP 100 uM 0,8uM —
dNTPs 10mM 1,4mM —
Betaina 4 M 0,8 M
Buffer 10x 1x
MgSO, 100mM 6mM
Bst 8000 U/pl 8 U/l
polimerasa
HNB 3mM 120 M
DNA - -
Agua - csp* 25 ul
Los corchetes indican que los reactivos sefialados fueron mezclados
en una solucidn de trabajo
* Cantidad suficiente para

La visualizacion de la amplificacion se realizé mediante electroforesis en gel de
agarosa (100V) al 1,5% tefiidos con RedGel® y analizado mediante un

fotodocumentador (Bio-Rad®).

Por otra parte, para evaluar la especificidad de la prueba de LAMP, se realizé

la técnica con DNA gendémico de los organismos que pudiesen estar presentes en
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una muestra de DNA de B. bigemina o bien con DNA gendmico de fuentes de
contaminacion o reaccion cruzada. Los DNA utilizados fueron de: Babesia bovis,
Anaplasma marginale, Anaplasma phagocytophilum, Anaplasma centrale,
Trypanosoma theileri, bovino sano, humano, garrapata Rhipicephalus microplus y
Neospora caninum Las muestras de DNA de cada especie fueron verificadas

previamente con la técnica de PCR y PCR anidado.

Tipo Secuencia (5’-3’)

Externo sentido CAT-CTA-ATT-TCT-CTC-CAT-ACC-CCT-CC
Externo antisentido | CCT-CGG-CTT-CAA-CTC-TGA-TGC-CAA-AG
Interno sentido CGC-AAG-CCC-AGC-ACG-CCC-CGG-TGC
Externo antisentido | CCG-ACC-TGG-ATA-GGC-TGT-GTG-ATG

Cuadro 8. Secuencias de cebadores para el diagndstico de B. bigemina mediante
PCR anidada.

4.4 Evaluacién de la prueba de LAMP para la deteccién de cepas de B.

bigemina de distintas zonas geogréaficas.

Una vez estandarizada la técnica, esta se evalu6 para detectar cepas de diferentes
partes del mundo. El experimento se realizé con DNA de cepas de México: Chiapas,
Colima, Jalisco, Nayarit y Querétaro, que estaban disponibles en el laboratorio de
Inmunologia y Vacunas de la Universidad Autonoma de Querétaro; cepas de
Argentina: Sla, S2p y S3p proporcionadas por el laboratorio de hemoparasitos del
Instituto de Biotecnologia del Centro de Investigacion en Ciencias Veterinarias y
Agrondmicas del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) en Castelar
(Argentina) y, una cepa de Colombia perteneciente a un animal de campo infectado
naturalmente suministrada por el Dr. Efrain Benavides Ortiz del grupo de
investigacion en Epidemiologia y Salud Publica de la Universidad de La Salle,

Bogota (Colombia).
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RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Diseio de cebadores

Los oligonucledtidos fueron disefiados a partir de secuencias del gen ama-1 de
Babesia bigemina. Gracias al primer reporte hecho por (Torina et al., 2010), donde
demuestra el alto grado de similitud entre secuencias nucleotidicas (99,98%) del
gen ama-1 de B. bigemina, investigaciones posteriores han usado este gen como
blanco de diagnostico en estudios epidemiolégicos. Sivakumar et al. (2012)
desarrollaron una PCR anidada basada en el gen ama-1 para detectar B. bigemina
en bovinos en Mongolia debido a que las secuencias del gen son altamente
conservadas y demostraron que la técnica no amplificaba otro parasito en sangre
de bovinos sugiriendo alta especificidad de la prueba. También, en el 2015, Elsify
et al. (2015) desarrollaron un estudio epidemiol6gico en Egipto y demostraron,
ademas de la presencia del hemopardsito en las regiones estudiadas, un alto grado

de conservacion entre aislados del pais.

Aunque el genoma de otras especies de Babesia contienen secuencias de ama-
1 que son homoélogas entre si, ya se demostrd que existe cierto grado de diversidad
entre diferentes géneros apicomplexos (Tonukari, 2010). Por ejemplo, en B. microti
se caracterizo el gen y se determin6 un alto grado de conservacion dentro de la
especie y una diversidad caracteristica con otras especies de Babesia, incluyendo
B. bigemina (Moitra et al., 2015). Sin embargo, las herramientas diagndsticas
altamente especificas de especie son de suma importancia, especialmente cuando
existen infecciones con especies estrechamente relacionadas del parasito; las
técnicas que utilicen secuencias de ama-1 como blanco diagndstico, son una

excelente alternativa (Sivakumar et al., 2012a).

Con respecto al desarrollo de la técnica de LAMP para el diagnéstico de B.
bigemina, ninguna de las tres investigaciones reportadas previamente usaron a
ama-1 para el disefio de los cebadores de diagnostico (Iseki et al., 2007; Liu et al.,
2012; Yang et al., 2016). Por lo cual, el presente trabajo se posiciona como la
primera investigacion que utiliza esta regidn conservada para el diagnostico

molecular mediante LAMP de la babesiosis bovina ocasionada por B. bigemina.
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Se obtuvieron las secuencias nucleotidicas de 32 cepas pertenecientes a 7
paises alrededor del mundo. En la figura 12 se muestra la distribucién y el nimero
de cepas de cada pais. De las 6 cepas del continente americano, 2 pertenecen a
México, 1 a Brasil y 4 a Argentina; 1 cepa de Australia, pais de Oceania; del
continente europeo se reportan 8 cepas de Italia; 13 cepas del continente africano,
especificamente Sudafrica; y, finalmente 3 cepas de Turquia, pais intercontinental

de Asia y Europa.

Las secuencias del gen ama-1 obtenidas fueron utilizadas para seleccionar la
region mas conservada entre las cepas mediante un alineamiento multiple. Vale la
pena mencionar que, como se observa en el anexo 1, no todas las cepas de la base
de datos estdn completamente secuenciadas, por lo que solo se pudo comprobar
verdaderamente el grado de conservacion en una region del gen. La base de datos
GenBank es una de las principales bases de datos disponible en la web y abierta
para cualquier usuario (Baxevanis, 2001), la base de datos GenBank es una de las
principales bases de datos disponible en la web y abierta para cualquier usuario.
Esta base de datos se actualiza cada 24 horas con la informacién subida a otras
bases de datos en otros servidores en distintas partes del mundo, lo que facilita la
busqueda de secuencias reportadas. De 1788pb que contiene el gen, se analiz6
una regiéon de 674 pb. Muchas de las cepas reportadas no estdn completamente
secuenciadas y esto, aunado a los estrictos requerimientos para el disefio de
cebadores para LAMP, impidié usar la secuencia completa del gen como molde

para el disefio de cebadores.

El alineamiento multiple de todas las cepas se muestra en el anexo 1. Este
alineamiento permitié analizar lo siguiente: de las 32 cepas, 18 son secuencias
completas del gen y las demas son secuencias parciales. La region completamente
secuenciada del gen es de 674pb en todas las cepas con una homologia del
94.22%. En esta secuencia parcial existen 39 mutaciones puntuales (5,78%).
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Figura 12. Distribucién mundial de las cepas de B. bigemina utilizadas para el disefio

de los iniciadores.

La secuencia consenso seleccionada para el diseiio de cebadores fue la que
presentaba un porcentaje de similitud mas alto y que estaba secuenciada en todas
las cepas. Esta region tiene un tamafio de 262 pb y solo presenta diferencia en 4pb.

Comprende del nucledtido 500 al 761.

A continuacion, en la figura 13, se muestra la secuencia, los nucleotidos de
colores indican que son bases que se diferencian entre cepas, esta secuencia
pertenece a la cepa Chiapas, la cual fue usada de referencia para la estandarizacion
de la técnica. La primera base, adenina (A), es diferente en solo dos cepas, la cepa
SP3 de Argentina y la cepa australiana, las cuales poseen una guanina (G) en su
lugar. La segunda base (A) solo cambia en una cepa de corrientes (Argentina) y al
igual que la anterior, en su lugar presenta una G. La tercera base, timina (T), es
especialmente diferente Unicamente en la cepa Chiapas, las otras 17 cepas
conservan en su lugar la base C (Citosina). Finalmente, la cuarta base (G), solo

difiere en la cepa australiana que en su lugar tiene una T.
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GAGCTTCGGCAGGTGCTCTTACAAACGCAGGCAACATCCACGGTAATTTGTCGCCAGTATCAG
CCGCCGACCTCCGTAAGTGGGGTTACAAGGGAAACGCCGTTACTAACTGCGCCGAATACGCC
AGCAACATCGTGCCCGGTTCCGACCAGAGGACCAAGTACAGGTACCCCTTCGTCTATGATGGA
AAGGAGGAGATGTGTTACATCCTGTACTCGCCGATGCAGTACAACCAGGGAACCAGGTACTGT
GACGAGGACGG

Figura 13. Secuencia concenso utlizada en el disefio de iniciadores donde se
aprecia con colores rojo, verde, azul y morado las mutaciones puntuales en algunas
de las cepas.

Al alinear estas secuencias con otras conocidas, se puede evidenciar
variaciones en docenas a cientos de pares de bases que eventualmente puede
generar un efecto funcional sobre la biologia del organismo. Estas tecnologias,
aplicadas de diferentes formas o en diferentes tiempos, pueden ser la causa de los
cambios en los genes secuenciados, pues las nuevas tecnologias y los algoritmos
han cambiado significativamente el campo de manera imprevisible (Dolled-Filhart et
al., 2013).

Por otro lado, también debe tenerse en cuenta que es posible que haya cierto
grado de polimorfismo en la secuencia del gen, pues en el 2015, (Moitra et al. (2015)
estudiaron seis aislados de pacientes humanos infectados con B. microti y
demostraron que existe un grado de polimorfismo entre estos, sin embargo, no
encontraron efectos significativos sobre la secuencia de aminoacidos. Por el
contrario, en Plasmodium falciparum, un organismo relacionado con B. bigemina se
ha identificado un polimorfismo caracteristico de ciertas regiones del gen y lo
atribuyen a mecanismos ocasionados por la seleccion natural (Escalante et al.,
2001). Pese a esto, no existen estudios en babesiosis bovina que determinen este
aspecto donde incluyan diferentes cepas de los parasitos. Lo que si estd bien
reportado es que el gen y la proteina estan muy conservadas tanto en B. bigemina

como en B. bovis (Salama et al., 2013; Torina et al., 2016).

En la figura 14 se muestra el alineamiento de la regién consenso. La secuencia
tiene entre el 99%-100% de similitud entre las cepas y va del nucleétido 500 al 761

en la secuencia completa del gen ama-1.

Para el disefio de cebadores se requirié del uso de dos programas informaticos

y de varios disefios que se discuten a continuacion:
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Sobre la secuencia consenso seleccionada y producto de las experiencias
previas en el laboratorio, se realizé un primer disefio de cebadores de forma manual
que lograran cumplir con los requerimientos de cebadores para LAMP. El programa
utilizado para verificar cada parametro inicialmente fue Oligoanalyzer (Integrated
DNA Technologies). De este disefio, y después de haber evaluado diferentes
aspectos correspondientes a la estandarizacion que se resumen y enlistan en la
figura 11 (Ver en Metodologia), no se obtuvo ningan producto amplificado. Por este
motivo, se disefid nuevamente otro juego de cebadores y se probaron con diferentes
parametros de los cuales tampoco se obtuvo resultado alguno. En total se disefiaron
3 juegos de cebadores de forma manual, con Oligoanalyzer y 2 juegos con el
programa PrimerExplorer, el cual selecciona automéaticamente los cebadores que
cumplen en su mayoria, las caracteristicas requeridas. Las particularidades y la
comparacién de cada disefio, excepto los usados para la totalidad de los
experimentos o los que funcionaron de forma Optima se presentan en el cuadro 8.
Una vez verificados todos los requerimientos, se asegurdé que cada secuencia
seleccionada como cebador cumpliera con el 100% de identidad con todas las
cepas de B. bigemina. Es importante recalcar que ninguna de las secuencias
presenta identidad, segun los programas bioinforméaticos, a secuencias de B. bovis
u otros organismos relacionados. Posterior al disefio, se enviaron a sintetizar y se
realizd, como se menciona en la metodologia, una prueba de PCR para evaluar la

correcta hibridacion de cebadores internos y externos.
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Lapas GAGCTTOGGCAGGTGCTCTTACAAACGCAGGCARCATCCACGGTART T TETCGCCAGTAT CAGCCGOCGACCTCCOTANGTGGGGT TACARGGGAARCGCCGT TAC TAACTGCGCCGART ACGCCAGCANS
Australian GAGCTTCGGCAGGTGCTCT TACARACGCASGCAGCATCCACGETART T TGTCGCCAGTAT CAGCCBCCGACC TCCGTARG TOGGGT TACRAGGGARNCGCOGT TAC TARC TGCGCLGART ACGCCAGCARE
sP3 GAGCTTCGGCAGGTECTCT TACARACGCAGGCAGCATCCACGETART TTGTCGCCAGTAT CAGCCACCGACC TCCATANG TGGGGT TACRAGGGARACGCCGT TAC TARCTGCGCLGART ACGCCAGCAAC
Ir2 GAGCTTOGGCRGGTGCTCTTACAAACGCAGGCARCATCCACGGTRRT TTGTCGCCAGTAT CAGCCGECEACCTCCOTARGTGGGGT TACARGGGAARCGCCGT TAC TARCTGCGCCGAAT ACGCCAGCANS
pais | GAGCTTOGECRGETECTCTTACARACGCAGECARCAT CCACGETARTTTGT CGCCAGTAT CAGCCGLCGACC T CCGTARG T GGGGT TACARGGGARAACGCCGT TACTARCTGCGCCGAAT ACGCCAGCAAC
ITASCT GAGCTTCGGCAGGTGCTCT TACANACGCAGGCARCATCCACGETART T TGTCGCCAGTAT CAGCCGECGACCTCCGTARGTGGGGT TACAAGGGARACGCCGT TACTARCTGCGCCGAAT ACGCCAGCAAC
ITA7RA GAGCTTCGGCAGGTECTCTTACARACGCARGCARCATCCACGETRRT TTGTCGCCAGTAT CAGCCGECGACC TCCGTARG TG6GGT TACARGGGAARCGCCGT TAC TARCTGCGCCGART ACGCCAGCARS
ITA6FA GRAGCTTOGECAGGTGCTCTTACARACGCAGGCARCATCCACGGTARTTTGTCGCCAGTAT CAGCCGCCEACCTCCATARGTGGGGT TACARGGGARACGCCGT TAC TARCTGCGCLGART ACGCCAGCAAC
ITASRG GAGCTTOGGCAGGTGCTCTTACAAACGCAGGCARCATCCACGGTART T TG T CGCCAGTAT CAGCCGECGACC T COBTARGTGRGGT TACAAGGGARRCGCCGT TAC TARCTGCGCCGAAT ACGCCAGCAAC
ITALEG GRAGCTTOGECAGETECTCT TACAAACGCAGECARCATCCACGETART TTGT CGCCAGTAT CAGCCGCCGACCTCCOTARGTG0GGT TACARGGGARRCGCOGT TAC TARCTGCGCCGART ACGCCAGCAAC
Turkey GAGCTTCGGCAGGTECTCT TACAAACGCAGGCARCATCCACGETART T TGTCGCCAGTAT CAGCCGEORACC TCCGTARGTGGGGT TACARGGGARACGCOGT TACTARCTGCGCCGART ACGCCAGCAAC
Rio GAGCTTOGGCAGGTGCTCT TACAARCGCASGCARCATCCACGETRRT T TGTCGCCAGTAT CAGCCGECGACC TCCGTARGTG6GGT TACARGGGAANCGCCGT TAC TARCTGCGCCGART ACGCCAGCAAC
Mexico GAGCTTCGECAGGTCCTCTTACARACGCAGGCARCATCCACGGTARTTTGT CGCCAGTAT CAGCCGCCGACCT CCGTARG TGGGGT TACARGGGAAACGCCG T TACTAACTGCGCCGART ACGCCAGCA
MiX GAGCTTOGGECAGGETCCTCTTACAARCGCAGECARCATCCACGETARTTTETCGCCAGTAT CAGCCGLCGACC TCCGTARG TGGGGT TACANGGGAAACGOCGT TACTAACTGCGCCGAAT ACGCCAGCAAC
M1p GAGCTTOGGCAGGTECTCT TACAAACGCAGECARCATCCACGGTART TTGTCGCCAGTAT CAGCCGOCGACCTCCOTARGTGGGGT TACARGGGARACGCCGT TAC TARCTGCGCCGAAT ACGCCAGCAAC
ITA3 GAGCTTOGGCAGGTGCTCT TACANACGCAGGCARCATCCACGETARTT TGTCGCCAGTAT CAGCCGCORACC TCOGTARGTOOGGT TACARGGGARACGCCGT TACTARCTGCGCCGART ACGCCAGCARC
ITA2 GAGCTTOGGCAGETGCTCTTACANACGCASGCARCATCCACGETART TTGTCGCCAGTAT CAGCCGCCGACC TCCBTARG TGGGGT TACARGGGAARCGCOGT TAC TARC TGCGCCGAAT ACGCCAGCAAC
ITAl GAGCTTCGECAGGTGCTCTTACAAACGCAGGCARCATCCACGETART T TGTCGCCAGTAT CAGCCGE0GACCTCCGTARGTGGGGT TACAAGGGAAACGCOGT TACTARCTGCGCCGART ACGCCAGCARC
BbiNK-C4 GAGCTTOGGCAGGTGCTCTTACAARCGCAGGCARCATCCACGGTART T TGTCGCCAGTAT CAGCCGCCGACCTCCGTARGTGGGGT TACAAGGGAAACGCOGT TACTARCTGCGCCGART ACGCCAGCARC
GP-C19 GAGCTTOGGCAGETECTCT TACAARCGCAGECARCATCCACGETART TTGTCGCCAGTAT CAGCCGECGACCTCOGTARGTOGGGT TACAAGGGARACGCCGT TACTAACTGCGCCGART ACGCCAGCARC
BbiGE-C? GAGCTTOGGCAGGTECTCT TACANNCGCAGGCARCATCCACGE TART T TGTCGCCAGTAT CAGCCGCCGACCTCOBTARGTGGGGT TACARGGGAAACGCCGT TACTARCTGCGCCGART ACGCCAGCARC
Ge-C1 GAGCTTOGGCAGGTGCTCT TACAAACGCASGCARCATCCACGGTART TTGTCGCCAGTAT CAGCCGCCGACC TCCOTARGT GGG T TACARGGGAARCGCOGT TACTARCTGCGCCGAAT ACGCCAGCAAC
F3-139 GAGCTTOGECAGGTGCTCT TACAAACGCAGGCARCATCCACGGTART T TGTCGCCAGTAT CAGCCGOCGACC TCCOTARGTGGGGT TACARGGGARACGCOGT TAC TAACTGCGCCGAAT ACGCCAGCAAC
FS-146 GRAGCTTOGSCAGETGCTCTTACAAACGCAGGCARCATCCACGE TART T TG TCGCCAGTAT CAGCCGCCGACCTCOBTARG TGRGGT TACARGGGAARCGCCST TACTARCTGCGCCGAAT ACGCCABCAAL
WC-10284 GAGCTTOGGCAGGTGCTCT TACAANCGCAGECARCATCCACGETART TTGTCGCCAGTAT CAGCCGE0GACCTCCETARGTGGGGT TACARGGGARACGCCGT TACTAACTGCGCCGART ACGCCAGCARC
WC-851 GAGCTTCGGCAGGTGCTCT TACANNCGCAGGCARCATCCACGG TART T TGTCGCCAGTAT CAGCCGCOGACCTCOBTARGTGGGGT TACARGGGARACGCOGT TACTARCTGCGCCGART ACGCCAGCARC
MP-C12 GAGCTTOGGCAGGTGCTCT TACAANCGCASGCARCATCCACGETART T TGTCGCCAGTAT CAGCCGCCGACCTCCGTARGTGGGGT TACARGGGARACGCOGT TACTARCTGCGCCGART ACGCCAGCARC
MP-C11 GAGCTTCGGCAGGTGCTCTIACAAACGCAGGCARCATCCACGE TART T TGTCGCCAGTAT CAGCCRCORACCTCOGTARGTGRGGT TACRAGGRARRCGCOGT TACTARCTGCGCCGART ACGCCAGCARL
Mp-C1 GAGCTTOGGECAGGTGCTCT TACAAACGCAGGCARCAT CCACGETART T TG T CGCCAGTAT CAGCCGCCGACCTCCBTARG TGGGGT TACAAGGGAAACGCCGT TACTARCTGCGCCGART ACGCCAGCAAL
DIVA GAGCTTOGGCAGGTGCTCT TACANACGCAGGCARCATCCACGGTART TTGTCGCCAGTAT CAGCCGOCGACCTCOGTAAGTGGGGT TACAAGGGARACGCCGT TACTAACTGCGCCGAAT ACGCCAGCAAC
KZN-C24 GAGCTTCGGCAGGTGCTCT TACANACGCAGGLARCATCCACGG TART T TGTCGCCAGTAT CAGCCGCORACCTCOGTARGTGGRGT TACARGGGARRCECCGT TACTARCTGCGCCGART ROGCCAGCARS
Corrientes GAGCTTOGGCAGGTGCTCT TACARNCGCABGCARCATCCACGETART T TGTCGCCAGTAT CAGCCGCCGACCTCOGTARGTGGGGT TACARGGGARACGCOGT TGCTARCTGCGCCGART ACGCCAGCARC
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1apas ATCGTGCCCGGT I CGACCAGAGGACCARGTACAGGTACCCCTICG I T ATGAT CoARAGGAGEAGATCTGT TACATCCIGTACTCGCCEATGCAGTACARACCAGGGAA CCAGSTACTGTGACGAGGALES
Australian ATCGTGCCCGETTCOGACCAGA AGTACAGGTACCCCTICGTCT ACGATGRARRGGAGGAGATGTGT TACATCCTGTACTCTCCGATGCAGTACARCCAGGGAA CCAGETACTGTGACGAGGRCGES
SE3 ATCGTGCCCGETTCCGACCAGAGGACCARG TACAGGTACCOCT TCGTCT ACGAT CEARAGBAGEAGATGTGT TACAT CCTGTACTCGCCEATGCAGTACARCCAGGGAR CCAGSTACTGTGACGAGGRCGE
1z ATCGTGCCCGETTCCGACCAGAGGACCARGTACAGGTACCCCTTCGTCT ACGAT GRARAGGAGGRGATGIGT TACAT CCTGTACTOGCCAATGCAGTACAACCAGGGAR CCAGGTACTGTGACGAGGROGE
mi ATCETGCCCGETTCOGACCAGAGGACCARGTACAGGTACCCCTTCGTCT RCGATCEARRGGAGEAGAT GG TACATCCTGTACTCGCCAATGCAGTACARCCAGGGAR CCAGGTACTGTGACGAGGACSS
ITAsCT ATCGTGCCCGGTTCCGACCAGAGGACCARGTACAGG TACCOCT TCGTCT ACGATGRARAGGAGERGATGIGT TACAT CCTGTACTOGCCAATGCAGTACARCCAGGGAR CCAGSTAC TG TGACGAGGACES
ITATER ATCGETGCCCGET TCCGACCAGAGGACCANG TACAGG TACCC T TCGTCT ACGAT GOARRGGAGGAGAT G T 6T TACATCCTGTACTCGCCOAT GCAGTACARCCAGGGAR CCAGG TAC TG TGACGAGGACES
LTAGFA ATCGTGCCCGETTCOGACCAGAGEACCARGTACAGGTACCOCTTCGTCT ACGAT CRARAGGAGGRGATGTGT TACAT CCTGTACTCGCCEATGCAGTACAACCAGGGAR CCAGSTACTGTGACGAGGACGE
ITASRE ATCGTGCCCGET TCCGACCAGAGGACCARNG TACAGGTACOOC T TCGTCT ACGAT GRARRGGAGGAGAT GIGT TACATCCTGTACTCRCCAATGCAGTACARCCAGGGAR CCAGE TAC TG TGACGAGGACES
ITA4EG ATCGTGCCCGETTCOGACCAGAGGACCARGTACAGGTACCOCTICGTCT ACGAT CEARRGEAGEAGAT GTGT TACATCCTGTACTCGCCEATGCAGTACAACCAGGGAR CCAGS TACTGTGACGAGGACSES
Turkey ATCGTGCCCGGT TCCGACCAGAGGACCANGTACAGG TACOOCT TCGTCT ACGATGRARRGGAGEAGATCTGT TACATCCTGTACTCGCCGATGCAGTACAACCAGGGAR CCAGS TAC TG TGACGAGGACSS
Rio ATCETGCCCEETTCOGACCAGAGEACCARNG TACAGGTACCOCTTCGTCT ACGAT GRARAGGAGGAGATGTGT TACATCCTGTACTCGCCAATGCAGTACARCCAGGGAR CCAGS TAC TG TGACGAGGACES
Hexico ATCGTGCCCGETTCCGACCAGAGEACCAASTACAGGTACCOCT ICGTCT ACGATGRARAGGAGGAGATGTGT TACATCCTGTACTCGCCAATGCAGTACAACCAGGGAR CCAGGTAC TG TRACGAGEACSS
ATCGTGCCCGETTCOGACCAGAGGACCARGTACAGGTACCCCTTCGTCT ACGATCRAAAGGAGGAGATGIGT TACATCCTGTACTCGCCAATGCAGTACAACCAGGGARCCAGG TACTGTGACGAGGACSS

P ATCETGCCCGET TCOGACCAGAGGACCARGTACAGGTACOOCTICGTCT ACGATGEARRGGAGGAGATGTGT TACATCC TG TACTCGCCAATGCAGTACAACCAGGGAR CCAGSTACTGTGACGAGGACSS
ITA3 ATCGTGCCCEETTCCGACCAGAGGACCARGTACAGGTACCCCTTCGTCT ACGATGRARAGGAGGRGATGTGT TACATCCTGTACTCGCCARTGCAGTACAACCAGGGARCCAGG TAC TG TGACGAGGACES
IThz ATCGTGCCCGETTCOGACCAGAGEACCARGTACAGGTACCCCTTCGTCT ACGATGRAAAGGAGGAGATGTGT TACATCCTGTACTCGCCAATGCAGTACAACCAGGGAR CCAGS TAC TG TGACGAGGACES
;!.)"llﬁl P RTCGIGCCCEETTCCGACCAGAGEACCARG TACAGETACCOCTTCGTCT ACGAT GEARAGEAGGAGATGTGT TACATCCTGTACTCOCCEATGCAGTACARCCAGGGAR CCAGSTACTGTGACGAGGACES

Al ATCGTGCCCGETTCOGACCAGAGRACCARGTACAGGTACCOCTTCGTCT ACGATGGARAGGAGEAGATGTGT TACATCCTGTACTCACCAATGCAGTACAACCAGGEARCCAGG TACTGTGACGAGGACSS
GP-C13 ATCGTGCCCGETTCCRACCAGRGEACCARGTACAGETACCCCTTCGTCT ACGATGEARAGGAGGAGATGTGT TACATCCTGTACTCGCCAATGCAGTACARCCAGGGAR CCAGS TAC TG TGACGAGGACSS
g;igll"ﬂ ATCGTGCCCGETTCCRACCAGAGGACCARGTACAGGTACCOCTTCGTCT ACGATCGARAGGAGGAGATGTGT TACATCCTGTACTCACCORTGCAGTACAACCAGGEAA CCAGG TAC TG TGACGAGGACGG

= ATCGTGCCCGETTCOGACCAGRAGEACCARGTACAGETACCOCTTCGTCT ACGATGRARAGGAGGAGATGTGT TACRT CCTGTACTCGCCEATGCASTACAACCAGGGAR CCAGG TAC TG TGACGAGGACSS
!!‘g- ::z AT CGTGCCCEATTICCaACCAGAGEACCAASTACAGGTACCECTICGICT AEGA:mmmrsraznmgcisxm‘csscmsnf‘:masse»cum.\cms.\cmcoc

- C: C T TCT ACGATGGARAGGAGGAGATS CCT 5 T G GG TACTGTGACGAGGACS!
i e e
WC-851 ATCGTGCCCEETTCCRACCAGAGEACCARGTACAGGTACCOCTTCGTCT ACGATGGARAGGAGGAGATGTGT TACATCCTGTACTCGCCOATGEAGTACAACCAGGGAA CCAGG TACTGTGACGAGGACGS
He-C12 ATCGTGCCCGETTCOGACCAGAGGACCARGTACAGETACCCCTTCGTCT ACGAT GOARAGGAGGAGATGTGT TACATCCTGTACTOGCCOATGCAG TACAACCAGGGAA CCAGG TAC TG TGACGAGGACGS
Hp-Cl1 ATCGTGCCCGETTCOGACCAGRGEACCARSTACAGGTACCCCTTCGTCT ACGATGOARAGGAGGAGATGTGT TACATCC TG TACTCGCCAATGCAGTACAACCAGGGAA CCAGGTACTGTGACGAGGACSE
He=Cl ATCGTGCCCGETTCCGACCAGRAGEACCARGTACAGGTACCOCTTCGICT ACGATCOAAAGGAGGAGATGTGT TACATCCTGTACTCGCCAATGCAGTACAACCAGGGAA CCAGGTACTGTGACGAGGACGS
DIVA_ ATCGTGCCCRET TOCGACCAGAGGACCARGTACAGGTACCCCTICGTCT ACGAT GOARRGGAGGAGATG 6T TACATCC TG TACTCGCCOATGEAGTACAACCAGGGAA CCAGG TAC TG TGACGAGGACSS
gi';;::t“ ATCGTGCCCGGTTCCRACCAGAGGACCARGTACAGGTACCCCTICGTCT ACGAT GGAAAGGAGGAGATGTGT TACATCCIGTACTCOCCOATGCAGTACAACCAGGGAA CCAGGTACTGTGACGAGGACGE

ATCGIGCCCEGTTCOGACCAGAGEACCARGTACAGETACCOCTICGTCT ACGAT GRARAGGAGGAGAT TG T TACAT CCTGTACTCOCCOAT GCAGTACAACCAGGGAA CCAGGTACTGTGACGAGGACES

PR T Sebas wans FERRRRRIIRRERANR AR,

Figura 14. Alineamiento multiple de la secuencia consenso. Asteriscos (*): no existe
diferencia en el alineamiento Espacios en blanco: variacién de la secuencia en
alguna de las cepas. Letras de colores: nucleétidos que varian en una o dos cepas

Como lo mencionan Tomita et al. (2008), un apropiado disefio de cebadores es

un aspecto clave en la amplificacion génica mediante LAMP. Pese a que los

cebadores pueden ser elaborados manualmente, es recomendado el uso del

software creado para el disefio de cebadores exclusivos para la técnica debido a

que el programa tiene en cuenta las caracteristicas especificas de los cebadores

como el tamafio del amplicon, la cantidad de adeninas y timinas en los extremos de

los cebadores internos, temperatura de fusién diferente entre los cebadores,

distancia entre cada uno, entre otros.
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Los cebadores seleccionados después del analisis in silico y mostrados en el
cuadro 9, fueron enviados a sintetizar en diferentes tiempos a la unidad de sintesis
del IBT de la UNAM (juego 1 abril de 2016 y juego 4 septiembre de 2016).
Exceptuando el juego 4, todos los cebadores fueron sometidos a diversas pruebas
para lograr una amplificacién (figura 11), sin embargo, no se obtuvo amplificacion
evidente por electroforesis o cambio de coloracion. En la figura 15 se observa una
imagen tipica y compartida en todas las pruebas realizadas sin éxito. El control
positivo demuestra el barrido esperado, los carriles 2 al 7 pertenecen a la evaluacion
de las diferentes temperaturas. Como se puede apreciar, hay una sefial fuerte en la
parte inferior de la imagen que pertenece a los p cebadores, los cuales no estan
siendo usados o posiblemente estan hibridando entre si; en la parte de arriba se
aprecia de color blanco lo que parece ser una banda y que se atribuye al DNA
blanco. Ese mismo patrén fue observado multiples veces en cada prueba realizada

de la cual no se obtuvo amplificacion.

En acuerdo con la afirmacién de Tomita (2008), deben sintetizarse los
cebadores buscando un funcionamiento éptimo, ya que una base puede hacer la
diferencia en el rendimiento de los mismos. El poco éxito obtenido inicialmente con
los primeros juegos de cebadores puede deberse en si a un disefio que, aunque
fuese apropiado, no cumplia con los requerimientos para llevar a cabo la

amplificacion.
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Cuadro 9. Secuencias y caracteristicas de cuatro juegos de cebadores disefiados inicialmente.

Caracteristica| Primer Juego 1 Juego 2* Juego 3 Juego 43
TCTGGCGTTCCCCGAGACT/|CAACATCGTGCCCGGTTC/|GAGCTTCGGCAGGTGCTCTTAC/|GAGCTTCGGCAGGTGCTCTTAC/
Secuencia GCATCGGCGAGTACAGGAT |[GTAGTACAGGTGCGCATC |[CGTCCTCGTCACAGTACCTGGT |CCT
GTAAC G TC GGTTCCCTGGTTGTACTGCATC
Primers Tamafio 19/28 18/19 22/24 22/25
externos GC (%)* F3/B3 63.2/50 61.1/57.9 59.1/58.3 59.1/56
Tm (°C)~ 61/59.6 56.9/55.7 60.1/60.8 60.1/61.4
Horquillas (AG) -1.2/-2.51 -0.43/0.74 -2.12/-1.07 -2.12/-0.44
aog;"d'meros 3.91/6.35 -9.75/-13.8 -6.34/-4.41 -6.34/-7.05
GCTTCGGCAGGTGCTCTTA |GACCAAGTACAGGTACCC |CACGGTAATTTGTCGCCAGTAT |CACGGTAATTTGTCGCCAGTAT
FIP (F2/F1c) |CATCGGCGGCTGATACTGG|CT/TGCATCGGCGAGTACA [CA CAGC/GCTGGCGTATTCGGCGC
Secuencia CGACA GGATG T GC/GCTGGCGTATTCGGCGCAG |AGTTAGTAAC
CCGTAAGTGGGGTTACAAG |GTGACGAGGACGGATCAG |GGTTCCGACCAGAGGACCAAGT |TTCCGACCAGAGGACCAAGTAC
BIP (B1c/B2) |GGAAACGCC/TTGGTCCTCT |CG/GCCTCGCTTTTGTACG|[ACAGGTAC/CCTGGTTGTACTGC |AGGTAC/GTACAGGATGTAACAC
GGTCGGAACC GTT ATCGGCGA ATCTCCTCCTTTCC
Tamafio FIP (F2/F1c) |21/22 20/22 26/27 26/27
Primers BIP (B1c/B2) |28/20 20/19 30/22 28/30
internos GC (%)" FIP (F2/F1c) [57.1/63.6 55/54.5 50/55.6 50/55.6
BIP (B1c/B2) [57.1/60 65/52.6 56.7/59.1 53.6/46.7
Tm (°C)~ FIP (F2/F1c) |59.9/65.2 55.8/60.7 59.8/63.2 59.8/63.2
BIP (B1c/B2) (64.4/59.1 60.2/55.9 61.7/60.8 62.5/59.7
Horquillas (AG) FIP (F2/F1c) [-1.1/-3.08 -0.73/-1.36 -0.01/-3.47 -0.01/-3.47
BIP (B1c/B2) |-2.17/-0.96 -1.41/-0.06 -2.07/-0.43 -0.73/-2.51
Homodimeros |FIP (F2/F1c) ([-5.09/-5.19 -9.78/-7.05 -5.36/-9.89 -5.36/-9.89
(AG) BIP (B1c/B2) (-4.95/-4.64 -4.62/-3.65 -4.62/-7.05 -4.64/-6.35
* Primers disefiados con PrimerExplorer pero los valores corresponden a los arrojados por Oligoanalyzer
o A este juego se le disefié primers Loop
2 A este juego se le disefié un primer Loop Forw ard
A Valor de referencia: 40-60%
~ Valor de referencia: 59-61°C para F2, F3. B2 y B3; 62-66°C para F1c y Blc
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A concentraciones iniciales (ver en metodologia) el juego de cebadores 4
genero una amplificacion a 61°C. En el carril 3 de la Figura 16, se observa el barrido
caracteristico de la técnica y que corresponde a la evaluacién de la reaccion a 61°C,
mientras que en el carril 9 corresponde al control positivo de B. bovis. No se obtuvo

amplificacion a otras temperaturas.
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Carril: M) marcador de talla molecular en pares de bases (pb); 1) control negativo 63°C; 2) 60°C; 3) 61°C; 4) 62°C; 5) 63°C; 6) 64°C;
7) 65°C; 8) Control positivo de B. bovis a 63°C.

Figura 15. Imagen caracteristica de las pruebas realizadas con diferentes juegos de
cebadores y bajo diversas condiciones de amplificacion.

A pesar de que, como se observa en el cuadro 8, para este juego se disefié un
cebador Loop forward, las pruebas iniciales se realizaron sin este con el objetivo de
que, posterior a la estandarizacion, se evaluara el efecto sobre la reaccion y la

técnica funcionara con el minimo de costos posible.

Cuando se establecio la temperatura adecuada para la reaccion, se procedio a
realizar los ensayos de sensibilidad y especificidad. No obstante, por errores
técnicos, los controles negativos comenzaron a dar resultados positivos lo cual
dificultd y retraso el experimento. Se hicieron los siguientes ajustes: el cambio de
reactivos, cambio de stock de cebadores, inclusion de cebador Loop para aumentar
la especificidad, entre otros. Sin embargo, las pruebas continuaron arrojando
resultados de contaminacion. Por tal motivo, se tomé la decision de sintetizar un

nuevo stock de cebadores que serian usados para continuar los ensayos en el
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Centro de Investigacion en Ciencias Veterinarias y Agronémicas del Instituto de

Tecnologia Agropecuaria INTA (Castelar, Buenos Aires, Argentina).

M 1 2 3 4 S 6 i 8
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Carril: M) marcador de talla molecular en pares de bases (pb); 1) control negativo 63°C; 2) 60°C; 3) 61°C; 4)
62°C; 5) 63°C; 6) 64°C; 7) 65°C; 8) Control positivo de B. bovis a 63°C.

Figura 16. Reaccion de LAMP con el juego de cebadores 4 para el diagndstico de
B. bigemina.

Estos cebadores, mostraron inicialmente un resultado 6ptimo, pero cuando se
realizaba el mix de cebadores (ver en metodologia), dejaban de funcionar e
impedian la amplificacién. Pensando en esto y con la colaboracién del laboratorio
de Brucella, Campylobacter y Microbiota del Instituto de Biotecnologia en Buenos
Aires, se disefid un quinto juego de cebadores con el programa PrimerExplorer. La
sintesis presento diferencias con los otros juegos sintetizados, en el cuadro 10 se
enlistan algunas. Ademas de utilizar el programa, la presentacion de los cebadores
cambio, pues los primeros juegos venian resuspendidos y el juego numero 5 (el
utilizado en toda la investigacion) fueron liofilizados, ademas, los cebadores internos

del ultimo juego fueron purificados para eliminar impurezas o bases sobrantes.

En acuerdo con lo mencionado por algunos autores (Tanner y Evans, 2014), la
técnica de LAMP es propensa a presentar amplificaciones inespecificas debido a la
cantidad y niamero de cebadores, asi que debe prestarse especial atencion en evitar
efectos en los cebadores como la formacién de dimeros, lo que pudo haber sido el
caso del juego de cebadores 4 disefiados. Es por esto que, como lo mencionan los
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autores, el uso de programas como PrimerExplorer es recomendable, ya que se

evitan automaticamente las secuencias problema.

El riesgo de resultados contaminados con la técnica ya esté bien documentado.
(Tomita et al.,, 2008; Tanner y Evans, 2014) afirman que, debido a la extrema
sensibilidad de LAMP y al alto nivel de amplificacion, existe riesgo de contaminacion
con los productos amplificados, especialmente cuando el tubo es operado
manualmente abriéndolo y cerrandolo para andlisis post-reaccién. Para evitar este
suceso, la preparacion de reactivos y muestras deben ser realizadas en un lugar
limpio y diferente y con distinto material que se usara para la manipulacién del tubo
una vez terminada la reaccion. Lamentablemente, estos aspectos no fueron tenidos
en cuenta inicialmente, pues en el mismo lugar se preparaban las muestras y se
realizaba la electroforesis, esto implicé la apertura y cierre de los tubos y ocasion6

los resultados contaminados observados en la investigacion.

Cuadro 10. Diferencias en la sintesis de los cebadores.

Factor Juegos 1-4 Juego 5

Sintesis Instituto de T4 Oligo
Biotecnologia.
Universidad Nacional
Auténoma de México

Presentacion Resuspendidos en agua  Liofilizados
milli-Q estéril
Escala se sintesis 100nM 100nM
Purificacion No Si DST y para FIP y BIP
HPLC
Concentracion Difiere entre cebadores 100uM una vez

resuspendidos.
DST: Desalado y purificado por filtracion en gel
HPLC: Cromatografia de liquidos de alta resolucién

Segun Tanner y Evans (2014) y Tomita et al. (2008), aunque la purificacion de
cebadores no es un requerimiento estricto, si es un paso recomendado para

aumentar la especificidad y reproducibilidad de la prueba. La recomendacion indica
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que la purificacion debe realizarse por HPLC o purificacion en gel de principalmente
los cebadores internos.

Debido a los 6ptimos resultados de este ultimo disefio sintetizado, estos fueron
utilizados para la totalidad de los experimentos.

Las caracteristicas de los cebadores se muestran en el cuadro 11. Para este
juego se utilizaron los cebadores Loop y se utiliz6 como stock de trabajo una
solucion que contiene todos los cebadores a una concentracion de 100um (ver en

metodologia).

Cuadro 11. Caracteristicas especificas de los cebadores.

Cebador F3 |E2 |Fic |Bic |B2 |B3 |FLP [BLP

Tamano (# de 20 19 20 |22 |20 |20 P1 |17

bases)

GC (%) 50 |53 |65 |55 |55 |55 [b2 |65

Tm (°C) 504 602 [653|64.1|604 |60 [61.3 [60.4

Hairpin (AG) 5’/3, -4.46/- -5.09/- -6.35/- -4.95/- -4.13/- -5.58/- -7.03/- -5.41/-
5.19 6.25 6.63 7.42 6.19 5.53 4.91 7.53

GC: Contenido de guaninas y citosinas en porcentaje
TM: Temperatura de fusion
Hairpin: Formacion de horquillas

Las secuencias iniciadoras amplifican un fragmento de 204 pares de bases.
La figura 17 esquematiza la distancia en niumero de bases entre los fragmentos. En
letras color rojo se indica el tamafio del fragmento en pares de bases. Los rangos

numericos en letras color negro corresponden a los requerimientos establecidos.
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Las lineas color azul corresponden a la doble cadena de DNA

Los rectangulos de colores demuestran la ubicacion de cada primer en la doble cadena

Los nimeros en color negro corresponden al rango de distancia en nimero de nucleétidos permitida entre cada region

Los nimeros de color rojo corresponden a la distancia en nimero de nucledtidos que existe entre las secuencias disefiadas.

Figura 17. Ubicacion de los cebadores en la doble cadena de DNA vy distancia en
namero de bases entre cada una

Como fue mencionado en la revision bibliogréfica, los cebadores loop son
usados para acelerar la reaccion, ademas, como lo menciona (Dhama et al., 2014)
estos cebadores facilitan la reaccion y agrega grandes cantidades de DNA en corto

tiempo.

Con la amplificacion positiva de este disefio, se inicio la siguiente fase en la
metodologia del proyecto.
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5.2 Estandarizacion y optimizacion de lareacciéon de LAMP

Como se menciona en la metodologia, los cebadores sintetizados fueron
probados inicialmente mediante la técnica de PCR punto final con el fin de
comprobar la hibridacion de los mismos. Los juegos de cebadores probados, que
no funcionaron con LAMP, siempre fueron evaluados mediante la técnica de PCR
y, curiosamente, a pesar de que no se generaba la reaccion en la técnica de LAMP,
si se generaba una amplificacion de tamafo esperado con la PCR (imagenes no se
muestran). Con el juego de cebadores utilizados al final de la investigacion no se
realizo la técnica de PCR debido a que se observo una amplificacion positiva desde
el primer intento con LAMP. EI motivo exacto por el cual no funcionaron los juegos
de cebadores iniciales se desconoce, sin embargo, como se discute en el apartado
anterior, existen factores involucrados principalmente con el disefio que interfieren

en el adecuado funcionamiento de la prueba.

Cuadro 12. Concentraciones necesarias para la amplificacion.

Cebador F3 100 uM 0,2 uM
Cebador B3 100 uM 0,2 uM
Cebador FIP 100 uM 1,6 uM
Cebador BIP 100 uM 1,6 M
Cebador FLP 100 uM 0,8 uM
Cebador BLP 100 uM 0,8 uM
dNTPs 10mM 1,4 mM
Betaina 4 M 0,8 M
Buffer 10x 1x
MgSO, 100mM 6 mM
Bst polimerasa 8000 U/ul 8 U/ul
HNB 3mM 120 uM
DNA - -

Agua - csp 25 pl

Los corchetes indican que los reactivos sefalados fueron mezclados en una solucion de trabajo
Csp: Cantidad suficiente para

Las condiciones iniciales probadas en la mayoria de los experimentos fueron

modificadas de acuerdo a reportes en la literatura y a las recomendaciones del

75



laboratorio de Brucella, Campylobacter y Microbiota del Instituto de Biotecnologia
del INTA. Las concentraciones finales a las cuales la técnica fue estandarizada y

desarrollada se presentan en el cuadro 13.

En la figura 18 se muestra la primera prueba de LAMP efectuada a 63°C a las
condiciones especificadas en el cuadro 12 y la visualizacion del producto por
colorimetria y por electroforesis en gel de agarosa. De color morado se observa una

reaccion negativa a la amplificacion y de color azul una amplificacion positiva.

A M 1 2

10000

1000

| Yy
Carril: M) marcador de talla molecular en
pares de bases (pb); 1) control negativo a
63°C; 2) reaccion a 63°C. A) Electroforesis en

gel de agarosa; B) Visualizacion por
colorimetria

Figura 18. Reaccion de LAMP para evaluar los iniciadores en DNA de Babesia
bigemina.

Las concentraciones finales del cuadro descrito anteriormente, también fueron
utilizadas en los experimentos de Trangoni et al. (2015) y son muy similares a las
recomendadas por el fabricante de la enzima y por el articulo de Tanner y Evans
(2014) de la revista Current Protocols. No obstante, este factor varia mucho entre
las publicaciones, pues cada equipo de investigacion lo estandarizan de acuerdo a
sus resultados propios. Contrariamente, en la investigacion de Liu et al. (2012)
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utilizaron las mismas concentraciones de reactivos, pero concentraciones elevadas
de cebadoresr (40 pM de internos y 5 pM de externos) que aumentarian

innecesariamente el costo de la prueba.

Estudios recientes, dirigidos a simplificar ain mas la técnica, han encaminado
sus esfuerzos a eliminar reactivos o pasos de la técnica. Ma et al. en el 2017,
demostraron que el uso de Betaina disminuye en un 1% la eficiencia de reaccion y
gue su uso no es necesario para la prueba de LAMP. Sin embargo, este hecho ha
sido muy poco reportado.

Un factor diferencial de la presente investigacion fue la eliminacion del paso de
desnaturalizacion, paso reportado por Notomi et al. en el afio 2000. Para efectos de
desnaturalizacion del templado de DNA, antes de comenzar la prueba de LAMP el
tubo de reaccién es llevado a cabo a una temperatura de 95°C durante 5 minutos.
Pese a esta recomendacion, y aunque no se comparé este factor, la reaccion no

necesitd de este paso para llevarse a cabo.

La reaccidn es finalizada, para inactivar la enzima a 80°C por 5 minutos. Acorde
con lo reportado por Biswas y Sakai, (2014), el tiempo de este paso es posible
efectuarlo por 2 a 10 minutos.

Dentro de los factores estandarizados, es importante determinar, como se
menciond anteriormente, la temperatura de reaccion de la prueba. En la figura 19
se muestra la evaluacion de las temperaturas (60-65°C). Los resultados obtenidos
indicaron que la amplificacion se lleva a cabo en todas las temperaturas evaluadas.
Esto es una ventaja competitiva al ofrecer flexibilidad en este factor ya que permite
la variacion térmica entre los equipos usados para la prueba. Es importante indicar
que no se observaron cambios a nivel colorimétrico; todas las temperaturas
producen un cambio de coloracién de violeta a azul cielo sin diferencias aparentes
entre cada una. Este dato es correlacionado con laimagen de la electroforesis, pues
no hay mayor evidencia de diferencias entre las temperaturas. Para la realizacion
de las pruebas siguientes del experimento, se selecciondé 63°C como temperatura

ideal al ser un punto medio entre el rango de temperaturas que se pueden utilizar.
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Figura 19. Evaluacion de la temperatura de amplificacion. Panel A. Electroforesis y
panel B. Prueba colorimétrica con azul de hidroxinaftol. Carriles: M) Marcador de
talla molecular en pb; 1) 60°C; 2) 61°C; 3) 62°C; 4) 63°C; 5) 64°C vy, 6) 65°C. A la
izquierda se muestran las tallas moleculares en pb.

También se evalué el tiempo minimo necesario para la amplificacion del DNA
mediante la técnica de LAMP. En una reaccion a 63°C, el tiempo minimo necesario
para observar tanto un cambio de coloracion como el barrido caracteristico en la
electroforesis fue de 30 minutos. En la figura 20, en el panel A, se puede observar
coémo a los 15 minutos de reaccion todavia se encuentran los cebadores sin utilizar
y el DNA sin amplificar (lineas en la parte superior e inferior del carril). Sin embargo,
ya es evidente un barrido a los 30 minutos después de haber iniciado la reaccion.
En cuanto a los cambios colorimétricos, en el panel B, a los 15 minutos aun no es
evidente ningun cambio y, a partir de los 30 minutos ya hay un viraje de color de
violeta a azul. Se puede apreciar como, a medida que aumenta el tiempo de

reaccion, el color azul se va haciendo mas claro.
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Como lo mencionan Notomi et al. (2015), pequefas cantidades de DNA son
amplificadas en cortos periodos y el uso de cebadores Loop, aumenta la eficiencia
de amplificacidén. En otras investigaciones, como la de Yang et al. (2016), también
han evaluado factores como la temperatura y el tiempo de incubacion. En cuanto al
tiempo de incubacién evaluaron de 30 a 60 minutos y reportaron que el tiempo ideal
fue de 60 minutos a 64°C, lo que concuerda con la presente investigacion. Otras,
investigaciones también han evaluado estos factores. Por ejemplo, XiaoBo et al.
(2016) desarrollaron la técnica de LAMP para el diagnostico de Anaplasma
marginale y evaluaron 10, 20, 30, 40, 50 y 60 minutos de reaccion y concluyeron,
acorde a la presente investigacion, que 60 minutos es el tiempo adecuado de
incubacion. Aungque, a diferencia de la presente prueba, los investigadores ya
obtenian un barrido desde los 10 minutos de reaccién. Después de estandarizar el
tiempo y la temperatura de incubacion, la técnica de LAMP para diagnosticar B.

bigemina funcion6 con las siguientes caracteristicas:
Volumen de reaccion: 25 pl
Programa: 63°C por 60 minutos y 5 minutos de inactivacion de la enzima a 80°C.

5.3 Evaluacion de la especificidad y sensibilidad de la prueba de LAMP

Las pruebas de especificidad arrojaron el resultado que se esperaba desde el
analisis bioinformatico. Cuando se realiza la prueba con DNA de organismos
relacionados o con cualquier otro que pudiera estar presente en la reaccion, no se

obtiene ninguna amplificacion inespecifica.
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Figura 20. Determinacion del tiempo de incubacion. Panel A. Electroforesis y panel
B. Prueba colorimétrica con azul de hidroxinaftol. Carril: M) Marcador de talla
molecular en pb; 1) 15 minutos de reaccion; 2) 30 minutos de reaccion, 3) 45 minutos
de reaccion y, 4) 60 minutos de reaccién. Del lado izquierdo se observa el marcado
de talla molecular.

En la Figura 21 se puede observar en la imagen A la electroforesis en gel de
agarosa y en la imagen B el resultado de la visualizacion por colorimetria. El carril
1 pertenece a la prueba que contiene DNA de B. bigemina, los carriles 2 al 10
contienen DNA de otros organismos y el carril 11 es una prueba libre de DNA o
prueba control. Se observa la coloracién azul caracteristica de una reaccion positiva

solamente en la muestra que contiene DNA de B. bigemina.
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En las pruebas de diagnostico molecular que utilizan el gen ama-1 como gen
blanco de diagndstico, también han evaluado y dirigido la prueba a que presente
como ventaja, alta especificidad diagnostica. Desde el reporte hecho por Torina et
al. (2010), varios investigadores han seleccionado este gen para el desarrollo de
nuevas técnicas de diagnostico. Sivakumar et al. (2012a) desarrollaron la técnica
de PCR anidado basada en el gen ama-1 y compararon los resultados con la técnica
de nPCR Spel-Aval previamente desarrollada (Figueroa et al., 1993) ya que este
ultimo ademas de B. bigemina, amplifica DNA de B. ovata. La especificidad de la
prueba fue evaluada con DNA de B. bovis, T. orientalis, B. ovata, T. brucei
gambiense y muestras de sangre de bovinos de Mongolia. Los resultados fueron
positivos, la prueba fue especifica para la deteccion de B. bigemina constituyéndola
como una herramienta de diagndstico util. Es asi como este estudio molecular dio
paso a la investigacion de la presencia de la enfermedad en paises como Egipto,
Myanmar, Sri Lanka, Filipinas y Vietnam (Sivakumar et al., 2012b; Sivakumar et al.,
2013; Ybarfiez et al., 2013; Elsify et al., 2015; Bawm et al., 2016).

Existen tres reportes previos de pruebas de LAMP capaces de detectar B.
bigemina. El primero, del 2007, consta de una prueba mdultiple que detecta de
manera simultdnea B. bovis y B, bigemina. Para el disefio de los cebadores se utilizé
el gen rap-1 de B. bigemina y se utiliz6, en una misma reaccién, dos sets de 4
cebadores. Esta prueba fue construida para distinguir entre las dos especies
posterior a un analisis de restriccion enzimatica (Iseki et al., 2007). Pese a que el
reporte demuestra tener especificidad y fue estandarizada con DNA de una cepa
argentina, la prueba se torna mas costosa al tener que hacer uso de mayor cantidad
de cebadores, enzima de restriccion y disefio de cebadores internos mas largos
para insertar el sitio de restriccion, ademas, la visualizacién del producto, al mismo
tiempo de que constituye un mayor trabajo y tiempo de la realizacion de la
electroforesis en gel de agarosa, implica conocimiento del patron de bandas para
cada organismo y por consiguiente, los resultados pueden dejarse a subjetividad de

quien los interpreta.
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Figura 21. Prueba de especificidad de la técnica de LAMP con DNA de distintos
organismos. Panel A. Electroforesis y panel B. Prueba colorimétrica con azul de
hidroxinaftol. Carril: M) Marcador de talla molecular en pb; 1) B. bigemina; 2) B.
bovis; 3) Anaplasma marginale; 4) A. phagocytophilum; 5) A. centrale; 6)
Trypanosoma theileri; 7) bovino; 8) humano; 9) Rhipicephalus microplus; 10)
Neospora caninum y, 11) Control negativo. A la izquierda se observa el marcador
de talla molecular.

El segundo, Liu et al. en el 2012, desarrollaron la técnica para la deteccion de
cepas de China. Los cebadores fueron disefiados sobre secuencias especie-
especificas del espacio transcrito interno y el producto es evaluado mediante
electroforesis en gel de agarosa. La prueba de especificidad no demuestra reaccién
cruzada con organismos como B. ovata, B. major, Theileria annulata, T. sinensis, T.
sergenti, A. marginale, o DNA gendémico de bovino. Pese a esta ventaja, la técnica
no fue desarrollada y probada con cepas de otras partes del mundo, por lo cual, su
aplicacion se limita al pais de desarrollo. El dltimo reporte a la fecha fue realizado
por Yang et al. (2016). En la investigacion, con el objetivo de simplificar y mejorar la
técnica, desarrollaron la técnica de LAMP convencional con cebadores disefiados

sobre secuencias del gen Citocromo b que detectan tanto a B. bovis como a B.
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bigemina y, posteriormente, el producto amplificado era usado en una prueba
llamada tiras de flujo lateral que estaban marcadas con Isotiocianato de fluoresceina
(FITC) con el fin de evadir la electroforesis y confirmar el agente etioldgico. Esta
técnica demostro ser especifica y rapida, pero requiere de inversion de dinero para

la elaboracioén de las tiras inmunocromatogréficas.

Para realizar el experimento de sensibilidad, se evaluaron diluciones a partir de
DNA extraido de sangre que contenia el 2% de parasitemia. El limite de deteccion
de la prueba de LAMP fue de 1x10, es decir, es capaz de detectar el 0.00000001%
de parasitemia. En la figura 22 se puede observar, en el panel B, como
curiosamente la coloracion va cambiando a medida que aumenta la dilucion de
DNA; es evidente el azul claro del carril 2 al carril 9, sin embargo, en los carriles 10
y 11 la coloracion se vuelve un poco mas azul oscura, sin llegar a ser morada o
violeta. También en la dltima dilucion (carril 12), ya se observa una coloracion
coincidente de amplificacion negativa. En el panel A se puede confirmar el mismo
resultado mediante la electroforesis. Notese que las dos formas de visualizar el
resultado poseen la capacidad de evidenciar el producto amplificado a la misma
dilucion, por tanto, se puede afirmar que ambas técnicas poseen la misma

sensibilidad para la revelacion de la amplificacion.

A la hora de comparar la sensibilidad con la técnica de nPCR, como se puede
evidenciar en la figura 23, el limite de deteccion de la misma coincidié con la técnica
de LAMP, se observa amplificaciéon hasta la dilucion de 1x10®. No obstante, la
realizacion de esta técnica, como se explicara mas adelante, requiere de
aproximadamente 7 horas y su practicidad es cuestionable, ya que es una técnica
de 2 pasos que implican la apertura del tubo de reaccion e incrementa los riesgos

de contaminacion.
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Figura 22. Evaluacion de la sensibilidad diagndstica de la técnica de LAMP. Panel
A. Electroforesis y panel B. Prueba colorimétrica con azul de hidroxinaftol. Carril: M)
Marcador de talla molecular en pb; 1) Control negativo; 2) 2% de parasitemia; 3) 1%
de parasitemia; 4) 1x101; 5) 1x10?; 6) 1x103; 7) 1x10%; 8) 1x105; 9) 1x105; 10)
1x107; 11) 1x10%; 12) 1x10°.

Existen varios métodos para evaluar la sensibilidad, algunos muy diferentes al
realizado en el presente proyecto. Por ejemplo, otros investigadores determinan el
limite de deteccién, a través de diluciones seriadas con concentraciones
determinadas con exactitud (Masoji et al., 2017). Asi pues, por ejemplo, una
concentracion de DNA de 50 ng/ul es diluida 1/10 hasta llegar a una concentracion
qgue contiene 0.5 pg/tubo, posterior a esto se realiza la prueba con las diluciones y
se determina la cantidad minima de DNA necesaria para la amplificacién. Este
método es el método ideal para la determinacion de la sensibilidad; no obstante, en
la presente investigacion no fue realizada asi debido a que no existia la manera
cuantitativa de determinar la cantidad especifica de DNA del parasito y no se

contempl6 en la metodologia al inicio de la investigacion.
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En el trabajo de Iseki (2007), se evalud la sensibilidad de LAMP realizando

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

400

170

Figura 23. Prueba de sensibilidad de la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa anidada. Carril: M) Marcador de talla molecular en pb; 1) Control
negativo; 2) 2% de parasitemia; 3) 1% de parasitemia; 4) 1x10%; 5) 1x10?; 6) 1x10-
3:7) 1x10%; 8) 1x10®;9) 1x10°6; 10) 1x107; 11) 1x10°8; 12) 1x10°°.

diluciones seriadas de eritrocitos infectados con eritrocitos sin infectar para alcanzar
una concentracion de parasitos de 5x107 (1%) a 5x10%° (0,0000001%) de eritrocitos
infectados en 200pl de eritrocitos totales. Ellos compararon la prueba con la técnica
de PCR anidado y reportaron que el limite de deteccién de la nPCR fue de 0.00001%
(5x10? eritrocitos infectados) y de LAMP fue de 0.000001% (5x10! eritrocitos
infectados), 10 veces mas sensible que la nPCR, lo que difiere en poca magnitud
con la presente investigacion. En la investigacién de Liu et al. (2012), por su parte,
realizaron el andlisis de sensibilidad con cantidades conocidas de DNA, el LAMP
gue desarrollaron fue capaz de detectar 0.1pg/pl de DNA, 100 veces mas sensible
cuando lo compararon con la PCR tiempo final. Desgraciadamente, no es posible
realizar una comparacion en estos términos. Finalmente, en la investigacion de
Yang et al. (2016), evaluaron la sensibilidad a través de diluciones seriadas de DNA
cuya concentracién fue determinada por espectofotometria. Con esta metodologia
LAMP fue capaz de detectar 0.85 fg de DNA, 100 veces mas sensible que el PCR
punto final (85 fg). Esta investigacion tampoco es posible confrontarla con la
presente, menos cuando la metodologia de cuantificacion no asegura que el DNA

pertenece en su totalidad al DNA del parasito.
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Por mencionar y comparar, trabajos como el de Wen et al. (2016) para
diagnosticar A. marginale reportaron que la técnica de LAMP fue 100 veces mas
sensible que la PCR punto final, resultados similares fueron reportados por Xie et

al., (2013) para diagnosticar Theileria equi.

Por otro lado, el trabajo hecho por Alhassan et al. (2007), quienes desarrollaron
la técnica de LAMP para diagnosticar piroplasmosis en equinos, arrojo que la
sensibilidad es la misma con el método de LAMP y de PCR.

5.4 Validacién de la prueba de LAMP con DNA de cepas de B. bigemina de
distintas zonas geograficas.

Con el fin de comprobar en gran medida que la técnica es capaz de detectar
cualquier cepa de B. bigemina del mundo, los experimentos incluyeron cepas de
diferentes regiones de México como Chiapas, Colima, Jalisco, Nayarit y Querétaro,
y de dos paises de América del Sur; Argentina (tres cepas) y Colombia (1 aislado
de campo). Como puede observarse en la figura 24, la técnica tiene la capacidad
de amplificacion del DNA de todas las cepas, y de acuerdo a los cambios
colorimétricos y a la electroforesis, la amplificacion es 6ptima y los resultados son

muy evidentes.

Es importante mencionar que de Argentina se evaluaron 3 cepas y la cepa de
Colombia pertenece a un animal infectado naturalmente. En los reportes de la
técnica de LAMP anteriores, no evaluaron la deteccion de diferentes cepas por lo
cual el presente trabajo se constituye como la primera prueba de LAMP que
demuestra detectar B. bigemina de diferentes paises. Esto quiere decir que la

prueba puede ser aplicada con confianza en muchas partes del mundo
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Figura 24. Deteccion de cepas de B. bigemina mediante la técnica de LAMP. Carril:
M) Marcador de talla molecular en pb; 1) Control negativo. México: 2) Chiapas; 3)
Colima; 4) Jalisco; 5) Nayarit; 6) Querétaro. Argentina: 7) Sla; 8) S2p; 9) S3p; 10)
Colombia.

Ybafiez et al. (2013) realizaron un estudio epidemiolégico en Filipinas y
demostraron que las secuencias de aislados de 9 areas del pais eran idénticas entre
si y que, del mismo modo, las identidades fueron altas en cepas de paises como
Brasil, Estados Unidos, Argentina, Turquia, Italia y Sri Lanka; sin embargo, los
autores concluyen que con secuencias tan cortas no es posible afirmar que son
totalmente conservadas. Por otro lado, Sivakumar et al. (2013) evaluaron las
secuencias del gen de diferentes paises y algunas provincias de Vietnam vy
reportaron que las secuencias vietnamitas pertenecian a un anico y diferente clado
del arbol filogenético, sin embargo, las secuencias continlan siendo conservadas
entre si (98.6-99.1%) y son diagnosticadas con los mismos cebadores reportados

en el 2012. Elsify et al. (2015), por su parte, condujeron un estudio epidemiologico
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en bovinos y bufalos de cuatro provincias en Egipto utilizando los cebadores
reportados también en el 2012. En este trabajo, ellos analizaron el grado de
conservacion entre 15 aislados de diferentes areas geograficas del pais el cual
oscilo entre el 95.3 y 100%.

En general, los pocos reportes de estudios realizados con el gen ama-1 lo
caracterizan por ser un gen conservado entre aislados y cepas y divergente de otras
especies relacionadas, lo cual lo hace un excelente candidato para el desarrollo de
técnicas que utilicen secuencias de este gen como blanco diagnéstico.

5.5 Estimacion del costo de la prueba por animal

Para evaluar el costo de cada prueba en términos de reactivos para diagnosticar
B. bigemina mediante LAMP, se estimo6 el valor de cada reactivo con precios
actualizados en 2017. En el cuadro 13 se discrimina el costo total de reactivos, el
volumen de presentacion, el volumen usado para cada reaccion de 25 pl y el costo
en pesos mexicanos (MXN) de cada uno por reaccion teniendo en cuenta la
concentracion final requerida para cada una. La mayoria de los valores pueden
fluctuar de acuerdo al comportamiento del délar y otros factores, es por esto que el
cuadro presenta una estimacion a la fecha. Es importante resaltar que en las
estimaciones, falta incluir el costo de materiales (tubos de PCR, puntas estériles,
guantes, pipetas, etc.) y del equipo o bafio de maria.

Como se puede observar en la tabla, es una técnica muy economica. Incluso,
el costo total de cada prueba se puede disminuir a la mitad al disminuir el volumen
de la reaccion a la mitad. Los experimentos realizados en esta investigacion
demostraron que la técnica es util incluso a una reaccion de 10 pl (datos no
mostrados); por lo que, para términos de un diagndstico econdémico, el costo de una
prueba podria reducirse a 18 pesos mexicanos. Es importante mencionar que, el
anico equipo gque se tendria que comprar es un bafio de maria (el cual incluso se

puede acondicionar).

88



Cuadro 13. Estimacion del costo de reactivos por prueba. Estimacion hecha en
pesos mexicanos en Junio del 2017.

Costo en
Reactivo Costo total | Volumen en | Volumen en ul MXN por
en MXN ul del stock | por reaccidn reaccién
Cebador F3 $227.36 561.1 0.05 $0.02
Cebador B3 $227.36 618.7 0.05 $0.02
Cebador FIP $1,081.35 153.6 0.4 $2.82
Cebador BIP $1,115.40 229.5 0.4 $1.94
Cebador FLP $238.72 561.8 0.2 $0.08
Cebador BLP $193.25 782.1 0.2 $0.05
dNTP Mix $3,523.47 500 3.5 $24.66
Betaina $947.72 10000 5 $0.04
Buffer $775.23 1500 2.5 $1.29
MgS04 $775.23 1500 1.5 S0.78
HNB $8,775.40 10000 1 $0.00065
Bst Pol $775.23 200 1 $3.88
Agua $3.00 5000 7 $0.00420
TOTAL $35.59
Cada reaccion es de 25l
HNB: Azul de Hidroxinaftol
Bst Pol: Enzima Bst polimerasa

Si se comparan los costos con una PCR anidada para diagnosticar el mismo
organismo, teniendo en cuenta los costos de: cebadores, PCR Master Mix, agua
libre de nucleasas, agarosa, RedGel® y marcador de talla molecular, el precio de
estos reactivos es de 24 pesos mexicanos. Sin embargo, falta incluir el precio del
buffer TAE para la electroforesis. Es importante tener presente dos aspectos:
primero, el material necesario para una nPCR es mayor, pues es una reaccion de
dos pasos por lo que se requiere el doble de tubos para PCR, el doble de puntas
estériles, charolas y paletas para pesar agarosa, recipientes para diluir agarosa,
recipientes para preparar TAE, mas guantes, entre otros; segundo, los equipos
necesarios como el termociclador, la camara de electroforesis, la fuente de poder,
una bascula de precision, un horno de microondas, un fotodocumentador y un

computador tienen un precio mucho mas elevado que un simple bafio de maria.
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Evidentemente, el costo de una nPCR vista desde todos los términos ya

mencionados, es mucho mayor al de un LAMP.

Por otro lado, la comparacion a nivel econémico no se limita meramente al costo
de reactivos, materiales y equipos. Existen otros factores en los que también se
ahorra dinero mediante una prueba de LAMP. Estos factores, por ejemplo, podrian
ser el tiempo de prueba, menor posibilidad de falsos positivos y falsos negativos,

las instalaciones necesarias y otros factores que se discuten en la siguiente seccion.
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5.6 Ventajas de LAMP

A continuacion, se mencionan y discuten las ventajas de LAMP y se compara,

al mismo tiempo, con otra técnica molecular como la PCR y sus variantes.

La técnica de LAMP ha sido considerada como una clase de tecnologia de
deteccidon novedosa y estd siendo ampliamente usada demostrando ventajas
competitivas. Primero comparado con los métodos tradicionales de diagndstico, la
especificidad de LAMP es extremadamente alta. Los cuatro cebadoresson
especificamente disefiados para reconocer 6 regiones diferentes en el DNA blanco.
Si alguno de los cebadores no hibrida correctamente, la reaccion no ocurre y el
hecho de que sea necesario que los 6 cebadoreshibriden elimina, en teoria, la
amplificacion inespecifica. Segundo, se ha demostrado que LAMP es de 10 a 1000
veces mas sensible que una PCR; es capaz de detectar 10 copias o incluso menos
de templado de DNA. Es decir, la prueba puede ser usada para la deteccién de una
enfermedad en estadios tempranos de la infeccion, en animales sin signos clinicos

aparentes o en animales portadores (Li et al., 2017).

LAMP posee alta eficiencia de amplificacion, pues toma menos tiempo que
cualquier otra técnica molecular de rutina como la PCR. Esta ventaja es atribuida a
gue no es necesario escoger un complejo de condiciones variables de temperaturas;
al amplificar el DNA 10°-10° veces en 15 a 60 minutos, se ahorra una hora o mas

de reaccidon comparada con una PCR tiempo final.

La técnica es mas estable que una PCR o PCR en tiempo real. Es segura en un
rango de temperatura y pH y a un amplio rango de tiempo de elongacién. Esta
estabilidad es util en caso de muestras no procesadas o procesadas de forma
incompleta donde algunos componentes tratan de impedir la reaccion. Trazas de
sangre entera, medio de cultivo, N-acetil cisteina, NaCl, anticoagulante o
componentes anticomplemento pueden inhibir la enzima Tag polimerasa y por lo
tanto la PCR no detecta el DNA blanco. Sin embargo, LAMP puede tolerar estos
componentes (Kaneko et al., 2007). La cadena de frio es una necesidad mientras

se prepara el mix para una PCR; esto no es un mandato en el caso de LAMP. Los
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inhibidores de la Taqg polimerasa en muestras como orina y heces no tienen efecto
sobre la LAMP (Dhama et al., 2014).

Una de las ventajas mas atrayentes de LAMP es su bajo costo y facil operacion.
Por ejemplo, se puede tomar tejido directamente del animal enfermo y realizar la
técnica sin cultivar la bacteria separadamente o realizar extraccion de DNA
(Nagamine et al., 2001). Al mismo tiempo, debido a su habilidad para amplificar
acidos nucleicos a condiciones isotérmicas permite el uso de equipos de reaccion
costo-efectivos como un simple bafio de maria y evade la inversién en equipos

costosos como el termociclador.

La técnica también permite en cierto modo la portabilidad, pues al no requerir
equipos especializados, esta puede ser implementada “fuera del laboratorio” o en
laboratorios de baja complejidad o instituciones de diagndstico (Boehme et al.,
2007).

Finalmente, la cualidad mas importante de LAMP es que posibilita interpretar
los resultados de manera visual mediante diferentes métodos como la colorimetria.
Como se menciona en el texto, la superioridad del colorante HNB se da debido a
que ademas de ser econdmico, no es necesario abrir el tubo de reaccion finalizado
el tiempo de incubacién (Goto et al., 2009). Ademas, como lo mencionan Wastling
et al. (2010), quienes compararon diversos métodos de deteccion visual, el HNB es
el mejor método de deteccion visual debido a su facilidad de aplicacion, costo y
sensibilidad.

La técnica de PCR anidada (nPCR), catalogada como la prueba molecular de
oro para el diagnéstico de B. bigemina, ha sido ampliamente usada como se ha
mencionado en el presente texto. Al ser la técnica molecular recomendada por la
OIE, es pertinente realizar una comparacion con la prueba de LAMP que se
desarroll6 para demostrar las ventajas competitivas que tiene esta Ultima sobre la
técnica convencional. En el cuadro 14 se puede observar la comparacion de varios

factores.
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Cuadro 14. Comparacién de la técnica de LAMP con la técnica de PCR anidada.
Adaptada de: Han, (2013) y Biswas y Sakai (2014).

PCR anidada LAMP
Especificidad Regular Alta
Sensibilidad Alta Alta
Cuantificacion No Si
U R s Si No necesariamente
DNA/RNA
Procesamiento Dos veces Una vez
Tiempo requerido para 7 horas 1.5 horas
los resultados
Método de deteccion Electroforesis en gel de .
Visual
agarosa
Hlizsefe : ., de +++ ++
contaminacion
Equipo requerido Termociclador, camara

de electroforesis, fuente
de poder, computador
fotodocumentador,
bascula, horno de
microhondas

Bafio de maria

Portabilidad No Si
Costo Alto Bajo
Deteccion de mas de un

patdgeno en la misma | No Si
reaccion

La especificidad de LAMP para amplificar DNA de B. bigemina desarrollada en
este trabajo fue alta, se compard bioinformaticamente y se demostré6 que no
amplifica DNA de otros organismos relacionados. Sivakumar et al. (2012a),
reportaron que la técnica de PCR anidada desarrollada por Figueroa (1993) y cuyos
cebadores son recomendados para diagnostico por la OIE, también amplifican
Babesia ovata; por tal motivo en el cuadro se describe la especificidad de esta
técnica como regular. La sensibilidad de ambas pruebas es alta, como se discute
en la seccion 5.3, las dos técnicas en el presente estudio demostraron tener el
mismo limite de deteccidn. La opcion de cuantificacién del producto amplificado es
posible realizarla en LAMP, como lo expusieron Tanner et al. (2012) quienes
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desarrollaron una técnica cuantitativa y multiple que detecta mas de 3 patdgenos al

tiempo, sin necesidad de procedimientos posteriores a la reaccion.

El tiempo requerido para obtener un resultado esta relacionado con los pasos
para el procesamiento. Sin contar con el tiempo de extraccion de DNA, el tiempo
requerido para cada paso de la PCR anidada, segun el protocolo reportado por
Figueroa (1993) es de 2 horas con 30 minutos, eso quiere decir que tan solo en el
tiempo en el termociclador son 5 horas de reaccion. A esto debe adicionéarsele 30 a
40 minutos de procesamiento pre-reaccion (descongelacion de reactivos, limpieza
y desinfeccion de zona de trabajo, preparacion de material y rotulado de tubos,
estimacion de cantidades, entre otros) y una hora de procesamiento pos-reaccion
donde se implica el enfriamiento de la muestra y toda la metodologia necesaria para
la electroforesis (carga, corrida y revelado). En total, para realizar esta técnica se
necesitan de 6 ¥2 a 7 horas. Afortunadamente, para una prueba de LAMP se
requiere unicamente 30 minutos de procesamiento pre-reaccion y 1 hora con 5
minutos en el equipo, lo que en total es 1 hora con 35 minutos para obtener
resultados.

Debido a la sensibilidad de las dos técnicas, ambas poseen un riesgo alto de
contaminacion, sin embargo, el hecho de que la PCR anidad sea de dos pasos e

implique la apertura del tubo de reaccion incremente exponencialmente este riesgo.

Finalmente, la técnica de LAMP para el diagnostico de B. bigemina descrita
aqui, cumple con los requisitos que debe cumplir un test de diagnadstico ideal de
acuerdo a los criterios de la Organizacion Mundial de la Salud: 1) sensibilidad; 2)
especificidad; 3) bajo costo; 4) simplicidad; 5) rapidez; 6) adoptable a cualquier tipo
de variacion climética y 7) facil disponibilidad de instrumentos y equipos (Njiru,
2012).
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CONCLUSIONES

Se desarrollo y estandariz6 la técnica de Amplificacion Isotermica basada en
Horquillas (LAMP) para el diagnostico de Babesia bigemina.

Se disefiaron cebadores especificos que amplifican secuencias conservadas
entre diferentes cepas de B. bigemina mediante LAMP.

Logré optimizarse las condiciones de amplificacion del DNA de B. bigemina
mediante la técnica de LAMP y su visualizacion.

Se determind la sensibilidad y especificidad de LAMP.

Se evalud la prueba de LAMP en muestras de DNA de B, bigemina de

diferentes zonas geograficas del mundo.
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ANEXOS

ATGCAGTGCATATTGAATAGGATTACGCTACTGGCTACGCCAGTTATTTTCTTTCTATGG
ATGCAGTGCATATTGAATAGGATTACGCTACTGGCTACGCCAGTTATTTTCTTTCTATGG
ATGCAGTGCATATTGAATAGGATTACGCTACTGGCTACGCCAGTTATTTTCTTTCTATGG
ATGCAGTGCATATTGAATAGGATTACGCTACTGGCTACGCCAGTTATTTTCTTTCTATGG
ATGCAGTGCATATTGAATAGGATTACGCTACTGGCTACGCCAGTTATTTTCTTTCTTTGG

ATGCAGTGCATATTGAATAGGATTACGCTACTGGCTACGCCAGTTATTTTTTTTCTATGG
ATGCAGTGCATATTGAATAGGATTACGCTACTGGCTACGCCAGTTATTTTCTTTCTATGG
ATGCAGTGCATATTGAATAGGATTACGCTACTGGCTACGCCAGTTATTTTCTTTCTATGG
ATGCAGTGCATATTGAATAGGATTACGCTACTGGCTACGCCAGTTATTTTCTTTCTATGG
ATGCAGTGCATATTGAATAGGATTACGCTACTGGCTACGCCAGTTATTTTTTTTCTATGG
ATGCAGTGCATATTGAATAGGATTACGCTACTGGCTACGCCAGTTATTTTCTTTCTATGG
ATGCAGTGCATATTGAATAGGATTACGCTACTGGCTACGCCAGTTATTTTTTTTCTATGG
ATGCAGTGCATATTGAATAGGATTACGCTACTGGCTACGCCAGTTATTTTTTTTCTATGG
ATGCAGTGCATATTGAATAGGATTACGCTACTGGCTACGCCAGTTATTTTCTTTCTATGG
ATGCAGTGCATATTGAATAGGATTACGCTACTGGCTACGCCAGTTATTTTTTTTCTATGG
ATGCAGTGCATATTGAATAGGATTACGCTACTGGCTACGCCAGTTATTTTTTTTCTATGG
ATGCAGTGCATATTGAATAGGATTACGCTACTGGCTACGCCAGTTATTTTCTTTCTATGG

CTATCCACGGAGATTTCGCCTGCAGGATGCGCCTTCGTGACCTTCCAGAACGAGCCCACT
CTATCCATGGAGATTTCGCCTGCAGGATGCGCCTTCGTGACCTTCCAGAACGAGCCCACT
CTATCCACGGAGATTTCGCCTGCAGGATGCGCCTTCGTGACCTTCCAGAACGAGCCCACT
CTATCCACGGAGATTTCGCCTGCAGGATGCGCCTTCGTGACCTTCCAGAACGAGCCCACT
CTATCCACGGAGATTTCGCCTGCAGGATGCGCCTTCGTGACCTTCCAGAACGAGCCCACG

CTATCCACGGAGATTTCGCCTGCAGGATGCGCCTTCGTGACCTTCCAGAACGAGCCCACT
CTATCCACGGAGATTTCGCCTGCAGGATGCGCCTTCGTGACCTTCCAGAACGAGCCCACT
CTATCCACGGAGATTTCGCCTGCAGGATGCGCCTTCGTGACCCTCCAGAACGAGCCCACT
CTATCCACGGAGATTTCGCCTGCAGGATGCGCCTTCGTGACCTTCCAGAACGAGCCCACT
CTATCCACGGAGATTTCGCCTGCAGGATGCGCCTTCGTGACCTTCCAGGACGAGCCCACT
CTATCCACGGAGATTTCGCCTGCAGGATGCGCCTTCGTGACCTTCCAGAACGAGCCCACT
CTATCCACGGAGATTTCGCCTGCAGGATGCGCCTTCGTGACCTTCCAGAACGAGCCCACT
CTATCCACGGAGATTTCGCCTGCAGGATGCGCCTTCGTGACCTTCCAGAACGAGCCCACT
CTATCCACGGAGATTTCGCCTGCAGGATGCGCCTTCGTGACCTTCCAGAACGAGCCCACT
CTATCCACGGAGATTTCGCCTGCAGGATGCGCCTTCGTGACCTTCCAGAACGAGCCCACT
CTATCCACGGAGATTTCGCCTGCAGGATGCGCCTTCGTGACCTTCCAGAACGAGCCCACT
CTATCCACGGAGATTTCGCCTACAGGATGCGCCTTCGTGACCTTCCAGAACGAGCCCACT



BbiNW-C4
FS-146
BbiGP-C7
GP-C1
FS-189
WC-851

SP3
Mexico
M1A

M1P
Australian
MP-C12
MP-C11
MP-C1
ITA2
KZN-C24
Rio

DIVA
ITA3

vl

IT2
Turkey
ITASRG
Corrientes
ITA7PA
Chiapas
ITA4PG
ITAGPA
ITABCT
ITAL
GP-C19
WC-10284
BbiNW-C4
FS-146
BbiGP-C7
GP-C1
FS-189
WC-851

SP3
Mexico
M1A
M1P
Australian
MP-C12
MP-C11
MP-C1
ITA2
KZN-C24
Rio
DIVA
ITA3
vl

IT2
Turkey
ITASRG
Corrientes
ITA7PA
Chiapas
ITA4PG

TCCACGAGAGGCACCAGGAGGTCTTCCCGTAGCAGCAGGAACCAACAGGCGACTTCTAGT
TCCGCGAGAGGCACCAGGAGGTCTTCCCGTAGCAGCAGGCATCAACAGGCGACTTCTAGT
TCCACGAGAGGCACCAGGAGGACTTCCCGTAGCAGCAGGCACCAACAGGCGACTTCTAGT
TCCACGAGAGGCACCAGGAGGTCTTCCCGTAGCAGCAGGCACCAACAGGCGACTTCTAGT
TCCACGAGAGGCACCAGGAGGTCTTCCCGTTCGTCGCGCAATCAACAGGCGACTTCGAGT

TCCACGAGAGGCACCAGGAGGTCTTCCCGTTCGTCGCGCCATCAACAGGCGACCTCGAGT
TCCACGAGAGGCACCAGGAGGTCTTCCCGTTCGTCGCGCCATCAACAGGCGACCTCGAGT
TCCACGAGAGGCACCAGGAGGTCTTCCCGTTCGTCGCGCCATCAACAGGCGACCTCGAGT
TCCACGAGAGGCACCAGGAGGTCTTCCCGTTCGTCGCGCCATCAACAGGCGACCTCGAGT
TCCACGAGAGGCACCAGGAGGTCTTCCCGTTCGTCGCGCCATCAACAGGCGACTTCTAGT
TCCACGAGAGGCACCAGGAGGTCTTCCCGTTCGTCGCGCCATCAACAGGCGACTTCTAGT
TCCACGAGAGGCACCAGGAGGTCTTCCCGTTCGTCGCGCCATCAACAGGCGACTTCTAGT
TCCACGAGAGGCACCAGGAGGTCTTCCCGTTCGTCGCGCCATCAACAGGCGACTTCTAGT
TCCACGAGAGGCACCAGGAGGTCTTCCCGTTCGTCGCGCCATCAACAGGCGACTTCTAGT
TCCACGAGAGGCACCAGGAGGTCTTCCCGTTCGTCGCGACATCAACAGGCGACTTCTAGT
TCCACGAGAGGCACCAGGAGGTCTTCCCGTTCGTCGCGCCATCAACAGGCGACTTCTAGT
TCCACGAGAGGCACCAGGAGGTCTTCCCGTTCGTCGCGCCATCAACAGGCGACTTCTAGT

ACTTCGCAAGCTGGAGCTGGCGAGGCTACAGAGCGCACGGGGGGCAGAGCCGLGGGCTCC
ACTTCGCAGGCTGGAGCTGGCGAGGCTACAGAGCGCACGGGGGGCAGAACTGCGGGCTCC
ACTTCGCAAGCTGGAGCTGGCGAGGCTACAGAGCGCACGGGGGGCAGAACTGCGGGCTCC
ACTTCGCAAGCTGGAGCTGGCGAGGCTACAGAGCGCACGGGGGGCAGAACTGCGGGCTCC
ACTTCGCAAGCTGGAGCTGGTGAGGCTACAGAGCGCACGGGGGGCAGAGCTGCGGGCTCC

ACCTCGCAAGCTGGAGCTGGGGAGGCTACAGAGCGCACGGGGGGCAGAACTGCGGGCTCC
ACCTCGCAAGCTGGAGCTGGCGAGGCTACAGAGCGCACGGGGGGCAGAACTGCGGGCTCC
ACCTCGCAAGCTGGAGCTGGGGAGGCTACAGAGCGCACGGGGGGCAGAACTGCGGGCTCC
ACCTCGCAAGCTGGAGCTGGGGAGGCTACAGAGCGCACGGGGGGCAGAACTGCGGGCTCC
ACTTCGCAAGCTGGAGCTGGCGAGGCTACAGAGCGCACGGGGGGCAGAACTGCGGGCTCC
ACTTCGCAAGCTGGAGCTGGCGAGGCTACAGAGCGCACGGGGGGCAGAACTGCGGGCTCC
ACTTCGCAAGCTGGAGCTGGCGAGGCTACAGAGCGCACGGGGGGCAGAACTGCGGGCTCC
ACTTCGCAAGCTGGAGCTGGCGAGGCTACAGAGCGCACGGGGGGCAGAACTGCGGGCTCC
ACTTCGCAAGCTGGAGCTGGCGAGGCTACAGAGCGCACGGGGGGCAGAACTGCGGGCTCC
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ACTTCGCAAGCTGGAGCTGGCGAGGCTACAGAGCGCACGGGGGGCAGAACTGCGGGCTCC
ACTTCGCAAGCTGGAGCTGGCGAGGCTACAGAGCGCACGGGGGGCAGAACTGCGGGCTCC
ACTTCGGAAGCTGGAGCTGGCGAGGCTACAGAGCGCGCGGGGGGCAGAACTGCGGGCTCC

AAGCTTATCCCGCAAACGCCGTGGACCAGGTACATGATCAAGTACGACATCGCTCGCTGC
AAGCTTATCCCGCAAACGCCGTGGACCAGGTACATGATCAAGTACGACATCGCTCGCTGC
AAGCTTATCCCGCAAACGCCGTGGACCAGGTACATGATCAAGTACGACATCGCTCGCTGC
AAGCTTATCCCGCAAACGCCGTGGACCAGGTACATGATCAAGTACGACATCGCTCGCTGC
AAGCTTATCCCGCAAACGCCATGGACCAGGTACATGATCAAGTACGACATCGCTCGCTGC

AAGCTTATCCCGCAAACGCCATGGACCAGGTACATGATCAAGTACGACATCGCTCGCTGC
AAGCTTATCCCGCAAACGCCATGGACCAGGTACATGATCAAGTACGACATCGCTCGCTGC
AAGCTTATCCCGCAAACGCCGTGGACCAGGTACATGATCAAGTACGACATCGCTCGCTGC
AAGCTTATCCCGCAAACGCCGTGGACCAGGTACATGATCAAGTACGACATCGCTCGCTGC
AAGCTTATCCCGCAAACGCCATGGACCAGGTACATGATCAAGTACGACATCGCTCGCTGC
AAGCTTATCCCGCAAACGCCGTGGACCAGGTACATGATCAAGTACGACATCGCTCGCTGC
AAGCTTATCCCGCAAACGCCATGGACCAGGTACATGATCAAGTACGACATCGCTCGCTGC
AAGCTTATCCCGCAAACGCCATGGACCAGGTACATGATCAAGTACGACATCGCTCGCTGC
AAGCTTATCCCGCAAACGCCGTGGACCAGGTACATGATCAAGTACGACATCGCTCGCTGC
AAGCTTATCCCGCAAACGCCATGGACCAGGTACATGATCAAGTACGACATCGCTCGCTGC
AAGCTTATCCCGCAAACGCCATGGACCAGGTACATGATCAAGTACGACATCGCTCGCTGC
AAGCTTATCCCGCAAACGCCATGGACCAGGTACATGATCAAGTACGACATCGCTCGCTGC

CACGGATCCGGTATTTTCGTCGACATCGGAGGATACGAGGCTGTTGGAAACAAGTATTAT
CACGGATCCGGTATTTTCGTCGACATCGGAGGATACGAGGCTGTTGGAAACAAGTATTAT
CACGGATCCGGTATTTTCGTCGACATCGGAGGATACGAGGCTGTTGGAAACAAGTATTAT
CACGGATCCGGTATTTTCGTCGACATCGGAGGATACGAGGCTGTTGGAAGCAAGTATTAT
CACGGATCCGGTATTTTCGTCGACATCGGAGGATACGAGGCTGTTGGAAACAAGTATTAT

CACGGATCCGGTATTTTCGTCGACATCGGAGGATACGAGGCTGTTGGAAACAAGTATTAT
CACGGATCCGGTATTTTCGTCGACATCGGAGGATACGAGGCTGTTGGAAACAAGTATTAT
CACGGATCCGGTATTTTCGTCGACATCGGAGGATACGAGGCTGTTGGAAACAAGTATTAT
CACGGATCCGGTATTTTCGTCGACATCGGAGGATACGAGGCTGTTGGAAACAAGTATTAT
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CACGGATCCGGTATTTTCGTCGACATCGGAGGATACGAGGCTGTTGGAAACAAGTATTAT
CACGGATCCGGTATTTTCGTCGACATCGGAGGATACGAGGCTGTTGGAAATAAGTATTAT
CACGGATCCGGTATTTTCGTCGACATCGGAGGATACGAGGCTGTTGGAAATAAGTATTAT
CACGGATCCGGTATTTTCGTCGACATCGGAGGATACGAGGCTGTTGGAAATAAGTATTAT
CACGGATCCGGTATTTTCGTCGACATCGGAGGATACGAGGCTGTTGGAAACAAGTATTAT
CACGGATCCGGTATTTTCGTCGACATCGGAGGATACGAGGCTGTTGGAAATAAGTATTAT
CACGGATCCGGTATTTTCGTCGACATCGGAGGATACGAGGCTGTTGGAAATAAGTATTAT
CACGGGTCCGGTATTTTCGTCGACATCGGAGGATACGAGGCTGTTGGAAATAAGTATTAT

CGTATGCCCACAGGAAAATGCCCCGTTATGGGTAAGGTCATCAACCTCGCGAGCGGTGCG
CGTATGCCCACAGGAAAATGCCCCGTTATGGGTAAGGTCATCAGCCTCGCGAGCGGTGCG
CGTATGCCCACAGGAAAATGCCCCGTTATGGGTAAGGTCATCAGCCTCGCGAGCGGTGCG
CGTATGCCCACAGGAAAATGCCCCGTTATGGGTAAGGTCATCAGCCTCGCGAGCGGTGCG
CGTATGCCCACAGGAAAATGCCCCGTTATGGGTAAGGTCATCAACCTTGCGAGCGGTGCG

CGTATGCCCACAGGAAAATGCCCCGTTATGGGTAAGGTCATCAGCCTTGCGAGCGGTGCG
CGTATGCCCACAGGAAAATGCCCCGTTATGGGTAAGGTCATCAGCCTTGCGAGCGGTGCG
CGTATGCCCACAGGAAAATGCCCCGTTATGGGTAAGGTCATCAGCCTTGCGAGCGGTGCA
CGTATGCCCACAGGAAAATGCCCCGTTATGGGTAAGGTCATCAGCCTTGCGAGCGGTGCA
CGTATGCCCACAGGAAAATGCCCCGTTATGGGTAAGGTCATCAGCCTTGCGAGCGGTGCA
CGTATGCCCACAGGAAAATGCCCCGTTATGGGTAAGGTCATCAGCCTCGCGAGCGGTGCG
CGTATGCCCACAGGAAAATGCCCCGTTATGGGTAAGGTCATCAGCCTTGCGAGCGGTGCG
CGTATGCCCACAGGAAAATGCCCCGTTATGGGTAAGGTCATCAGCCTTGCGAGCGGTGCG
CGTATGCCCACAGGAAAATGCCCCGTTATGGGTAAGGTCATCAGCCTCGCGAGCGGTGCG
CGTATGCCCACAGGAAAATGCCCCGTTATGGGTAAGGTCATCAGCCTTGCGAGCGGTGCA
CGTATGCCCACAGGAAAATGCCCCGATATGGGTAAGGTCATCAGCCTTGCGAGCGGTGCG
CGTATGCCCACAGGAAAATGCCCCGTTATGGGTAAGGTCATCAGCCTTGCGAGCGGTGCA

GACTTCCTCGAACCGATTTCTGCCGACAACCCTCGCTACAGGGGTCTGGCGTTCCCCGAG
GACTTCCTCGAACCGATTTCTGCCGACAACCCTCGCTACAGGGGTCTGGCGTTCCCCGAG
GACTTCCTCGAACCGATTTCTGCCGACAACCCTCGCTACAGGGGTCTGGCGTTCCCCGAG
GACTTCCTCGAACCGATTTCTGCCGACAACCCTCGCTACAGGGGTCTGGCGTTCCCCGAG
GACTTCCTCGAACCGATTTCTGCCGACAACCCTCGCTACAGGGGTCTGGCGTTCCCCGAG
————————— GAACCGATTTCTGCCGACAACCCTCGCTACAGGGGTCTGGCGTTCCCCGAG
————————— GAACCGATTTCTGCCGACAACCCTCGCTACAGGGGTCTGGCGTTCCCCGAG
GACTTCCTCGAACCGATTTCTGCCGACAACCCTCGCTACAGGGGTCTGGCGTTCCCCGAG
————————— GAACCGATTTCTGCCGACAACCCTCGCTACAGGGGTCTGGCGTTCCCCGAG
GACTTCCTCGAACCGATTTCTGCCGACAACCCTCGCTACAGGGGTCTGGCGTTCCCCGAG
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GACTTCCTCGAACCGATTTCTGCCGACAACCCTCGCTACAGGGGTCTGGCGTTCCCCGAG
GACTTCCTCGAACCGATTTCTGCCGACAACCCTCGCTACAGAGGTCTGGCGTTCCCCGAG
GACTTCCTCGAACCGATTTCTGCCGACAACCCTCGCTACAGAGGTCTGGCGTTCCCCGAG
GACTTCCTCGAACCGATTTCTGCCGACAACCCTCGCTACAGAGGTCTGGCGTTCCCCGAG
GACTTCCTCGAACCGATTTCTGCCGACAACCCTCGCTACAGGGGTCTGGCGTTCCCCGAG
GACTTCCTCGAACCGATTTCTGCCGACAACCCTCGCTACAGGGGTCTGGCGTTCCCCGAG
GACTTCCTCGAACCGATTTCTGCCGACAACCCTCGCTACAGGGGTCTGGCGTTCCCCGAG
GACTTCCTCGAACCGATTTCTGCCGACAACCCTCGCTACAGGGGTCTGGCGTTCCCCGAG
GACTTCCTCGAACCGATTTCTGCCGACAACCCTCGCTACAGGGGTCTGGCGTTCCCCGAG
GACTTCCTCGAACCGATTTCTGCCGACAACCCTCGCTACAGGGGTCTGGCGTTCCCCGAG
GACTTCCTCGAACCGATTTCTGCCGACAACCCTCGCTACAGGGGTCTGGCGTTCCCCGAG
GACCTCCTCGAACCGATTTCTGCCGACAACCCTCGCTACAGGGGTCTGGCGTTCCCCGAG
————————— GAACCGATTTCTGCCGACAACCCTCGCTACAGGGGTCTGGCGTTCCCCGAG
————————— GAACCGATTTCTGCCGACAACCCTCGCTACAGGGGTCTGGCGTTCCCCGAG
————————— GAACCGATTTCTGCCGACAACCCTCGCTACAGGGGTCTGGCGTTCCCCGAG
————————— GAACCGATTTCTGCCGACAACCCTCGCTACAGGGGTCTGGCGTTCCCCGAG
————————— GAACCGATTTCTGCCGACAACCCTCGCTACAGGGGTCTGGCGTTCCCCGAG
————————— GAACCGATTTCTGCCGACAACCCTCGCTACAGGGGTCTGGCGTTCCCCGAG

ACTGTGATCAAGCACACTGGAGCTTCGGCAGGTGCTCTTACAAACGCAGGCAGCATCCAC
ACTGTGATCAAGCACACTGGAGCTTCGGCAGGTGCTCTTACAAACGCAGGCAACATCCAC
ACTGTGATCAAGCACACTGGAGCTTCGGCAGGTGCTCTTACAAACGCAGGCAACATCCAC
ACTGTGATCAAGCACACTGGAGCTTCGGCAGGTGCTCTTACAAACGCAGGCAACATCCAC
ACTGTGATCAAGCACACTGGAGCTTCGGCAGGTGCTCTTACAAACGCAGGCAGCATCCAC
ACTGTGATCAAGCACACTGGAGCTTCGGCAGGTGCTCTTACAAACGCAGGCAACATCCAC
ACTGTGATCAAGCACACTGGAGCTTCGGCAGGTGCTCTTACAAACGCAGGCAACATCCAC
——————————————————— GAGCTTCGGCAGGTGCTCTTACAAACGCAGGCAACATCCAC
ACTGTGATCAAGCACACTGGAGCTTCGGCAGGTGCTCTTACAAACGCAGGCAACATCCAC
ACTGTGATCAAGCACACTGGAGCTTCGGCAGGTGCTCTTACAAACGCAGGCAACATCCAC
ACTGTGATCAAGCACACTGGAGCTTCGGCAGGTGCTCTTACAAACGCAGGCAACATCCAC
——————————————————— GAGCTTCGGCAGGTGCTCTTACAAACGCAGGCAACATCCAC
ACTGTGATCAAGCACACTGGAGCTTCGGCAGGTGCTCTTACAAACGCAGGCAACATCCAC
ACTGTGATCAAGCACACTGGAGCTTCGGCAGGTGCTCTTACAAACGCAGGCAACATCCAC
ACTGTGATCAAGCACACTGGAGCTTCGGCAGGTGCTCTTACAAACGCAGGCAACATCCAC
ACTGTGATCAAGCACACTGGAGCTTCGGCAGGTGCTCTTACAAACGCAGGCAACATCCAC
ACCGTGATCAAGCACACTGGAGCTTCGGCAGGTGCTCTTACAAACGCAGGCAACATCCAC
ACTGTGATCAAGCACACTGGAGCTTCGGCAGGTGCTCTTACAAACGCAGGCAACATCCAC
ACTGTGATCAAGCACACTGGAGCTTCGGCAGGTGCTCTTACAAACGCAGGCAACATCCAC
ACTGTGATCAAGCACACTGGAGCTTCGGCAGGTGCTCTTACAAACGCAGGCAACATCCAC
ACTGTGATCAAGCACACTGGAGCTTCGGCAGGTGCTCTTACAAACGCAGGCAACATCCAC
ACTGTGATCAAGCACACTGGAGCTTCGGCAGGTGCTCTTACAAACGCAGGCAACATCCAC
ACTGTGATCAAGCACACTGGAGCTTCGGCAGGTGCTCTTACAAACGCAGGCAACATCCAC
ACTGTGATCAAGCACACTGGAGCTTCGGCAGGTGCTCTTACAAACGCAGGCAACATCCAC
ACTGTGATCAAGCACACTGGAGCTTCGGCAGGTGCTCTTACAAACGCAGGCAACATCCAC
ACTGTGATCAAGCACACTGGAGCTTCGGCAGGTGCTCTTACAAACGCAGGCAACATCCAC
ACTGTGATCAAGCACACTGGAGCTTCGGCAGGTGCTCTTACAAACGCAGGCAACATCCAC
ACTGTGATCAAGCACACTGGAGCTTCGGCAGGTGCTCTTACAAACGCAGGCAACATCCAC
ACTGTGATCAAGCACACTGGAGCTTCGGCAGGTGCTCTTACAAACGCAGGCAACATCCAC
ACTGTGATCAAGCACACTGGAGCTTCGGCAGGTGCTCTTACAAACGCAGGCAACATCCAC
——————————————————— GAGCTTCGGCAGGTGCTCTTACAAACGCAGGCAACATCCAC
ACTGTGATCAAGCACACTGGAGCTTCGGCAGGTGCTCTTACAAACGCAGGCAACATCCAC

KAKRKA Ak KAk A AR I AR AKX A A AhAA A A hAk Ak d Ak A hkrkhkhkxk* *hkkxkhxk%

GGTAATTTGTCGCCAGTATCAGCCGCCGACCTCCGTAAGTGGGGTTACAAGGGAAACGCC
GGTAATTTGTCGCCAGTATCAGCCGCCGACCTCCGTAAGTGGGGTTACAAGGGAAACGCC
GGTAATTTGTCGCCAGTATCAGCCGCCGACCTCCGTAAGTGGGGTTACAAGGGAAACGCC
GGTAATTTGTCGCCAGTATCAGCCGCCGACCTCCGTAAGTGGGGTTACAAGGGAAACGCC
GGTAATTTGTCGCCAGTATCAGCCGCCGACCTCCGTAAGTGGGGTTACAAGGGAAACGCC
GGTAATTTGTCGCCAGTATCAGCCGCCGACCTCCGTAAGTGGGGTTACAAGGGAAACGCC
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GGTAATTTGTCGCCAGTATCAGCCGCCGACCTCCGTAAGTGGGGTTACAAGGGAAACGCC
GGTAATTTGTCGCCAGTATCAGCCGCCGACCTCCGTAAGTGGGGTTACAAGGGAAACGCC
GGTAATTTGTCGCCAGTATCAGCCGCCGACCTCCGTAAGTGGGGTTACAAGGGAAACGCC
GGTAATTTGTCGCCAGTATCAGCCGCCGACCTCCGTAAGTGGGGTTACAAGGGAAACGCC
GGTAATTTGTCGCCAGTATCAGCCGCCGACCTCCGTAAGTGGGGTTACAAGGGAAACGCC
GGTAATTTGTCGCCAGTATCAGCCGCCGACCTCCGTAAGTGGGGTTACAAGGGAAACGCC
GGTAATTTGTCGCCAGTATCAGCCGCCGACCTCCGTAAGTGGGGTTACAAGGGAAACGCC
GGTAATTTGTCGCCAGTATCAGCCGCCGACCTCCGTAAGTGGGGTTACAAGGGAAACGCC
GGTAATTTGTCGCCAGTATCAGCCGCCGACCTCCGTAAGTGGGGTTACAAGGGAAACGCC
GGTAATTTGTCGCCAGTATCAGCCGCCGACCTCCGTAAGTGGGGTTACAAGGGAAACGCC
GGTAATTTGTCGCCAGTATCAGCCGCCGACCTCCGTAAGTGGGGTTACAAGGGAAACGCC
GGTAATTTGTCGCCAGTATCAGCCGCCGACCTCCGTAAGTGGGGTTACAAGGGAAACGCC
GGTAATTTGTCGCCAGTATCAGCCGCCGACCTCCGTAAGTGGGGTTACAAGGGAAACGCC
GGTAATTTGTCGCCAGTATCAGCCGCCGACCTCCGTAAGTGGGGTTACAAGGGAAACGCC
GGTAATTTGTCGCCAGTATCAGCCGCCGACCTCCGTAAGTGGGGTTACAAGGGAAACGCC
GGTAATTTGTCGCCAGTATCAGCCGCCGACCTCCGTAAGTGGGGTTACAAGGGAAACGCC
GGTAATTTGTCGCCAGTATCAGCCGCCGACCTCCGTAAGTGGGGTTACAAGGGAAACGCC
GGTAATTTGTCGCCAGTATCAGCCGCCGACCTCCGTAAGTGGGGTTACAAGGGAAACGCC
GGTAATTTGTCGCCAGTATCAGCCGCCGACCTCCGTAAGTGGGGTTACAAGGGAAACGCC
GGTAATTTGTCGCCAGTATCAGCCGCCGACCTCCGTAAGTGGGGTTACAAGGGAAACGCC
GGTAATTTGTCGCCAGTATCAGCCGCCGACCTCCGTAAGTGGGGTTACAAGGGAAACGCC
GGTAATTTGTCGCCAGTATCAGCCGCCGACCTCCGTAAGTGGGGTTACAAGGGAAACGCC
GGTAATTTGTCGCCAGTATCAGCCGCCGACCTCCGTAAGTGGGGTTACAAGGGAAACGCC
GGTAATTTGTCGCCAGTATCAGCCGCCGACCTCCGTAAGTGGGGTTACAAGGGAAACGCC
GGTAATTTGTCGCCAGTATCAGCCGCCGACCTCCGTAAGTGGGGTTACAAGGGAAACGCC
GGTAATTTGTCGCCAGTATCAGCCGCCGACCTCCGTAAGTGGGGTTACAAGGGAAACGCC

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A I A A A A AR A A A AR A AR A A AR A A AR AR AR A XKk

GTTACTAACTGCGCCGAATACGCCAGCAACATCGTGCCCGGTTCCGACCAGAGGACCAAG
GTTACTAACTGCGCCGAATACGCCAGCAACATCGTGCCCGGTTCCGACCAGAGGACCAAG
GTTACTAACTGCGCCGAATACGCCAGCAACATCGTGCCCGGTTCCGACCAGAGGACCAAG
GTTACTAACTGCGCCGAATACGCCAGCAACATCGTGCCCGGTTCCGACCAGAGGACCAAG
GTTACTAACTGCGCCGAATACGCCAGCAACATCGTGCCCGGTTCCGACCAGAGGACCAAG
GTTACTAACTGCGCCGAATACGCCAGCAACATCGTGCCCGGTTCCGACCAGAGGACCAAG
GTTACTAACTGCGCCGAATACGCCAGCAACATCGTGCCCGGTTCCGACCAGAGGACCAAG
GTTACTAACTGCGCCGAATACGCCAGCAACATCGTGCCCGGTTCCGACCAGAGGACCAAG
GTTACTAACTGCGCCGAATACGCCAGCAACATCGTGCCCGGTTCCGACCAGAGGACCAAG
GTTACTAACTGCGCCGAATACGCCAGCAACATCGTGCCCGGTTCCGACCAGAGGACCAAG
GTTACTAACTGCGCCGAATACGCCAGCAACATCGTGCCCGGTTCCGACCAGAGGACCAAG
GTTACTAACTGCGCCGAATACGCCAGCAACATCGTGCCCGGTTCCGACCAGAGGACCAAG
GTTACTAACTGCGCCGAATACGCCAGCAACATCGTGCCCGGTTCCGACCAGAGGACCAAG
GTTACTAACTGCGCCGAATACGCCAGCAACATCGTGCCCGGTTCCGACCAGAGGACCAAG
GTTACTAACTGCGCCGAATACGCCAGCAACATCGTGCCCGGTTCCGACCAGAGGACCAAG
GTTACTAACTGCGCCGAATACGCCAGCAACATCGTGCCCGGTTCCGACCAGAGGACCAAG
GTTACTAACTGCGCCGAATACGCCAGCAACATCGTGCCCGGTTCCGACCAGAGGACCAAG
GTTGCTAACTGCGCCGAATACGCCAGCAACATCGTGCCCGGTTCCGACCAGAGGACCAAG
GTTACTAACTGCGCCGAATACGCCAGCAACATCGTGCCCGGTTCCGACCAGAGGACCAAG
GTTACTAACTGCGCCGAATACGCCAGCAACATCGTGCCCGGTTCCGACCAGAGGACCAAG
GTTACTAACTGCGCCGAATACGCCAGCAACATCGTGCCCGGTTCCGACCAGAGGACCAAG
GTTACTAACTGCGCCGAATACGCCAGCAACATCGTGCCCGGTTCCGACCAGAGGACCAAG
GTTACTAACTGCGCCGAATACGCCAGCAACATCGTGCCCGGTTCCGACCAGAGGACCAAG
GTTACTAACTGCGCCGAATACGCCAGCAACATCGTGCCCGGTTCCGACCAGAGGACCAAG
GTTACTAACTGCGCCGAATACGCCAGCAACATCGTGCCCGGTTCCGACCAGAGGACCAAG
GTTACTAACTGCGCCGAATACGCCAGCAACATCGTGCCCGGTTCCGACCAGAGGACCAAG
GTTACTAACTGCGCCGAATACGCCAGCAACATCGTGCCCGGTTCCGACCAGAGGACCAAG
GTTACTAACTGCGCCGAATACGCCAGCAACATCGTGCCCGGTTCCGACCAGAGGACCAAG
GTTACTAACTGCGCCGAATACGCCAGCAACATCGTGCCCGGTTCCGACCAGAGGACCAAG
GTTACTAACTGCGCCGAATACGCCAGCAACATCGTGCCCGGTTCCGACCAGAGGACCAAG
GTTACTAACTGCGCCGAATACGCCAGCAACATCGTGCCCGGTTCCGACCAGAGGACCAAG
GTTACTAACTGCGCCGAATACGCCAGCAACATCGTGCCCGGTTCCGACCAGAGGACCAAG

R R b b b b b I b b b b b b I b b b R b R b R R b b I b b b b b b b R b R b R b b b b b b b b ]

TACAGGTACCCCTTCGTCTACGATGGAAAGGAGGAGATGTGTTACATCCTGTACTCGCCG
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TACAGGTACCCCTTCGTCTACGATGGAAAGGAGGAGATGTGTTACATCCTGTACTCGCCG
TACAGGTACCCCTTCGTCTACGATGGAAAGGAGGAGATGTGTTACATCCTGTACTCGCCG
TACAGGTACCCCTTCGTCTACGATGGAAAGGAGGAGATGTGTTACATCCTGTACTCGCCG
TACAGGTACCCCTTCGTCTACGATGGAAAGGAGGAGATGTGTTACATCCTGTACTCTCCG
TACAGGTACCCCTTCGTCTACGATGGAAAGGAGGAGATGTGTTACATCCTGTACTCGCCG
TACAGGTACCCCTTCGTCTACGATGGAAAGGAGGAGATGTGTTACATCCTGTACTCGCCG
TACAGGTACCCCTTCGTCTACGATGGAAAGGAGGAGATGTGTTACATCCTGTACTCGCCG
TACAGGTACCCCTTCGTCTACGATGGAAAGGAGGAGATGTGTTACATCCTGTACTCGCCG
TACAGGTACCCCTTCGTCTACGATGGAAAGGAGGAGATGTGTTACATCCTGTACTCGCCG
TACAGGTACCCCTTCGTCTACGATGGAAAGGAGGAGATGTGTTACATCCTGTACTCGCCG
TACAGGTACCCCTTCGTCTACGATGGAAAGGAGGAGATGTGTTACATCCTGTACTCGCCG
TACAGGTACCCCTTCGTCTACGATGGAAAGGAGGAGATGTGTTACATCCTGTACTCGCCG
TACAGGTACCCCTTCGTCTACGATGGAAAGGAGGAGATGTGTTACATCCTGTACTCGCCG
TACAGGTACCCCTTCGTCTACGATGGAAAGGAGGAGATGTGTTACATCCTGTACTCGCCG
TACAGGTACCCCTTCGTCTACGATGGAAAGGAGGAGATGTGTTACATCCTGTACTCGCCG
TACAGGTACCCCTTCGTCTACGATGGAAAGGAGGAGATGTGTTACATCCTGTACTCGCCG
TACAGGTACCCCTTCGTCTACGATGGAAAGGAGGAGATGTGTTACATCCTGTACTCGCCG
TACAGGTACCCCTTCGTCTACGATGGAAAGGAGGAGATGTGTTACATCCTGTACTCGCCG
TACAGGTACCCCTTCGTCTATGATGGAAAGGAGGAGATGTGTTACATCCTGTACTCGCCG
TACAGGTACCCCTTCGTCTACGATGGAAAGGAGGAGATGTGTTACATCCTGTACTCGCCG
TACAGGTACCCCTTCGTCTACGATGGAAAGGAGGAGATGTGTTACATCCTGTACTCGCCG
TACAGGTACCCCTTCGTCTACGATGGAAAGGAGGAGATGTGTTACATCCTGTACTCGCCG
TACAGGTACCCCTTCGTCTACGATGGAAAGGAGGAGATGTGTTACATCCTGTACTCGCCG
TACAGGTACCCCTTCGTCTACGATGGAAAGGAGGAGATGTGTTACATCCTGTACTCGCCG
TACAGGTACCCCTTCGTCTACGATGGAAAGGAGGAGATGTGTTACATCCTGTACTCGCCG
TACAGGTACCCCTTCGTCTACGATGGAAAGGAGGAGATGTGTTACATCCTGTACTCGCCG
TACAGGTACCCCTTCGTCTACGATGGAAAGGAGGAGATGTGTTACATCCTGTACTCGCCG
TACAGGTACCCCTTCGTCTACGATGGAAAGGAGGAGATGTGTTACATCCTGTACTCGCCG
TACAGGTACCCCTTCGTCTACGATGGAAAGGAGGAGATGTGTTACATCCTGTACTCGCCG
TACAGGTACCCCTTCGTCTACGATGGAAAGGAGGAGATGTGTTACATCCTGTACTCGCCG
TACAGGTACCCCTTCGTCTACGATGGAAAGGAGGAGATGTGTTACATCCTGTACTCGCCG

khkhkkhkrhkkhkrhkhkhhhkhkhhhkhrkh dhhhkhhkrhkhkrhhrhkhkrhkhkrhhkrhkhkhkhhkrkhkrhkhkrhkhkx **x*

ATGCAGTACAACCAGGGAACCAGGTACTGTGACGAGGACGGCAGCGCCAAGGAAGGGCCT
ATGCAGTACAACCAGGGAACCAGGTACTGTGACGAGGACGGCAGCGCCAAGGAAGGGCCT
ATGCAGTACAACCAGGGAACCAGGTACTGTGACGAGGACGGCAGCGCCAAGGAAGGGCCT
ATGCAGTACAACCAGGGAACCAGGTACTGTGACGAGGACGGCAGCGCCAAGGAAGGGCCT
ATGCAGTACAACCAGGGAACCAGGTACTGTGACGAGGACGGATCAGCGAAGGAAGGACCT
ATGCAGTACAACCAGGGAACCAGGTACTGTGACGAGGACGGATCAGCGAAGGAAGGGCCT
ATGCAGTACAACCAGGGAACCAGGTACTGTGACGAGGACGGATCAGCGAAGGAAGGGCCT
ATGCAGTACAACCAGGGAACCAGGTACTGTGACGAGGACGGATCAGCGAAGGAAGGGCCT
ATGCAGTACAACCAGGGAACCAGGTACTGTGACGAGGACGGATCAGCGAAGGAAGGGCCT
ATGCAGTACAACCAGGGAACCAGGTACTGTGACGAGGACGGATCAGCGAAGGAAGGGCCT
ATGCAGTACAACCAGGGAACCAGGTACTGTGACGAGGACGGATCAGCGAAGGAAGGGCCT
ATGCAGTACAACCAGGGAACCAGGTACTGTGACGAGGACGGATCAGCGAAGGAAGGGCCT
ATGCAGTACAACCAGGGAACCAGGTACTGTGACGAGGACGGATCAGCGAAGGAAGGGCCT
ATGCAGTACAACCAGGGAACCAGGTACTGTGACGAGGACGGATCAGCGAAGGAAGGGCCT
ATGCAGTACAACCAGGGAACCAGGTACTGTGACGAGGACGGATCAGCGAAGGAAGGGCCT
ATGCAGTACAACCAGGGAACCAGGTACTGTGACGAGGACGGATCAGCGAAGGAAGGGCCT
ATGCAGTACAACCAGGGAACCAGGTACTGTGACGAGGACGGATCAGCGAAGGAAGGGCCT
ATGCAGTACAACCAGGGAACCAGGTACTGTGACGAGGACGGATCAGCGAAGGAAGGGCCT
ATGCAGTACAACCAGGGAACCAGGTACTGTGACGAGGACGGATCAGCGAAGGAAGGGCCT
ATGCAGTACAACCAGGGAACCAGGTACTGTGACGAGGACGGATCAGCGAAGGAAGGGCCT
ATGCAGTACAACCAGGGAACCAGGTACTGTGACGAGGACGGATCAGCGAAGGAAGGGCCT
ATGCAGTACAACCAGGGAACCAGGTACTGTGACGAGGACGGATCAGCGAAGGAAGGGCCT
ATGCAGTACAACCAGGGAACCAGGTACTGTGACGAGGACGGATCAGCGAAGGAAGGGCCT
ATGCAGTACAACCAGGGAACCAGGTACTGTGACGAGGACGGATCAGCGAAGGAAGGGCCT
ATGCAGTACAACCAGGGAACCAGGTACTGTGACGAGGACGGATCAGCGAAGGAAGGGCCT
ATGCAGTACAACCAGGGAACCAGGTACTGTGACGAGGACGGATCAGCGAAGGAAGGGCCT
ATGCAGTACAACCAGGGAACCAGGTACTGTGACGAGGACGGATCAGCGAAGGAAGGGCCT
ATGCAGTACAACCAGGGAACCAGGTACTGTGACGAGGACGGATCAGCGAAGGAAGGGCCT
ATGCAGTACAACCAGGGAACCAGGTACTGTGACGAGGACGGATCAGCGAAGGAAGGGCCT
ATGCAGTACAACCAGGGAACCAGGTACTGTGACGAGGACGGATCAGCGAAGGAAGGGCCT
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ATGCAGTACAACCAGGGAACCAGGTACTGTGACGAGGACGGATCAGCGAAGGAAGGGCCT
ATGCAGTACAACCAGGGAACCAGGTACTGTGACGAGGACGGATCAGCGAAGGAAGGGCCT

khkhkkrkhkhkrhkhkhkhhkhkkrhkhkrhkhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkhkkhkkrkhkxkkx kK kkkkkkkx Kkkk

AGCTCGTTGCTCTGTATGAAACCGTACAAAAGCGAGGCCGATGCGCACCTGTACTACGGC
AGCTCGTTGCTCTGTATGAAACCGTACAAAAGCGAGGCCGATGCGCACCTGTACTACGGC
AGCTCGTTGCTCTGTATGAAACCGTACAAAAGCGAGGCCGATGCGCACCTGTACTACGGC
AGCTCGTTGCTCTGTATGAAACCGTACAAAAGCGAGGCCGATGCGCACCTGTACTACGGC
AGCTCGTTGCTCTGTATGAAACCGTACAAAAGCGAGGCCGATGCGCACCTGTACTACGGA
AGCTCGTTGCTCTGTATGAAACCGTACAAAAGCGAGGCCGATGCGCACCTGTACTACGGA
AGCTCGTTGCTCTGTATGAAACCGTACAAAAGCGAGGCCGATGCGCACCTGTACTACGGA
AGCTCGTTGCTCTGTATGAAACCGTACAAAAGCGAGGCCGATGCGCACCTGTACTACGGA
AGCTCGTTGCTCTGTATGAAACCGTACAAAAGCGAGGCCGATGCGCACCTGTACTACGGA
AGCTCGTTGCTCTGTATGAAACCGTACAAAAGCGAGGCCGATGCGCACCTGTACTACGGA
AGCTCGTTGCTCTGTATGAAACCGTACAAAAGCGAGGCCGATGCGCACCTGTACTACGGA
AGCTCGTTGCTCTGTATGAAACCGTACAAAAGCGAGGCCGATGCGCACCTGTACTACGGA
AGCTCGTTGCTCTGTATGAAACCGTACAAAAGCGAGGCCGATGCGCACCTGTACTACGGA
AGCTCGTTGCTCTGTATGAAACCGTACAAAAGCGAGGCCGATGCGCACCTGTACTACGGA
AGCTCGTTGCTCTGTATGAAACCGTACAAAAGCGAGGCCGATGCGCACCTGTACTACGGA
AGCTCGTTGCTCTGTATGAAACCGTACAAAAGCGAGGCCGATGCGCACCTGTACTACGGA
AGCTCGTTGCTCTGTATGAAACCGTACAAAAGCGAGGCCGATGCGCACCTGTACTACGGA
AGCTCGTTGCTCTGTATGAAACCGTACAAAAGCGAGGCCGATGCGCACCTGTACTACGGA
AGCTCGTTGCTCTGTATGAAACCGTACAAAAGCGAGGCCGATGCGCACCTGTACTACGGA
AGCTCGTTGCTCTGTATGAAACCGTACAAAAGCGAGGCCGATGCGCACCTGTACTACGGA
AGCTCGTTGCTCTGTATGAAACCGTACAAAAGCGAGGCCGATGCGCACCTGTACTACGGA
AGCTCGTTGCTCTGTATGAAACCGTACAAAAGCGAGGCCGATGCGCACCTGTACTACGGA
AGCTCGTTGCTCTGTATGAAACCGTACAAAAGCGAGGCCGATGCGCACCTGTACTACGGA
AGCTCGTTGCTCTGTATGAAACCGTACAAAAGCGAGGCCGATGCGCACCTGTACTACGGA
AGCTCGTTGCTCTGTATGAAACCGTACAAAAGCGAGGCCGATGCGCACCTGTACTACGGA
AGCTCGTTGCTCTGTATGAAACCGTACAAAAGCGAGGCCGATGCGCACCTGTACTACGGA
AGCTCGTTGCTCTGTATGAAACCGTACAAAAGCGAGGCCGATGCGCACCTGTACTACGGA
AGCTCGTTGCTCTGTATGAAACCGTACAAAAGCGAGGCCGATGCGCACCTGTACTACGGA
AGCTCGTTGCTCTGTATGAAACCGTACAAAAGCGAGGCCGATGCGCACCTGTACTACGGA
AGCTCGTTGCTCTGTATGAAACCGTACAAAAGCGAGGCCGATGCGCACCTGTACTACGGA
AGCTCGTTGCTCTGTATGAAACCGTACAAAAGCGAGGCCGATGCGCACCTGTACTACGGA
AGCTCGTTGCTCTGTATGAAACCGTACAAAAGCGAGGCCGATGCGCACCTGTACTACGGA

KA A AR AR AR A AR A AR AR A A A A AR AR A AR A AR AR AR AR AR AR AR A A A A A A AR A AR Ak h Kk

AGCGCCAGGATTGACCCGAAGTGGGATCAGAACTGCCCTATGAAGCCCATTAAGGACGCC
AGCGCCAGGATTGACCCGAAGTGGGATCAGAACTGCCCTATGAAGCCCATTAAGGACGCC
AGCGCCAGGATTGACCCGAAGTGGGATCAGAACTGCCCTATGAAGCCCATTAAGGACGCC
AGCGCCAGGATTGACCCGAAGTGGGATCAGAACTGCCCTATGAAGCCCATTAAGGACGCC
TCAGCGCGCATTGACCCGAAGTGGGATCAGAACTGCCCTATGAAGCCCATAAAGGACGCC
TCGGCGCGCATTGACCCGAAGTGGGATCAGAACTGCCCTATGAAGCCCATTAAGGACGCC
TCGGCGCGCATTGACCCGAAGTGGGATCAGAACTGCCCTATGAAGCCCATTAAGGACGCC
TCGGCGCGCATTGACCCGAAGTGGGATCAGAACTGCCCTATGAAGCCCATTAAGGACGCC
TCAGCGCGCATTGACCCGAAATGGGATCAGAACTGCCCTATGAAGCCCATAAAGGACGCC
TCAGCGCGCATTGACCCGAAATGGGATCAGAACTGCCCTATGAAGCCCATAAAGGACGCC
TCGGCGCGCATTGACCCGAAGTGGGATCAGAACTGCCCTATGAAGCCCATAAAGGACGCC
TCGGCGCGCATTGACCCTAAGTGGGATCAGAACTGCCCTATGAAGCCCATAAAGGACGCC
TCAGCGCGCATTGACCCGAAGTGGGATCAGAACTGCCCTATGAAGCCCATTAAGGACGCC
TCAGCGCGCATTGACCCGAAGTGGGATCAGAACTGCCCTATGAAGCCCATTAAGGACGCC
TCAGCGCGCATTGACCCGAAGTGGGATCAGAACTGCCCTATGAAGCCCATTAAGGACGCC
TCAGCGCGCATTGACCCGAAGTGGGATCAGAACTGCCCTATGAAGCCCATTAAGGACGCC
TCAGCGCGCATTGACCCGAAGTGGGATCAGAACTGCCCTATGAAGCCCATTAAGGACGCC
TCGGCGCGCATTGACCCGAAGTGGGATCAGAACTGCCCTATGAAGCCCATTAAGGACGCC
TCAGCGCGCATTGACCCGAAGTGGGATCAGAACTGCCCTATGAAGCCCATTAAGGACGCC
TCAGCGCGCATTGACCCGAAGTGGGATCAGAACTGCCCTATGAAGCCCATTAAGGACGCC
TCGGCGCGCATTGACCCGAAGTGGGATCAGAACTGCCCTATGAAGCCCATTAAGGACGCC
TCGGCGCGCATTGACCCGAAGTGGGATCAGAACTGCCCTATGAAGCCCATTAAGGACGCC
TCGGCGCGCATTGACCCGAAGTGGGATCAGAACTGCCCTATGAAGCCCATTAAGGACGCC
TCGGCGCGCATTGACCCGAAGTGGGATCAGAACTGCCCTATGAAGCCCATTAAGGACGCC
TCGGCGCGCATTGACCCGAAGTGGGATCAGAACTGCCCTATGAAGCCCATTAAGGACGCC
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TCGGCGCGCATTGACCCGAAGTGGGATCAGAACTGCCCTATGAAGCCCATTAAGGACGCC
TCGGCGCGCATTGACCCGAAGTGGGATCAGAACTGCCCTATGAAGCCCATTAAGGACGCC
TCAGCGCGCATTGACCCGAAGTGGGATCAGAACTGCCCTATGAAACCCATTAAGGACGCC
TCAGCGCGCATTGACCCGAAGTGGGATCAGAACTGCCCTATGAAGCCCATTAAGGACGCC
TCAGCGCGCATTGACCCGAAGTGGGATCAGAACTGCCCTATGAAGCCCATTAAGGACGCC
TCAGCGCGCATTGACCCGAAGTGGGATCAGAACTGCCCTATGAAGCCCATTAAGGACGCC
TCAGCGCGCATTGACCCGAAGTGGGATCAGAACTGCCCTATGAAGCCCATTAAGGACGCC

* K Kk kAR KkAKAAK Ak AAAKIAAAIAKAA A AR A A XA A A A I Ak K, K*hkkkhk *khkkhkhkkxhkkx%

ATTTTCGGTACGTGGGTTTCCGGCGCCTGTGTTGCCCTCGAATCTGCTTTTGAGGAGTAT
ATTTTCGGTACGTGGGTTTCCGGCGCCTGTGTTGCCCTCGAATCTGCTTTTGAGGAGTAT
ATTTTCGGTACGTGGGTTTCCGGCGCCTGTGTTGCCCTCGAATCTGCTTTTGAGGAGTAT
ATTTTCGGTACGTGGGTTTCCGGCGCCTGTGTTGCCCTCGAATCTGCTTTTGAGGAGTAT
ATTTTCGGTACGTGGGTTTCCGGCGCCTGTGTTGCACTCGAATCTGCTTTTGAGGAGTAT
ATTTTCGGTACGTGGGTTTCCGGCGCCTGTGTTGCACTCGAATCTGCTTTTGAGGAGTAT
ATTTTCGGTACGTGGGTTTCCGGCGCCTGTGTTGCACTCGAATCTGCTTTTGAGGAGTAT
ATTTTCGGTACGTGGGTTTCCGGCGCCTGTGTTGCACTCGAATCTGCTTTTGAGGAGTAT
ATTTTCGGTACGTGGGTTTCCGGCGCCTGTGTTGCACTCGAATCTGCTTTTGAGGAGTAT
ATTTTCGGTACGTGGGTTTCCGGCGCCTGTGTTGCACTCGAATCTGCTTTTGAGGAGTAT
ATTTTCGGTACGTGGGTTTCCGGCGCCTGTGTTGCCCTCGAATCTGCTTTTGAGGAGTAT
ATTTTCGGTACGTGGGTTTCCGGCGCCTGTGTTGCACTCGAATCTGCTTTTGAGGAGTAT
ATTTTCGGTACGTGGGTTTCCGGCGCCTGTGTTGCACTCGAATCTGCTTTTGAGGAGTAT
ATTTTCGGTACGTGGGTTTCCGGCGCCTGTGTTGCACTCGAATCTGCTTTTGAGGAGTAT
ATTTTCGGTACGTGGGTTTCCGGCGCCTGTGTTGCACTCGAATCTGCTTTTGAGGAGTAT
ATTTTCGGTACGTGGGTTTCCGGCGCCTGTGTTGCACTCGAATCTGCTTTTGAGGAGTAT
ATTTTCGGTACGTGGGTTTCCGGCGCCTGTGTTGCACTCGAATCTGCTTTTGAGGAGTAT
ATTTTCGGTACGTGGGTTTCCGGCGCCTGTGTTGCACTCGAATCTGCTTTTGAGGAGTAT
ATTTTCGGTACGTGGGTTTCCGGCGCCTGTGTTGCACTCGAATCTGCTTTTGAGGAGTAT
ATTTTCGGTACGTGGGTTTCCGGCGCCTGTGTTGCACTCGAATCTGCTTTTGAGGAGTAT
ATTTTCGGTACGTGGGTTTCCGGCGCCTGTGTTGCACTCGAATCTGCTTTTGAGGAGTAT
ATTTTCGGTACGTGGGTTTCCGGCGCCTGTGTTGCACTCGAATCTGCTTTTGAGGAGTAT
ATTTTCGGTACGTGGGTTTCCGGCGCCTGTGTTGCACTCGAATCTGCTTTTGAGGAGTAT
ATTTTCGGTACGTGGGTTTCCGGCGCCTGTGTTGCACTCGAATCTGCTTTTGAGGAGTAT
ATTTTCGGTACGTGGGTTTCCGGCGCCTGTGTTGCACTCGAATCTGCTTTTGAGGAGTAT
ATTTTCGGTACGTGGGTTTCCGGCGCCTGTGTTGCACTCGAATCTGCTTTTGAGGAGTAT
ATTTTCGGTACGTGGGTTTCCGGCGCCTGTGTTGCACTCGAATCTGCTTTTGAGGAGTAT
ATTTTCGGTACGTGGGTTTCCGGCGCCTGTGTTGCACTCGAATCTGCTTTTGAGGAGTAT
ATTTTCGGTACGTGGGTTTCCGGCGCCTGTGTTGCACTCGAATCTGCTTTTGAGGAGTAT
ATTTTCGGTACGTGGGTTTCCGGCGCCTGTGTTGCACTCGAATCTGCTTTTGAGGAGTAT
ATTTTCGGTACGTGGGTTTCCGGCGCCTGTGTTGCACTCGAATCTGCTTTTGAGGAGTAT
ATTTTCGGTACGTGGGTTTCCGGCGCCTGTGTTGCACTCGAATCTGCTTTTGAGGAGTAT

khkhkhkrkhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhhkrhkhkhhkhkhkhkrhkhkrkhk hhhkhkrhkhkrhkhkrkhhkrkrhkhkrxkhkkxk*k

GTCGACAGCGCTGAGGAATGTGCTGCGATCCTGTTCGAAAATTCAGCTGCGGATGTTGAC
GTCAACAGCGCTGAGGAATGTGCTGCGATCCTGTTCGAAAATTCAGCTGCGGATGTTGAC
GTCGACAGCGCTGAGGAATGTGCTGCGATCCTGTTCGAAAATTCAGCTGCGGATGTTGAC
GTCGACAGCGCTGAGGAATGTGCTGCGATCCTGTTCGAAAATTCAGCTGCGGATGTTGAC
GTCGACAGCGCTGAGGAATGTGCTGCGATCCTGTTCGAAAATTCAGCTGCGGATGTTGAC
GTCAACAGCGCTGAGGAATGTGCTGCGATCCTGTTCGAAAATTCAGCTGCGGATGTTGAC
GTCAACAGCGCTGAGGAATGTGCTGCGATCCTGTTCGAAAATTCAGCTGCGGATGTTGAC
GTCAACAGCGCTGAAGAATGTGCTGCGATCCTGTTCGAAAATTCAGCTGCGGATGTTGAC
GTCAACAGCGCTGAGGAGTGTGCTGCGATCCTGTTCGAAAATTCAGCTGCGGATGTTGAC
GTCAACAGCGCTGAGGAATGTGCTGCGATCCTGTTCGAAAATTCAGCTGCGGATGTTGAC
GTCAACAGCGCTGAGGAATGTGCTGCGATCCTGTTCGAAAATTCAGCTGCGGATGTTGAC
GTCAACAGCGCTGAGGAATGTGCTGCGATCCTGTTCGAAAATTCAGCTGCGGATGTTGAC
GTCGACAGCGCTGAGGAGTGTGCTGCGATCCTGTTCGAACATTCAGCTGCGGATGTTGAC
GTCGACAGCGCTGAGGAGTGTGCTGCGATCCTGTTCGAACATTCAGCTGCGGATGTTGAC
GTCGACAGCGCTGAGGAGTGTGCTGCGATCCTGTTCGAACATTCAGCTGCGGATGTTGAC
GTCGACAGCGCTGAGGAGTGTGCTGCGATCCTGTTCGAACATTCAGCTGCGGATGTTGAC
GTCGACAGCGCTGAGGAGTGTGCTGCGATTCTGTTCGAACATTCAGCTGCGGATGTTGAC
GTCGACAGCGCTGAGGAGTGTGCTGCGATCCTGTTCGAAAATTCAGCTGCGGATGTTGAC
GTCGACAGCGCTGAGGAGTGTGCTGCGATCCTGTTCGAACATTCAGCTGCGGATGTTGAC
GTCGACAGCGCTGAGGAGTGTGCTGCGATCCTGTTCGAACATTCAGCTGCGGATGTTGAC
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GTCGACAGCGCTGAGGAGTGTGCTGCGATCCTGTTCGAACATTCAGCTGCGGATGTTGAC
GTCGACAGCGCTGAGGAGTGTGCTGCGATCCTGTTCGAACATTCAGCTGCGGATGTTGAC
GTCGACAGCGCTGAGGAGTGTGCTGCGATCCTGTTCGAACATTCAGCTGCGGATGTTGAC
GTCGACAGCGCTGAGGAGTGTGCTGCGATCCTGTTCGAAAATTCAGCTGCGGATGTTGAC
GTCGACAGCGCTGAGGAGTGTGCTGCGATCCTGTTCGAAAATTCAGCTGCGGATGTTGAC
GTCGACAGCGCTGAGGAGTGTGCTGCGATCCTGTTCGAAAATTCAGCTGCGGATGTTGAC
GTCGACAGCGCTGAGGAGTGTGCTGCGATCCTGTTCGAAAATTCAGCTGCGGATGTTGAC
GTCGACAGCGCTGAGGAGTGTGCTGCGATCCTGTTCGAAAATTCAGCTGCGGATGTTGAC
GTCGACAGCGCTGAGGAGTGTGCTGCGATCCTGTTCGAAAATTCAGCTGCGGATGTTGAC
GTCGACAGCGCTGAGGAGTGTGCTGCGATCCTGTTCGAAAATTCAGCTGCGGATGTTGAC
GTCGACAGCGCTGAGGAGTGTGCTGCGATCCTGTTCGAAAATTCAGCTGCGGATGTTGAC
GTCGACAGCGCTGAGGAGTGTGCTGCGATCCTGTTCGAAAATTCAGCTGCGGATGTTGAC

kkk khkkhkhkhkhkkhkhkk kk hhkkhkhkhkhkhkkhhkhkk hhkhkkhkkhkhkhkhk *hkkrhkkhkhkhkhkrkhkhxkkhkrxkkxk*k

ATTGACATCGACTCGGAGAGGTACAATGAAATCAGCGAGCTCTACAATGGTCTCAAGAAC
ATTGACATCGACTCGGAGAGGTACAATGAAATCAGCGAGCTCTACAATGGTCTCAAGAAC
ATTGACATCGACTCGGAGAGGTACAATGAAATCAGGGAGCTCTACAATGGTCTCAAGAAC
ATTGACATCGACTCGGAGAGGTACAATGAAATCAGCGAGCTCTACAATGGTCTCAAGAAC
ATTGACATCGACTCGGAGAGGTACAATGAAATCAGCGAGCTCTACAATGGTCTCAAGAAC
ATTGACATCGACTCGGAGAGGTACAATGAAATCAGCGAGCTCTATAATGGTCTCAAGAAC
ATTGACATCGACTCGGAGAGGTACAATGAAATCAGCGAGCTCTATAATGGTCTCAAGAAC
ATTGACATCGACTCGGAGAGGTACAATGAAATCAGCGAGCTCTATAATGGTCTCAAGAAC
ATTGACATCGACTCGGAGAGGTACAATGAAATCAGCGAGCTCTACAATGGTCTCAAGAAC
ATTGACATCGACTCGGAGAGGTACAATGAAATCAGCGAGCTCTACAATGGTCTCAAGAAC
ATTGACATCGACTCGGAGAGGTACAATGAAATCAGCGAGCTCTACAATGGTCTCAAGAAC
ATTGACATCGACTCGGAGAGGTACAATGAAATCAGCGAGCTCTACAATGGTCTCAAGAAC
ATTGACATCGAGTCGGAGAGATACAATGAAATCAGCGAGCTCTACAATGGTCTCAAGAAC
ATTGACATCGAGTCGGAGAGATACAATGAAATCAGCGAGCTCTACAATGGTCTCAAGAAC
ATTGACATCGAGTCGGAGAGATACAATGAAATCAGCGAGCTCTACAATGGTCTCAAGAAC
ATTGACATCGAGTCGGAGAGATACAATGAAATCAGCGAGCTCTACAATGGTCTCAAGAAC
ATTGACATCGAGTCGGAGAGGTACAATGAAATCAGCGAGCTCTACAATGGTCTCAAGAAC
ATTGACATCGACTCGGAGAGGTACAATGAAATCAGCGAGCTCTACAATGGTCTCAAGAAC
ATTGACATCGAGTCGGAGAGGTACAATGAAATCAGCGAGCTCTACAATGGTCTCAAGAAC
ATTGACATCGAGTCGGAGAGGTACAATGAAATCAGCGAGCTCTACAATGGTCTCAAGAAC
ATTGACATCGAGTCGGAGAGGTACAATGAAATCAGCGAGCTCTACAATGGTCTCAAGAAC
ATTGACATCGAGTCGGAGAGGTACAATGAAATCAGCGAGCTCTACAATGGTCTCAAGAAC
ATTGACATCGAGTCGGAGAGGTACAATGAAATCAGCGAGCTCTACAATGGTCTCAAGAAC
ATTGACATCGACTCGGAGAGGTACAATGAAATCAGCGAGCTCTACAATGGTCTCAAGAAC
ATTGACATCGACTCGGAGAGGTACAATGAAATCAGCGAGCTCTACAATGGTCTCAAGAAC
ATTGACATCGACTCGGAGAGGTACAATGAAATCAGCGAGCTCTACAATGGTCTCAAGAAC
ATTGACATCGACTCGGAGAGGTACAATGAAATCAGCGAGCTCTACAATGGTCTCAAGAAC
ATTGACATCGACTCGGAGAGGTACAATGAAATCAGCGAGCTCTACAATGGTCTCAAGAAC
ATTGACATCGACTCGGAGAGGTACAATGAAATCAGCGAGCTCTACAATGGTCTCAAGAAC
ATTGACATCGACTCGGAGAGGTACAATGAAATCAGCGAGCTCTACAATGGTCTCAAGAAC
ATTGACATCGACTCGGAGAGGTACAATGAAATCAGCGAGCTCTACAATGGTCTCAAGAAC
ATTGACATCGACTCGGAGAGGTACAATGAAATCAGCGAGCTCTACAATGGTCTCAAGAAC

khkkhkhkkhkhkhkkhkhkhkhk K*hAkkhkhkkhhk *AkhAhkkhhkhhkhkhkrhk k *hkkhrkhkhhk, *khkrkrhrkkhhrkkhkrxkxk%

CTTCACCTTCAGCAGATCGCGTTCTCGCTGTTTGCCCCTATGGCGAAGTCAGCCGCTTCC
CTTCAGCTTCAGCAGATCGCGTTCTCGCTGTTTGCCCCTATGGCGAAGTCAGCCGCTTCC
CTTCAGCTTCAGCAGATCGCGTTCTCGCTGTTTGCCCCTATGGCGAAGTCAGCCGCTTCC
CTTCAGCTTCAGCAGATCGCGTTCTCGCTGTTTGCCCCTATGGCGAAGTCAGCCGCTTCC
CTTCATCTTCAGCAGATCGCATTCTCGCTGTTTGCCCCTATGGCGAAATCAGCCGCTTCC
CTTCAGCTTCAGCAGATCGCGTTCTCGCTGTTTGCCCCTATGGCGAAGTCAGCCGCTTCC
CTTCAGCTTCAGCAGATCGCGTTCTCGCTGTTTGCCCCTATGGCGAAGTCAGCCGCTTCC
CTTCAGCTTCAGCAGATCGCGTTCTCGCTGTTTGCCCCTATGGCGAAGTCAGCCGCTTCC
CTTCAGCTTCAGCAGATCGCGTTCTCGCTGTTTGCCCCTATGGCGAAGTCAGCCGCTTCC
CTTCAGCTTCAGCAGATCGCGTTCTCGCTGTTTGCCCCTATGGCGAAGTCAGCCGCTTCC
CTTCAGCTTCAGCAGATCGCGTTCTCGCTGTTTGCCCCTATGGCGAAATCAGCCGCTTCC
CTTCAGCTTCAGCAGATCGCGTTCTCGCTGTTTGCCCCTATGGCGAAGTCAGCCGCTTCC
CTTAAGCTTCAGCAGATCGCGTTCTCGCTGTTTGCCCCTATGGCGAAGTCAGCCGCTTCC
CTTAAGCTTCAGCAGATCGCGTTCTCGCTGTTTGCCCCTATGGCGAAGTCAGCCGCTTCC
CTTAAGCTTCAGCAGATCGCGTTCTCGCTGTTTGCCCCTATGGCGAAGTCAGCCGCTTCC
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CTTAAGCTTCAGCAGATCGCGTTCTCGCTGTTTGCCCCTATGGCGAAGTCAGCCGCTTCC
CTTCAGCTTCAGCAGATCGCGTTCTCGCTGTTTGCCCCTATGGCGAAGTCAGCCGCTTCC
CTTCAGCTTCAGCAGATCGCGTTCTCGCTGTTTGCACCTATGGCGAAATCAGCCGCTTCC
CTTCAGCTTCAGCAGATCGCGTTCTCGCTGTTTGCCCCTATGGCGAAGTCAGCCGCTTCC
CTTCAGCTTCAGCAGATCGCGTTCTCGCTGTTTGCCCCTATGGCGAAGTCAGCCGCTTCC
CTTCAGCTTCAGCAGATCGCGTTCTCGCTGTTTGCCCCTATGGCGAAATCAGCCGCTTCC
CTTCAGCTTCAGCAGATCGCGTTCTCGCTGTTTGCCCCTATGGCGAAGTCAGCCGCTTCC
CTTCAGCTTCAGCAGATCGCGTTCTCGCTGTTTGCCCCTATGGCGAAGTCAGCCGCTTCC
CTTCAGCTTCAGCAGATCGCGTTCTCGCTGTTTGCCCCTATGGCGAAATCAGCCGCTTCC
CTTCAGCTTCAGCAGATCGCGTTCTCGCTGTTTGCCCCTATGGCGAAATCAGCCGCTTCC
CTTCAGCTTCAGCAGATCGCGTTCTCGCTGTTTGCCCCTATGGCGAAATCAGCCGCTTCC
CTTCAGCTTCAGCAGATCGCGTTCTCGCTGTTTGCCCCTATGGCGAAGTCAGCCGCTTCC
CTTCAGCTTCAGCAGATCGCGTTCTCGCTGTTTGCCCCTATGGCGAAATCAGCCGCTTCC
CTTCAGCTTCAGCAGATCGCGTTCTCGCTGTTTGCCCCTATGGCGAAATCAGCCGCTTCC
CTTCAGCTTCAGCAGATCGCGTTCTCGCTGTTTGCCCCTATGGCGAAATCAGCCGCTTCC
CTTCAGCTTCAGCAGATCGCGTTCTCGCTGTTTGCCCCTATGGCGAAATCAGCCGCTTCC
CTTCAGCTTCAGCAGATCGCGTTCTCGCTGTTTGCCCCTATGGCGAAATCAGCCGCTTCC

Khkk K KAKRAIAAAAAAKNAKXKA *AAXAKAAXAAIAAXAAA K, *hkkdhAkAhkhkkhhhk *hkk hkhkhkhrkxxk%

GCCACACTTTCCAAGGGTGTCGGTATGAACTGGGCGAACTACGAGTCCGCCACCGGTGTT
GCCACACTTTCCAAGGGTGTCGGTATGAACTGGGCGAACTACGAGTCCGAAACCGGTGTT
GCCACACTTTCCAAGGGTGTCGGTAGGAACTGGGCGAACTACGAGTCCGAAACCGGTGTT
GCCACACTTTCCAAGGGTGTCGGTAGGAACTGGGCGAACTACGAGTCCGAAACCGGTGTT
GCCACGCTGTCCAAGGGTGTCGGTATGAACTGGGCGAACTACGAGTCCGCAACAGGTGTT
GCCACACTTTCCAAGGGTGTCGGTATGAACTGG-——————————————————————————
GCCACACTTTCCAAGGGTGTCGGTATGAACTGG-—-————————————————————————
GCCACACTTTCCAAGGGTGTCGGTATGAACTGG-——————————————————————————
GCCACACTTTCCAAGGGTGTCGGTATGAACTGGGCGAACTACGAGTCCGAAACCGGTGTT
GCCACACTTTCCAAGGGTGTCGGTATGAACTGG-——————————————————————————
GCCACACTTTCCAAGGGTGTCGGTATGAACTGGGCGAACTACGAGTCCGAAACCGGTGTT
GCCACACTTTCCAAGGGTGTCGGTATGAACTGG-——————————————————————————
GCCACACTTTCCAAGGGTGTCGGTATGAACTGGGCGAACTACGAGTCCGAAACCGGTGTT
GCCACACTTTCCAAGGGTGTCGGTATGAACTGGGCGAACTACGAGTCCGAAACCGGTGTT
GCCACACTTTCCAAGGGTGTCGGTATGAACTGGGCGAACTACGAGTCCGAAACCGGTGTT
GCCACACTTTCCAAGGGTGTCGGTATGAACTGGGCGAACTACGAGTCCGAAACCGGTGTT
GCCACACTTTCCAAGGGTGTCGGTATGAACTGGGCGAACTACGAGTCCGAAACCGGTGTT
GCCACACTTTCCAAGGGTGTCGGTAGGAACTGGGCGAACTACGAGTCCGAAACCGGTGTT
GCCACACTTTCCAAGGGTGTCGGTATGAACTGGGCGAACTACGAGTCCGAAACCGGTGTT
GCCACACTTTCCAAGGGTGTCGGTATGAACTGGGCGAACTACGAGTCCGAAACCGGTGTT
GCCACACTTTCCAAGGGTGTCGGTATGAACTGGGCGAACTACGAGTCCGAAACCGGTGTT
GCCACACTTTCCAAGGGTGTCGGTATGAACTGGGCGAACTACGAGTCCGAAACCGGTGTT
GCCACACTTTCCAAGGGTGTCGGTATGAACTGGGCGAACTACGAGTCCGAAACCGGTGTT
GCCACACTTTCCAAGGGTGTCGGTATGAACTGGGCGAACTACGAGTCCGAAACCGGTGTT
GCCACACTTTCCAAGGGTGTCGGTATGAACTGG-—-————————————————————————
GCCACACTTTCCAAGGGTGTCGGTATGAACTGG——==—=—————————————————————
GCCACACTTTCCAAGGGTGTCGGTATGAACTGG-—=————————————————————————
GCCACACTTTCCAAGGGTGTCGGTATGAACTGG-—====—————————————————————
GCCACACTTTCCAAGGGTGTCGGTATGAACTGG-—=————————————————————————
GCCACACTTTCCAAGGGTGTCGGTATGAACTGG——==—=—————————————————————
GCCACACTTTCCAAGGGTGTCGGTATGAACTGG——==—=—————————————————————
GCCACACTTTCCAAGGGTGTCGGTATGAACTGG-—==———————————————————————

khkkhkkk Kk KhkhkkhkrkhkAhAkhkkhkhkhkkhAkrkkhkkhkk khkkkrk kK

TGCCGTATCCTGAACACTACTCCTACCTGCCTCATCATCAACGCCGGCAGCTTGGCCATG
TGCCGTATCCTGAACGCAACTCCTACCTGCCTCATCATCAACGCCGGCAGCTTGGCCATG
TGCCGTATCCTGAACGCAACTCCTACCTGCCTCATCATCAACGCCGGCAGCTTGGCCATG
TGCCGTATCCTGAACGCAACTCCTACCTGCCTCATCATCAACGCCGGCAGCTTGGCCATG
TGCCGTATCCTGAACACAACGCCTACCTGCCTCATCATCAACGCCGGCAGCCTGGCCATG
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TGCCGTATCCTGAACGCAACTCCTACCTGCCTCATCATCAACGCCGGCAGTCTGGCCATG
TGCCGTATCCTGAACGCAACGCCTACCTGCCTCATCATCAACGCCGGCAGTCTGGCCATG
TGCCGTATCCTGAACGCAACTCCTACCTGCCTCATCATCAACGCCGGCAGCCTGGCCATG
TGCCGTATCCTGAACGCAACTCCTACCTGCCTCATCATCAACGCCGGCAGCCTGGCCATG
TGCCGTATCCTGAACGCAACTCCTACCTGCCTCATCATCAACGCCGGCAGCCTGGCCATG
TGCCGTATCCTGAACGCAACGCCTACCTGCCTCATCATCAACGCCGGCAGCCTGGCCATG
TGCCGTATCCTGAACGCAACGCCTACCTGCCTCATCATCAACGCCGGCAGCTTGGCCATG
TGCCGTATCCTGAACGCAACTCCTACCTGCCTCATCATCAACGCCGGCAGCCTGGCCATG
TGCCGTATCCTGAACGCAACTCCTACCTGCCTCATCATCAACGCCGGCAGCCTGGCCATG
TGCCGTATCCTGAACGCAACGCCTACCTGCCTCATCATCAACGCCGGCAGCCTGGCCATG
TGCCGTATCCTGAACGCAACTCCTACCTGCCTCATCATCAACGCCGGCAGCCTGGCCATG
TGCCGTATCCTGAACGCAACTCCTACCTGCCTCATCATCAACGCCGGCAGCCTGGCCATG
TGCCGTATCCTGAACGCAACTCCTACCTGCCTCATCATCAACGCCGGCAGCCTGGCCATG

ACCGCCCTCGGTTCCCCGTTGGAGTCGGACGCCATTAACTACCCATGCCACATCGACACC
ACCGCCCTCGGTTCCCCGTTGGAGTCGGACGCCATTAACTACCCATGCCACATCGACACC
ACCGCCCTCGGTTCCCCGTTGGAGTCGGACGCCATTAACTACCCATGCCACATCGACACC
ACCGCCCTCGGTTCCCCGTTGGAGTCGGACGCCATTAACTACCCATGCCACATCGACACC
ACCGCCCTCGGTTCCCCGTTGGAGTCGGACGCCATTAACTACCCGTGCCACATCGACACC

ACCGCCCTCGGTTCCCCGTTGGAGTCGGACGCCATTAACTACCCATGCCACATCGACACC
ACCGCCCTCGGTTCCCCGTTGGAGTCTGACGCCATTAACTACCCATGCCACATCGACACC
ACCGCCCTCGGTTCCCCGTTGGAGTCTGACGCCATTAACTACCCATGCCACATCGACACC
ACCGCCCTCGGTTCCCCGTTGGAGTCTGACGCCATTAACTACCCATGCCACATCGACACC
ACCGCCCTCGGTTCCCCGTTGGAGTCTGACGCCATTAACTACCCATGCCACATCGACACC
ACCGCCCTCGGTTCCCCGTTGGAGTCGGACGCCATTAACTACCCATGCCACATCGACACC
ACCGCCCTCGGTTCCCCGTTGGAGTCTGACGCCATTAACTACCCATGCCACATCGACACC
ACCGCCCTCGGTTCCCCGTTGGAGTCTGACGCCATTAACTACCCATGCCACATCGACACC
ACCGCCCTCGGTTCCCCGTTGGAGTCGGACGCCATTAACTACCCGTGCCACATCGACACC
ACCGCCCTCGGTTCCCCGTTGGAGTCTGACGCCATTAACTACCCATGCCACATCGACACC
ACCGCCCTCGGTTCCCCGTTGGAGTCTGACGCCATTAACTACCCATGCCACATCGACACC
ACCGCCCTCGGTTCCCCGTTGGAGTCTGACGCCATTAACTACCCATGCCACATCGACACC

CTTGGTTACGTCGAGCCGCGCAAGAGGGACTCTAGGGAAGATGGCGACAGGAACTCCGGT
CTTGGTTACGTCGAGCCGCGCAAGAGGGACTCTAGGGAAGATGGCGACAGGAACTCCGGT
CTTGGTTACGTCGAGCCGCACAAGAGGGACTCTAGGGAAGATGGCGACAGGAACTCCGGT
CTTGGTTACGTCGAGCCGCACAAGAGGGACTCTAGGGAAGATGGCGACAGGAACTCCGGT
CTTGGTTACGTCGAGCCGCGCAAGAGGGACAGTAGGGAAGATGGCGACAGGAACTCCGGT
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CTTGGTTACGTCGAGCCGCGCAAGAGGGACTCTAGGGAAGATGGTGACAGGAACTCCGGT
CTTGGTTACGTCGAGCCGCGCAAGAGGGACTCTAGGGAAGATGGCGACAGGAACTCCGGT
CTTGGTTACGTCGAGCCGCGCAAGAGGGACTCTAGGGAAGATGGCGACAGGAACTCCGGT
CTTGGTTACGTCGAGCCGCGCAAGAGGGACTCTAGGGAAGATGGCGACAGGAACTCCGGT
CTTGGTTACGTCGAGCCGCGCAAGAGGGACTCTAGGGAAGATGGCGACAGGAACTCCGGT
CTTGGTTACGTCGAGCCGCACAAGAGGGACTCTAGGGAAGATGGCGACAGGAACTCCGGT
CTTGGTTACGTCGAGCCGCGCAAGAGGGACTCTAGGGAAGATGGCGACAGGAACTCCGGT
CTTGGTTACGTCGAGCCGCGCAAGAGGGACTCTAGGGAAGATGGCGACAGGAACTCCGGT
CTTGGTTACGTCGAGCCGCGCAAGAGGGACTCTAGGGAAGATGGTGAGAGGAACTCCGGT
CTTGGTTACGTCGAGCCGCACAAGAGGGACTCTAGGGAAGATGGTGACAGGAACTCCGGT
CTTGGTTACGTCGAGCCGCACAAGAGGGACTCTAGGGAAGATGGCGACAGGAACTCCGGT
CTTGGTTACGTCGAGCCGCGCAAGAGGAACTCTAGGGAAGATGGCGACAGGAACTCCGGT

ATCACCACCGCTCTCAACATGCAGACTTTGAAGTGCACGAAATACGTCCACTCGAAGTAT
ATCACCACCGCTCTCAACATGAAAACTTTGAAGTGCACGAAATACGTCCACTCGAAGTAT
ATCACCACCGCTCTCAACATGAAAACTTTGAAGTGCACGAAATACGTCCACTCGAAGTAT
ATCACCACCGCTCTCAACATGAAAACTTTGAAGTGCACGAAATACGTCCACTCGAAGTAT
ATCACCACCGCTCTCAACATGCAAACTTTGAAGTGCACGAAATACGTCCACTCGAAGTAT

ATCACCACCGCTCTCAACATGAAAACTTTGAAGTGCACGAAATACGTCCACTCGAAGTAT
ATCACCACCGCTCTCAACATGAAAACTTTGAAGTGCACGAAATACGTCCACTCGAAGTAT
ATCACCACCGCTCTCAACATGAAAACTTTGAAGTGCACGAAATACGTCCACTCGAAGTAT
ATCACCACCGCTCTCAACATGAAAACTTTGAAGTGCACGAAATACGTCCACTCGAAGTAT
ATCACCACCGCTCTCAACATGAAAACTTTGAAGTGCACGAAATACGTCCACTCGAAGTAT
ATCACCACCGCTCTCAACATGAAAACTTTGAAGTGCACGAAATACGTCCACTCGAAGTAT
ATCACCACCGCTCTCAACATGAAAACTTTGAAGTGCACGAAATACGTCCACTCGAAGTAT
ATCACCACCGCTCTCAACATGAAAACTTTGAAGTGCACGAAATACGTCCACTCGAAGTAT
ATCACCACCGCTCTCAACATGAAAACTTTGAAGTGCACGAAATACGTCCACTCGAAGTAT
ATCACCACCGCTCTCAACATGAAAACTTTGAAGTGCACGAAATACGTCCACTCGAAATAT
ATCACCACCGCTCTCAACATGAAAACTTTGAAGTGCACGAAATACGTCCACTCGAAGTAT
ATCACCACCGCTCTCAACATGAAAACTTTGAAGTGCACGAAATACGTCCACTCGAAGTAT
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TCTGAAAGCTGTGGCACGTACTACTACTGCTCCGAAGAGAAATCCGGCTACCTCAGCAGG
TCTGAAAGCTGTGGCACGTACTACTACTGCTCCGAAGAGAAATCCGGCTACCTCAGCAGG
TCTGAAAGCTGTGGCACGTACTACTACTGCTCCGAAGAGAAATCCGGCTACCTCAGCAGG
TCTGAAAGCTGTGGCACGTACTACTACTGCTCCGAAGAGAAATCCGGCTACCTCAGCAGG
TCTGAAAGCTGTGGCACGTACTACTACTGCTCCGAGGAGAAATCCGGCTACCTCAGCAGG

TCTGAGAGCTGTGGCACGTACTACTACTGCTCCGAAGAGAAATCCGGCTACCTCAGCAGG
TCTGAAAGCTGTGGCACGTACTACTACTGCTCCGAAGAGAAATCCGGCTACCTCAGCAGG
TCTGAAAGCTGTGGCACGTACTACTACTGCTCCGAAGAGAAATCCGGCTACCTCAGCAGG
TCTGAAAGCTGTGGCACGTACTACTACTGCTCCGAAGAGAAATCCGGCTACCTCAGCAGG
TCTGAAAGCTGTGGCACGTACTACTACTGCTCCGAAGAGAAATCCGGCTACCTCAGCAGG
TCTGAAAGCTGTGGCACGTACTACTACTGCTCCGAAGAGAAATCCGGCTACCTCAGCAGG
TCTGAGAGCTGTGGCACGTACTACTACTGCTCCGAGGAGAAATCCGGCTACCTCAGCAGG
TCTGAAAGCTGTGGCACGTACTACTACTGCTCCGAAGAGAAATCCGGCTACCTCAGCAGG
TCTGAAAGCTGTGGCACGTACTACTACTGCTCCGAAGAGAAATCCGGCTACCTCAGCAGG
TCTGAGAGCTGTGGCACGTACTACTACTGCTCCGAAGAGAAATCCGGCTACCTCAGCAGG
TCTGAAAGCTGTGGCACGTACTACTACTGCTCCGAAGAGAAATCCGGCTACCTCAGCAGG
TCTGAAAGCTGTGGCACGTACTACTACTGCTCCGAAGAGAAATCCGGCTACCTCAGCAGG

CTGTACCAGTTCATGTGCTCGCACAACGTGAAGAAGGCTGCGGTTATTTCCACGGCGCTC
CTGTACCAGTTCATGTGCTCGCACAACGTGAAGAAGGCTGCGGTTATTTCCACGGCGCTC
CTGTACCAGTTCATGTGCTCGCACAACGTGAAGAAGGCTGCGGTTATTTCCACGGCGCTC
CTGTACCAGTTCATGTGCTCGCACAACGTGAAGAAGGCTGCGGTTATTTCCACGGCGCTC
CTGTACCAGTTCATGTGCTCGCACAACGTGAAGAAGGCTGCGGTTATTTCCACGGCGCTC

CTCTACCAGTTCATGTGCTCGCACAACGTGAAGAAGGCTGCGGTTATTTCCACGGCGCTC
CTCTACCAGTTCATGTGCTCGCACAACGTGAAGAAGGCTGCGGTTATTTCCACGGCGCTC
CTCTACCAGTTCATGTGCTCGCACAACGTGAAGAAGGCTGCGGTTATTTCCACGGCGCTC
CTCTACCAGTTCATGTGCTCGCACAACGTGAAGAAGGCTGCGGTTATTTCCACGGCGCTC
CTCTACCAGTTCATGTGCTCGCACAACGTGAAGAAGGCTGCGGTTATTTCCACGGCGCTC
CTGTACCAGTTCATGTGCTCGCACAACGTGAAGAAGGCTGCGGTTATTTCCACGGCGCTC
CTCTACCAGTTCATGTGCTCGCACAACGTGAAGAAGGCTGCGGTTATTTCCACGGCGCTC
CTGTACCAGTTCATGTGCTCGCACAACGTGAAGAAGGCTGCGGTTATTTCCACGGCGCTC
CTCTACCAGTTCATGTGCTCGCACAACGTGAAGAAGGCTGCGGTTATTTCCACGGCGCTC
CTCTACCAGTTCATGTGCTCGCACAACGTGAAGAAGGCTGCGGTTATTTCCACGGCGCTC
CTGTACCAGTTCATGTGCTCGCACAACGTGAAGAAGGCTGCGGTTATTTCCACGGCGCTC
CTGTACCAGTTCATGTGCTCGCACAACGTGAAGAAGGCTGCGGTTATTTCCACGGCGCTC
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GTGTTGCTGTGCTTGGCCATCTACTGGATTTACCAGAGGCTCTGGAGCACGAAGAAGGGT
GTGTTGCTGTGCTTGGCCATCTACTGGATTTACCAGAGGCTCTGGAGCACGAAGAAGGGT
GTGTTGCTGTGCTTGGCCATCTACTGGATTTACCAGAGGCTCTGGAGCACGAAGAAGGGT
GTGTTGCTGTGCTTGGCCATCTACTGGATTTACCAGAGGCTCTGGAGCACGAAGAAGGGT
GTGTTGCTTTGCTTGGCCATCTACTGGATTTACCAGAGGCTCTGGAGCACGAAGAAGGGT

GTGTTGCTGTGCTTGGCCATCTACTGGATTTACCAGAGGCTCTGGAGCACGAAGAAGGGT
GTGTTGCTGTGCTTGGCCATCTACTGGATTTACCAGAGGCTCTGGAGCACGAAGAAGGGT
GTGTTGCTGTGCTTGGCCATCTACTGGATTTACCAGAGGCTCTGGAGCACGAAGAAGGGT
GTGTTGCTGTGCTTGGCCATCTACTGGATTTACCAGAGGCTCTGGAGCACGAAGAAGGGT
GTGTTGCTTTGCTTGGCCATCTACTGGATTTACCAGAGGCTCTGGAGCACGAAGAAGGGT
GTGTTGCTTTGCTTGGCCATCTACTGGATTTACCAGAGGCTCTGGAGCACGAAGAAGGGA
GTGTTGCTGTGCTTGGCCATCTACTGGATTTACCAGAGGCTCTGGAGCACGAAGAAGGGT
GTGTTGCTGTGCTTGGCCATCTACTGGATTTACCAGAGGCTCTGGAGCACGAAGAAGGGT
GTGTTGCTTTGCTTGGCCATCTACTGGATTTACCAGAGGCTCTGGAGCACGAAGAAGGGT
GTGTTGCTTTGCTTGGCCATCTACTGGATTTACCAGAGGCTCTGGAGCACGAAGAAGGGA
GTGTTGCTTTGCTTGGCCATCTACTGGATTTACCAGAGGCTCTGGAGCACGAAGAAGGGT
GTGTTGCTTTGCTTGGCCATCTACTGGATTTACCAGAGGCTCTGGAGCACGAAGAAGGGT

CGTCAGCACGATGATTACGACCGCCTTATGAGCAAGTACGAGTATGACGATGTATCGCAT
CGTCAGCACGATGATTACGACCGCCTTATGAGCAAGTACGAGTATGACGATGTATCGCAT
CGTCAGCACGATGATTACGACCGCCTTATGAGCAAGTACGAGTATGACGATGTATCGCAT
CGTCAGCACGATGATTACGACCGCCTTATGAGCAAGTACGAGTATGACGATGTATCGCAT
CGTCAGCACGATGATTACGACCGCCTTATGAGCAAGTACGAGTATGACGATGTATCGCAT

CGTCAGCACGATGATTACGACCGCCTTATGAGCAAGTACGAGTATGACGATGTATCGCAT
CGTCAGCACGATGATTACGACCGCCTTATGAGCAAGTACGAGTATGACGATGTATCGCAT
CGTCAGCACGATGATTACGACCGCCTTATGAGCAAGTACGAGTATGACGATGTATCGCAT
CGTCAGCACGATGATTACGACCGCCTTATGAGCAAGTACGAGTATGACGATGTATCGCAT
CGTCAGCACGATGATTACGACCGCCTTATGAGCAAGTACGAGTATGACGATGTATCGCAT
CGTCAGCACGATGATTACGACCGCCTTATGAGCAAGTACGAGTATGACGATGTATCGCAT
CGTCAGCACGATGATTACGACCGCCTTATGAGCAAGTACGAGTATGACGATGTATCGCAT
CGTCAGCACGATGATTACGACCGCCTTATGAGCAAGTACGAGTATGACGATGTATCGCAT
CGTCAGCACGATGATTACGACCGTCTTATGAGCAAGTACGAGTATGACGATGTATCGCAT
CGTCAGCACGATGATTACGACCGCCTTATGAGCAAGTACGAGTATGACGATGTATCGCAT
CGTCAGCACGATGATTACGACCGCCTTATGAGCAAGTACGAGTATGACGATGTATCGCAT
CGTCAGCACGATGATTACGACCGCCTTATGAGCAAGTACGAGTATGACGATGTATCGCAT
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GACAATATCGAGCCGGAGCACCAACTGAGAACAGACGCGTACATCTGGGGAGAGGCTGCC
GACAATATCGAGCCGGAGCACCAACTGAGAACAGACGCGTACATCTGGGGAGAGGCTGCC
GACAATATCGAGCCGGAGCACCAACTGAGAACAGACGCGTACATCTGGGGAGAGGCTGCC
GACAATATCGAGCCGGAGCACCAACTGAGAACAGACGGCTACATCTGGGGAGAGGCTGCC
GACAATATCGAGCCGGAGCACCAACTGAGAACAGACGCGTACATCTGGGGAGAGGCTGCC

GACAATATCGAGCCGGAGCACCAACTGAGAACAGACGCGTACATCTGGGGAGAGGCTGCC
GACAATATCGAGCCGGAGCACCAACTGAGAACAGACGCGTACATCTGGGGAGAGGCTGCC
GACAATATCGAGCCGGAGCACCAACTGAGAACAGACGCGTACATCTGGGGAGAGGCTGCC
GACAATATCGAGCCGGAGCACCAACTGAGAACAGACGCGTACATCTGGGGAGAGGCTGCC
GACAATATCGAGCCAGAGCACCAACTGAGAACAGACGCGTACATCTGGGGAGAGGCTGCC
GACAATATCGAGCCAGAGCACCAACTGAGAACAGACGCGTACATCTGGGGAGAGGCTGCC
GACAATATCGAGCCAGAGCACCAACTGAGAACAGACGCGTACATCTGGGGAGAGGCTGCC
GACAATATCGAGCCAGAGCACCAACTGAGAACAGACGCGTACATCTGGGGAGA-——————
GACAATATCGAGCCGGAGCACCAACTGAGAACAGACGCGTACATCTGGGGAGAGGCTGCG
GACAATATCGAGCCGGAGCACCAACTGAGAACAGACGCGTACATCTGGGGAGAGGCTGCC
GACAATATCGAGCCAGAGCACCAACTGAGAACAGACGCGTACATCTGGGGAGAGGCTGCC
GACAATATCGAGCCGGAGCACCAACTGAGAACAGACGCGTACATCTGGGGAGAGGCTGCC

GCCAGACCCAGTGACATAACGCCAGTACACCTGACTAAGCTCAAC--—
GCCAGACCCAGTGACATAACGCCAGTACACCTGACTAAGCTCAAC---
GCCAGACCCAGTGACATAACGCCAGTACACCTGACTAAGCTCAAC--—
GCCAGACCCAGTGACATAACGCCAGTACACCTGACTAAGCTCAAC---
GCCAGACCCAGTGACATAACGCCAGTACACCTGACTAAGCTCAACTGA

GCCAGACCCAGTGACATAACGCCAGTACACCTGACTAAGCTCAACTGA
GCCAGACCCAGTGACATAACGCCAGTACACCTGACTAAGCTCAACTGA
GCCAGACCCAGTGACATAACGCCAGTACACCTGACTAAGCTCAACTGA
GCCAGACCCAGTGACATAACGCCAGTACACCTGACTAAGCTCAACTGA
GCCAGACCCAGTGACATAACGCCAGTACACCTGACTAAGCTCAACTGA
GCCAGACCCAGTGACATAACGCCAGTACACCTGACGAAGCTCAACTGA
GCCAGACCCAGTGACATAACGCCAGTACACCTGACTAAGCTCAACTGA
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GCCAGACCCAGTGACATAACGCCAGTACACCTGACTAAGCTCAACTGA
GCCAGACCCAGTGACATAACGCCAGTACACCTGACTAAGCTCAACTGA
GCCAGACCCAGTGACATAACGTCAGTACACCTGACTAAGCTCAACTGA
GCCAGACCCAGTGACATAACGCCAGTACACATGGCTAAGCTCAACTGA
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