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Resumen Introduccion: Las infecciones zoondticas son una creciente
amenaza para la salud mundial. Varias especies de Chlamydia y sus
implicancias son poco conocidas.

Objetivo: Profundizar el conocimiento eco-epidemioldgico de Chla-
mydia en Cordoba.

Materiales y métodos: Se implementaron técnicas seroldgicas y mo-
leculares para la deteccion de Chlamydia en 314 individuos sanos, 44
con nexo epidemioldgico asociado a Psitacosis, 505 aves silvestres,
288 aves cautivas, 30 reptiles y 30 equinos.

Resultados: En humanos se detectdo C. pneumoniae, C. pecorum,
C. psittaci, y co-infecciones asociadas a mayor cuantificacion bac-
teriana. La prevalencia de anticuerpos en indivi-

duos sanos fue de 14,3 % y en pacientes 68,2 %.
Se evidencio una respuesta inmune exacerbada en
trabajadores en contacto con reptiles infectados
con C. pneumoniae. En aves cautivas se identifico
C. pneumoniae, C. psittaci, C. pecorum, C. gallina-
cea y co-infecciones con mayor concentracion de
ADN. Las aves silvestres no excretaban Chlamydia.
En equinos se hallo C. pneumoniae, también en Su-
ricata suricatta y Atelerix albiventris. El genotipo A
se hallé en humanos, reptiles, aves, mamiferos no
humanos y B en equinos.

Conclusiones: C. psittaci genotipo WC se detecto en
aves y humanos; en menor frecuencia los genotipos
E/By A. Este hallazgo sugiere que los animales pue-
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den representar una fuente subestimada de C. psittaci. El hallazgo
de C. pneumoniae y C. pecorum en pacientes y en animales, plantea
posibles ciclos zoondticos y la necesidad de diagndstico diferencial.
Estos resultados avalaron el decreto de ley provincial de tenencia y
comercializacion de animales, promovido por la Secretaria de Am-

biente de Cordoba.

Palabras claves: Chlamydia psittaci, Chlamydia pneumoniae, Chlamydia pecorum,

prevalencia, caracterizacion genética.

Introduccion

Las Chlamydia son bacterias intracelulares obligadas
ycomprenden las especies Chlamydia (C.) muridarum,
C. suis y C. trachomatis, C. psittaci, C. pneumoniae, C.
pecorum, C. felis, C. caviae, C. abortus, y recientemen-
te descriptas C. ibidis C. avium y C. gallindcea (1,2,3).

Estas bacterias sonlos microorganismos mas frecuen-
tes en el reino animal, infectando mamiferos no hu-
manos, reptiles y aves, causando una amplia gama de
enfermedades. Varias de estas especies bacterianas
son transmisibles al hombre y de importancia para la
salud publica.

Todas las Chlamydia constituyen potenciales patége-
nos zoondéticos, produciendo en el hombre y animales
enfermedades respiratorias, oculares, articulares, ge-
nitales e intestinales. A menudo pueden producir in-
fecciones persistentes crdnicas y subclinicas (4).

Generalmente, el contagio humano se produce por la
inhalacion de aerosoles de las secreciones de anima-
les infectados. La clinica se relaciona con neumonias
severas, fiebre alta, escalofrios, mialgia y dificultad
respiratoria. Estos cuadros clinicos (neumonias atipi-
cas) en humanos estan generalmente producidos por
las especies C. psittaci y C. pneumoniae.

C. psittaci se clasifica en 7 genotipos (A-F; E/B) aso-
ciados con aves y 2 genotipos (M56 y WC) asociados
con mamiferos no humanos (5). Todos los genotipos
se consideran transmisibles alos humanos. El anélisis
de las secuencias del gen que codifican para la Protei-
na Mayor de Membrana (MOMP) permite identificar
todos los genotipos descriptos (6).

C. pneumoniae presenta un diverso rango de huéspe-
des y fue aislada en humanos, caballos, reptiles, an-
fibios, koalas y marsupiales australianos. Se clasifica
en 4 genotipos (A-D), no son especie especificos, sal-
vo por el genotipo B que solo ha sido detectado en
equinos (7). En humanos, C. pneumoniae es respon-
sable de la NAC (neumonia adquirida en la comuni-

dad) en cuarteles, grupos familiares y pequenas co-
munidades. El analisis filogenético de secuencias en-
contradas en reptiles y anfibios de Australia presen-
t6 un 99% de homologia con secuencias de genotipos
humanos, lo cual proporciond evidencias sobre su rol
como agente zoonotico (8).

C. pecorum ha sido aislada a partir de rumiantes, cer-
dos, aves, koalas y es comunmente encontrada en in-
testino de animales asintomaticos (9).

En Argentina y especificamente en Cordoba existen
pocos reportes sobre infecciones por estas bacterias
productoras de zoonosis.

Objetivo

Profundizar el conocimiento eco-epidemiolégico de las
especies de Chlamydiade importancia médico-veterina-
ria en la provincia de Cérdoba, Argentina.

Materiales y Métodos

En el periodo 2010-2013 se analizaron 314 muestras
de sueros de individuos sanos (grupo control) y 44 de
pacientes con nexo epidemioldgico asociado a Psita-
cosis, por la técnica de neutralizacion de placas bajo
medio liquido. Se subdividié a ambos grupos en tres
rangos etarios y en los pacientes se analizaron datos
epidemioldgicos obtenidos de la ficha de notificacion
de casos.

Los resultados del estudio de serologia fueron calcu-
lados con intervalos de confianza exacto binomial (IC)
de 95%. La prevalencia de las poblaciones fue analiza-
da como proporciones independientes en dos pobla-
ciones con el programa para andlisis epidemiologicos
de datos tabulados Epidat, Version 3.1 (10). Asimismo
en el ano 2011, se analizaron 5 muestras de sueros de
cuidadores de reptiles con sospecha de infecciéon por
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C. pneumoniae, por MIF (Bion Enterprises®, France) y
el mismo muestreo se repitio 6 meses después.

Para la deteccién molecular y caracterizacién genéti-
ca de Chlamydia, se analizaron 76 muestras de hiso-
pados faringeos de pacientes con nexo epidemioldgi-
co asociado a Psitacosis, 5 hisopados faringeos de los
cuidadores de reptiles y muestras de animales [aves
silvestres (n=505), aves en cautiverio (n=288), repti-
les (n=30) y equinos (n=30)], de diferentes regiones
de la provincia de Coérdoba.

Los hisopados se colocaron en 1 ml de sacarosa-fos-
fato-glutamato y se utilizd 200 pl de esta solucion se
sometieron a la extraccion de ADN usando el kit de
Accuprep Genomic DNA Extraction (Bioneer, Alame-
da, CA, EE.UU.) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. El ADN extraido se almacend a 4 °C.

La deteccidon molecular se realizo por PCR genérica di-
rigida al gen ompA y la determinacion de la especie
por nested-PCR (11). Ladeteccionde C. pneumoniaese
hizo por nested-PCR dirigida al gen rpo8(12) y el geno-
tipo se obtuvo con una nested-PCR del gen ompA (7).

Los productos de las nested-PCR fueron sometidos a
secuenciacion en ambas direcciones utilizando los ce-
badores delasrespectivas nested-PCR (Macrogen, Inc.
Seul, Corea). Las secuencias obtenidas fueron edita-
das utilizando el programa ClustalX y las secuencias
consenso se compararon mediante BLASTn 2.2.19(13)
contra el conjunto completo de fragmentos gendmi-
cos de Chlamydia obtenidos del banco de datos Gen-
Bank, mediante un corte E-value de 510.

Mediante el programa MEGA 4 (14) se realizé el ali-
neamiento de las secuencias disponibles en el Gen-
Bank. El modelo de sustitucion nucleo-
tidica fue seleccionado acorde al Crite-
rio de Akaike implementado el progra-
ma ModelTest 3.7 (15) y se procedido asu
analisisconel programaPhyML 3.0 (16).

Se realizd un bootstrap o generacion de
pseudorréplicas de la matriz original de

sellevéacaboenunvolumenfinal de 25 pl que contenia
5ulde ADN utilizando un termociclador ABI Prism7000
(Applied Biosystems, Buenos Aires, Argentina). El va-
lor del ciclo umbral (Ct) se calculé automaticamente.
Cada muestra se analizo por duplicado. Los resulta-
dos se expresaron como UFI/ml.

Resultados

La prevalencia de anticuerpos neutralizantes anti-
LPS de Chlamydia en individuos sanos fue de 14,3 %
(Tabla 1). Si bien la mayor prevalencia se observé en
el rango etario de 41-60 anos en el grupo control, no
existieron diferencias significativas entre los rangos
etarios, el género, el titulo de anticuerpos detectado
y la seroprevalencia.

Tabla 1. Titulos de anticuerpos contra Chlamydia en relacion

al género y rango etario de los integrantes del grupo control
% Masculino (n)

% Femenino (n)

Rango
eta.—!ilo %Total (n)  Titylos de anticuerpos Titulos de anticuerpos
neutralizantes neutralizantes
10 20 10 20
11,3
21-40 (11/67)  102(5/48) 0,0 (0/49) 12,5 (6/48) 0,0 (0/48)
17,4 15,4
41-60 (19/109) (10/65) 3,0 (2/65) 11,4 (5/44) 4,5 (2/44)
14,8
=61 (1670 136 (6/44) 0,0(0/44) 125 (8/64) 3,1 (2/64)
o 14,7 13,3 12,2
%Total (n) (46/314) (21/158) 1,3 (2/158) (19/156) 2,6 (4/156)

En pacientes con nexo epidemioldgico para Psitaco-
sis la seroprevalencia fue del 68,2% (Tabla 2), la ma-
yor prevalencia se observé en el rango etario mayor a
60 anos, en ambos sexos. Sin embargo, no existieron

Tabla 2. Titulos de anticuerpos contra Chlamydia en relacion al género y rango

etario de los integrantes del grupo con nexo epidemioldgico para C. psittaci

% Masculino (n) % Femenino (n)

ADN (2000 veces), a fin de obtener un | Gals Wioall)  Thciiesriiuemos Tl e

dendograma consenso con soporte es- 0 2 40 " 0 2 4 %

tadistico. La edicién final de los dendo- = =
grama obtenidos se realizo utilizando el S 643 g 125 250 125 167 167 167 167
programa Dendroscope (17) (9/14) ’ (1/8)  (2/8) (1/8)  (1/6)  (1/6)  (1/6)  (1/6)
69,6 9,1 91 182 167 84 334 167
La determinacia itativa del ADN 4160 qgpz) 273G (qgy 1) @A) (2120 (112) (412)  (212)

a determinacion cuantitativa de

334 334 00 250 00 250 250
bacteriano se realizé por PCR en tiempo =61 71.4(8/7) 0008 (5 (3)  (0/3)  (1/4)  (0/4)  (1/4)  (1/4)
real dirigidaalgen 23S ARNrdelafamilia % Total 682 g4z 136 182 136 18,2 91 273 182
(n) (30/44) : (3/22)  (4/22) (3/22) (4/22) (2/22) (6/22) (4/22)

Chlamydiaceae (18). La PCR cuantitativa
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diferencias significativas entre edad, el género, los ti-
tulos de anticuerpos detectados y la seroprevalencia.

El cuadro clinico mas frecuente fue Neumonia Atipica
ydeellosel 73,3 % presento anticuerpos neutralizantes
y contituloselevados (Z=4,85[0,300-0,645] p=0,0001).

En el grupo de cuidadores de reptiles se detecté una
respuesta inmune exacerbada, con titulos de IgG que
van desde 512 hasta 4096. Estos titulos se mantuvie-
ron en ambos muestreos. Mientras que los hisopados
faringeos de los cuidadores resultaron negativos para
Chlamydia por PCR genérica (Tabla 3).

Tabla 3. Caracteristicas de los cuidadores de un centro

recreativo de la provincia de Cordoba y resultados del
estudio seroldgico anti-lgM y anti-lgG para C. pneumoniae

Mayo Diciembre
Proteccion Contacto
Cuidador  laboral  Titulos anticuerpos Titulos anticuerpos con
animales
IgM lgG IgM lgG
1 Si - - - - Diario
2 NO - 2048 - 4096 Diario
3 NO - 2048 - 2048 Diario
4 NO - 2048 - 1024 Diario
5 NO - 512 sp+  spr  Eshora
Ico
6 NO S/D** S/D** - 4096 Diario

- Negativo. * No determinado, renunci6 al centro recreativo.
** No determinado, se incorporé al centro recreativo.

En pacientes se hallé un 53,9% infectados con Chla-
mydia, C. pneumoniae (46,3 %) genotipo A, C. peco-
rum (29,3 %)y C. psittaci(24,4 %) genotipo A, E/By WC.
El 43,9% de los individuos infectados fueron hospita-
lizados y requirieron cuidados intensivos (Figura 1).
Asimismo se detectd un 26,8 % de infecciones mixtas
(C. pneumoniae/C. pecorum). Los pacientes evolucio-
naron favorablemente s6lo después de recibir el tra-
tamiento antimicrobiano especifico.

En aves en cautiverio el 17,4 % presento infeccion por
Chlamydia. C. pneumoniae (48,0 %) genotipo A, C. pe-
corum (22,0%) y C. psittaci (6,0 %) genotipo WC. Asi-
mismo una nueva especie, C. gallinacea, se encontro
en aves Passeriformes (Figura 1). En aves silvestres de
nuestra provincia, no se detecté Chlamydia.

En reptiles y mamiferos no humanos se hallé una ocu-
rrencia de 41,7 % al 80,0 % de C. pneumoniae genotipo
A, respectivamente. En los reptiles analizados del cen-
tro recreativo, se detectd C. pneumoniae en el 58,0 %
de los reptiles, que fue mitigado con la implementa-
cion del tratamiento antimicrobiano en los reptiles. En

equinos se detectd una ocurrencia de C. pneumoniae
del 42,0%, genotipo B (Figura 1).

La mayor concentracién de ADN bacteriano se hallo en
muestras humanas que presentaron de mas de una es-
pecie de Chlamydia. En las aves que presentaron coin-
feccion de C. pneumoniae y C. pecorum, también pre-
sentaron mayor excrecién de Chlamydia.En reptiles, en
aves de parques zooldgicos y en mamiferos no huma-
nos fue menor la excrecién de estas bacterias (Tabla 4).

Tabla 4: Caracteristicas de las muestras analizadas

por la técnica de PCR en tiempo real para la
cuantificacion de ADN bacteriano

NO
Muestra . .
e [ Hospedador Especie de Chlamydia detectada I:II::/
ARG F15 Homo sapiens C. pneumoniae/C. pecorum 5
ARG F16 Homo sapiens C. pecorum 5
ARG F30 Homo sapiens C. psittaci/C. pecorum 5
ARG F40 Homo)sapiens (@ ps:ttaé:l/C. pneumoniae/ 85
. pecorum
ARG Cyanocompsa .
AMB 2 brissonii C. pneumoniae/C. pecorum 45
- Piranga flava C. pneumoniae/C. pecorum 85
AMB 5 g : :
ARG Saltator C. pneumoniae/C. pecorum 5
AMB 6 aurantiirostris - P P
ARG Pheucticus .
AMB 7 ey C. pneumoniae/C. pecorum 190
ARG Paroaria .
AMB 8 coronata C. pneumoniae/C. pecorum 85
ARG Cyanocompsa
AMB 9 brissonii Lo jpaynin 2
ARG Saltator C. pecorum 5
AMB 10 aurantiirostris -P
ARG Gubernatrix C. pecorum 5
AMB 18 cristata [ HEECE
ARG S
AMB 27 Sicalis luteola C. pecorum 85
ARG Pheucticus au- C. pneumoniae 5
AMB 212 reoventris - pneu
ARG . .
700 7 Rhea americana C. pneumoniae 5
ARG Bothrops .
PK 11 alternatus e 2
ARG Trachemis C. pneumoniae 5
PK 20 scripta elegans -P
ARG Atelerix C. pneumoniae 5
AMB 73 albiventris - pneu
ARG .
VM C18 Equus ferus C. pneumoniae 5

* ARG HUM se indican las muestras de humanos, ARG AMB se indican las aves, ARG PK
muestras de reptiles, ARG AMB 73 mamifero no humano y ARG VM C18 equino.

Discusion

Laseroprevalenciadetectadaen el grupo control se co-
rresponde con lo reportado por otros autores utilizan-
do la técnica de neutralizacion (19,20,21). En concor-
dancia con otros autores, cuando analizamos el gru-
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ARG HUM 31 (JQ308280)
C. psittaci WC (AF269269)
ARG AMB 208 (JX399853)
ARG AMB 204 (JX399854)
ARG HUM 45 (JQ308282)
ARG HUM 14 (JQ308278)

757——C. psittaci NJ1 (D) (AF269266)
—,_T_—c. pittaci GD (C) (AF269261)
C. psittaci V5225 (F) (AF269259)

C. psittaci M6 (AF269268)
ARG HUM 49 (JQ308283)
C. pittaci 6BC (A) (X56960)
C. psittaci WS/RT/E30 (E/B) (AY62613)
100 | ARG HUM 32 (JO308281)
C. psittaci 3759/2 (E) (AY62611)
C. psittaci 41A12 (B) (AY762609)
C. folis VR120 (AF269257)
 —C muridarum Nigg (NC002620)
e L2¢ (NC15744)
C. pecorum L71 (AF269280)
C. pecorum B13 (EU35013)

C. pecorum 17108 (AF269279)
C. pecorum CaprahiZ (AY055109)
C. pecorum Bahri4 (EU350137)
— ARG AMB P9 (JNO16884)
C. pecorum iC2 (EU684931)
ARG HUM 17 (KP0196611)
93 C. pecorum 4283/3 (6Q223187)
100|C. pecorum 3638/3 (6Q228186)
C. pecorum iC4 (EU684933)
ARG HUM 16 (KP019610)
C. pecorum IC3 (EU684932)

ARG HUM 30 (KP19610)

78

_ o7 ARG HUM 48 (KP19608)

ARG HUM 22 (KP019614)
ARG AMB PG (JN016882)
ARG AMB P2 (NO16381)
ARG HUM 15 (KP019609)
ARG HUM 20 (KP019612)
ARG HUM 31 (KPO19617)
ARG AMB P7 (JN016883)
ARG HUM 23 (KP019615)
ARG HUM 21 (KP019613)
L— ARG AMB P10 (JN016880)
gg [ C. avium 10DC88 (KF366261)

£ 08-1274/3 (GQ398036)
57 ARG AMB P3 (JX399855)
90'—C. gallinacea 08-1274/9 (GQ398033)
100|ARG HUM 39 (K.J541752)
ARG HUM 40 (KJ541753)
C. preumoniae TWAR-183 (A) (AE009440)
C. prieumoniae AR-39 (A) (AE002161)
ARG AMB 150 (K/541757)
ARG PK 11 (KJ541758)
ARG HUM 78 (Kj541754)

ARG AMB 12|
ARG AMB 73 (KJ541755)
C. pneumoniae WBB (C) (DQ358972)
C. preumoniae frog (D) (AF102830)
CIr |
ARG Vi C18 (/541751
C. preumoniae N6 (B) (L04982)

C. caviae GPIC (AF269282)
C. abortus C16/98 (DQ435300)

Figura 1. Dendograma obtenido de un fragmento de 255 nt del dominio variable IV del gen ompA de Chla-
mydia, construido por Méaxima Verosimilitud utilizando TIM2+1+G como modelo de sustitucién de nucleétidos
con parametros sugeridos por ModelTest 3.7 (software PhyML). Las secuencias que pertenecen a este estu-
dio son denominan ARG. ARG HUM se indican las secuencias detectadas en humanos, ARG AMB se indican
las secuencias detectadas en aves, ARG PK secuencias de reptiles, ARG AMB 73 secuencia de mamifero no
humano y ARG VM las secuencias correspondientes a equinos. En paréntesis se indica el genotipo al cual
corresponden las cepas patrones y codigos de acceso al banco de genes. La secuencia de C. abortus C18/98
se incluyd como grupo externo. Son indicados los valores de bootstrap (2.000 pseudoréplicas) mayores a 50,

que existe una mayor respuesta inmune en
aquellas personas expuestas que cursan un
cuadroclinico o quienes hantenido contacto
con animales excretores de estas bacterias.

Gracias a laimplementacién de nuevas téc-
nicas moleculares logramos ampliar el co-
nocimiento de las Chlamydia de importan-
cia médico-veterinaria. Pudimos identificar
y caracterizar diversas especies de Chla-
mydia zoonoticas y potencialmente zooné-
ticas, en muestras de un amplio rango de
hospedadores.

Ennuestraregionseidentificaron4 especies
de Chlamydia en humanos con nexo epide-
miolégico para C. psittaciy en animales en
cautiverio. Mientras que en aves libres no
se detectaron estas bacterias.

Este es el primer estudio que aportd da-
tos sobre la identificacion y caracteriza-
cion gendmica de Chlamydia en diferen-
tes poblaciones de Cérdoba. Nuestros re-
sultados contribuyeron al conocimiento
de la epidemiologia molecular de estas
bacterias y apoyaron la promulgacién de
una ley provincial para tenencia y comer-
cializacion de animales y seran de utili-
dad para mejorar el diagndstico y el ma-
nejo clinico-terapéutico de los pacientes
y animales infectados.

En muestras humanas fue mas frecuente
C. pneumoniae, seguida por C. pecorumy
C. psittaci. La neumonia atipica fue el cua-
dro clinico asociado a estos agentes. Tam-
bién se detectaron co-infecciones que es-
tuvieron asociadas a mayor cuantificacion
bacteriana, a exacerbacién del cuadro cli-
nico y a pacientes hospitalizados en cuida-
dos intensivos.

La deteccion de C. psittaci genotipo WC en
aves y humanos sugiere que los animales
pueden representar una fuente subestima-
da de C. psittaci o que las aves pueden dis-

en los nodos de las ramas.

persar cepas asociadas a mamiferos.

po con nexo epidemioldgico para C. psittaci, obser-
vamos una mayor prevalencia de anticuerpos neutra-
lizantes anti-LPS de Chlamydia (22,23,24). Asimismo,
esta diferencia significativa en la prevalencia en am-
bos grupos, también fue observada en los titulos de
anticuerpos detectados. Por lo que podriamos inferir

El hallazgo de C. pneumoniaey C. pecorum en huma-
nos con enfermedades respiratorias y en animales de
compania, plantea posibles ciclos zoonéticos.

Se logré identificar en aves en cautiverio, no sélo la
tradicionalmente estudiada C. psittaci, sino también
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C. pneumoniaey C. pecorum, cuyo rol zoonético aun
no ha sido claramente establecido. Sin embargo el ha-
llazgo de C. pneumoniae en muestras clinicas de in-
dividuos con cuadros respiratorios agudos y contacto
estrecho con aves, seria el primer indicio de la nece-
sidad de ampliar el espectro diagndstico diferencial y
evaluar laincorporacién de la deteccidn de otras Chla-
mydia en el algoritmo de infecciones respiratorias en
nuestra region.

De la misma forma, la ubicuidad de C. pneumoniae en

diferentes hospedadores, el hallazgo de este agente
en reptiles y el alto titulo de anticuerpos hallados en
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Eco Epidemiology of
Chlamydia psittaci,
Chlamydia pneumoniae
and Chlamydia pecorum:
impact on public health

Summary Introduction: Zoonotic infections are a growing threat to
global health. Chlamydia and its implications are not well known.

The aim of this study was to further the eco-epidemiological knowledge
of Chlamydia in Cordoba.

Materials and methods: Serological and molecular techniques was
implemented for detection of Chlamydia in 314 healthy individuals, 44
individuals associated with Psittacosis, 505 wild birds, 288 captive birds,
30 reptiles and 30 equine.

Results: In humans were detected C. pneumoniae, C. pecorum, C. psittaci
and co-infections associated with increased bacterial quantification.

The prevalence of antibodies in healthy individuals was 14.3% and 68.2%
patients. Exacerbated immune response was detected in workers with
contact infected with C. pneumoniae evidenced reptiles.

In captive birds we detected C. pneumoniae, C. psittaci, C. pecorum, C.
gallindcea and co-infections with the highest concentration of DNA. Wild
birds did not excrete Chlamydia.

In horses we found C. pneumoniae, also in Suricata suricatta and Atelerix
albiventris. The genotype was found in humans, reptiles, birds, mammals
and non-human equine B.

Conclusions: C. psittaci WC genotype was detected in birds and humans;
less frequently genotypes E/B and A. This finding suggests that animals
can be a source of C. psittaci underestimated.

The discovery of C. pneumoniae and C. pecorum in patients and animals
raises potential zoonotic cycles and the need for differential diagnosis.
These results endorsed the decree of provincial law to possess and
marketing of animals, promoted by Secretaria de Ambiente de Cdrdoba.
Keywords: Chlamydia psittaci; Chlamydia pneumoniae, Chlamydia
pecorum; prevalence; genetic characterization.
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