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Diversidad genetica de

Flasmoaium vivax

en regiones de alto riesgo de malania en Guatemala

Resumen

A pesar que los parasitos de Plasmodium
vivax son responsables de mas del 96%
de los casos de malaria en Guatemala y
Centroamérica, se han realizado pocos
estudios acerca de la diversidad genética
de esta especie en la region. En este
estudio se analizaron muestras de ADN
obtenidas a partir de laminas de gota
gruesa de pacientes con infecciones
positivas por P, vivax, procedentes de
areas endémicas del norte, sury sur-este
de Guatemala. Cada muestra fue
analizada para el gen de la proteina del
circumsporozoito (CSP) y para dos
regiones variables del gen de la proteina
1 de superficie del merozoito (MSP1), la
primera localizada entre los bloques
conservados (ICB por sus siglas en inglés
- Interspecies Conserved Block-) ICB2-
ICB3, y la segunda entre los bloques
ICB5-ICB6. Los resultados mostraron
que para el gen CSP, todos los aislados
de las tres regiones estudiadas
pertenecen al tipo VK210, dentro del cual
se encontraron siete variantes genéticas.
En cuanto al gen MSP1 ICB2-ICB3, se
identificaron cinco subtipos diferentes,
mientras que para el gen MSP1 ICB5-
ICB6, se encontraron nueve subtipos.

Introduccién

En Guatemala se reportan alrededor de
57,000 casos de malaria anualmente,
que corresponden a una tasa de
incidencia del 9.07 por mil habitantes.
Aproximadamente, el 98% de las
infecciones son debidas a Plasmodium
vivax , mientras que el restante 2% a
Plasmodium falciparum. La region norte
del pais aporta mas del 65% de los casos
de malaria debido, en parte, a la
constante colonizacion de grandes areas
de territorio y al dificil acceso de la
poblacion al diagnéstico y tratamiento
de la enfermedad. De acuerdo a datos
del indice parasitario anual (IPA) del aho
2001, la mayor incidencia de malaria se
reportd en los departamentos de El
Quiché, en especifico el municipio de
Ixcan (66.71); en el departamento de El
Petén (65.37); y en el de Alta Verapaz
(46.30) (Ministerio de Salud Publica y
Asistencia Social -MSPAS-, datos no
publicados).

En varias regiones del mundo se ha
determinado que los parasitos
responsables de la malaria presentan
una diversidad genética significativa, la
cual se ha descrito en términos
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morfoldgicos, bioquimicos, clinicos y
moleculares. Dentro de los estudios
moleculares, se han realizado diversos
trabajos sobre estructura poblacional en
Plasmodium falciparum y en menor escala
en Plasmodium vivax . En Guatemala
no se han realizado estudios especificos
acerca de la estructura poblacional de P
vivax, a pesar que entre el 96 a 98% de
la infecciones de malaria son ocasionadas
por esta especie. Sin embargo, ya se
han realizado estudios preliminares acerca
de la epidemiologia molecular de esta
especie utilizando como marcador la
proteina 1 de superficie del merozoito
(MSP1) ICB5-6 en poblaciones del sur
del pais (Tiquisate, Escuintla). Estos
estudios fueron realizados mediante el
uso de las técnicas de PCR y SSCP (De
Urioste, datos no publicados) y se
identifico la presencia de cinco diferentes
genotipos de P, vivax en muestras de
pacientes para el dia cero (previo al
tratamiento) y dias de recurrencia. En la
mayoria de los casos, los genotipos
identificados en los dias de recurrencia
correspondieron a los genotipos
identificados en el dia O y no se encontré
ninguna asociacion significativa entre el
genotipo responsable de la infeccion y
la presencia de recurrencias. Tampoco
se encontrd asociacion estadisticamente
significativa entre los genotipos
identificados y el género o edad del
paciente, asi como tampoco entre el total
de formas sexuadas y asexuadas en gota
gruesa. Sin embargo, si se observo
asociacion entre la temperatura corporal
y las infecciones causadas por diferentes
alelos del parasito, lo cual sugiere que el
genotipo del parasito si influye en las
manifestaciones clinicas de la
enfermedad.

En relacion con este estudio, un analisis
preliminar del gen para la MSP1 ICB5-6
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en muestras provenientes del norte del
pais (Ixcan, El Quiché) mostro la presencia
de alelos diferentes para este gen, los
cuales forman un grupo genéticamente
distinto al grupo de alelos encontrados
en el area sur (datos no publicados).
Esto sugiere la presencia de diferentes
genotipos de P, vivax en distintas areas
del pais, lo cual cobra mayor importancia
por el hecho que estas localidades (norte
y sur) presentan caracteristicas
epidemioldgicas distintas en cuanto a
tasas de incidencia, niveles de
transmision, inmunidad de la poblacion
y niveles de exposicion a medicamentos.
Todo esto hace necesaria una evaluacion
geogréaficamente mas amplia de la
estructura poblacional de P. vivax.

El método tradicional de diagndstico de la
malaria a través del examen microscopico
proporciona muy poca informacion
adicional acerca de las variaciones entre
parasitos de la misma especie. Por esto
y por la creciente necesidad de obtener
datos epidemioldgicos de la enfermedad,
se recurrio al desarrollo de otras técnicas
que iniciaron con el andlisis de isoenzimas
y el uso de anticuerpos monoclonales
orientados a antigenos de superficie del
parasito. Los resultados de estas
investigaciones probaron que muchas
de las infecciones de malaria son
causadas por parasitos pertenecientes
amas de un tipo genético. Sin embargo,
la dificultad de cultivar y mantener en
cultivo los parasitos de Plasmodium vivax
fueron un obstaculo para el desarrollo de
estas técnicas. Con los adelantos de la
biologia molecular y, en particular, de la
técnica de PCR, se permitid6 que el
estudio de estas variantes genéticas fuera
posible a mayor escala y con menor
inversion de tiempo (1). Los métodos
mas comunmente utilizados para estos
estudios moleculares incluyen el disefio

Diversidad genética

63



Diversidad genética

64

Revista 15

de iniciadores especificos a determinados
alelos, los cuales pueden ser luego
identificados por polimorfismos de
tamano de los productos de PCR,
polimorfismo de tamafio de regiones
repetitivas, PCR y polimorfismo de
tamano de fragmentos de restriccion v,
en menor escala, hibridacion de
productos de PCR con sondas
especificas a determinados alelos (12).

Los estudios moleculares que se han
realizado en relacion a la genética de los
parasitos de la malaria se han enfocado
en dos aspectos principales: la estructura
de la genética de poblaciones de los
parasitos y su dinamica dentro del
hospedero; y la diversidad de genes
especificos que codifican para proteinas
inmunogénicas (antigenos para vacunas)
y genes que codifican para proteinas
asociadas con resistencia a
medicamentos antimalaricos (2, 3). Estos
estudios permiten conocer los genotipos
presentes en una region determinada, lo
cual es relevante ya que determina
caracteristicas importantes de los
parasitos como su origen, antigenicidad,
respuesta a medicamentos, surgimiento
de cepas resistentes a una o varias
drogas, respuesta a posibles vacunas y
el impacto de medidas de control como
los mosquiteros impregnados (2).
Conocer la estructura poblacional de una
especie en particular, permite también
explicar la posible tasa de dispersion de
nuevos genotipos y la forma como estos
evolucionan y se ven afectados por la
seleccion (3).

La diversidad genética de P, vivax ha sido
descrita a través del andlisis de varios
genes, en particular los que codifican
para antigenos que estan bajo seleccion
por presion causada por el sistema
inmune del hospedero, como los genes

que codifican para las proteinas de
superficie del merozoito (MSP), en
particular para la MSP1 y MSP3a,
antigenos de la membrana apical (AMA1),
proteina del circumsporozoito (CSP),
proteinas “Duffy binding”, genes que
codifican para la sub-unidad 18S del
ARN ribosomal y DHFR (dihidrofolato
reductasa) (2).

El gen que codifica para la proteina del
circumsporozoito (CSP) de P, vivax ha
sido estudiado ampliamente; es un gen
de una sola copia que posee un dominio
central de secuencias repetidas en serie,
rodeado por secuencias conservadas,
no repetitivas. Entre las diferentes
especies de Plasmodium, las secuencias
repetitivas de la regidon central son
variables en tamano y en naturaleza de
la secuencia. Se han identificado dos
variantes la VK247 y VK210 (4, 5). Estas
variantes se han detectado en varios
paises de América como infecciones
ocasionadas por una sola variante 0 como
infecciones mixtas. Se ha sugerido que
la presencia de infecciones mixtas
depende del grado de prevalencia de
malaria en la region, siendo menor en
regiones de baja prevalencia. También
se ha encontrado asociacion entre la
variante del parasito responsable de la
infeccion, el ecosistema y la especie del
vector encontrado en esa region
determinada (6).

También se han realizado estudios sobre
la diversidad genética de P, vivax a través
de los genes que codifican para las
proteinas de superficie del merozoito
(MSP), de las cuales ya se han clonado
siete genes. Entre estos ya ha sido
descrito el gen para la MSP1 el cual
comparte muchas similitudes con los
genes que codifican para esta proteina
en parasitos de especies como P,
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falciparum y P. yoelli. El gen para la
MSP1 consta de diez bloques de
secuencias conservadas en relacion con
otras especies, las cuales estan
alternadas por regiones variables (7).
Estas regiones variables han sido el
objetivo de las investigaciones sobre
diversidad genética, ya que el gen
completo es demasiado largo para su
estudio. El bloque variable entre las
regiones ICB5 e ICB6 ha sido de mucha
utilidad en estudios de polimorfismo ya
que posee repeticiones de CAA/CAG de
longitud variable, o que permite distinguir
facilmente entre genotipos (8). También
se han observado diferentes grados de
polimorfismo entre otras regiones (9, 10).

Materiales y Métodos

e Recoleccién de Muestras:

Con la colaboracion del Ministerio de Salud
Publica y Asistencia Social, se
recolectaron muestras de gota gruesa
de pacientes febriles con diagnodstico
microscopico positivo para P, vivax, en
las Areas de Salud de El Petén Sur-
occidental, |zabal, Ixcan y Escuintla,
durante los meses de agosto de 2004 a
mayo de 2005.

e Seleccidn de las Muestras:

De las muestras obtenidas, se escogieron
para su analisis Unicamente las muestras
que cumplieron con los criterios de
seleccion: boleta completa de datos
generales; diagnéstico microscopico
positivo para malaria por Plasmodium
vivax ; cantidad adecuada de muestra
(1,000 0 méas leucocitos por gota gruesay;
tincion adecuada de la gota gruesa vy

1 Snounou y colaboradores (12)
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parasitemia mayor a 25 formas
asexuadas por cada 1,000 leucocitos.

* |dentificacion de genotipos para
los genes CSP; MSP1 ICB2-3 y
MSP1 ICB5-6.

Extraccion de ADN

Se extrajo el ADN del parasito de las
laminas de gota gruesa, siguiendo el
protocolo descrito por Edoh vy
colaboradores (11) con algunas
modificaciones. Brevemente, se lavaron
tres veces las laminas de gota gruesa
con metanol absoluto y se dejaron secar
toda la noche. Se lavaron nuevamente
con solucion de NagHPO4 100 mM y se
raspo el extendido, el cual se colocod en
un tubo estéril. Se agregaron 200 uL de
NasHPO4 5 mM, se agitd y se centrifugd
a 12,000 rpm durante 5 minutos. Se
descarto el sobrenadante y se repitio el
lavado. El sedimento resultante se
resuspendio en 30 uL de agua destilada-
desionizada y se hirvid en bafo de agua
por 10 min., agitando después de los
primeros 5 min. Se centrifugd
nuevamente a 12,000 rmp durante 3
min. y el sobrenadante se tomo
directamente para el PCR.

Confirmacion molecular de la
especie de parasito

Se amplificd el gen que codifica para la
region 18S del ARN ribosomal de
Plasmodium, utilizando un PCR anidado.
En el primer PCR se amplificd una region
género especifica, para lo cual se
prepararon 20 uL de reaccién (para
muestras y controles), conteniendo una
concentracion final de 2.5 mM de cloruro
de magnesio, 2.5 ng/ul de cada uno de
los iniciadores rPLU5" y rPLU6B" (CDC,
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Atlanta), 0.2 mM dNTP’s, 0.4 U de
polimerasa “hot-start” TAP (CLP, EEUU),
buffer de la polimerasa en concentracion
1X'y 2 uL de ADN. Se amplificaron las
muestras utilizando un termociclador
iCycler (Bio-Rad, EEUU), con el programa
siguiente: un ciclo de 95°C por 15 min,
seguido de 30 ciclos de 94°C por 1 min,
60°C por 2 min y 72°C por 2 min.
Finalmente, un ciclo de extension a 72°C
por 10 min. En el segundo PCR se
amplificé una region especie-especifica
para P, vivax y R, falciparum, para lo cual
se prepararon también 20 ul de reaccion
conteniendo las mismas concentraciones
de reactivos, pero con los iniciadores
(CDC, Atlanta) rviv1' y rviv2! para P
vivax y rFALT' y rFAL2 para P, falciparum,
y 3 uL de productos del primer PCR. Se
amplificaron las muestras utilizando un
termociclador iCycler (Bio-Rad, EEUU),
con el programa siguiente: un ciclo de
95°C por 15 min, seguido de 30 ciclos
de 94°C por 1 min, 55°C por 2 min y
72°C por 2 min. Finalmente, un ciclo
de extension a 72°C por 10 min. A
continuacién se tomaron 5 ulL de
productos del segundo PCR, se
mezclaron con 1 uL de colorante (Sigma
PCR Marker, EEUU) y se separaron en
un gel de agarosa al 1.5% en buffer de
Tris-Boratos-EDTA (TBE) 1X, conteniendo
bromuro de etidio (1:32000). Se cargaron
en el gel 4 uL de marcador de masa
molecular (Sigma PCR Marker, EEUU) y
se separaron por electroforesis durante
30 min. a 80 volts. Luego se expuso el
gel aluz UV y se capturd la imagen con
un sistema de documentacion digital.
Para el resto del andlisis, Unicamente se
tomaron en cuenta las muestras positivas
para P. vivax y negativas para P.
falciparum.

Amplificacion

Se amplificaron los genes CSP; MSP1
ICB2-ICB3 y MSP1 ICB5-ICB6 a través
de dos PCR anidados, utilizando
iniciadores de secuencias disenadas por
el Dr. John Barnwell del Centro para
Control y Prevencion de Enfermedades
de Estados Unidos (CDC, Atlanta). Para
el primer PCR se prepararon 20 uL de
reaccion, para las muestras y controles,
conteniendo una concentracion final de
2.5 mM de cloruro de magnesio, 0.26
uM de cada uno de los iniciadores (gen
CSP: PVCSPF1 y PVCSPR1; gen MSP1
ICB2-3: PVMS1D2/3F1 vy
PVMS1D2/3R1; gen MSP1 ICB5-6:
PVMS1D5F1 y PYMS1D5R1), 0.2 mM
dNTP’s, 0.4 U de polimerasa “hot-start”
TAP (CLP, EEUU), buffer de la polimerasa
en concentracion 1Xy 1 uL de ADN. Se
amplificaron las muestras utilizando un
termociclador iCycler (Bio-Rad, EEUU),
con el programa siguiente: un ciclo de
95°C por 15 min, seguido de 30 ciclos
de 95°C por 30 s, 57°C (para el gen
CSP) 6 50°C (para el gen MSP1) por 30s
y 72°C por 3 min. Finalmente, un ciclo
de extension a 72°C por 10 min. Para
el segundo PCR se prepararon también
20 uL de reaccién conteniendo los
mismos reactivos a las mismas
concentraciones, pero utilizando los
iniciadores siguientes: gen CSP:
PVCSPF2 y PVCSPR2; gen MSP1 ICB2-
3: PVYMS1D2/3F2 y PVYMS1D2/3R2; gen
MSP1 ICB5-6: PVMS1D5F2 vy
PVMS1D5R2. Se amplificaron las
muestras utilizando un termociclador
iCycler (Bio-Rad, EEUU), con el programa
siguiente: un ciclo de 95°C por 15 min,
seguido de 30 ciclos de 95°C por 30 s,
46°C (para el gen CSP) 6 50°C (para €l
gen MSP1) por 30s y 72°C por 3 min.
Finalmente, un ciclo de extension a 72°C
por 10 min. Se tomaron 5 ulL de
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productos del segundo PCR se
mezclaron con 1 ulL de colorante (Sigma
PCR Marker, EEUU) y se separaron en
un gel de agarosa al 1.5% en buffer de
Tris-Boratos-EDTA (TBE) 1X, conteniendo
bromuro de etidio (1:32000). Se cargaron
en el gel 4 uL de marcador de masa
molecular (Sigma PCR Marker, EEUU) y
la electroforesis se realizd durante 30
min. a 80 volts. Luego se expuso el gel
a luz UV y se capturd la imagen con un
sistema de documentacion digital.

Secuenciacion

Se purificaron los productos de PCR
utilizando filtros Montage PCR (Millipore
EW-29951-20, EEUU), segun el protocolo
sugerido por el fabricante. La
secuenciacion automatica de los
productos con amplificacion positiva para
los genes analizados se realizé tanto en
la hebra sentido (“forward”), como en la
hebra contra-sentido (“reverse”),
obteniéndose dos secuencias por cada
producto de PCR.

Analisis de secuencias

e Obtencion de secuencias consenso.
Las secuencias obtenidas fueron
analizadas a través de los programas
SegMan Il y EditSeq, version 5.3
(DNASTAR, EEUU), con los cual se
editaron y asignaron las bases ambiguas
o faltantes, se alinearon las hebras sentido
y contrasentido de cada producto de
PCR, para obtener la secuencia
consenso entre ambas, e identificar el
marco de lectura correcto.

e Alineacion de secuencias. Las secuencias
consenso de las muestras que
amplificaron para cada gen analizado
fueron alineadas utilizando el programa
MEGA, version 3.0 (Kumar, Tamura, Nei
2004).
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e Traduccion de la secuencia de nuclotidos
a proteinas. Se tradujo las secuencias
de nucleodtidos a secuencia de
aminoacidos, utilizando el programa
MEGA, version 3.0.

e [dentificacion de variantes y clasificacion
de muestras. Se analizaron las
secuencias de aminoacidos generadas
y se clasificaron las variantes identificadas
en subtipos. Las muestras amplificadas
para cada gen fueron asignadas a cada
uno de los subtipos identificados.

e Determinacion de similitudes con tipos
reportados en bases de datos
internacionales. La secuencia
nucleotidica y aminoéacida de cada uno
de los subtipos identificados se compard
contra bases de datos internacionales
(MEGABLAST, Nacional Center for
Biotecnology Information) para determinar
su similitud contra secuencias ya
reportadas a nivel mundial.

Elaboracion de
arboles filogenéticos

Utilizando los subtipos identificados, se
calculd un arbol filogenético para cada
uno de los genes estudiados, utilizando
el método de inferencia de Neighbor-
Joining, con el modelo de sustitucion
nucledtida de Tamura-Nei y una
evaluacion por bootstrap de 5,000
réplicas, utilizando el programa MEGA,
version 3.0.
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Resultados

¢ Recoleccion y Seleccion de
Muestras

Las muestras recolectadas que cumplieron
con los criterios de seleccion, fueron 123,
de las cuales 33 corresponden a la region
de El Petén Sur-occidental, 31 a Ixcan,
El Quiché, 28 a Izabal y 31 a Escuintla.

¢ |[dentificacion de genotipos para
los genes CSP; MSP1 ICB2-3 y
MSP1 ICB5-6.

Del total de muestras seleccionadas, se
confirmaron como P, vivax (a través del
PCR del gen para la 18S) 96 de las 123
(29 de El Petén, 19 de El Quiché, 20 de
lzabal y 28 de Escuintla). En estas
muestras, el porcentaje de amplificacion
de los genes propuestos fue entre 40-
75%, a excepcion de las muestras de
Ixcan, para las que se obtuvo una
amplificacion menor al 11%, por lo que
no fueron tomadas en cuenta para el
andlisis subsiguiente.

Las secuencias obtenidas para cada uno
de los genes evaluados, se analizaron y
se eliminaron las muestras para las cuales
se obtuvo fragmentos incompletos de la
region amplificada. En el caso del gen
CSP, fueron eliminadas 25 muestras,
para el gen MSP1 ICB2-3 se elimind una
muestra y para el gen MSP1 ICB5-6 se
eliminaron 6 muestras. La secuencia del
resto de las muestras se edito, eliminando
los extremos 5’ y 3’ de cada una, y
asignando bases ambiguas de forma
manual.

Se realizé un alineamiento preliminar de
todas las secuencias para cada gen,

utilizando el protocolo de Clustal
(MEGA3). Se terminaron de alinear las
secuencias manualmente, utilizando
como referencia el extremo conservado
carboxilo terminal de las moléculas. De
esta forma, se clasificaron las muestras
de acuerdo a su similitud, establecién-
dose los subtipos para cada gen.
Finalmente, la secuencia nucleotidica y
aminoacida de cada uno de los subtipos
identificados se compard contra bases
de datos internacionales para determinar
su similitud con secuencias ya reportadas
a nivel mundial, las cuales se incluyeron
como referencia para la elaboracion de
los arboles filogenéticos.

e Gen CSP

Se determind que las secuencias obtenidas
de las 17 muestras obtenidas de las tres
areas geograficas analizadas (Izabal, El
Petén y Escuintla) pertenecen al tipo
VK210. Se identificaron 7 subtipos que
muestran variaciones en cuanto al
numero y tipo de residuo peptidico
repetitivo entre GDRAAGQPA vy
GDRADGQPA, los cuales se originan por
la presencia de codones no sinbnimos
en las secuencias, los cuales dan origen
a un residuo de alanina (A - GCT-) o de
acido aspartico (D — GAT-). A pesar de
pertenecer al tipo VK210, los 7 subtipos
identificados tienen secuencias similares
a las reportadas para el gen CSP del tipo
Honduras lll, Salvador |, Belem, y
recombinantes entre las anteriores
(Figuras 1 y 2). De los 7 subtipos,
Unicamente uno de ellos (G) presenta
una mutacion no sinénima en el extremo
3’, GDRAAGQAA. El sub-tipo mas
frecuente para el gen CSP fue el E (Tabla
2).
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Sub-tipo D Dl e, o ccommimea: » sosmsce o See o o et DR.A..P. .BA..QL.. .... [178]
SUD-EEBEE i sawieds es G e aEE s aasine s DR.A..P. ..AG.QL.. .... [178]
SUB=EAPO F i e e e DR.A..P. .RA..QL.. .... [178]
Sub-tipo G T R R 4. .DR.A.... .RA..Qi.. .... [178]
M25746.1| VK210 QGONN EGANAPNEE SVEEYLD [201]

DO156131. 1| HOnAUERSIIT . uvrr voveennee sennees [201]

DO156134.1]3alvador] ...ee wuniennen aennnn. [201]

M11926.1|BELlem  eeen eeeeemaan aeaaeen [201]

e [201]

SUBEAPE: B 0 sawes. s oaesses e s [201]

SUB=EAPO € i s s [201]

SUB=EAiP0 D i eeeaaen eeaaenn [201]

SUBEAPE:E 00 iisws iomeiiwes 3 eveisu [201]

SUB=EAPO F iiiih anaeaaas aenaees [201]

SUB—LAPO G iieih eaasanes eenaeees [201]

Figura 1: Alineamiento de secuencias de aminoacidos de siete subtipos del gen para la CSP identificados
a partir de 17 muestras provenientes de tres areas endémicas para malaria en Guatemala (Izabal,
El Petén y Escuintla). Los puntos indican los residuos aminoacidos iguales, en referencia a la
secuencia superior (VK210). Se incluyen las secuencias reportadas para los tipos VK210, Honduras
Ill, Salvador |y Belem (Acc. No. M28746.1, DQ156131.1, DQ156134.1 y M11926.1, respectivamente).

Revista 15 de la Universidad del Valle de Guatemala 69



76 — DQEE134.1|Salvadorl

94 FSUb-tipn G
1 DQ156131 1 Hondurasill
————— Sub-tipo C
9 57| Suh—t?pn A [E19]

72 [ Sub-tipo B
Sub-tipo D
Sub-tipo F
——— M11926.1Belem

99— Sub-tipo E [P2, P4, P13, P16, T7, 149, T52, 172, T74)
M26746.1]VIK210
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004 0.03 002 00 0.00

Figura 2: Arbol de distancia de los subtipos identificados para el gen CSP, a partir de secuencias
de 603 nucledtidos. Se incluyen como referencia las secuencias reportadas para los tipos VK210,
Honduras lll, Salvador | y Belem (Acc. No. M28746.1, DQ156131.1, DQ156134.1 y M11926.1,
respectivamente). Las muestras pertenecientes a cada sub-tipo se muestran en gris y los cédigos
corresponden a P=Petén, T=Escuintla y E=lzabal. Método de inferencia del &rbol: Neighbor-Joining;
modelo de sustitucion: nucledtida Tamura-Nei; bootstrap 5,000 réplicas.

e Gen MSP1 ICB2-3 y TG46, aunque presenta mutaciones no
sinébnimas que dan origen a un cambio
en la secuencia de cuatro aminoacidos
en el extremo 3’ de la region amplificada.
Estas mutaciones no se observaron en
ninguno de los otros subtipos
identificados. El sub-tipo B se cree que
es producto de la recombinacion entre
los tipos TG46 y Belem, mientras que el
sub-tipo E entre los aislados BP30 y
TC103. El sub-tipo mas frecuente para
el gen MSP1 ICB2-3 fue el sub-tipo D
(Tabla 2).

Para las muestras amplificadas para el gen
MSP1 ICB2-3 (31), se identificaron 5
subtipos correspondientes a aislados
reportados previamente (Figuras 3 y 4).
La mayoria de las muestras (10),
identificadas como sub-tipo D,
pertenecian al tipo del aislado de Brasil,
BR44. Las 4 muestras del sub-tipo C
pertenecen al tipo del aislado Belem.
Los restantes subtipos parecen ser
producto de la recombinacion entre
aislados; el sub-tipo A producto de la
recombinacion entre los aislados TC103
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AF435603.1|TC103 ITKNKKTIDN INKLISTEND KRNGQYTDMI NGNGTQADGT QGTTGSSETT [ 50]
SUDEEARO LR e oin e hiesie s mieseis misalisal slafe idS m e nhis e avalmaie sl S0s s e e i ais al [ 501
AF435611.1|TGE46 i cevreans aawena L [ 50]
Sub-tipo B ..... Boel o smemea L [ 50]
AF435594.1|Belem ..... BE..5. ...... D..A ..G..3.NTT T.A_NNAA ..3..NT..G [ 50]
Sub—tipo c ... E..S5. ...... D..A ..G..3.NTT T.A.NNAA ..5..NT..G [ 50]
AFA435631.1 |BR44 . ... B:sS: scicss D..A ..GE.S.NTT ..T.A.NNARA ..5..NT..G [ 30]
Sub-tipo D ..... Bl B a wm s D..A ..GS8.5.NTT ..T.A.NNAA ..5..NT..G [ 50]
AF435625.1|BP30 ..... D:oEE 85D . TE:HE oGeeewBT: SeweliTealH T olic sl [ 50]
Sub-tipo B ..... D:.EE .5D..THE.HE :.Guw:8T: 8opofeTeol ols R a8 [ 501
AF435603.1 |TC103 QNSGSSGTGL TRSGSSDSGS SGTGSTGNIS HSAAPAASSP TDENYTNKKA  [100]
LS8N i 5o T [100]
AF435611.1|TG46 .. ceuneam == i aieaaaaaaa QP et iiene meeaaaaa [100]
SUb-TLip0 B e emm mmm i aiane aeaemaeaas P e i eeece mmmaenanan [1001]
AF435594.]1 |Belem TR.3---——— ——— A..NTL. G.D.T.VVGT S.P. P8 N.DDE: K [1001]
Sub-tipo @ TR.f===——— === A..NTL. G.D.T.VVGT S.P. Puf N:D.DE:.K [100]
AF435631.1 |BR44d TQ.§====== —== A..NTL. G.A.T.VVGT S.P. .P.5 .NA..EA..I [100]
Sub—tipo D TR b= = A..NTL. G.A.T.VVGT 5.P....P.5 .NA..EA..I [100]
AP435625.1|BP30 8G.8V.8V8— —=—_ . Niwii wiswauwa R. 8 .QuBuDeBS o TD.NAL..TI [100]
Sub-tipo E e e i I i I [ R. §.Q.R.D.RS ..TD.NA..I [100]
AF435603.1|TC1l03 TFQAVYNIIF YTNQLQEAQK LIAVLEKRVE VLKEHKDIKY LLEQVAKEKE [150]
SUb—CIPO B  aeiecmames s s DK s mas dos e imiss ham ey s nE tE e se e [150]
AF435611.1|TG45  ..cucecu-- e s BB v o o aBioe b s w8 wis s a8 Re o & L wve o [150]
Sub=tipo B swesacsosn L T T T %0 L ae s [150]
AF435594.1|Belem .Y..M..G.. 5. B c B s a5 s ame s Gusl scsan BEA..K [150]
Sub-tipo C N oMo aG. . Sl B s olBe s s ws s cos e Gl wsaa ER. K [150]
AF435631.1|BR44 Yo T G, oo, E. I G..A ..... EA..K [150]
Sub-tipo D Yo Te i Ger aenn. E. - - EA..K [150]
AF435625.1|BP30 ....... T e i ae e eamccae meesmccasee aemmcascnn emmaeamnan [150]
Sub-tipo B ....... e [150]
AF435603.1|TC103 KLPKDNTTTT NLTN-VHKEA ESKIAELEKK IEATAKTVN [189]

Sub-tipo A ...S.YPN.. e mheeeaeaeas wemeeaeas [189]

AF435611.1|TG46 N..oo.v.a.. T..A-EQ.A. Q. a0 VDL o s [183]

Sub-tipo B Neoeeennnn T..A-EQ.A. Q....D.... .VD...... [189]

AF435594.1 |Belem ........ N. P..DEQQ.A. QK...D..3Q .V.N..... [169]

Sub-tipo ¢ L....... N. P..DEQQ.A. QK...D..5Q .V.N..... [189]

AF435631.1|BR44 ........ N. P..DEQQ.A. QK...D..5Q .V....... [189]

Sub-tipo D ..e.... N. P..DEQQ.A. QK...D..5Q .V....... [189]

AF435625.1|BP30  .caw.cveans T A-BOLE . Qv sis wd w5 e s i [189]

Sub=-tipo B == sucesveans = G s & s R Nl 8 S S (N M 8 ) & [189]

Figura 3: Alineamiento de secuencias de aminoacidos de cinco subtipos del gen para la MSP1
ICB2-3 identificados a partir de 31 muestras provenientes de tres areas endémicas para malaria
en Guatemala (Izabal, El Petén y Escuintla). Los puntos indican los residuos aminoéacidos iguales,
en referencia a la secuencia superior (TC103). Se incluyen las secuencias reportadas para los
aislados TC103, TG46, Belen, BR44 y BP30 (Acc. No. AF435603.1, AF435611.1, AF435594.1,
AF435631.1 y AF435625.1, respectivamente).
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100

ﬂ|

a1

AF435594.1|Belem

Sub-tipo C |E37, F68, P149, T8

AF435631.1|BR44

Sub-tipo D |E21, E38, P2, P3, P4, P46, P97, P183, T74, T91

99 — AF435603.1|TC103

100 L Subtipo A [REEBER ]

—

-

AF435611.1TG4AB

Sub-tipo B |P16, P22, P100, T13

Sub-tipo E |E2, E41, P83, T48, T49, T52, T77, T93, T20

100 L— AF435625 1|BP30
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Figura 4: Arbol de distancia de los subtipos identificados para el gen MSP1D2/3, a partir de secuencias
de 567 nucledtidos. Se incluyen las secuencias reportadas para los aislados TC103, TG46, Belen,
BR44 y BP30 (Acc. No. AF435603.1, AF435611.1, AF435594.1, AF435631.1 y AF435625.1,
respectivamente). Las muestras pertenecientes a cada sub-tipo se muestran en gris y los cédigos
corresponden a P=Petén, T=Escuintla y E=Izabal. Método de inferencia del arbol: Neighbor-Joining;
modelo de sustitucion: nucledtida Tamura-Nei; bootstrap 5,000 réplicas.

* Gen MSP1 ICB5-6

Se determind que las secuencias obtenidas

de las 40 muestras analizadas en las tres
areas geograficas estudiadas (Izabal, El
Petén y Escuintla) pertenecen a los tipos
Salvador | y Belem, con algunas variantes,
producto de mutaciones no sinénimas o
recombinacion entre estos tipos (Figuras
5y 6). La mayoria de las muestras (15),
identificadas como sub-tipo E, pertenecen
al tipo Salvador |, con tres mutaciones no
sinbnimas, que dan como producto
aminoacidos diferentes en los residuos
53, donde la valina (V) cambia por un
residuo de alanina (A), 104, donde cambia
una isoleucina () por una treonina (T), vy
48, donde cambia una prolina (P) por una
glutamina (Q). También presenta una
insercion que origina un residuo de Q en

la posicion 47 (Figuras 7 y 8). El sub-
tipo C, representado por una muestra
proveniente del departamento de
Escuintla, muestra una mutacién no
sinbnima que origina un cambio en el la
posicion 15 donde el residuo de alanina
(A) es reemplazado por uno de valina (V).
Ademas, también presenta una insercion
que origina un residuo adicional de prolina
(P) en la posicidon 47. Esta insercion
también se observa en las muestras
pertenecientes al sub-tipo B (n=9). En
cuanto al sub-tipo A presenta una uUnica
mutacion no sindnima, en relacion al tipo
Salvador I, en el residuo 24, donde el
residuo de serina (S) es reemplazado por
uno de alanina (A).

En cuanto a las muestras del tipo Belem,

la identificada como sub-tipo F,

de la Universidad del Valle de Guatemala



proveniente del departamento de El Petén,
presenta una eliminacion del residuo 73
de glutamina. El sub-tipo G muestra una
insercion de tres codones repetitivos que
originan tres residuos adicionales de
glutamina en las posiciones 80, 81y 82.
El sub-tipo H (4 muestras) parece ser
producto de la recombinacion de los
aislados Salvador |y Belem, ya que en el
extremo 5’ presenta una secuencia similar
al tipo Salvador I, mientras que el extremo
3’y laregion de poli-Q es similar al aislado
Belem. Ademas, presenta una mutacion
no sinbnima que origina un cambio en el

residuo aminoacido 87, donde una valina
(V) cambia por una leucina (L). El mismo
tipo de recombinacion se observa en las
muestras del tipo | (n=4), en el que ademas
se observa una eliminacion de tres
codones respecto al tipo Belem, lo que
ocasiona la ausencia de tres residuos de
glutamina (Q) en las posiciones 77, 78 y
79. EnlaTabla 1 se muestra un resumen
de numero de residuos repetitivos de
glutamina para cada uno de los subtipos
identificados. El sub-tipo mas frecuente
para el gen MSP1 ICB5-6 fue el sub-tipo
E (Tabla 2).

( Tipo 0 sub-tipo NUmero de residuos de\
(n) glutamina (Q)

Belem 23
Sub-tipo F (1) 22
Sub-tipo G (3) 26
Sub-tipo H (4) 21
Sub-tipo | (4) 18

- J

Tabla 1: Numero de residuos de glutamina identificados en cada uno de los
subtipos correspondientes al aislado Belem y recombinantes, para el gen

MSP1 ICB5-6.
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M75674.1|5alvador I ESMIATEKNE PTVAARRDIVA KGQSLRGASE TGTTGNTVNA QTAVVO-POH [ 50]
SUb-LiPo A i iaaa maeeaasaa- P -... [ 50]
EE = o 1o o T = P. [ 501
Sub-tipo C ... T P... [ 507
SUB—TIPO D e iiaan meeaaaaaae weaeaamae meeaeaaae e QQ.. [ 50]
BUH-ELEEG B 0909090 0 s ecssainis SEresnvess SEsiniNied MessnesNEn: isasEg Q.. [ 50]
AF435594 .1 |Belem  ........ A. .~.—-_..8AP.T 3..L...5.. -AA.EV.T V.3E..Q0.0 [ 50]
sub tipo F ...._.... A. .——_.8AP.T §..L...9.. -BA.EV.T.. V.SE..0QQ.Q [ 50]
sub tipo 6 0 ... 2. .——..SAP.T §5..L...5.. -BA.EV.T.. V.SE..0Q.¢Q [ 50]
Sub BAipg H 3= sssssasen Seseveus e ARG @isE WO eNsmEms 6@ & e Q0.¢ [ 50]
SUb: BEPG L i s e e s e S e S0 6 S e 8 6 R 6 R SIS R B 6 8 s i @ 0.0 [ 50]
M75674.1|5alvador I QVVNAVTVQP GTTGHQAQGG ERETQTNSV- --QARQVQOT PAGAGGOVAS [100]
SUb-Lip0o B i ee e eeeeaaeae meaaaeaan m e i eae e e [100]
F R o o 1o o Y = S e e e e e e eeeaaaen [100]
SUB—TIPO T i ah e eaaaae e e e e e e e [100]
SUD—LIPO D e iiean e eeaeaaaee e e [100]
Jub-tipo E S m i eeae eeeeeaaaaa [100]
AF435594_1|Belem  ———-————.— ———- 0.0.00 0000.0000- —-.03..VPA ...DAQ..I. [100]
Sub tipo F = —m—mm—m—— = ———— 0.0.00 00-0.0000- —-.QS. VPR ...DRQ..I. [100]
Sub tipo G —————— o - ———— D.9.00 0000.00000 QO.Q8. .VFPA ...DAQ..I. [100]
gub tipo H = —mmmmmmo = ———- 0.0.00 0000 .0000- —-—-3-LVPA ...DAQ..I. [100]
Sub tipo I = mmmmmmmm = —mm- 0.0.00 0000 . Om—mm ———— 5. .VEA DAC..I. [100]
M75674.1|8alvador I TQTISQAPAP TQASPEPAPA APPSTPAARYV APAPTMSKLE YLE [143]
SUB-EIP0 & i e e s e s %8 Hee e VEE ENE a8 T e e e S s [143]
Sub-tipo B B T Tl T Iy [143]
Sub-tipo C L T — [143]
Sub-tipo D N LT L T [143]
Sub-tipo E T [143]
AF435594 .1 |Belem PO ..8R =B AT aee o= === A T [143]
Sub tipO & PT. _S5A e T A T [143]
sub tipo & PT..8A IV AT e 0™ Sy e A . [143]
Sub tipo H PT..3A -GV.AT...— ———— . .... A WAL, [143]
Sub tipo I PT..3A -GV AT .. .— === i v s A WAL L., [143]

Figura 5: Alineamiento de secuencias de aminoacidos de 9 subtipos del gen para la MSP1 ICB5-6
identificados a partir de 40 muestras provenientes de tres areas endémicas para malaria en Guatemala
(Izabal, EI Petén y Escuintla). Los puntos indican los residuos aminoacidos iguales, en referencia a
la secuencia superior (Salvador ). Se incluyen las secuencias reportadas para los aislados Salvador
I'y Belen (Acc. No.M75674.1 y AF435594.1, respectivamente).
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55 r M75674.1|3alvador |

2o Subtipo A[E<s]
Sub-tipo C
100 |- Sub-tipo B[E1, E19, £25, E31, E35, £39, P9, 746, 191

Sub-tipo D
Sub-tipo E [E2, E41, P2, P4, P83, P97, P100, T7, T20, T48, T49, T52, T74, T77, T93|
Sub tipo |

74 | AF435594.1|Belem
100 |Sub tipo F
Sub tipo G
Sub tipo H

010 0.05 0.00

Figura 6: Arbol de distancia de los subtipos identificados para el gen MSP1D5, a partir de secuencias
de 429 nucledtidos. Se incluyen las secuencias reportadas para los aislados Salvador | y Belen (Acc.
No.M75674.1 y AF435594.1, respectivamente). Las muestras pertenecientes a cada sub-tipo se
muestran en gris y los codigos corresponden a P=Petén, T=Escuintla y E=lzabal. Método de inferencia
del arbol: Neighbor-Joining; modelo de sustitucion: nucledtida Tamura-Nei; bootstrap 5,000 réplicas.

En la Tabla 2 se muestran las frecuencias para cada uno de los subtipos para cada gen.
La mayor frecuencia se reporta para el sub-tipo E del gen CSP, mientras que para los
genes de la MSP1 se reportan valores similares en la frecuencia de los subtipos mas
abundantes D y E para las regiones ICB2-3 e ICB5-6, respectivamente.

/SUb-tiDO Frecuencia \
CSP MSP1 ICB2-3 MSP1 ICB5-6

A 0.0588 0.1290 0.0250

B 0.1765 0.1290 0.2250

C 0.0588 0.1290 0.0250

D 0.0588 0.3226 0.0500

E 0.5294 0.2903 0.3750

F 0.0588 0.0250

G 0.0588 0.0750

H 0.1000
\ I O.’IOOO/

Tabla 2: Frecuencia de cada sub-tipo en las muestras analizadas. En gris se indica el sub-tipo con
mayor frecuencia para cada gen marcador.
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Discusion

Estudios genéticos realizados en parasitos
de Plasmodium vivax alrededor del mundo
han mostrado que dentro de esta especie
pueden distinguirse variantes del parasito
que le confieren caracteristicas
particulares, asociadas a factores
epidemioldgicos, clinicos y bioldgicos
relevantes para la prevencion, control y
tratamiento de la malaria. Dentro de los
factores clinicos puede mencionarse la
asociacion que se ha encontrado entre
la variante genética del parasito y el tiempo
de activacion del mismo dentro de las
células hepaticas (13), los sintomas de la
enfermedad que producen y el tiempo
requerido para eliminar los parasitos de
la sangre (15). En cuanto a la dinamica
de transmision de la enfermedad, se ha
demostrado que existe transferencia
diferencial de determinadas variantes del
parasito por parte de algunas especies
de mosquitos anofelinos (14). También
se ha encontrado que la respuesta de los
parasitos al tratamiento con cloroquina
tiene asociacion con la variante de los
mismos (16).

Diversidad genética

Para el estudio de estas asociaciones en
nuestro pais es necesario, inicialmente,
identificar si existen variantes genéticas
del parasito en las areas endémicas para
malaria, ya que hasta el momento se
contaba con informacion muy limitada
(De Urioste, datos no publicados), la cual
fue obtenida de muestras procedentes
Unicamente del sur del pais (Tiquisate,
Escuintla). El principal objetivo de este
estudio fue determinar si existe diversidad
genética dentro de la poblacion de
parasitos de Plasmodium vivax circulantes
en las principales areas endémicas para
malaria en el pais, utilizando genes
marcadores empleados a nivel
internacional.

Para obtener el material genético del

parasito, se decidi6 utilizar muestras de
sangre de pacientes sintomaticos
colectadas en lamina de gota gruesa y
tenidas con Giemsa, ya que es el método
rutinario empleado por el Ministerio de
Salud Publica de Guatemala para el
diagnostico microscopico de la malaria.
La metodologia de extraccion del ADN
del parasito fue estandarizada en estas
muestras con la finalidad de contribuir a
facilitar la futura implementacion de
tecnologias moleculares a nivel nacional,
sin tener que invertir tiempo en
capacitacion adicional del personal y
materiales mas costosos, como o
demandan otros métodos de colecta de
muestras para estudios genéticos de esta
naturaleza.

Con el material genético colectado, se

realizd una evaluacion preliminar de la
utilidad de seis genes que codifican para
proteinas de superficie de P. vivax,
utilizados a nivel mundial para estudios
de diversidad, obteniéndose amplificacion
en mas del 70% las muestras para los
genes CSP, MSP1 ICB2-3 y MSP1 ICB5-
6. Los restantes genes marcadores (AMA-
1, MSP3_ y MSP3R) no fueron incluidos
en el estudio por los bajos porcentajes
de amplificacion encontrados. Estos bajos
porcentajes pueden deberse a que los
iniciadores utilizados para la amplificacion
de dichos genes fueron disefiados para
cepas de P, vivax procedentes de otras
regiones geograficas del mundo,
principalmente Asia, las cuales
posiblemente difieren genéticamente de
los parasitos circulantes en nuestro pais.
Esto pone de manifiesto la necesidad de
desarrollar nuevos genes marcadores,
pero partiendo de material genético de
parasitos de la region.

En relacion al gen para la CSP, a pesar que

estudios de diversidad genética de R, vivax
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a nivel mundial, han reportado la presencia
de las variantes VK210 y VK247, y que
estudios previos (Padilla, datos no
publicados) realizados en el norte del pais
mostraron la presencia de las dos variantes
de la proteina en parasitos que se
encuentran infectando mosquitos
anofelinos, vectores de la enfermedad,
en este estudio se encontrd que todas
las muestras analizadas pertenecen a la
variante VK210. Esto sugiere gque
posiblemente las especies de anofelinos
responsables de la transmision de la
malaria en las regiones estudiadas son
refractarios a los parasitos de P. vivax
VK247, los cuales son destruidos en
alguna de las etapas de desarrollo del
parasito dentro del vector. Sin embargo,
€s necesario analizar un mayor numero
de muestras de todas las areas malaricas
de Guatemala para poder confirmar la
ausencia real de la variante VK247 en
hospederos humanos y evaluar iniciadores
para amplificar este gen, disefiados con
cepas locales, para poder descartar la
posibilidad que una variacion genética
sea la responsable de la falta de
amplificacion del gen.

Dentro de los 7 sub-tipos identificados para
el gen de la CSP, la mayoria de las
muestras (53%) pertenece al sub-tipo E,
18% al sub-tipo B y 6% a cada uno de
los restantes sub-tipos. Todos los subtipos
identificados corresponden a aislados ya
identificados para P, vivax, a excepcion
de una muestra procedente de El Estor,
Izabal (sub-tipo G) que mostré una
sustitucion no sindnima en la secuencia
de este gen, que conlleva al cambio de
una prolina por una alanina en la estructura
primaria de esta proteina. Dado que esta
sustitucion se observé Unicamente en una
muestra, s necesario analizar mayor
numero de muestras de esta region para
confirmar su presencia y determinar su

Revista 15 de

prevalencia en la poblacion de parasitos,
y su posible asociacién con factores
epidemiolégicos y clinicos de la
enfermedad.

Para el gen MSP1 ICB2-3 se identificaron

5 subtipos, todos correspondientes a
aislados reportados previamente. El 32%
de las muestras corresponde al sub-tipo
D, el 29% al sub-tipo Ey el 13% a cada
uno de los otros sub-tipos identificados.
El sub-tipo A que muestra ser un producto
de la recombinacion entre los aislados
TC103 y TG46, presenta mutaciones no
sinénimas que dan origen a un cambio
en la secuencia de cuatro aminoacidos
en el extremo 3’ de la region amplificada.
Estas mutaciones no se observaron en
ninguno de los otros sub-tipos
identificados. Nuevamente, es necesario
analizar mayor numero de muestras para
determinar la prevalencia de estas
mutaciones en el pais y su posible
asociacion con factores epidemioldgicos
y clinicos de la enfermedad. A diferencia
de la mutacion encontrada para la CSP,
las mutaciones en este gen fueron
identificadas en muestras procedentes de
las tres regiones malaricas analizadas, lo
que sugiere una mayor distribucion
geografica de la misma.

En cuanto al gen MSP1 ICB5-6 se

encontraron nueve sub-tipos en las
muestras analizadas, de las cuales 70%
(agrupadas en 5 sub-tipos) corresponden
al tipo Salvador |, el 20% (2 sub-tipos) al
tipo Belem y el 10% (2 sub-tipos) a un
recombinante entre ambas. Ademas de
presentar mayor diversidad que los otros
genes estudiados, también mostré
presencia de mutaciones en todos los
sub-tipos identificados, producto de
sustituciones no-sindnimas y/o
inserciones. La mayoria de las muestras
pertenecen al sub-tipo E. Es interesante
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mencionar que la muestra E32,
procedente del departamento de |zabal
mostré mutaciones en los tres genes
analizados, mientras que la muestra T43
de Escuintla mostré mutaciones en dos,
lo que sugiere que en las regiones sury
nor-este del pais existen factores que
influyen en que las poblaciones de
parasitos muten para adaptarse mejor a
su medio ambiente.

Para poder determinar la prevalencia de las

variantes de P vivax en el pais, es
necesario abarcar mas regiones y analizar
mayor numero de muestras. Sin embargo,
este estudio provee datos importantes
respecto a las variantes de esta especie,
responsable de la mayor cantidad de
casos de malaria en el pais, y permitira
en un futuro poder determinar si las
vacunas para malaria, que se estan
desarrollando a nivel internacional, tienen
posibilidades de conferir proteccion contra
las poblaciones de parasitos presentes
en Guatemala.

Conclusiones

¢ Todos los aislados de R, vivax provenientes

del norte, nor-este y sur de Guatemala
constituyen un grupo de siete subtipos
pertenecientes al tipo CSP VK210. Las
variaciones entre subtipos fueron
encontradas en el numero y tipo de
unidades repetitivas GDRAAGQPA y
GDRADGQPA. El sub-tipo E fue el mas
frecuente (9/17 muestras), y es similar al
aislado Belem.

e | as muestras analizadas para el gen

MSP1 ICB2-ICB3 forman un grupo de
cinco diferentes subtipos. La mayoria de
las muestras pertenecen a los subtipos
D (10/31) y E (9/31), ambos semejantes
a los aislados brasilenios BR44 y BP30,
respectivamente.

e Se identificaron nueve subtipos para el

gen MSP1 ICB5-ICB6, todos similares a
los aislados Salvador |, Belem o un
recombinante entre ellos. La mayoria de
las muestra (28/40) fueron semejantes al
tipo Salvador I. Los subtipos semejantes
al aislado Belem mostraron diferente
numero de repeticiones poli-Q, en un
rango entre 18 y 26 residuos.
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